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GLOSARIO

CENTIMORGAN (cM): Unidad de distancia genética, indica la distancia entre dos
loci sobre un cromosoma, estimado a partir de las frecuencias de recombinacion.
Un centimorgan corresponde aproximadamente a 1% de recombinacion.

EST (EXPRESSED SEQUENCE TAG): secuencias cortas, usualmente <500 pb,
obtenidas por secuenciamiento al azar de fragmentos de cDNA. Las colecciones
de EST son una via rapida para representar una porcion substancial del
complemento de genes de un genoma.

DGC (DEFENSE GENE CANDIDATES): secuencias de genes obtenidas a partir
de la informacion de genes de defensa previamente aislados de diferentes
especies de plantas.

GEN CANDIDATO (GC): genes previamente secuenciados de funcidon conocida
qgue generalmente corresponden a loci mayores, los cuales estan envueltos en la
expresion del cardcter de interés. La estrategia de GC asume que el polimorfismo
molecular encontrado esta relacionado con la variacion fenotipica del caracter
estudiado.

MAPA GENETICO: representacion grafica de un conjunto de marcadores
genéticos en grupos de ligamiento, indicando la posicion relativa de cada uno de
los marcadores respecto a los demas. Este es generado a partir de frecuencias de
recombinacion entre loci y es el cM la unidad de distancia relativa.

MAPA FiSICO: se compone de clones con fragmentos de ADN caracterizados a
nivel de su secuencia y posicionados dentro de un mapa de ligamiento.

MARCADOR FUNCIONAL : marcadores derivados de sitios polimérficos en genes
involucrados en la variacion fenotipica de una caracteristica.

SINTENIA: ocurrencia de co-linearidad gendémica entre genes homdlogos en
diferentes organismos.

QTL (QUANTITATIVE TRAIT LOCI): region gendémica que controla a una
caracteristica medida sobre una escala cuantitativa, dichas caracteristicas son
tipicamente afectadas por més de un gen como también por el ambiente.



RGA (RESISTANCE GENE ANALOGUE) : secuencias de genes obtenidas a partir
de la informacion de genes de resistencia (genes R) previamente aislados de
diferentes especies de plantas.

RGC (RESISTANCE GENE CANDIDATES): genes que muestran similaridad
estructural y funcional con genes R conocidos

TRAP (TARGET REGION AMPLIFICATION POLYMORPHISM) : técnica
molecular, que se vale de las herramientas de la bioinformatica y la informacién de
bases de datos de secuencias ESTs para generar marcadores polimérficos
alrededor de genes candidatos. Los TRAP son una clase de marcadores
funcionales.



RESUMEN

La presente investigacion se orientd al desarrollo de marcadores moleculares
funcionales TRAP (por Target Region Amplification Polymorphism) en Coffea
arabica L. El trabajo implicod la caracterizacion fenotipica, la busqueda de
polimorfismo y el posterior mapeo de la resistencia contra la roya anaranjada
(Hemileia vastatrix) sobre una poblacion de 80 plantas F, del cruzamiento entre un
genotipo susceptible (var. Caturra) y uno resistente (DI.200). La evaluacién
fenotipica se llevé a cabo en campo en condiciones de epidemia natural y a partir
de inoculaciones sobre hojas desprendidas. Para el desarrollo de los marcadores
se tomo6 como base la informacion de secuencias expresadas (ESTs) relacionadas
con genes de resistencia tipo NBS y PR disponible en la base de datos de
Cenicafé, evaluandose 170 combinaciones de primers. Los marcadores
identificados fueron posteriormente validados en diferentes fondos genéticos
representados por lineas mejoradas con resistencia componentes de la variedad
Castillo®, asi como por otras variedades comerciales de origen similar (CR95,
IHCAFEQ0, IAPARS9, RUIRU11) y en una progenie F3 desarrollada a partir de
plantas F, de la poblacion de estudio. Como resultado se identific6 una regién
gendmica ligada a la resistencia a la roya, delimitada por 16 marcadores, 6 de los
cuales fueron TRAP. La validacién de tales marcadores mostré consistencia tanto
con el origen genético de los genotipos, como con la resistencia observada en el
campo. La elevada frecuencia de los marcadores candidatos en los componentes
de la variedad Castillo® sugiere un rol importante de esta region sobre la
resistencia genética que aun poseen estos materiales en el campo. Se avanzo en
el mapeo fino de la region de resistencia, ampliando la poblacion de estudio a 160
plantas F, y con informacion del mapa genético y fisico de la especie diploide C.
canephora. Como resultado se identificaron nuevos marcadores que permitieron
definir una region QTL de 2,5 cM delimitada por cuatro marcadores candidatos
que en conjunto explican entre el 52 y el 73% de la variacion fenotipica. Su
evaluacion sobre plantas diferenciales permitié asociar la region identificada con
un nuevo gen de resistencia el cual se denomino Sy10, siguiendo la nomenclatura
actual. En conjunto, los resultados presentados muestran el potencial de los
marcadores TRAP en la identificacion rapida de regiones implicadas con la
resistencia a la roya, con miras al desarrollo de lineas mejoradas que ofrezcan una
resistencia mas durable contra esta enfermedad.

Palabras clave: Hemileia vastatrix, resistencia durable, Hibrido de Timor,
Expressed sequence tags (EST), seleccion asistida por marcadores.



ABSTRACT

This research was focused on the development of functional molecular markers
TRAP (Target Region Amplification Polymorphism) in Coffeea arabica L. The work
involved the phenotypic characterization and subsequent genetic mapping of one
genomic region associated to the resistance to leaf rust (Hemileia vastatrix), A
population of 80 F, plants from a cross between a susceptible genotype (var.
Caturra) and the resistant line (DI200) was analyzed. The phenotypic evaluation
was carried out both in the field (under natural epidemic conditions) and laboratory
(where detached leaves were hand inoculated). Molecular markers were
development on the basis of sequence information derived from the EST dB
available at Cenicafé. Around 170 primers combinations were evaluated.
Polymorphic markers were validated on different genetic backgrounds involving
elite lines from the cultivated variety Castillo ®, commercial varieties of similar
origin (CR95, IHCAFEQ90, IAPARS59, RUIRU11) as well as F3 progenies. As a
result we identified a genomic region tightly linked to the rust resistance, defined by
16 markers, 6 of which were TRAP. Marker of these markers showed consistency
with both the genetic origin of the genotypes and their field resistance. The high
frequency (45%) of candidate markers among the elite components of the
Castillo® variety suggest that this region play a very important role on the genetic
resistance. A fine mapping of the resistance region, was also undertaken. To do
that, a large population involving 160 F, plants was investigated. Using genetic
information and sequence data from the physical map of the diploid C. canephora
specie, a number of new markers were generated around the candidate region. As
a result a QTL bounded by 4 SSR along 2,5 cM and explaining between 52 and
73% of the phenotypic variance was identified. Molecular evaluation using
differential genotypes for previously identified rust races allowed us to associate
the QTL to a new putative resistance gene which was designed as Sy10, according
with current nomenclature. Overall, these results show not only the potential of
TRAP markers for rapid identification of regions involved on rust resistance but the
huge possibilities that molecular tools have on future developing of coffee
genotypes with durable resistance against this disease..

Palabras clave: Hemileia vastatrix, durable resistance, Timor hybrid, Expressed
sequence tags (EST), Marker assisted selection.



INTRODUCCION

El café es considerado el primer producto agricola y el segundo commodity de
peso mundial después del petréleo. La importancia global del cultivo se deriva del
hecho que involucra tanto paises productores, ubicados en la zona intertropical
hameda, como paises consumidores los cuales, a excepcion de Brasil, se
localizan preferencialmente en las zonas templadas del norte. En Colombia, cuarto
productor mundial del grano, el café representa uno de los productos agricolas de
mayor importancia en la economia. Su comercio constituye el 17% del PIB,
mientras que su cultivo genera 726 mil empleos directos y 1,4 millones de empleos

indirectos (Federacién Nacional de Cafeteros de Colombia, 2011).

Todas las variedades de importancia econOmica, cultivadas en Colombia (ej.
Caturra, Tipica, Borbon, Colombia, Castillo®), pertenecen a la especie Coffea
arabica, de la cual depende el 75% del mercado mundial del grano. La porcién
restante es asumida por la especie C. canephora, también llamada “Robusta”,
cuyo café es considerado de tener una calidad diferente. Si bien C. arabica
produce un café mas suave y apetecido por los consumidores, esta especie
muestra una gran susceptibilidad a la mayoria de las plagas y enfermedades que
afectan el cultivo, como la roya (Hemileia vastarix), la antracnosis del fruto

(Colletotrichum Kahawae).

Dentro de todas las enfermedades, la roya del café o “roya anaranjada” es
considerada la de mayor importancia debido a las pérdidas que ocasiona en los
paises productores. En Colombia, se ha estimado que la roya reduce hasta un
23% de la produccion acumulada de cuatro cosechas, esto en variedades
susceptibles sin control de la enfermedad (Rivillas et al., 2005). Sin embargo, las
epidemias ocurridas en los ultimos dos afios, en regiones plantadas con

variedades susceptibles como Caturra, indican pérdidas que superan el 30%
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(Rivillas et al., 2011; Cristancho et al., 2012). Segun Alvarado et al, (2000) y
Rivillas et al., (2005) el dafio que ocasiona la roya es mayor en la medida en que
el ataque se da en estados tempranos de desarrollo del fruto, ya que se altera el
proceso normal de produccion y asimilacion de nutrientes indispensables para el

buen llenado de los frutos, por reduccion del area fotosintética.

Con el fin de encontrar medios de control genético contra la roya del café, desde
comienzos de los afios 70's Colombia inici6 un ambicioso programa de
mejoramiento mucho antes de la llegada de la enfermedad al pais. La estrategia
principal para la produccion de variedades resistentes se fundamenté en el
concepto de “diversidad genética”, la cual se materializd6 con el desarrollo de
variedades de tipo compuesto. Fue asi como en 1983, Cenicafé liber6 la variedad
Colombia, la primera variedad de este tipo con resistencia completa contra la roya,
la cual le ha permitido al pais hacer frente de manera exitosa a la enfermedad por
méas de 20 afios (Castillo y Moreno, 1986; Moreno y Alvarado, 2000).
Recientemente, una nueva variedad, la variedad Castillo®, ha incorporado nuevos
factores de resistencia, adaptacion y produccidon en respuesta a las exigencias de

los caficultores colombianos (Alvarado et al., 2005).

No obstante el éxito de la estrategia convencional, la seleccion fenotipica por
resistencia a roya en café presenta varios factores limitantes. En principio, es un
proceso complejo que requiere de tiempo y costosas evaluaciones de campo.
Adicionalmente las evaluaciones de la resistencia dependen en buena medida de
las condiciones ambientales (especialmente temperatura y precipitacion), ya que
son éstas las que determinan la dinamica de epidemias. Otros aspectos como el
estado fisioldgico de la planta y la falta de informacién sobre las razas de roya
prevalentes en las diferentes regiones del pais, hacen dificil la adecuada y objetiva

evaluacioén de los materiales.
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Al igual que en Colombia, el desarrollo de lineas resistentes a la roya, son el
resultado de intensos programas de seleccidn genealdgica que para consolidar
nuevas variedades toma cerca de 30 afios. A esta limitante en el tiempo, se
suman otras dificultades suplementarias. La primera de ellas es la capacidad cada
vez mayor del hongo para quebrar la resistencia de los nuevos genotipos, la cual
exige el desarrollo de variedades con acumulacion de multiples genes de
resistencia. Las variedades actuales que se cultivan en América son poco diversas
en cuanto a las fuentes de resistencia de donde provienen. Ademas, su cultivo en
extensas zonas y por periodos muy prolongados, hace que enfermedades como la
roya tengan mayor probabilidad de adaptacion. La variabilidad climatica ha
contribuido de manera importante al aumento de la temperatura y de la humedad
en muchos ecosistemas en el mundo, incluidas las zonas de produccién de café
(Laderach et al., 2008). Este hecho ha favorecido igualmente la apariciéon de
nuevas razas, con la consiguiente pérdida progresiva de la resistencia adquirida a

través del mejoramiento (Van der Vossen, 2005).

Si bien las variedades compuestas son una respuesta eficiente contra la roya, su
desarrollo y mantenimiento se ve limitado por diferentes factores relacionados con
el proceso de seleccion en el campo y en mayor medida por el desconocimiento
de los factores y mecanismos que gobiernan la resistencia genética asi como la
falta de diferenciales para clasificar las razas de roya. El desarrollo de
herramientas biotecnol6gicas como aquellas basadas en el uso de marcadores
moleculares, representa una alternativa para ayudar a algunas de las mayores
limitantes del mejoramiento convencional. La seleccion asistida por marcadores
moleculares se considera como una herramienta idénea para apoyar y hacer mas
eficiente los procesos de seleccion. Su aplicacion en diversos cultivos de
importancia econémica ha hecho posible la incorporacion de caracteristicas
gobernadas tanto por genes mayores, como por genes menores de efecto aditivo,
denominados QTLs asi como la piramidacion de genes de resistencia (Babu et al.,
2002).
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El auge reciente de los métodos de secuenciacién y andlisis bioinformatico ha
permitido la acumulacion de una gran cantidad de informacion representada en
miles de secuencias Yy librerias gendmicas. Toda esta informacion, y
particularmente aquella relacionada con las secuencias de ADN directamente
expresadas, también llamadas ESTs (expressed sequence tags) por sus siglas en
inglés (Maclntosh et al., 2001), han abierto por primera vez la posibilidad de
desarrollar marcadores moleculares mas precisos y confiables. El café no ha sido
una excepcion a este nuevo panorama, ya que en los ultimos 5 afios se ha
incrementado de manera exponencial las bases de datos, al tiempo que se han
multiplicado las herramientas gendmicas disponibles. Bajo este nuevo escenario,
el presente trabajo se propuso como objetivo principal el desarrollar marcadores
funcionales asociados a la resistencia contra la roya, aprovechando tanto la
informacion gendémica acumulada por Cenicafé como las herramientas
moleculares disponibles, en un esfuerzo por implementar estrategias basadas en
tecnologias de punta que permitan hacer mas eficiente la seleccidon de nuevos

genotipos resistentes contra esta enfermedad.
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OBJETIVOS

General
La presente investigacion tuvo como objetivo, desarrollar marcadores moleculares
funcionales ligados a la resistencia contra la roya del café
Especificos
» ldentificar genes analogos de resistencia presentes en el genoma del café.

» Desarrollar marcadores moleculares con base en las secuencias de genes
analogos de resistencia.

» Validar la presencia de los marcadores en poblaciones de interés

PREGUNTA DE INVESTIGACION

Los marcadores funcionales son una alternativa eficiente para localizar regiones
genomicas asociadas con la resistencia contra la roya en café ?.
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1. REVISION DE LITERATURA

1.1Generalidades del café

El café representa para la mayoria de paises donde se produce, el principal
producto de exportacion y ocupa después del petrdleo, el segundo lugar en el
comercio mundial. Las especies de mayor importancia son Coffea arabica L y C.
canephora Pierre, responsables del 65 y 35% de la produccion mundial,
respectivamente; otras especies como C. liberica y C. racemosa son cultivadas en
pequefias zonas de Mozambique donde tienen una importancia Unicamente local
(Rodrigues et al., 1975).

Coffea arabica comunmente conocida como “arabica” es una especie autbgama
alotetraploide, con un complemento cromosémico de 2n=4x=44, y un
comportamiento meiotico de tipo disomico, comparable al de un diploide funcional.
Las demas especies de Coffea, incluida la especie C. canephora, son diploides
con 2n=2x=22 cromosomas Yy con un mecanismo de reproduccién

autoincompatible.

Investigaciones basadas en marcadores moleculares, analisis de secuencias de
ADN vy técnicas de citogenética molecular soportan la hipétesis que C. arabica es
el resultado de una hibridacién interespecifica entre dos formas ancestrales
diploides relacionadas con las especies actuales C. eugenioides y C. canephora
(Lashermes et al., 1999). Como resultado de la estabilizacion de dicho hibrido
ancestral, se origin6 el alotetraploide actual C. arabica cuyo genoma esta
constituido por dos subgenomas denominados C?y E? (Carvalho y Monaco, 1969;
Grassias y Kaminacher, 1975). C. arabica presenta una baja diversidad genética

atribuida a su origen alotetraploide reciente, su naturaleza autogamica y
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particularmente a la forma de dispersion a partir de su centro de origen
(Lashermes et al., 1996).

Las variedades americanas tienen su origen a partir de la introduccion de unas
pocas semillas pertenecientes a dos variedades: C. arabica var. Typica “Cramer”,
introducida en el siglo XVIII a partir de una unica planta de Indonesia cultivada en
el jardin botanico de Amsterdam, mientras que C. arabica var. Bourbon (B.
Rodr.) fue introducida de la isla de Bourbon, actual isla de la Reunion, durante el
siglo XIX (Smith 1985; Lécolier et al., 2009).

Varias misiones de coleccion al centro de origen de C. arabica en Etiopia fueron
realizadas, para tratar de incrementar su base genética siendo las mas
importantes la hecha por la FAO (Food and Agriculture United Nations
Organization) en 1964 y otra realizada por el Institute of Scientific Research for the
Development and Cooperation-ORSTOM, en 1966. Las introducciones colectadas
durante estas expediciones fueron distribuidas a diversos paises productores de
café, incluido Colombia, sin embargo, poco se han utilizado en los programas de

mejoramiento por falta de caracterizacion (Chaparro et al., 2004).

Esta estrecha base genética de C. arabica es uno de los factores que explica su
elevada susceptibilidad a enfermedades y pestes como la roya (Hemileia vastatrix
Berkeley & Broome) y la broca del café (Hypothenemus hampei Ferrari). Por este
motivo la mayoria de programas de mejoramiento han utilizado los hibridos
interespecificos, tanto naturales como artificiales, como fuentes principales de

nuevos genes de resistencia para la generacion de las nuevas variedades

1.2La roya del café

La roya anaranjada, causada por el hongo Hemileia vastatrix (Berkeley & Broome),
es la enfermedad foliar de mayor importancia econémica a nivel mundial, pues es

responsable de perdidas en la produccion que pueden alcanzar niveles dramaticos
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en ausencia de control quimico adecuado. El hongo responsable pertenece al
phylum Basidiomycota, clase Teliomycetes, orden Uredinales, familia
Puccinaceae. Dado que C. arabica es originario de Etiopia se cree que la roya lo
es también. En efecto la roya fue detectada por primera vez en 1861 en
plantaciones de Arabica, cerca al lago Victoria en Africa Central (Mayne, 1969), de
donde se disemino a plantaciones comerciales en Sri Lanka y luego a la India e
Indonesia. Un siglo después de las epidemias de Sri Lanka, la roya aparecio en
Brasil en el afio de 1970 (Medeiros, 1970) y 15 afios mas tarde se habia difundido
por todos los paises productores del continente y particularmente en Colombia a
donde llego en 1983.

Los principales dafios causados por la roya son la defoliacion precoz y muerte de
ramas productivas, consecuencia de lo cual ocurre una reduccion en la
productividad de los cafetos. La sintomatologia de la enfermedad se caracteriza
por la presencia de manchas de color anaranjado en el envés de la hoja, de alli su
nombre de “roya anaranjada” (Fig. 1).

Foto: Luisa Vasquez

Figura 1. Esporulacion de H. vastatrix sobre hojas de café.

Al inicio de la infeccién las lesiones son pequefias de color amarillo claro y
translucidas, a los pocos dias aparecen las uredosporas, dando a la lesién un
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color anaranjado intenso. Con el tiempo las lesiones aumentan de tamafio dejando
en el centro un area necrotica donde la esporulacion disminuye. La apariencia de
una lesion puede variar dependiendo de la variedad de café, tales variaciones
pueden reflejarse en el tamafio de las lesiones, la proporcion del area que muere y

el espesor de la capa formada por las esporas (Rayner, 1972).

La vida de la hoja infectada disminuye considerablemente, al punto que un arbol
atacado severamente puede perder gran parte de su follaje, conduciendo al
disturbio conocido como “paloteo” de ramas. El grado de enfermedad depende de
la variedad, de las condiciones climaticas, de la frecuencia de los ataques, de la
cosecha que produce el arbol y de su estado nutricional (Becker et al., 1991).

Entre los factores microclimaticos que afectan el ciclo de vida de H. vastatrix los
mas importantes son la temperatura, la humedad y en menor grado la radiacion
solar. El factor mas incidente en el periodo de incubacién y periodo de latencia de

la enfermedad es la temperatura (Becker et al., 1991; Kushalappa y Eskes, 1989).

1.3Control genético de la resistencia a roya

El control genético se basa en el uso de variedades resistentes para el manejo de
la enfermedad. El impacto econdmico del uso de cultivares resistentes comparado
con cultivares susceptibles, puede ser calculado a partir de las pérdidas de la
cosecha causadas por roya o por el costo del uso de medidas de control
alternativas, principalmente el uso de fungicidas. Estimados de perdidas en
Colombia indican una reduccion en la produccién de cerca del 23% (Rivillas et al.,
2005) en variedades susceptibles y en ausencia de medidas de control, sin contar
las perdidas indirectas debido a la contaminacion medioambiental por el uso de
fungicidas.

Vanderplank (1968) propuso los conceptos de resistencia vertical y horizontal para

explicar la interaccion planta- patdégeno, sugiriendo que la primera es de tipo
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completa y especifica para cada raza del patdgeno, mientras que la segunda es
parcial y no especifica de una raza en particular. La resistencia incompleta o
parcial es considerada como aquella que permite algun tipo de reproduccion de un
patdgeno en una planta huésped (Eskes, 1983). Este tipo de resistencia, puede
ser medida por componentes como frecuencia de infeccion, densidad de lesion,
tamafo de lesion, periodo de latencia, intensidad de esporulacion y periodo de
esporulacion (Parlevliet, 1979). Parlevliet (2002) sugiere que altos niveles de
resistencia basados en genes mayores (resistencia monogénica) es generalmente
menos durable que la resistencia basada en genes menores (resistencia

poligénica).

Las interacciones café-roya pueden ser explicadas por la teoria gen a gen de Flor
(1956), la cual postula que por cada gen que condiciona la resistencia en el
huésped, existe un gen especifico que condiciona la patogenicidad en el
patégeno. Basados en esta teoria los estudios de herencia de la resistencia a roya
llevados a cabo por el CIFC (Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro)
permitieron evidenciar la existencia de al menos nueve factores de resistencia
(Sul a Sy9) presentes en las especies de café (Bettencourt y Rodrigues, 1988).
Los factores Syl Sy2 Sp4 y Sy5 han sido identificados en el germoplasma de C.
arabica, mientras que el Sy3 solo se ha identificado en selecciones de la india
derivadas de cruzamientos con C. liberica. Los factores Sy6 a Sy9 se encuentran
en la especie C. canephora y han sido introducidos a las variedades comerciales a
través del hibrido de Timor, un hibrido natural entre C. arabica y C. canephora,
que es considerado el recurso genético mas ampliamente utilizado en los

programas de mejoramiento en América (Bettencourt y Lopes, 1982).
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1.4Variabilidad del hongo Hemileia vastatrix

En un programa de mejoramiento que busca incorporar genes de resistencia para
el manejo de enfermedades, uno de los puntos clave es el conocimiento de las

razas fisioldgicas del patégeno.

Los estudios de variabilidad genética en H. vastatrix, generalmente han sido
realizados por pruebas de infeccién en una serie de clones diferenciales de café.
La primera diferenciacion de una raza de roya fue hecha por Mayne (1932) en la
India. Desde 1952, los investigadores del Centro de Investigaciones de las Royas
del Cafeto (CIFC) en Portugal han desarrollado diferentes estudios sobre
especializacion fisiologica de H. vastatrix (d’Oliveira, 1965), como consecuencia de
estos trabajos ha sido posible caracterizar alrededor de 45 razas de roya y definir
40 grupos fisiolégicos representados por plantas diferenciales las cuales se
caracterizan por su reaccion particular frente a la infeccion por diferentes razas de
roya (Bettencourt, 1981; Rodriguez Jr. et al., 1975). En la Tabla 1 se muestran
algunos de los genotipos diferenciales pertenecientes a varios de los grupos
fisiologicos existentes, muchos de los cuales estan representados en la Coleccion

Colombiana de Café.
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Tabla 1. Genotipos diferenciales de café y su correspondiente designacion en grupos fisiolégicos
segun el tipo de genes de resistencia que portan.

Genotipos diferenciales  Genes del Grupo fisiol6gico
hospedero

Bourbon SH5 E
832/1- HdeT SH6, ? A
128/2- Dilla & Alghe SH 1 a
HW 17/12, HW 19 SH1,2,4,5 o]
H 147/1 SH 2,3,4,5 T
1343/269 - HdeT SH 6 R
134/4 - S.12 Kaffa SH1,4 I
87/1- Geisha SH 1,5 C
H 152/3 SH 2,4,5 Y
32/1-DK 1/6 SH 2,5 D
33/1 - S.288-23 SH 3,5 G
110/5- S.4 Agaro SH 4,5 J
S.795 SH 2,3,5 H
1006/10-KP 532 SH 1,25 L
H 153/2 SH1,3,5 z
635/3-S.12Kaffa SH 1,45 w
644/18 -H. Kawisari SH? M
H 151/1 SH 3,4,5 X
H 419/20 SH 5,6,9 3
H420/10 SH 5,6,7,9 1

Con la llegada del patdgeno a Colombia, la primera raza identificada fue la raza Il,
posteriormente se identifico la raza XXIl y hay alguna evidencia de la presencia de
las razas XXV, XXIII, XVII, XXX en materiales derivados del Hibrido de Timor
(Leguizamén et al., 1984; Gil y Ocampo, 1998). Alrededor de 10 aislamientos no
han podido ser identificados, por lo cual no se tiene la certeza de cuantas razas

existen actualmente en el pais.

1.5Antecedentes de mejoramiento por resistencia a la roya del café en
Colombia

Desde el afio de 1952 Colombia inicio el programa de seleccion de genotipos
promisorios portadores de resistencia a roya con la introduccién de materiales

procedentes de Asia, Africa y particularmente de Etiopia. Cenicafé en la década
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de los 60’s llevo a cabo el estudio de caracterizacion agronémica de dichas
introducciones, encontrando que todas ellas presentan segregacion relacionados
con la calidad y la productividad, los cuales hacian imposible su utilizacién
comercial sin someterlas a un proceso de seleccién prolongado (Castillo y Moreno
1986). Con base en lo anterior se formulo el programa especifico de mejoramiento

que consistié en la transferencia de la resistencia a las variedades comerciales.

La variedad Caturra (C. arabica) susceptible a la roya, introducida en 1952 del
Brasil considerada la variedad mas difundida en Colombia, fue utilizada como la
variedad de base para desarrollar los cruzamientos. Las investigaciones
realizadas por Cenicafé evidenciaron sus buenas caracteristicas agronomicas: alta
produccion, un porte bajo que permita el uso de altas densidades de siembra,
amplia adaptacion, excelente calidad de la bebida y buenas caracteristicas de

grano (Castillo y Moreno 1986).

Como fuente de resistencia se utilizé el Hibrido de Timor (HdeT), el cual es un
genotipo de origen interespecifico, descubierto en un campo de C. arabica en la
isla de Timor. Probablemente se origin6é del cruzamiento natural entre las especies
C. arabica y C. canephora (Moreno, 1989). El germoplasma disponible del HdeT
en el mundo, proviene de prospecciones realizadas por el CIFC en la isla de
Timor. Dado su caracter tetraploide y su elevada compatibilidad con la especie
Arabica, el HdeT es un recurso genético valioso ya que posee resistencia
completa e incompleta a H. vastatrix (Leguizamon, 1984; Eskes, 1983; Alvarado et
al., 2000). Adicionalmente se ha reportado tolerancia a otras enfermedades como
a CBD causada por Colletotrichum kahawae y a los nematodos del género
Meloidogyne principalmente (Bettencourt, 1973).

Las introducciones del HdeT usadas en diferentes paises en los programas de

mejoramiento de C. arabica provienen de tres recolecciones hechas en su centro

de origen por el CIFC de Portugal en los afios de 1955, 1960 y 1969 identificadas
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como: CIFC 832, CIFC 1343, CIFC 2252 respectivamente (Rodrigues et al., 1975).
El HdeT 1343 fue introducido a Colombia en 1961 procedente del CIFC, aunque
se hicieron varias introducciones de distinto origen pero derivadas de las tres
recolecciones originales; la introduccion CIFC 1343 fue la usada como donante de
la resistencia a roya durante el proceso de produccion de las variedades
Colombia, Tabi y Castillo (Castillo y Moreno 1986; Moreno, 2002; Alvarado et al.,
2005).

Resultado de este trabajo en 1980 se libero la variedad Colombia (C. arabica), un
cultivar de porte bajo, compuesto por la mezcla mecanica y proporcional de
semillas de varias progenies de generaciones avanzadas derivadas del
cruzamiento de Caturra X HdeT, seleccionadas por sus atributos agronémicos,
poseedoras de resistencia completa a la roya (Castillo y Moreno 1986).
Posteriormente para suplir las necesidades de algunas regiones del pais con
condiciones climaticas particulares, como veranos prolongados, distribucién
inadecuadas de lluvia, alto brillo solar, se gener6 la variedad Tabi de porte alto
derivada del cruzamiento de las variedades Tipica y Borbon con individuos del
HdeT 1343 (Moreno, 2002). Recientemente Cenicafé liberd la variedad Castillo y
sus derivados de uso regional (Alvarado et al., 2005; Alvarado et al., 2008),
cultivar portador de resistencia completa e incompleta a H vastatrix y probable
tolerancia a la enfermedad de las cerezas del café, ademas de otras
caracteristicas como mayor produccion (5-10%), mejor tamafio de grano y amplia
adaptacion. La variedad Castillo se origind del hibrido H3005 (denominacién
interna del programa de mejoramiento) el cual proviene del cruzamiento entre
Caturra X HdeT 1343. El hibrido H3005 difiere de los hibridos H3001 y H3004
usados en la generacion de la variedad Colombia en que estos dos ultimos
proceden de una sola planta del HdeT 1343, mientras que para el H3005 se uso
una mezcla de polen de varias plantas, con el fin de aprovechar mejor la

diversidad presente en todas las plantas de dicha introduccion.
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Buscando complemento a la resistencia completa y bajo un esquema de
durabilidad, se inici6 la busqueda e incorporacion de resistencia incompleta.
Desde el afio 1988 la disciplina de mejoramiento genético de Cenicafé dio inicio al
proyecto “Seleccion por resistencia incompleta a la roya del café”. En su fase
inicial Alvarado y Castillo (1996) y Castillo y Alvarado (1997), examinaron el
progreso de la roya en diferentes progenies (C x HdeT) con bajos niveles de
enfermedad, donde la resistencia completa habia sido quebrada. Midieron el
porcentaje de hojas afectadas (incidencia) y la defoliacion atribuible a la
enfermedad en etapas tempranas, intermedias y tardias de la curva de progreso,
lo cual permitid definir métodos eficientes y repetitivos para la medida de la

resistencia post-infectiva existente en esos genotipos.

Aplicando esta metodologia de evaluacion de la resistencia incompleta se ha
explorado, documentado y seleccionado abundante germoplasma de interés que
ha sido incorporado progresivamente en las variedades compuestas desarrolladas
(Alvarado y Castillo, 1996; Castillo y Alvarado, 1997; Alvarado y Solérzano, 2001a,
b; Alvarado, 2004). A su vez, con el fin de verificar los beneficios de la resistencia
incompleta, Alvarado (2004) estudid el efecto de la roya sobre la produccion
encontrando un 17.4% de pérdida en Caturra (testigo susceptible) frente a
generaciones avanzadas Fs, Fg y F7 de C x HdeT portadoras de esta resistencia.

Pelaez y Gil (2000), haciendo inoculaciones en condiciones de campo y de
laboratorio, evaluaron diferentes variables relacionadas con la expresion de la
resistencia incompleta, encontrando que con solo dos (periodo de incubacion y
periodo de latencia) era posible describir adecuadamente el comportamiento de la

epidemia.
Recientemente, Romero et al. (2008) adelantaron un estudio sobre el

determinismo genético de la resistencia incompleta, en diferentes generaciones
(F1, F2, F3, F1RC,, F1RC, F1RCy1 y F1RCy,), desarrolladas del cruzamiento entre
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Caturra (parental susceptible) y la linea DI.200, un genotipo F, introgresado del
HdeT (CA-L. 572 x Hibrido de Timor CIFC 1343). Esta dltima linea fue
seleccionada como progenitor masculino por su alto nivel de resistencia
incompleta a la roya y por presentar buenas caracteristicas en produccion y
calidad de grano. Los resultados mostraron el caracter cuantitativo de la
resistencia incompleta, con un aporte importante del efecto aditivo en comparacion
al efecto de dominancia. Los estimados de heredabilidad en sentido amplio y
estricto, fueron de magnitud alta (73 y 53% respectivamente) sugiriendo amplia
participacion de los efectos genéticos en la expresion de la resistencia. Una
estimacion del niumero de genes mediante tres modelos matematicos distintos,
reveld la presencia de entre cinco y seis genes de resistencia en la poblacién de
estudio, sugiriendo un control genético oligogénico. Sin embargo, la presencia de
genes menores actuando de manera aditiva en esos loci de resistencia a roya, no

fue descartada.

1.6Bases moleculares de la resistencia genética

Los genes involucrados en la respuesta de las plantas a los bioagresores pueden
dividirse en dos grandes grupos: los genes de resistencia o genes R que codifican
para proteinas involucradas en los procesos de reconocimiento temprano del
patogeno; y los genes llamados de defensa (genes D), que generalmente codifican
para proteinas involucradas en diferentes mecanismos cuyo objetivo es
desencadenar una respuesta de defensa especifica una vez el patdégeno ha sido

reconocido por el huésped.

El entendimiento de los mecanismos moleculares de la resistencia de un huésped
contra un patégeno es un prerrequisito para el disefio de estrategias de control de
una enfermedad y particularmente para la identificacion de posibles genes
candidatos involucrados en la expresion de la resistencia. El trabajo desarrollado

por Flor en 1956 sobre la interaccion entre Linum usitatissimun y el hongo
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biotréfico Melampsora lini permitié proponer el modelo de gen a gen para explicar
la resistencia entre el huésped y su patdogeno. EI modelo fue desarrollado con
base en un caso de interaccién planta-hongo, sin embargo ha permitido explicar
de manera coherente la base genética de otro tipo de interacciones que involucran

bacterias, hongos, virus nematodos e insectos.

En los dltimos afios, un numero creciente de genes de resistencia (genes-R) han
sido aislados y caracterizados en un amplio rango de especies de plantas,
confiriendo resistencia a diversos patégenos (Richter y Ronald, 2000; Sharma et
al., 2009). Lo anterior ha sido posible ya que las proteinas codificadas por los
genes-R poseen dominios conservados en su estructura, lo cual ha permitido
agruparlos en diversas clases (Fig. 2). La clase mas frecuente conserva el dominio
NBS-LRR (Nucleotide Binding Site - Leucine rich repeat). El dominio NBS es
esencial en la actividad catalitica en procariotas y eucariotas, requerido para
uniones ATP y GTP. Anadlisis funcionales indican que los dominios NBS pueden
ser de dos clases dependiendo del tipo de molécula que presenten en la region N-
terminal. Una primera clase agrupa proteinas que poseen un extremo llamado TIR
(Toll/Interleukin -1 Receptor). Algunos ejemplos de genes de resistencia

conteniendo este tipo de dominios son los genes N, L6, RPP5, My RPP1.

El segundo grupo se caracteriza por poseer un extremo LZ -leucine Zipper (Pan et
al., 2000), en lugar del extremo TIR. Ejemplos de este tipo de proteinas son las
codificadas por genes como RPS2, RPM1 de Arabidopsis; 12, Mi, Prf de tomate
entre otros. La existencia de motivos conservados entre diferentes genes-R, ha
permitido el disefio de primers mas o menos degenerados facilitando Ila

amplificacion y clonacion de genes analogos de resistencia (RGASs) via PCR.

La funcion putativa de un gen puede ser predicha con base en la informacién

disponible en bases de datos (anotacion). De esta manera un gen candidato
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involucrado en una ruta bioquimica particular puede ser identificado (Pflieger et al.,
2001)

LLRs
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Figura 2. Estructura de algunas proteinas codificadas por genes de resistencia conocidos y su
ubicacion respecto a la membrana celular (adaptado de Hammond - Kosack & Jones, 1997).

1.7Marcadores moleculares y su uso en seleccion as istida

Los marcadores moleculares son una herramienta que permite revelar sitios
neutrales de variacion a nivel de la secuencia de ADN entre individuos o entre
especies (Jones et al., 1997). Generalmente constituyen regiones anénimas en el

genoma, que pueden estar o no ligados a un gen de interés.

A comienzo de los afios 80’s se empezaron a desarrollar y utilizar un gran nimero
de marcadores moleculares cuyas caracteristicas y potencialidades varian
ampliamente. Hoy dia existe una gran variedad de marcadores que han sido
utilizados desde la busqueda de polimorfismo Uutil, hasta la caracterizacion de

poblaciones. Una lista no exhaustiva incluye: Restriction Fragment Length
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Polymorphisms -RFLPs (Botstein et al., 1980); Random Amplified Polymorphic
DNA- RAPDs (Williams et al., 1990),; (Inter-Simple Sequence Repeats- ISSRs
(Welsh & McCleland, 1990); Amplified Fragment Length Polymorphisms- AFLPs
(Vos et al., 1995). dependientes del conocimiento previo de la secuencia se tienen:
Simple Sequence Repeats- SSRs, Cleaved Amplified Polymorphic Sequence-
CAPs, (Sequence Characterized Amplified Region-SCARs y Single-Nucleotide
Polymorphisms -SNPs (Owusu , 2008). Todos estos marcadores son
denominados “marcadores andnimos”, dado que se derivan de sitios polimérficos
distribuidos mas o menos al azar en el genoma y que pueden o no estar asociados

a un caracter o gen de interés.

La disponibilidad cada vez mayor de secuencias genomicas ha llevado al
desarrollo de los llamados “marcadores funcionales ” los cuales a diferencia de
los marcadores anonimos, se disefian a partir de la informacion disponible sobre
los genes conocidos potencialmente ligados al caracter de interés, también
conocidos como “genes candidatos” En consecuencia, dado que se derivan de
secuencias de genes candidatos, los marcadores funcionales aumentan las
posibilidades de encontrar polimorfismos asociado directamente con el caracter de
interés (Andersen & Lubberstedt, 2003; Bagge et al., 2007).

El punto de inicio para el desarrollo de marcadores funcionales, es la definicion del
(o los) gen(es) candidato(s) mas adecuado(s). Por definicion, un gen candidato es
aguel que cumple una funcién analoga a la del gen buscado en la especie de
interés y la cual se relaciona directamente con el caracter de interés (Ej.
resistencia, produccién etc.). En la planta modelo Arabidopsis alrededor del 10%
de sus genes han sido caracterizados funcionalmente, mientras que en otras
especies el numero de secuencias caracterizadas funcionalmente es relativamente
bajo. Sin embargo basados en homologia de secuencias entre especies de interés
y especies modelo como Arabidopsis, las funciones putativas pueden ser

asignadas a secuencias expresadas aisladas de diferentes especies, Esta
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aproximacion de genes candidatos y la posibilidad de comparar genomas entre si
(gendmica comparativa) ha permitido desarrollar estrategias bastante exitosas
para la identificacion de genes de interés agronémico (Andersen y Lubberstedt,
2003). Siguiendo esta estrategia, ha sido posible identificar muchos genes
candidatos ligados a una gran variedad de caracteristicas agronémicas de interes,
los cuales representan potenciales fuentes para el desarrollo de marcadores
funcionales, particularmente en especies que disponen de poca informacion

genética.

Con el fin de desarrollar marcadores mas precisos, esto es, localizados dentro de
los mismos genes candidatos, Hu y Vick en el 2003 desarrollaron una nueva
técnica de marcadores moleculares conocida como Target Region Amplification
Polymorphism (TRAP). Estos marcadores de tipo funcional, se basan en la técnica
de PCR (Polymerase Chain Reaction) y requieren necesariamente de la
disponibilidad de informacién previa sobre posibles genes candidatos, la cual se
encuentra generalmente contenida en de las bases de datos de secuencia
expresadas (ESTs o Expressed Sequence Tag). Segun los autores, con esta
informacion es posible generar marcadores polimérficos tipo TRAP altamente
especificos que generalmente se ubican sobre genes candidatos (Alwala et al.,
2006; Miklas et al., 2006).

Esencialmente el desarrollo de los TRAP envuelve la utilizacién de primer fijo cuya
secuencia ha sido disefiada a partir de la secuencia ESTs de interés y un primer
aleatorio, disefiado de manera que posea una afinidad con regiones intrénicas o
exonicas ricas en AT o GC respectivamente (Li y Quiros, 2001). Las ventajas del
uso de esta técnica molecular incluyen su simplicidad, su confiabilidad y quiza la
caracteristica mas importante, es que generalmente se obtiene un elevado
polimorfismo sobre regiones intragénicas.

La seleccion asistida por marcadores 6 MAS por sus siglas en ingles (Marker-
Assisted Selection), ha sido propuesta por muchos autores como una estrategia
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para incrementar las ganancias genéticas en los procesos de seleccion tanto de
caracteristicas cualitativas como cuantitativas (Tanksley, 1993; Lee, 1995; Knapp,
1998; Kearsey & Pooni, 1996). El uso de marcadores moleculares para seleccién
de genotipos con caracteristicas deseadas, constituye una herramienta idénea
para apoyar los programas de mejoramiento. Diferentes estudios (Collard et al.,
2005; Collard and Mackill, 2008; Hospital, 2008) indican que la tecnologia de
marcadores de ADN puede jugar un papel relevante en aumentar la produccion de
alimento en el mundo, mejorando la eficiencia de los programas de mejoramiento
convencional. En programas de mejoramiento por retrocruzas, una estrategia MAS
puede ser efectiva en reducir el arrastre por ligamiento de genes indeseables o
deletéreos (fendbmeno conocido como “linkage drag”), asi como en optimizar el
tamafo de la poblacién de seleccion (Hospital, 2005). La seleccion asistida puede
también contribuir a mejorar la seleccion por de caracteristicas cuantitativas al
hacer seleccion por la presencia de marcadores especificos o altamente ligados a
QTLs (quantitative trait loci) asociados a caracteristicas de interés (Van Berloo &
Stam, 1998; Hospital, 2008; Collard and Mackill, 2008). Este hecho es relevante
dado que muchas caracteristicas de importancia en la agricultura tales como
produccion, calidad y algunas formas de resistencia a enfermedades son
controladas por muchos genes (herencia poligénica). En consecuencia su
identificacion basada solamente en el fenotipo puede ser muy dificil (Collard et al.,
2005).

En mejoramiento por resistencia a enfermedades, las poblaciones segregantes
son evaluadas bajo condiciones naturales 6 bajo la inoculacién individual de
plantas en condiciones controladas (Mohan et al., 1997). Aunque dichos
procedimientos pueden ofrecer excelentes resultados, en muchas ocasiones, el
proceso puede llevar bastante tiempo y ser muy dispendioso, ademas de incluir
error experimental ya que siempre hay plantas susceptibles que escapan al atague
del patogeno. Sumado a esto se presenta el inconveniente de manejo del

patdogeno cuando este es parasito obligado. El desarrollo e implementacion de
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marcadores moleculares, ligados a genes de resistencia permitira identificar
plantas en edades tempranas que llevan dichos genes sin depender de los
resultados de las evaluaciones posteriores en presencia del patdgeno, las cuales
son demoradas y costosas. Una ventaja adicional es la posibilidad de hacer varias
rondas de seleccion en un tiempo relativamente corto, lo cual puede reducir

sustancialmente la obtencion de nuevos cultivares.

La durabilidad de la resistencia ha sido incrementada en diversos cultivos gracias
al aprovechamiento de la diversidad genética, el desarrollo de -cultivares
compuestos, de multilineas y piramidacién de genes de resistencia. La MAS para
genes-R puede ser util en todas las anteriores aproximaciones (Mohan et al.,
1997).

De acuerdo con Xu y Crouch (2008); Collard y Mackill (2008) el uso de MAS se

justifica en las siguientes situaciones:

- Cuando la evaluacién de la resistencia es un proceso costoso, lento o
involucra una herencia compleja, haciendo dificil su manejo a través de
seleccién fenotipica convencional.

- Cuando existen factores que afectan la expresion de la caracteristica a
evaluar, tales como ambientes especificos 0 un estado de desarrollo
particular.

- Cuando existe evidencia de la presencia de alelos recesivos que dificultan
la seleccién a partir de retrocruzamientos.

- Cuando lo que se quiere es piramidizar multiples caracteristicas
monogeénicas 0 QTLs que gobiernan caracteristicas de herencia compleja.

Muchos de los marcadores identificados en estudios de mapeo genético no son
adecuados para ser implementados directamente en seleccion ya que carecen de

una validacion adecuada sobre diferentes poblaciones. La mayoria de estos
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marcadores no son reproducibles 6 distan mucho del gen de interés haciendo
imposible la identificacion precisa de los individuos portadores del caracter a
seleccionar. Generalmente, el desarrollo de marcadores aptos para hacer
seleccién asistida exige un trabajo previo de mapeo que permita una buena
resolucién, su conversion en marcadores especificos y finalmente una etapa de
validacion en poblaciones de interés (Collard et al., 2005). Esta ultima etapa de
validacion permite verificar la consistencia de los marcadores para identificar los

fenotipos buscados en poblaciones con diferentes fondos genéticos.

1.8 Antecedentes de marcadores moleculares parares istencia a roya en café

A pesar de los avances en el uso de técnicas moleculares para la busqueda de
polimorfismo en el genoma del café, ha sido dificil el desarrollo de marcadores
moleculares asociados a caracteristicas de interés, especialmente a resistencia a
roya. Entre las razones mas relevantes estan, el caracter poliploide, la escasa
variabilidad genética presente en C. arabica, asi como la falta de informacion
genomica de las especies portadoras de la resistencia. Por otro lado, existe un
desconocimiento grande sobre la variabilidad genética de las razas de roya,
favorecido por la dificultad de aislar y cultivar el hongo en condiciones in vitro.
Adicionalmente, se carece de plantas diferenciales para todas las razas de roya
presentes en las regiones cultivadas, lo que limita la seleccion de genotipos
compatibles, asi como de poblaciones idoneas para el estudio genético de la

resistencia.

Entre los pocos trabajos publicados de busqueda de marcadores asociados a
resistencia a roya, esta un primer estudio dirigido al mapeo de un gen de
resistencia a roya, en el que Prakash et al. (2004) identificaron 21 marcadores
AFLPs distribuidos en una distancia de 6.3 cM, ligados al gen de resistencia Sy3
introgresado de C. liberica a C. arabica. La identificacion de segregantes para el

gen Sy3 fue posible gracias a la existencia de plantas diferenciales en el CIFC de
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Portugal lo cual permito usar razas selectivas para dicho gen. El estudio fue
desarrollado en una poblacién F, derivada del cruce entre una accesion arabica
"Matari" susceptible a todas las razas de roya conocidas y una linea introgresada
de C. liberica (S.288). Posteriormente Mahé et al. (2008) continuaron el trabajo,
desarrollando SCARs a partir de los AFLPs identificados y de la evaluacion de
clones BAC (Bacterial artificial chomosome), adicionalmente reportaron
marcadores SSR ligados al gen Su3. Recientemente, Lashermes et al, (2010)
reportaron la secuencia completa de la regiébn conteniendo el gen Sy3,
constituyéndose asi en el primer y Unico gen de resistencia a la roya identificado

hasta el momento en el café.

Herrera et al. (2009) identificaron un grupo de marcadores AFLP y SSR ligados a
la resistencia parcial a roya, en una poblacion segregante F, derivada del
cruzamiento entre la variedad Caturra de C. arabica y una linea DI.200
introgresada del HdeT. La poblacién de estudio fue generada a partir de un padre
caracterizado y seleccionado (DI.200) por su alto nivel de resistencia parcial a la
roya del café. Los resultados indicaron que cinco marcadores AFLPs y tres SSR
fueron asociados a incidencia de roya y a la defoliacion, variables de respuesta

usadas para medir el efecto de la enfermedad.

Recientemente Diola et al. (2010) desarrollaron seis marcadores SCAR ligados a
un gen de resistencia a la raza Il de roya. Dichos marcadores especificos fueron
desarrollados a partir de marcadores AFLPs segregantes en una poblacion F;
derivada del cruzamiento entre un parental susceptible (variedad Catuai Amarelo)
y un parental resistente derivado del Hibrido de Timor (HT UFV 427 -15). La
caracterizacion fenotipica de la poblacion F, inoculada con la raza Il de roya indico
una segregacion 3:1, sugiriendo la presencia de un uUnico gen de efecto

dominante.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1Localizaciéon

El trabajo se desarrollo en el Centro Nacional de Investigaciones de Café,
CENICAFE, localizado en el municipio de Chinchiné, caldas a 1400 m.s.n.m., con
una temperatura promedio de 20.8C. La parte de la investigacion que
correspondié a la caracterizacion fenotipica en campo fue desarrollada en la
Estacion Central Naranjal, ubicada en el municipio de Chinchind departamento de
Caldas, a una altitud de 1381 m.s.n.m., con temperatura media de 21.4C, y
precipitacion de 2887 mm al afio distribuidos en 254 dias. El brillo solar en
promedio de 1815 horas/afio y humedad relativa del 74.3%. La evaluacién
fenotipica en laboratorio y los analisis moleculares se llevaron a cabo en las

instalaciones del laboratorio de biologia de Cenicafé.

2.2 Material Genético

2.2.1 Poblacion de mapeo

La busqueda de polimorfismo y el desarrollo de marcadores moleculares fueron
realizadas sobre una poblacion de 80 plantas F,. Poblacion originada del
cruzamiento entre la var. Caturra, susceptible a la roya y una linea F, codificada
como DI200 derivada del Hibrido de Timor 1343 (HdeT), donador de la resistencia
a la roya (Fig. 3). La linea DI200 es una seleccion obtenida del proyecto de
“resistencia incompleta” iniciado en el afio de 1988, en el cual el método de
seleccion siguié el mismo esquema de las lineas mejoradas que componen las
variedades Colombia y Castillo®. Las plantas fueron establecidas en un lote en la
estacion Central Naranjal, la distancia de siembra fue de 2x1 metros, a una
densidad de 5000 plantas/ha. La fertilizacidon, manejo de arvenses y demas

practicas agronémicas se hicieron de acuerdo a las recomendaciones técnicas
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desarrolladas por Cenicafé. No se aplico ningun tipo de fungicida para control de
roya. En el momento de la evaluacion las plantas se encontraban en un estado de

desarrollo renovado por primera zoca a los 6 afios de plantadas.

Figura 3. Esquema del desarrollo de la poblacién de estudio

Los padres de la poblacion de estudio corresponden a dos genotipos cuya
diferencia fundamental es la presencia de resistencia incompleta derivada del
HdeT y presente en el parental masculino (linea DI.200). La variedad Caturra (C.
arabica) utilizada como parental femenino se caracteriza por sus buenas
caracteristicas agrondémicas: Alta produccion, porte bajo que permite altas
densidades de siembra, amplia adaptacion, excelente calidad de la bebida y
buenas caracteristicas de grano (Castillo y Moreno 1986), razones por las cuales
ha sido utilizada como la variedad de base para el mejoramiento en Colombia. El

parental masculino utilizado fue la linea DI.200 correspondiente a una linea de
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generacion F, producto del cruzamiento entre Caturra amarillo-L.572 X HdeT CIFC
1343, seleccionado como progenitor por su alto nivel de resistencia incompleta a
la roya y por presentar buenas caracteristicas de produccion y de calidad de grano
(Alvarado, 2011).

2.3 Caracterizacion Fenotipica de la resistencia en ~ campo y laboratorio.

En campo, la resistencia fue medida empleando la escala ordinal de Eskes y
Braghini, 1981. Se consider6 la planta como unidad experimental y se evalué la
severidad de la enfermedad siguiendo la escala de 0 a 9 (Fig. 4). Donde cero es la
ausencia de lesiones esporulantes, 1 es la presencia de una rama con lesiones
esporuladas, de 2 a 8 representan valores de incremento gradual en el nimero de
ramas con lesiones esporuladas, y 9 es la maxima nivel de la enfermedad

comparado con genotipos susceptibles.

En épocas de cosecha principal (Septiembre a Noviembre) se hicieron tres
lecturas, dos en el afio 2009 y una en el 2010. Las plantas fueron calificadas por
dos evaluadores diferentes, cada uno de ellos evalud una cara del arbol. Al final se

considero solo el valor mas alto de las dos calificaciones.
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Escala de campo (0-9)

O O — o
0 . 1 2 3
Resistencia completa Alta resistencia incompleta

(no se afecta la produccion)

0
\ B 6 A 7
—~v
Resistencia incompleta intermedia Alta susceptibilidad
(puede afectar la produccion) (se disminuye la produccion)

Figura 4. Escala de evaluacién de roya (Hemileia vastatrix) en campo, desarrollada por Eskes y
Braghini en 1981, y adaptada por Moreno y Alvarado en 2000.

Con el fin de complementar la informacién de campo, se adelanté en forma
paralela una evaluacion de la resistencia en condiciones de laboratorio siguiendo
el método de hoja desprendida (Leguizamén, 1983). Para ello de cada planta se
seleccionaron 20 hojas nuevas del estrato medio del é&rbol, completamente
desarrolladas que generalmente correspondian al segundo par, en buen estado
fitosanitario y nutricional. Cada genotipo se consideré un tratamiento, y cada
tratamiento conto con dos repeticiones, cada una de la cual estaba compuesta por
una camara humeda con ocho hojas. La inoculacién se hizo colocando cuatro
gotas (5ul de suspension de esporas) a cada lado de la nervadura de la hoja, con
ayuda de una micropipeta multicanal (Fig. 5). Los testigos fueron los padres

Caturra y la linea DI200.
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Recoleccién Limpieza del Coleccion del Preparacion de Inoculacién [50
de las hojas material inoculo camaras himedas mil esporas/ml]

Unida

experimental

Figura 5. Método de evaluacion de resistencia a la roya sobre hojas desprendidas.

Ante la imposibilidad de obtener inoculo directamente de la linea DI200 parental
resistente, se decidi6o tomar el inoculo de roya (Hemileia vastatrix) de lesiones
esporulantes en arboles de Caturra contiguos a la linea DI200. De esta manera se
busca tener una representacion aproximada al inéculo prevalente en el lote
estudiado. El inoculo se conservo en capsulas de gelatina a 4C en un desecador
de vidrio con una soluciéon de H,SO, al 32.6%(v/v), para mantener una humedad

relativa del 50% como lo recomiendan Escobar y Cristancho (2007).
La solucién de inoculo fue preparada con 0.5 mg de esporas en 1 ml de agua

destilada correspondiente a una densidad aproximada de 50.000 esporas por ml,

siguiendo las recomendaciones de Leguizamon (1983).
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2.3.1 Variables de respuesta en condiciones de labo  ratorio

Con el fin de medir el efecto de la enfermedad, las variables determinadas fueron:
periodo de incubacién (PI), periodo de latencia (PL) y tamafio de la lesion. Para
las dos primeras variables se usé la escala de calificacibn de reacciones
crecientes de Hemileia vastatrix (Leguizamoén, 1983), realizando observaciones
cada dos dias. La ultima variable se evalu6 manualmente usando una escala de
medicién de areas superpuestas, segun la metodologia propuesta por Villegas
(1985).

2.3.1.1 Periodo de Incubacién

Esta variable corresponde al nimero de dias después de la inoculacion hasta
cuando el 50% de las lesiones aparecen. Equivalente a grado 1 en la escala de
Leguizamon (Fig. 6).

2.3.1.2 Periodo de Latencia

Esta variable corresponde al nimero de dias después de la inoculacion hasta
cuando el 50% de las lesiones desarrolladas esporulan. Equivalente a grado 4 en

la escala de Leguizamoén.

2.3.1.3 Area bajo la curva de progreso de la lesion
(ABC)

Para calcular el ABC se tomaron las evaluaciones hechas con la escala de
Leguizamon a través del tiempo del desarrollo de la enfermedad. El ABC se
calculd mediante la sumatoria de las areas de los trapecios resultantes cada dos
medidas asi:

ABC =3 (Y +¥.0) /20 -t)
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Figura 6. Escala de calificacion de reacciones crecientes de Hemileia vastatrix (Leguizamon,
1983). 0= Ausencia de lesiones visibles. 1= Aparicion de pequefias lesiones decoloradas. 2=
Aumento de la superficie de las lesiones con decoloracién mas pronunciada. 3= tendencia de las
lesiones a coalescer e intensificacion de la decoloracion. 4= Aparicion de las primeras esporas. 5=
Esporulacion inferior al 25% de la lesion. 6= Esporulacién entre 25 y 50% de la lesion. 7=
Esporulacion superior al 50% de la superficie de la lesion.

2.3.1.4 Tamaio de la lesién

El tamafio de lesiéon se midié por superposicion de una escala transparente con
diferentes circulos de area variable y diametro conocido (Villegas, 1985) usada
para medir lesiones foliares como se observa en la figura 7. Con base en los datos

de diametro se obtuvo el area correspondiente aplicando la férmula Tr?.

50



crccc0 000 00O
B 9

123 45 86 7 10 1" 12 13

Figura 7. Escala de medicién de areas superpuestas propuesta por Villegas (1985).

2.4  Analisis molecular
2.4.1 Desarrollo de marcadores funcionales.

Para aplicar la técnica de marcadores funcionales TRAP asociados a la resistencia
a roya en café, se procedidé a la identificacion de 34 secuencias homologas a
dominios conservados de genes de resistencia (genes-R) y 6 secuencias
homologas a genes de defensa; dichas secuencias fueron caracterizadas como
poseedoras de una alta homologia con genes que codifican para dominios
proteicos de las familias NBS-TIR, NBS no-TIR (Fig.8) y proteinas de defensa PR-
pathogenesis related. (Romero et al.,2010)

Se procedio a realizar un analisis de alineamiento multiple contra las bases de
datos de EST de café (Cenicafé) conformada por cerca de 150.000 secuencias

EST correspondientes a 48.575 unigenes. Para tal efecto se utilizé el algoritmo
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BLASTX (Altschul et al.,, 1997). Tal comparacion permiti0 seleccionar las
secuencias EST que presentaron mayor homologia con las secuencias RGC y
DGC aisladas de café, las cuales se tomaron como punto de partida para el
desarrollo de marcadores funcionales basados en secuencias relacionadas con
regiones gendmicas implicadas con la resistencia, de acuerdo a la metodologia

sugerida para el desarrollo de los marcadores TRAP.

Las secuencias EST que componen la base de datos de Cenicafé

(https://quimbaya.cenicafe.orq) fueron aisladas de diferentes especies (Tabla 2),

donde las mas representadas son: C. arabica, C. canephora y C. liberica.

Tabla 2. Numero de secuencias por especie, contenidas en la base de datos de secuencias ESTs
de café del laboratorio de bioinformatica de Cenicafe.

Especies ESTs Unigenes Librerias
Coffea arabica 109376 31473 29
Coffea kapakata 4250 2047 74

Coffea liberica 23638 11652 83
Coffea canephora* 46803 13157 70

*Nestle y Cornell University
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Figura 8. Agrupamiento de las secuencias aisladas de café correspondientes a dominios NBS de
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genes candidatos de resistencia —RGC (Tomado de Romero et al., 2010).

2.4.2 Disefio de primers

2431

Fijos

Los primers fueron disefiados con base en la informacion obtenida de las

secuencias ESTs de café que presentaron alta homologia con genes de
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resistencia y defensa. Para tal efecto se utilizo el software Primer 3 disponible en
Internet: http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi (Rozen &
Skaletsky, 2000). Se disefio un total de 17 combinaciones (Anexo 1), siguiendo los
parametros de: un tamafio minimo de 18, Optimo de 20 y maximo de 22
nucledtidos; temperatura minima de 50, Optima de 53 y maxima de 55<C;
porcentaje de GC minimo de 40, éptimo de 50 y maximo de 55%.

2.4.3.2 Aleatorios

Las secuencias de primers aleatorios fueron tomadas de la literatura (Miklas et al.,
2006 Li and Quiros, 2001), en total se seleccionaron 10 secuencias (Anexo 1) las
cuales cumplian los siguientes parametros: (i) 3 a 4 nucle6tidos selectivos en la
region 3’, (ii) una regién central con de 4 a 6 nucle6tidos con partes ricas en AT 6

GC, y (iii) una region 5’ con secuencia aleatoria.

2.4.4 Extraccion de ADN y amplificacion por PCR

El ADN genomico total fue extraido a partir de hojas jovenes (primero y/o segundo
par), siguiendo el método propuesto por Bernatsky y Tanksley (1986), adaptado
para café. La concentracion del ADN fue ajustada a 80 ng/ul para las
amplificaciones por PCR. El método utilizado para la blusqueda de polimorfismos
fue la técnica TRAP, de acuerdo a las condiciones descritas por Hu y Vick (2003).
La combinacion entre Primers fijos y aleatorios permitid generar un total de 170
combinaciones diferentes. Cada reaccion de PCR fue hecha en un volumen total
de 25 pl, conteniendo 2,5 pl de buffer PCR 10X, 2 pl de MgCl; 25 mM, 1 ul de
dNTPs 5 mM, 1.0 ul de cada primer (fijo y aleatorio) 10 mM, 0,2 ul de taq DNA
polimerasa de 5U (Fermentas®) y 80 a 100ng de ADN gendmico. Las condiciones
de amplificacién fueron: un ciclo de denaturacion a 94<C/4 min, 5 ciclos a 94C/45

s 35T/45 s y 72TC/1 min, seguido por 35 ciclos a 9 4C/45 s, 53C/45 sy 72C/1

min con un paso de extension final a 72CT/7 min. Se utilizo un termociclador PX2

(Termo Hybaid 110). La visualizacion de los productos PCR se hizo por
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electroforesis vertical en geles de poliacrilamida (6%) en condiciones

denaturantes.

Se realizé una evaluacion preliminar con el fin de establecer las combinaciones de
primers (especifico + aleatorio) que ofrecian una amplificacion consistente y
reproducible. Esta evaluacion se realizo sobre una muestra de nueve genotipos

contrastantes (Tabla 3), que incluyo los padres de la poblacion de estudio.

Tabla 3. Lista de genotipos evaluados durante los ensayos preliminares destinados a la basqueda
de polimorfismos Utiles.

Cadigo Genotipo R/S
P1 Caturra S
P2 DI200 R
Br 6 plantas F,* R
Bs 5 plantas F,* S
DQ DQ193 R
Can C. canephora R
Cv2 Planta HdeT 1343 R
Cvm Mix ADN Plantas HdeT R
Lib C.liberica

* Los bulks fueron formados por seis plantas F, cada uno, los componentes de cada grupo o bulk
fueron seleccionados con base en la informacion previa generada por Herrera et al., 2009 con
relacién a su genotipo y fenotipo. R/S (fenotipo resistente o susceptible).

2.4.5 Analisis de ligamiento

Los marcadores polimorficos identificados en la evaluacion preliminar, fueron
evaluados en todas las 80 plantas de la poblacion F,. Con el fin de complementar
el analisis de segregacion, se decidio incluir un grupo de 15 marcadores SSR y
AFLPs previamente reportados como ligados a la resistencia parcial a la roya en la
linea DI200 (Herrera et al., 2009) siguiendo las condiciones descritas por estos

autores. Adicionalmente, se incorporaron 5 marcadores SSR provenientes del
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mapa genético internacional de C. canephora, gracias a la colaboracion existente

con el laboratorio del Dr. Philippe Lashermes, del IRD-Montpellier.

La determinacion del orden, distancia relativa de los marcadores moleculares y su
ordenamiento en grupos de ligamiento robustos, fue hecho con los software
MAPDISTO v.1.7 (Lorieux, 2012) y MAPMAKER v. 3.0 (Lader et al., 1987). Las
frecuencias de recombinacion fueron convertidas a distancias genéticas
expresadas en centiMorgan (cM) usando la funcion de mapeo de Kosambi
(Kosambi, 1994)

2.5 Analisis de asociacién del genotipo con el feno  tipo

La informacion procedente de las evaluaciones en condiciones de campo de
severidad de la enfermedad para cada individuo de la poblacién F, se comparo
con las evaluaciones en condiciones de laboratorio sobre la evolucion de la
enfermedad. Con el fin de estimar el grado de dependencia entre las distintas
variables de respuesta, se realizo un analisis de correlacion de Pearson
(p<0.001).

Seguidamente, para estimar la asociacion entre los marcadores candidatos y las
variables fenotipicas relacionadas con la enfermedad (Severidad, periodo de
latencia, periodo de esporulacién y tamafio de la lesién), se uso un analisis de
asociacion simple, basado en un modelo de regresion linear el cual permite
estimar la relacion entre cada marcador y los valores respectivos de cada variable
fenotipica. Los datos fueron procesados con el programa MapDisto a través del
andalisis ANOVA. La asociacion entre los diferentes marcadores moleculares
identificados y cada variable fenotipica medida fue considerada significativa

asumiendo una probabilidad de error de 0.05.

56



2.6  Validacion preliminar de marcadores candidatos

Con el fin de hacer una validacién preliminar de los marcadores candidatos (GL1),
se selecciond una serie de genotipos de interés derivados de las diferentes
introducciones del HdeT, sobre los cuales se amplificaron los distintos
marcadores. Paralelamente se verificO la segregacion de los marcadores
candidatos sobre progenies F3; derivadas de plantas F, portadoras de la

resistencia a roya.

2.6.3 Descripcion de los genotipos usados en la Val  idacion

2.6.3.1 Poblacion F 3

Para evaluar la eficacia de los marcadores candidatos en determinar el fenotipo y
su transmision genética a la siguiente generacion, se desarrollo una poblaciéon Fs.
Para ello a partir de la caracterizacion fenotipica y molecular hecha por Herrera et
al., (2009) se seleccionaron cuatro genotipos parentales F,, de los cuales dos
fueron catalogados como resistentes por presentar los marcadores analizados y
bajos niveles de la enfermedad y dos genotipos susceptibles los cuales no
presentaron los marcadores y presentaron altos niveles de severidad de roya. A
partir de cada una de las cuatro plantas seleccionadas se obtuvo una nueva
generacion de autofecundacion (F3), la cual se llevo a un lote de experimentacion

bajo un disefio completamente aleatorio con dos repeticiones.

2.6.1.2 Variedades comerciales introgresadas por el HdeT

En la coleccion colombiana de café (CCC) se mantienen ejemplares de variedades
mejoradas de diferentes paises cuya caracteristica comun es la de compartir una
misma fuente de resistencia representada por el HdeT. Para este trabajo se
seleccionaron cuatro variedades cultivadas muy conocidas que se describen a

continuacion:
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a) RUIRU 11

Variedad hibrida compuesta, obtenida por cruzamiento de diferentes genotipos
parentales establecidos en la Fundacion de Investigacion de Café en Ruiru,
Kenya. Como genotipos parentales se tomaron selecciones sobresalientes
derivadas de mudltiples cruces involucrando genotipos con resistencia a la
enfermedad del fruto (CBD), como Rume Sudan (RS), HdeT 1343 y K7 y otros de
alta produccion, buena calidad pero susceptibles a roya como SL 28, SL 34,
Bourbon y una seleccion resistente a la sequia. Como parental materno se
utilizaron generaciones avanzadas (Fs, F4 y Fs) del cultivar Catimor (ex_Colombia)

el cual es derivado de un cruzamiento con el HdeT 1343/269 (Omondi et al., 2000)

b) IHCAFE 90

Variedad originada del cruzamiento entre la introduccién del HdeT CIFC 832/1 con
caturra (F1, caturra 19/1 x CIFC 832/1), esta variedad fue liberada en Honduras en
el afio de 1990. La variedad recomendada para alturas por encima de los 1000
msnm se caracteriza por su uniformidad en el porte bajo, hojas anchas de color
verde oscuro, brotes bronceados y frutos rojos, ramas largas con entrenudos
cortos. Aunque posee una alta productividad, se ha observado un agotamiento

hacia el cuarto o quinto afio (Bertrand et al., 1999).

c) COSTA RICA 95 (CR95)

Esta variedad tiene el mismo origen que la variedad IHCAFE 90, fue seleccionada
por el Instituto de café de Costa Rica (ICAFE) a partir de selecciones de la serie
T8600 introducida y evaluada en el CATIE por Promecafe en generacion Fs. CR95
es de porte bajo con brote bronceado y de ramas cortas por lo que se puede
sembrar con las mismas densidades de siembra que Caturra. Es una variedad que
produce entre 25 y 35% mas que las variedades Caturra y Catuai segun la zona.

Su alta resistencia a la roya la hace recomendable principalmente para las zonas
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de alta severidad de la enfermedad. En las variedades CR95 e IHCAFE 90 no se

ha reportado resistencia a CBD ni a nematodos (Bertrand et al., 1999)

d) IAPAR 59

Variedad originada del cruzamiento de Villa Sachi CIFC 971/10 x HdeT 832/2. Fue
introducida a Brasil desde Portugal, en generacién F3, luego el instituto
Agronémico de Parana en Brasil la selecciono y la liberd a partir de 1993. Al igual
que la variedad CR95, 94% de las plantas son del grupo fisiologico A.
Adicionalmente esta variedad tiene una alta resistencia a M. exigua (Bertrand et
al., 1999).

2.6.1.3 Lineas elite componentes de la Variedad Cas tillo general®

Con el fin de verificar la presencia de los marcadores candidatos desarrollados a
partir de la poblacion de estudio, se seleccionaron y evaluaron 11 lineas elite que
actualmente componen la variedad Castillo ®. La genealogia de dichas lineas

(denominadas como E1 a E11) se muestra en la figura 9.

H3004 H3005
I
’ PL2030 ‘ ’ PL2036 ‘ PL2054 PL2094
’ B1290 ‘ ’ B1027 ‘ ’ B998 ‘ ’ B997 ‘ B1322 B1096
’ CX2848 H CX2827 ‘ ’ CuU1997 ‘ ’ CU1855 H CuU1852 ‘ ’ cui1843 ‘ ‘ CuU1815 H cu1827 ‘ ’ CX2197 H CX2178 ‘ ’ CX2710 ‘
El E6 E8 E2 E3 El11l E4 E9 ES E10 E7

Figura 9. Genealogia lineas elite componentes de la variedad Castillo® general, a partir de los
hibridos originales H3004 y H 3005.
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2.7  Localizacion de marcadores candidatos en el map  a Internacional de C.
canephora
La ubicacién de los marcadores candidatos sobre el mapa genético de la especie
C. canephora se realizé en colaboracion con el IRD (Institut de recherche pour le
développement) a través de una estadia de intercambio cientifico. Para tal efecto
se evalud la poblacion de mapeo compuesta por 93 plantas F, derivadas del
cruzamiento entre dos introducciones de C. canephora denominadas BP409 y
Q121. Para la visualizacion de los resultados se utilizo la metodologia de
electroforesis capilar con la plataforma “ABl 3130x| -Applied Biosystems” y el

software GeneMapper 3.7.

La técnica se basa en el uso del primer universal M13 como sonda fluorescente, el
origen de este primer, corresponde a una secuencia de un vector bacterial. La
region 5’ del primer Forward del marcador microsatélite contiene la secuencia tail
complementaria al primer M13 fluorescente, de esta manera se logra marcar con

fluorescencia la secuencia generada por el proceso de PCR (Schuelke, 2000)

2.8 Mapeo fino de la region genémica candidata

2.8.1 Ampliacion de la poblacion de estudio

Una estrategia para mejorar la precision en los andlisis de mapeo genético, es
incrementar el nimero de plantas de la poblacién, facilitando de esa forma la
deteccion de los individuos recombinantes (Liu, 1998). Teniendo en cuenta la
disponibilidad de una segunda poblacion F, compuesta de 80 plantas y derivada
de plantas F; de Caturra x DI.200, se decidi6 incluirla en los andlisis
subsiguientes. Estas plantas fueron evaluadas a los 2 afios de edad siguiendo los
mismos parametros considerados para la poblacion F, original. Sobre esta nueva
poblacién F, fueron evaluados los marcadores candidatos y los resultados de

segregacion fueron adicionados a la matriz inicial de mapeo.
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2.8.2 Adicion de nuevos marcadores a la region cand  idata

A partir de la informacion de la localizacion de los marcadores candidatos en el
mapa de referencia de C. canephora se selecciondé un grupo de 7 marcadores
ubicados en la regiébn homologa a la regién candidata objeto de estudio (Anexo 3).
La secuencia de dichos marcadores fue obtenida a partir de la informacion
suministrada por el grupo del Dr. Lashermes del IRD, responsable de la
construccion del mapa fisico de C. canephora. Sus secuencias se presentan en la
Tabla 4.

Tabla 4. Secuencias de marcadores SSR tomados del mapa genético de la especie C. canephora.

MARCADOR SECUENCIA 5-3'
SSR_01RM1F CCCAAACCCTAACCCAAACT
SSR_01RM1R GAACGAGTCTCCAAGCTCAA
SSR_O5RM1F GTAGCCCATGTTTGTTGTGC
SSR_05RM1R CCAAACGGCTGAGTAACTTC
SSRcan-MR296F TGGGCTTCTTCTTCTGTGGT
SSRcan-MR296R CCCCCAAAGTGCTACCTCTA
SSRcan-MR301F GGGCTGCTATGACACAATCA
SSRcan-MR301R GACCCTGTGGACCATTTT
SSR_90YI12F AATTGAGCCAGTGCCACTTC
SSR_90YI12R GCGAGAATGTTTGCTCGTGT
SSRcan-MR0O38F CCCTTTGTACGGCCTTGATA
SSRcan-MR0O38R CAAGCATCTCTCCACATCCA
SAT283F GCACACACCCATACTCTCTT
SAT283R GTGTGTGATTGTGTGTGAGAG

Adicionalmente se realiz6 un andlisis de homologia de secuencias entre los
marcadores de la regién candidata y secuencias BAC derivadas del mapa fisico de
C. canephora. Con base en esta informacion se identificaron varias secuencias
Scaffolds a partir de las cuales se disefiaron 27 nuevas combinaciones de primers
(Anexo 2) de marcadores microsatélites, los cuales fueron evaluados en la

poblacién F, ampliada. Los marcadores polimdérficos obtenidos fueron adicionados
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a la matriz, ampliando de esta manera el niumero de marcadores considerados en

el analisis de ligamiento.

2.9 Deteccion de laregion QTL involucrada conlar  esistencia

Con los resultados del analisis de ligamiento se hizo el andlisis de QTLs mediante
el método de mapeo por intervalo simple (SIM) usando el programa QGENE v.
4.3.10 (Nelson, 1997). El valor minimo de significancia LOD fue determinado en
12.

El mapeo por intervalo simple, es un procedimiento que permite estimar las
posibles regiones QTL a partir de mapas de ligamiento. A diferencia del analisis de
marcador simple que analiza marcadores de forma independiente, el método de
mapeo por intervalo simple tiene en cuenta intervalos entre pares de marcadores
ligados a lo largo de un cromosoma o grupo de ligamiento. De esta forma los
QTLs son localizados con respecto al mapa de ligamiento, usando un estadistico
de significancia correspondiente al valor LOD (Logarithmic of Odds). El perfil LOD
es usado para identificar la posicion del QTL respecto al mapa de ligamiento,

tomando como base los valores mas altos (Collard et al., 2005).

Posteriormente, para evaluar el efecto de la presencia de los marcadores de la
region QTL sobre la variacién del fenotipo, se agruparon los genotipos que
presentaron los marcadores versus los genotipos que no presentaron estos
marcadores y se determind diferencias estadisticas entre los promedios
correspondientes a cada una de las variables fenotipicas evaluadas. El aporte de
cada marcador a la varianza fenotipica fue definido por el coeficiente de
determinacién (R?) mediante el modelo de regresion simple y el método de mapeo

por intervalo simple.
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2.10 Validacion final de la regidon QTL en materiale s introgresados con el
HdeT y en genotipos diferenciales para los factores Sub a SH9.

Los marcadores fueron evaluados en las 11 lineas mejoradas componentes de la
variedad Castillo general® y en las cuatro variedades comerciales, cuyas

caracteristicas fueron descritas anteriormente.

Adicionalmente y con el fin de establecer si la region de resistencia identificada en
el presente trabajo correspondia a alguno de los factores de resistencia conocidos
presentes en el HdeT, se evalud su presencia sobre un grupo de seis genotipos
diferenciales portadores de los factores Sy6 a Sy9 y Sy? los cuales se identifican
como sigue: HdeT 1343-269 (Su6), H.420/10 (Sy5,6,7,9), H.420/2 (Su5,8),
H.419/20 (Su5,6,9), H.832/1 (S45,6,7,8,9+?), H.832/2 (Su5,6,7,8,9+?)
adicionalmente se incluyo como testigo un genotipo de la variedad Borbén (Sy5).
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacion fenotipica de la resistencia

3.1.1 Evaluacion de roya en Campo

Los resultados de las evaluaciones de severidad de roya hechas en campo en el
afio 2009 y 2010, siguiendo la escala de Eskes y Braghini (1981), permitieron
evaluar la resistencia en la poblacién F,, determinar su expresidbn en cada
individuo y verificar el caracter contrastante de los dos genotipos parentales
(Caturra 'y DI200).

Para el mes de Agosto del afio 2009 se presentd una epidemia en su etapa inicial,
con niveles de roya intermedios que variaron de 0 a 5 y con una mayor frecuencia
de plantas F, en los niveles de 0 y 1 (Fig. 10). El padre resistente (linea DI.200)
mostré un nivel 1 de roya, mientras que Caturra (padre susceptible) presenté un
nivel 5 de roya. Para el mes de Octubre del mismo afo, la severidad de roya se
incremento, llegando a valores maximos de 7. A diferencia del mes de Agosto, en
octubre la epidemia fue mas fuerte y la poblacion presento un comportamiento
diferente caracterizado por una distribucion mas amplia abarcando valores entre 1
y 8 para la escala de severidad. Los padres de la poblacion se localizaron en los
extremos de la distribucion poblacional, con un nivel 1 de roya para el padre DI200

y 8 para Caturra.

En el mes de septiembre del afio 2010, se presenté una nueva epidemia de mayor
intensidad que la del afio anterior, en la cual se observaron genotipos con valores
de roya de hasta 9, mientras que DI200 alcanzo un nivel maximo de 4 y Caturra
un nivel de 8. La mayor frecuencia de plantas se distribuyo en los niveles 6 y 7 de

roya.
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Figura 10. Distribucion de la frecuencia de plantas con diferentes niveles de resistencia a la roya
en la poblacion F, para tres evaluaciones de severidad de roya en campo realizadas el 2009 y
2010 siguiendo la escala de Eskes y Bragini (1981).

Un comportamiento similar se observd en la poblacion afios atrds (2003) cuando
se evaluo el % de incidencia de roya (INCO3) y el % de defoliacion (DEF03),
siguiendo la metodologia desarrollada por Castillo y Alvarado (1997). En aquel afio
se observd una epidemia severa (Fig. 11), en la cual los padres presentaron un
comportamiento igualmente contrastante, con una variacidn continua en las

plantas F, tanto de la incidencia de la enfermedad como de la defoliacion.
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Figura 11. Frecuencia de individuos F2 con respecto al porcentaje de Incidencia y defoliacion por
roya observada en el afio 2003 (Romero et al., 2010).

3.1.2 Evaluacién de roya en laboratorio
3.1.2.1 Periodo de Incubacion (PI)- Periodo de late ncia (PL)

El tiempo (dias) transcurrido desde la inoculacion hasta la aparicion de sintomas
(PI) no mostro diferencias entre los padres los cuales presentaron un Pl igual a 16
dias. En la poblacién F, se observé alguna variacion del Pl entre genotipos los
cuales estuvieron entre 10 y 23 dias. En cuanto a la variable PL para el genotipo
Caturra ésta fue igual a 29 dias mientras que para DI200 no llego al periodo de
incubacion. En la poblacién F, solo en algunos genotipos se observo el PL. Debido
a lo anterior estas dos variables se tomaron como descriptivas ya que no
mostraron diferencias entre los padres de la poblacién de estudio y por lo tanto no

tuvieron el caracter discriminante en la poblacion F».

En cuanto a la evaluacibn de la resistencia a roya hecha sobre hojas
desprendidas, la variable de respuesta evaluada correspondiente al area de la
lesion (ALesion) causada por la inoculacion con esporas de roya, mostré una
distribucién continua (Fig. 12), con valores que oscilaron entre 1.3 a 31.9 mm?, sin
embargo el 65% de la poblacidén present6 valores de area afectada inferiores a 9
mm?2. El padre resistente DI.200 presento un tamafio de lesién igual a 2.2 mm?,

mientras que el padre susceptible Caturra fue de 13.7 mm?. Algunos individuos
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presentaron valores de ALesion superiores a los del padre susceptible, sugiriendo
un efecto de sobredominancia, sin embargo no se descarta el efecto de una
sobreestimacion de la variable ALesion debido a que el crecimiento de las lesiones
no es homogéneo y por tanto no siempre se adaptan a la escala de evaluacion
utilizada (Fig.13)

DI200

F2

Cat
30 -
|

20 A

15

F2

ABC

Figura 12. Distribucion de la poblacién F2 para las variables ALesion y ABC evaluadas mediante el
método de hojas desprendidas.

Para la variable area bajo la curva de progreso de la lesién (ABC) también se
observaron diferencias entre los padres, los cuales mostraron valores de 38.7 para

DI200 y 98.6 para Caturra, y una variacion continua de la poblacion F».
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Figura 13 . Apariencia de las lesiones por inoculacién en hoja desprendida, en estados tempranos
(derecha) y tardios de infeccion (izquierda). Obsérvese la forma irregular que toma el area de cada
lesion, la cual no siempre sigue un patrén circular (lesiones encerradas en circulos).

3.2 Correlacién entre variables de resistencia

Con el fin de establecer la posible relacién entre las variables evaluadas, se
estimaron los coeficientes de correlacion tanto para las variables cuantitativas
(INC03, DEF03, ALesion, ABC) como para las variables ordinales provenientes de
escala (Ag09, Oct09, Sepl0). Los coeficientes de correlacion (Tabla 5) para el
primer grupo de variables estuvieron entre 0.41 y 0.88 y mostraron diferencias
significativas (p < 0.0001), excepto para la comparacion ALesion vs INC0O3 cuya
significancia fue de p < 0.0019. Todas las correlaciones fueron positivas. En
cuanto a las evaluaciones con escala en diferentes épocas los coeficientes de
correlacion variaron entre 0.55 y 0.82, con valores significativos (p < 0.0001) y

positivos.

68



Tabla 5. Coeficientes de correlacidon de Pearson entre las diferentes variables cualitativas y
cuantitativas evaluadas.

DEF03  Alesion ABC Oct09 Sepl0
INCO3 |0.66** 0.41* 0.55**

DEFO03 0.53** 0.88**
ALesion 0.68**
Ag09 0.82** 0.55**
Oct09 0.66**

*p<0.05; **p<0.001

Para las variables cuantitativas las correlaciones significativas y positivas indican
que en el caso de la defoliacién, ésta puede ser explicada en un 48% (R*=0.48)
por la severidad de la enfermedad y en un 77% (R*=0.77) por el progreso de la
lesion (ABC). La variable ALesion evaluada entre los 38 y los 40 dias después de
la inoculacion se incrementa en la medida que progresa la enfermedad y es
explicada en un 46% (R?=0.46) por el ABC.

Para las variables ordinales derivadas de las evaluaciones de roya en campo
mediante escala, se aprecia que para la misma época (cosecha principal) entre un
afio y otro existe una variacion importante en la intensidad de las epidemias que
explica las bajas correlaciones entre las variables Ag09 y Sep10 (R*=0.30) y entre
las variables Oct09 y Sep10 (R?=0.43)

3.3 Desarrollo de marcadores funcionales

El punto de partida para el desarrollo de los marcadores moleculares funcionales,
fue la informacién previamente obtenida por Romero et al. (2010) quienes
identificaron una serie de secuencias de genes de resistencia y de defensa
conocidos como RGC -Resistance Genes Candidates y DGC -Defense Genes

Candidates en la poblacién de estudio.
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3.3.1 Identificacion de secuencias EST-café asociad as a resistencia

El andlisis de homologia de las 34 secuencias RGC y 6 secuencias DGC
seleccionadas, contra la base de datos de secuencias ESTs de café mostr6 como
resultado una lista de secuencias con alta homologia, con funcion putativa
asociada a mecanismos de resistencia y defensa contra enfermedades (Tabla 6).
Los valores de probabilidad esperada (E-value) fueron altamente significativos
(<1E-08) y los porcentajes de identidad oscilaron entre 79 y 100%. En cuanto a los
porcentajes de cobertura de las secuencias alineadas estos variaron desde

valores muy bajos (6%) a muy altos (78%).

Tabla 6. Andlisis de homologia de 36 secuencias RGC y seis secuencias DGC aisladas de café
respecto a secuencias EST de café disponibles en la base de datos de Cenicafé.

. . - . % %

RGC- Café ESTs_Café Funcién putativa Identidad | Cobertura E-Value

VP1_160 CI_CEN82239 Disease resistance-like protein - Coffea 80 64 3.00E-41
arabica (Coffee)

VP1_160 Cc_sgn_U308222  cgn_U129504 85 30 7.00E-30

VP1_160 Ca_CEN114972 Disease resistance-like protein - Coffea 81 23 8.00E-11
arabica (Coffee)

VP1_162 Cl_CEN82239 Disease resistance-like protein - Coffea 98 69 0
arabica (Coffee)

VP1_C8 CI_CEN82239 Disease resistance-like protein - Coffea 98 68 0
arabica (Coffee)

VP2_170 Cc_sgn_U309701  cgn_U126400 85 27 2.00E-26

VP2_173 Cc_sgn_U303516  cgn_U122182 91 9 5.00E-09

VP2_C9 Ca_CEN135208 Disease resistance-like  protein - 86 60 3.00E-78
Psilanthus bengalensis

VP2_C9 Cc_sgn_U302568  cgn_U122273 87 7 8.00E-42

VP2_C9 Ca_CEN132890 Putative disease resistance protein 92 18 3.00E-32
Atlg50180 - Arabidopsis thaliana
(Mouse-ear cress)

VP2_C10 Cl_CEN82239 Disease resistance-like protein - Coffea 97 68 0
arabica (Coffee)

XIVP1_83 CI_CEN82239 Disease resistance-like protein - Coffea 96 78 1.00E-155
arabica (Coffee)

XIVP1_83 Cc_sgn_U308222  cgn_U129504 93 11 9.00E-10

XIVP1_85 CI_CEN82239 Disease resistance-like protein - Coffea 87 78 2.00E-81
arabica (Coffee)

XIVP1_85 Cc_sgn_U308222  cgn_U129504 96 14 1.00E-21

XIVP1_85 Ca_CEN139668 Disease resistance-like protein - Coffea 82 30 3.00E-13
canephora (Robusta coffee)

XIVP1_97 Cc_sgn_U308222  cgn_U129504 94 25 6.00E-39

XIVP1 97 Cl_CEN82239 Disease resistance-like protein - Coffea 86 48 1.00E-15
arabica (Coffee)

XIVP1_97 Ca_CEN129533 Disease resistance-like  protein - 79 52 1.00E-09
Psilanthus travancorensis

XIVP2_C15 CIl_CEN82239 Disease resistance-like protein - Coffea 87 78 2.00E-81

arabica (Coffee)
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XIVP2_C15
XIVP2_C15

XIVP2_C16

XIVP2_C16
XIVP2_100

XIVP2_100
XIVP2_100

XVP1_114
XVP1_114
XVP1_C18
XVP2_C20
XVIP1_181
XVIP1_181
XVIP1_181

XVIP1_183

XVIP1_190
XVIP1_190
XVIP1_190
XVIP1_191
XVIP1_191

XVIP1_192

XVIP2_196
XVIP2_196

XVIP2_198

XVIP2_201
XVIP2_201
XVIP2_205
XVIP2_205
XVIP2_C17

XVIP2_C17

Cc_sgn_U308222
Ca_CEN139668

CI_CEN82239

Cc_sgn_uU308222
Cl_CEN82239

Cc_sgn_U308222
Ca_CEN139668

CI_CEN82239
Ca_CEN129533
CI_CEN82239
CI_CEN82239
Ca_CEN138533
CI_CEN79387
Ca_CEN132443

Ca_CEN136771

Ca_CEN138533
CI_CEN79387
Ca_CEN132443
Ca_CEN138533
CI_CEN79387

Ca_CEN136771

Ca_CEN138533
Cl_CEN79387

Ca_CEN136771

Ca_CEN138533
Cl_CEN79387
Ca_CEN138533
CI_CEN79387
Ca_CEN138533

CI_CEN79387

cgn_U129504 96

Disease resistance-like protein - Coffea 82
canephora (Robusta coffee)

Disease resistance-like protein - Coffea 97
arabica (Coffee)

cgn_U129504 93

Disease resistance-like protein - Coffea 87
arabica (Coffee)
cgn_U129504 96

Disease resistance-like protein - Coffea 82
canephora (Robusta coffee)

Disease resistance-like protein - Coffea 90
arabica (Coffee)

Disease resistance-like
Psilanthus travancorensis
Disease resistance-like protein - Coffea 98
arabica (Coffee)

Disease resistance-like protein - Coffea 98
arabica (Coffee)

Late blight resistance protein, putative - 93
Solanum demissum (Wild potato)

Disease resistance protein, putative - 97
Solanum demissum (Wild potato)
P0431G06.4-like - Solanum tuberosum 96
(Potato)

NBS-LRR type disease resistance 87
protein - Populus trichocarpa (Western
balsam poplar)

Late blight resistance protein, putative - 92
Solanum demissum (Wild potato)

Disease resistance protein, putative - 94
Solanum demissum (Wild potato)
P0431G06.4-like - Solanum tuberosum 96
(Potato)

Late blight resistance protein, putative - 93
Solanum demissum (Wild potato)

Disease resistance protein, putative - 100
Solanum demissum (Wild potato)

NBS-LRR type disease resistance 91
protein - Populus trichocarpa (Western
balsam poplar)

Late blight resistance protein, putative - 99
Solanum demissum (Wild potato)

Disease resistance protein, putative - 97
Solanum demissum (Wild potato)

NBS-LRR type disease resistance 86
protein - Populus trichocarpa (Western
balsam poplar)

Late blight resistance protein, putative - 91
Solanum demissum (Wild potato)

Disease resistance protein, putative - 94
Solanum demissum (Wild potato)

Late blight resistance protein, putative - 93
Solanum demissum (Wild potato)

Disease resistance protein, putative - 100
Solanum demissum (Wild potato)

Late blight resistance protein, putative - 99
Solanum demissum (Wild potato)

Disease resistance protein, putative - 97
Solanum demissum (Wild potato)

protein - 83

14
30

7

10
66

14
30

69

24

69

68

49

30

49

49

35

49

30

49

48

49

Continuacion

1.00E-21
3.00E-13

1.00E-162

1.00E-09
5.00E-27

1.00E-21
3.00E-13

1.00E-122

9.00E-17

0

0

1.00E-103

2.00E-08

5.00E-06

3.00E-35

4.00E-99

5.00E-09

1.00E-06

1.00E-103

8.00E-11

3.00E-59

1.00E-139

2.00E-08

6.00E-33

5.00E-92

5.00E-09

1.00E-103

8.00E-11

1.00E-139

2.00E-08
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Respecto a la homologia encontrada entre las secuencias DGC con secuencias
EST de café, se obtuvieron valores de homologia superiores a los mencionados
anteriormente (95 y 100%) con coberturas entre el 29 y 98% (Tabla 7). Las
funciones putativas de las secuencias ESTs de café que presentaron alta
homologia con las secuencias DGCs correspondieron a mecanismos de defensa
especificamente relacionados a la familia PR (Protein Related). Con base en los
anteriores analisis de homologia se seleccionaron 17 secuencias EST de café

(Tabla 8) para el disefio de los primers TRAP.
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abla 7. Homologia de secuencias DGCs con secuencias EST de Café

. ESTs de . . % %

DGCs_Café C. Canephora Funcion putativa Identidad Cobertura E-Value
[P1_C1_PR5 SGN-U350893 - Coffea canephora #2 [28 ESTs aligned] arabidopsis/peptide: | Symbol: None | 99 93 1.50E-27"
osmotin-like protein (OSM34), OSM34 precursor <{Arabidopsis thaliana};

contains Pfam profile PF0O0314: Thaumatin family.

[P1_C1_PR5 SGN-U358185 - Coffea canephora #2 [1 ESTs aligned] arabidopsis/peptide: | Symbol: None | 100 28 3.60E-81
osmotin-like protein (OSM34), contains Pfam profile PF00314: Thaumatin family.

[P1C2_PR5 SGN-U350893 - Coffea canephora #2 [28 ESTs aligned] arabidopsis/peptide: | Symbol: None | 97 95 1.20E-26:
osmotin-like protein (OSM34), OSM34 precursor <{Arabidopsis thaliana};
contains Pfam profile PFO0314: Thaumatin family.

[P1_2_PR5 SGN-U350893 - Coffea canephora #2 [28 ESTs aligned] arabidopsis/peptide: | Symbol: None | 98 99 7.20E-29:
osmotin-like protein (OSM34), OSM34 precursor <{Arabidopsis thaliana};
contains Pfam profile PFO0314: Thaumatin family.

[P1_2_PR5 SGN-U358185 - Coffea canephora #2 [1 ESTs aligned] arabidopsis/peptide: | Symbol: None | 98 31 9.10E-85
osmotin-like protein (OSM34), contains Pfam profile PFO0314: Thaumatin family.

[P2_C3_PR5 SGN-U350893 - Coffea canephora #2 [28 ESTs aligned] arabidopsis/peptide: | Symbol: None | 96 96 2.90E-26:
osmotin-like protein (OSM34), OSM34 precursor <{Arabidopsis thaliana};
contains Pfam profile PF00314: Thaumatin family |

[P2_C4_PR5 SGN-U350893 - Coffea canephora #2 [28 ESTs aligned] arabidopsis/peptide: | Symbol: None | 98 95 1.40E-28!
osmotin-like protein (OSM34), 0OSM34 precursor <{Arabidopsis thaliana};
contains Pfam profile PF0O0314: Thaumatin family |

[P2_C4_PR5 SGN-U358185 - Coffea canephora #2 [1 ESTs aligned] arabidopsis/peptide: | Symbol: None | 99 29 2.30E-82
osmotin-like protein (OSM34), contains Pfam profile PFO0314: Thaumatin family.

[P2_19 PR5 SGN-U352063 - Coffea canephora #2 [10 ESTs aligned] arabidopsis/peptide: | Symbol: None | 98 98 4.90E-19(
osmotin-like protein (OSM34), contains Pfam profile PF00314: Thaumatin family
| chr4:7024850-7026140 REVERSE | Aliases: T5C23.80, T5C23_80(evalue: 9e-
92, score=333)

[P2_19 PR5 SGN-U350893 - Coffea canephora #2 [28 ESTs aligned] arabidopsis/peptide: | Symbol: None | 95 95 3.60E-16(
osmotin-like protein (OSM34), OSM34 precursor <{Arabidopsis thaliana};
contains Pfam profile PF00314: Thaumatin family |

[P2_19 PR5 SGN-U358185 - Coffea canephora #2 [1 ESTs aligned] arabidopsis/peptide: | Symbol: None | 96 41 1.90E-69

osmotin-like protein (OSM34), contains Pfam profile PF00314: Thaumatin family.
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Tabla 8. Secuencias EST de café seleccionadas para el disefio de las secuencias de los primers
TRAP.

Especie ESTs Longitud (pb)
Cl_CENB82239 -
C. liberica C|_CEN79387
Cc_sgn_U308222 809
Cc_sgn_U309701 766
Cc_sgn_U303516 804
C. canephora Cc_sgn_U302568 814
SGN-U350893 * 879
SGN-U352063 * 927
SGN-U358185 * 795
Ca_CEN114972 1240
Ca_CEN135208 419
Ca_CEN132890 729
) Ca_CEN139668 382
C.arabica -, cEN129533 845
Ca_CEN138533 792
Ca_CEN132443 792
Ca_CEN136771 690

* Secuencias seleccionadas por su homologia con genes DGC.

3.3.2 Disefio de primers y evaluacion de Polimorfismos

Para cada una de las 17 secuencias EST seleccionadas se disefi6 un par de
primers TRAP, siguiendo los parametros indicados en la metodologia. Inicialmente
se hizo una amplificacion preliminar con dichas combinaciones de primers en
cinco genotipos de café (Fig. 14), con el fin de evaluar la calidad de la
amplificacion y la especificidad del producto PCR. De las 17 combinaciones
evaluadas, 16 presentaron buenas amplificaciones con tamafios esperados y
buena especificidad del producto, solo la combinacion SGN85-F/ SGN85-R

presento inespecificidad (bandas adicionales).
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Figura 14. Productos PCR obtenidos a partir de tres combinaciones de primers especificos
provenientes de secuencias EST, amplificadas en 5 genotipos (P1, P2, DQ, Cv2 y Cvm). Carril 1
marcador de peso molecular de 100pb, carriles 2 a 6 combinacién CI239F/R, carriles 12 a 16
combinacion SGN222F/R.

Una vez determinadas las combinaciones que permitieron amplificar fragmentos
anicos, se procedid a evaluar el polimorfismo combinando los primers TRAP
especificos con los aleatorios. Como resultado de este trabajo se evalu6 un total
de 170 combinaciones TRAP. Todos los primers con sentido Forward originados
de los EST de café se combinaron con siete primers aleatorios con sentido reverse
para un total de 119 combinaciones. Igualmente 17 primers con sentido reverse
originados de los EST de café se combinaron con 3 primers aleatorios con sentido
Forward para un total de 51 combinaciones. Las combinaciones que mostraron

polimorfismo se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Polimorfismos obtenidos con 170 combinaciones de primers de marcadores TRAP
evaluadas. Las combinaciones polimorficas para el padre DI200 se muestran como (1) y aquellas
polimorficas para la linea DQ193 se marcan como (1%).

Primer aleatorio Reverse |

Primer fijo
Forward Ga5 Sa4 0dd26 Ga3 EM1R EM2R EM3R
CL239F 1 1% 1% 1
CL387F 1*

SGN 222F 1 1% 1% 1%

SGN 701F

SGN 516F 1

SGN 568F 1%

CA 972F 1%

CA 208F 1 1%

CA 890F 1 1%

CA 668F 1%

CA 533F

CA 8533F 1%

CA 443F 1*

CA 771F

SGN 63F 1 1 1* 1

SGN 93F

SGN 85F 1 1%
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Primer aleatorio Forward

Primer fijo  [ygyF ME2F ME3F
Reverse

CL239R 1

CL387R 1
SGN 222R

SGN 701R 1%

SGN 516R

SGN568R 1 1

CA 972R

CA 208R

CA 890R

CA 668R

CA 533R

CA 8533R

CA 443R 1 1%

CA 771R 1

SGN 63R

SGN 93R

SGN 85R

Un total de 17 combinaciones resultaron polimorficas para la linea DI200, padre
portador de resistencia evidenciandose la presencia de una banda en DI.200
compartida por los genotipos Cv2 y Cvm y en la mayoria de las ocasiones por la
especie C. canephora (Fig. 15) y ausente en los genotipos susceptibles Caturra y

Bs.
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TRAP SGN516F-0dd26 TRAP CA208F-0dd26 TRAP SGN222F-Ga5

P1 P2 Br Bs DQ LibCanCv2 Cvm P1 P2 Br Bs DQ Lib Cv2 Cvm P1 P2 Br Bs DQ Lib Cv2 Cvm

S RR S R RRRI R S8 R R S R R R R S R R 8§ R R R R

Figura 15. Perfil Polimérfico de marcadores TRAP para el padre resistente DI.200. P1= Caturra,
P2= DI.200, Br=bulk resistente, Bs= bulk susceptible, DQ= linea con el mismo origen de DI200,
Lib= especie diploide Coffea liberica, Cv2= Planta hibrido de Timor 1343, Cvm= mezcla ADN de
varias plantas del hibrido de Timor 1343.

En la Tabla 10 se presenta el origen del polimorfismo encontrado con respecto a la
linea parental evaluada y a la especie de la cual proceden las secuencias ESTs

seleccionadas.

Tabla 10. Porcentaje de polimorfismo observado de acuerdo a la especie de origen del
primer TRAP, para el padre DI200 y para la linea DQ 193.
Especie de N N Polimorfismo o
origen de la Combinaciones  Polimorfismo en DO193 Total _ A)_
; evaluadas en DI200 polimorfismo
secuencia EST
C. liberica 20 4 3 7 35
C. canephora 70 9 7 16 23
C. arabica 80 4 7 11 14
Total 170 17 17 34 20
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De las 17 combinaciones polimorficas relacionadas con el padre DI.200, nueve
fueron segregantes y reproducibles en la poblacion F, adicionalmente se
identificaron tanto marcadores dominantes como codominantes (Fig. 16). La
informacion de segregacion se plasmo en una matriz, junto con los resultados de
la segregacion de los 15 marcadores AFLPs y SSR reportados previamente por
Herrera et al. (2009) para la misma poblacion, los cuales fueron tenidos en cuenta
para evaluar la segregacion en la poblacion.

TRAP CA208F-0dd26

Poblacion

TRAP SGN516F-0dd26

Segregante |

Figura 16. Ejemplo de los patrones de segregacion observados para dos combinaciones de
marcadores TRAP polimérficos (TRAPCA208F/Odd26 con segregacion dominante y la
combinacion TRAP SGN516F/Odd26 codominante).

3.4  Andlisis de ligamiento genético

El analisis de ligamiento genético se hizo a partir de 25 loci polimorficos

correspondientes a igual numero de marcadores evaluados. Como resultado de
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este analisis se obtuvieron 3 grupos de ligamiento (GL) usando un valor LOD de 3
y un r-max de 0.3 (Fig. 17). De estos, el GL1 fue el mas grande con 16
marcadores retenidos y un cubrimiento de 145.3 cM. Le sigue el GL. 3 con dos
marcadores y 28.4 cM y el GL 2 también con dos marcadores y un cubrimiento de
2.6 cM. Es de destacar que los marcadores TRAP desarrollados a partir de
secuencias ESTs de café se localizaron en dos de los tres grupos de ligamiento
encontrados (GL1, GL3). La mayor parte de estos marcadores TRAP coincidieron

con la segregacion de los marcadores AFLP y SSR previamente estudiados.

GL.1 GL.2

cM h Loci M

—(16) TRAP 27R - MelF ***++ 26 Loci
——(6) Msat-caja 120tf * ** **

3021 | TT(7) Misat-caja 189 * ** **

——(19) AFLP - AA13 *¥*xx

——(18) AFLP - AA12 *** %

— GL.3
220 (5) Msat-caja009 *****
(21) AFLP - AA14 * %% ** M Loci

| (11) TRAP 28R-ME3F ** ** *
_§24; AFLP - CC21 * ¥ #* (10) TRAP 27-EM3R * ** **

§ 22) AFLP - AA22 *** %x
23) AFLP - CC14 ** **x 8.4
25) AFLP - ACAL ***%*

B (19 TRAP2- G+

%3 TRAP.34-0dd 26 ** ** *

9) TRAP32-MELF*****
(2) Msat227
(3) Msat229 *

A Il

OWOOONOONNO O
owoooNooONWW

w

Figura 17. Grupos de ligamiento obtenidos a partir del mapeo genético de los marcadores
moleculares evaluados en la poblacion F2 de Caturra X Linea DI200.

3.5 Analisis de la asociacion genotipo -fenotipo

Con el fin de establecer el grado de asociacién entre la presencia de los
marcadores y la respuesta de resistencia a la roya, se realiz6 un analisis de
ANOVA para cada uno de los 20 marcadores retenidos en el analisis de ligamiento
respecto a las variables fenotipicas: INC2003 y DEF2003, ALesion, Ag09 y Oct09.
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En la Tabla 11 se presentan los resultados del analisis, el cual sugiere una
relacion altamente significativa entre la presencia de los marcadores Msat227 y
Msat229 con las variables INC2003 (p= 0.05), DEF2003 (p=0.01), ALesion, Ag09 y
Oct09 (p=1e-13). Los grupos de ligamiento 2 y 3 por el contrario, no presentaron

valores significativos de asociacion con ninguna de las variables evaluadas.

Tabla 11. Andlisis de asociacion entre los 20 marcadores retenidos en los GL y las 6 variables
estudiadas en la poblacion F2 derivada de Cat x DI200.

Marcador GL cM INCO3 DEFO3 ALesion Ag09 0OC09
TRAP 27R - MelF 1 0.0

AFLP - AA13 1 302

AFLP - AA12 1 645

Msat-caja 009 1 86.5

AFLP - AA14 1 934

TRAP 28R-ME3F 1 99.7

AFLP - CC21 1 106.0

AFLP - AA22 1 1087

AFLP - CC14 1 108.7

AFLP - AC41 1 1087

TRAP 27R-sa4 1 1114

TRAP 32R - Me2F 1 111.4

TRAP 34-Odd26 1 111.4

TRAP 32-ME1F 1 111.4

Msat227 1 1447 3.82* 4.40* 5197 44.89 69.60
Msat229H 1 1453 3.81* 5.83* 50.97 46.72 74.03
Msat-caja 120tf 2 0.0

Msat-caja 189 2 2.6

TRAP27-EM3R 3 0.0

TRAP29-Gas 3 284

De esta manera se identifico la region del GL1 como una region candidata, la cual
parece contener genes responsables de la resistencia a la roya en el genotipo
DI200.
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3.6 Validacion preliminar de marcadores de la regid6 n candidata GL.1 en
diferentes poblaciones derivadas del HdeT

Con el objetivo de determinar la presencia de la regién candidata en diferentes
poblaciones derivadas del HdeT de interés dentro del programa de mejoramiento
genético de Cenicafé se verifico el polimorfismo de nueve marcadores (TRAP y

SSR) correspondientes al GL1 en dichos genotipos.

3.6.1 Introducciones del HdeT

Se evaluaron en total de 16 genotipos representantes de las diferentes
introducciones del HdeT (CIFC 2252, CIFC 832 y CIFC 1343) y una planta
diferencial (1343-269) para el factor de resistencia SH6, presentes dentro de la
Coleccion Colombiana de Café (CCC). La introduccion CIFC 1343 esta constituida

por 8 plantas originales codificadas de CV1 a CV9 excepto CV5.

Como resultado se encontro que los marcadores de la region GL.1 se presentaron
en los genotipos de la introduccion CIFC 2252 y en 7 de las 8 plantas del HdeT
CIFC 1343 excepto en CV1. Un genotipo de la introduccién CIFC 832 también
presento los marcadores (Tabla 12). El genotipo diferencial (CIFC 1343/269) no
presento los marcadores lo que sugiere que la region identificada parece no estar

asociada al factor Sy6 de resistencia presente en el HdeT.
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Tabla 12. Resultado de la evaluacion de los marcadores candidatos del GL1 sobre diferentes
genotipos derivados del HdeT (+) indica presencia del marcador en forma homocigoto dominante o

heterocigoto, (-) indica ausencia del marcador.

PADRES INTRODUCCIONES DEL HIBRIDO DE TIMOR
CIFC 1343
~ —~~
< N —~
To) o o <
—~ (o)) ()] o] — 79} *
N N N O ~ o 3 O
~ N N N o ()] —~ — —~ — — —~ —~ —~
o) ~ 0 = pnp o9 O~ © O 4d N A9 A +AS oS d
3 u N & & 2 - - X # O # # ¥ ¥ ¥ ¥ H
. ) ' '
I3 — re) n 1 N NN N Y @2 P e T 0 g d
M d = © N A N MmO M, M D> > >
arcaador [a) (@) I\ N N 0 o . o 4 0O O O O O O O 0O
TRAP27R - MelF  + - + + + + + + + + + + + + + + +
Msat 009 + - - + + - - + + + + + + + + -
TRAP 28R-ME3F  + - + + + - + + + + + + +
TRAP 27F-sa4R  + - + + + - - + + + + + + + + -
TRAP 32R - Me2F  + - + + - - - - + - + + + + + + + -
TRAP 34F-
Odd26R + - + + + - - + + + + + + + + -
TRAP 32R-ME1IF  + - + + + - - - + - + + + + + + + -
Msat227 + - + + + - - - + - + + + + + + + -
Msat229H + - + + + - - - + - + + + + + + + -

3.6.2 Variedades Comerciales

De las cuatro variedades comerciales evaluadas (CR95, lapar59, Ihcafe 90 y Ruiru
11) dos presentaron los marcadores y dos no los presentaron, coincidiendo con su
origen genealdgico (Tabla 13). Asi, las variedades CR95 e Ihcafé 90 que tienen
su origen en la introduccion CIFC 832/1, no presentaron los marcadores, mientras
que Ruiru 11 que se origind de la introduccion CIFC 1343 si presentd los
marcadores. Curiosamente, la variedad lapar 59 derivada del HdeT CIFC 832/2

también presento los marcadores del GL1.
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Tabla 13. Presencia de los marcadores del GL.1 en variedades comerciales derivadas del HdeT.

INTRODUCCIONES DEL

HIBRIDO DE TIMOR VAR. COMERCIALES

< 8 LE = & o) & —

® a a) = < Lo w -

= Z O x LL 2

— — N N = < < r

. . b ) x o

N N o I\ o ©] 3

Marcador 2 2 2 2 % < I 7
TRAP27R - MelF + - + + - + + +
Msat 009 - - - + - + - +
TRAP28R-ME3F - - - + - + - +
TRAP27F- sa4R - - - + - + - +
TRAP32R - Me2F - - - + - + - +
TRAP34F-Odd26R - - - + - + - +
TRAP32R-ME1F - - - + - + - +
Msat227 - - - + - + - +
Msat229H - - - + - + - +

3.6.3 Lineas elite variedad castillo ®

Siete de las 11 lineas evaluadas (64%) presentaron los marcadores candidatos
(Tabla 14), lo cual representa una frecuencia relativamente alta, sugiriendo que
esta region gendmica podria tener un efecto importante sobre la resistencia que
presenta actualmente la variedad Castillo®. La presencia de los marcadores fue
congruente con el origen genealogico de las lineas. Todas ellas fueron
desarrolladas a partir de dos hibridos F;: H3004 y H3005, especificamente las
lineas E1 y E6 se derivan del hibrido H3004 el cual fue desarrollado a partir de
una sola planta del HdeT CIFC1343 mientras que el hibrido H3005 de donde se
derivan las demas lineas elite tiene su origen a partir de una mezcla de polen de
todas las plantas del HdeT CIFC1343.
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Tabla 14. Presencia de los marcadores del GL1 en lineas componentes de la variedad Castillo®

PADRES
TESTIGOS LINEAS ELITE COMPONENTES DE LA VARIEDAD CA STILLO

P1r P2s |E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9 E10 Ei11

<
% © o} o 0 ~ ~ o ~ ~ ® )
< [Te] [¥e) — (] N - [} N ~ <
o ) o) © =] [ee] — 0 ~ (<] © — @
8§ Y| 3 3 3 & & & 353 35 ¢ 3
Marcador a o |o o @) @) 8} 8} o @) o O @)
TRAP27R - MelF  + - - - - + - - + - + - +
Msat 009 + - - + + + - - + + + - +
TRAP28R-ME3F + - - + + + - - + + + - +
TRAP27F- sadR + - - + + + - - + + + - +
TRAP32R - Me2F  + - - + + + - - + + + - +
TRAP34F-Odd26R  + - ? + + + - - + + + - +
TRAP32R-MELF + - ? + + + - - + + + - +
Msat227 + - - + + + - - + + + - +
Msat229H + - - + + + - - + + + - +

Del grupo de marcadores evaluados de la regiéon candidata (GL.1) en los
diferentes genotipos derivados del HdeT, el marcador TRAP27R - MelF fue el
anico de los marcadores que no mostro total consistencia con los demas
marcadores, lo que parece explicarse por una distancia genética mayor con

respecto a los marcadores Msat 227 y Msat 229H.

3.6.4 Poblacion F3

Se evalud un total de 39 plantas F3, 19 obtenidas de dos plantas F, altamente
resistentes (445, 113) y 20 a partir de dos plantas F, altamente susceptibles de la
poblacion de estudio (118, 469). Del primer grupo, 17 de 19 plantas (90%)
presentaron los marcadores (Tabla 15), mientras que del segundo grupo, 3 de 20
plantas (15%) presentaron los marcadores. La especie C. arabica a la cual
pertenece la poblacion de estudio es naturalmente autogama, sin embargo
presenta un 10% de alogamia (Wellman, 1961). Ademas, la polinizacion de esta

generacion F3 no fue controlada por lo tanto existe la posibilidad de alguna
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contaminacion con polen de plantas cercanas, lo que puede explicar el por qué
aparecieron plantas con los marcadores en el segundo grupo de F3; donde se

esperaba que ninguna presentara los marcadores.

En el primer grupo a partir de la planta F, 445 se obtuvo una segregacion de
presencia/ausencia de 80/20% lo cual indica que la planta F, progenitora es una
planta heterocigota mientras que la planta F, 113 es una planta homocigota

dominante ya que toda su progenie presento los marcadores sin segregacion.

Tabla 15. Evaluacion de la presencia de los marcadores candidatos del GL1 sobre las dos
poblaciones F3 derivadas de plantas F2 resistentes y susceptibles.

PROGENIES F3 DERIVADAS DE PLANTAS F2 PROGENIES F3 DERIVADAS DE PLANTAS F2
ALTAMENTE RESISTENTES ALTAMENTE SUSCEPTIBLES
a8
Marcadores Ef— . .
gLl ESEeEET 2T RSO CERTIIRSREEITEITITETETFEETT 2
53§ 3333 IIIII SS9 5959|599595959993IFI2LIIIILII
T27R-MelF + - [+ + + + + + + + + + + + + - + - + + +|+ + + + - + + 4+ + + o+ o+ o+ o+ o+
Msat caja009  + + o+ o+ o+ + o+ o+ o+ L I - - - - - P
T28R-ME3F + + o+ o+ + o+ o+ o+ L I - - - - - - + +
T27F- sadR + + o+ 4+ ? + o+ o+ o+ L T IR ? o+ ?? ? 0+ 4+
T32R-Me2F + LA N T + + 4 + + o+ +
T34F-Odd26R  + + 4+ ? o+ + o+ o+ o+ L T T R - - - - - - + o+
T32R-ME1F LR N B SIS R L o - - - -
Msat227 LR N B SIS R L o - - - -
Msat229 LR T T I T A

En la Fig. 18 se presenta la evaluacion fenotipica en campo de severidad de roya
siguiendo la escala de Eskes y Braghini (1981) para progenies F3. Los resultados
indicaron que de las 17 plantas F3; provenientes de F, altamente resistentes, 9
(53%) presentaron niveles de roya entre 0 y 4, los cuales se consideran
relativamente bajos ya que no tienen efectos sobre la produccién. Las restantes
plantas presentaron niveles entre 5 y 8 donde ya hay compromiso en la

produccion. Por su parte de 20 plantas Fz provenientes de plantas F, altamente

85



susceptibles el 90% presentd niveles superiores a 4 de roya como era de

esperarse.

12 +

10

AR
ns

Plantas F3
(o))

o 1 2

3 4 5 6 7 8 9

Figura 18. Distribucién de la frecuencia de severidad de roya en campo en dos poblaciones de
plantas F3. R = poblacion F3 obtenida de F2 altamente resistentes, S = poblacion F3 obtenida de
F2 altamente susceptibles.

3.7 Ubicacion de Marcadores candidatos en el mapa i  nternacional de C.
canephora
Teniendo en cuenta la significancia que presentaron los marcadores Msat 227 y
Msat 229H con algunas de las variables fenotipicas y su frecuencia en genotipos
derivados del HdeT, de interés dentro del programa de mejoramiento, se
seleccionaron como candidatos para iniciar un estudio de mapeo fino usando la
informacion sobre el mapa genético de referencia de la especie C. canephora y de
esta forma avanzar en la caracterizacion de la region gendémica implicada en la

resistencia a la roya.

Gracias a una estancia de intercambio cientifico con el IRD (Institut de recherche
pour le développement) fue posible recibir el apoyo técnico-cientifico y acceder a

la informacion del mapa genético internacional que esta siendo desarrollado por
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un grupo interinstitucional bajo la coordinacion del ICGN (International coffee

Genetic Network).
La evaluacion de los dos marcadores candidatos sobre la poblacion de mapeo,

permitié6 precisar su localizacion en un extremo del grupo de ligamiento K del

mapa de C. canephora (Fig. 19).
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LG. 1 LG.K

0,0) Msat-caja009 ™ ssrM395 (0,0
(0.0) ] SSSRcan-Mlg\Z'Qg (0,1)

SSRcan-MR301 (0,6)
/T Msat227 (3,7)

AT Msat229_H (5,3)
o e TROTS

(12,9) TRAP32-ME1F o
E14,7} TRAP34-0dd26 =:* T SSRcan-MR109 (14,9)
15,0) TRAP32R-Me2F
15,2) Msat227
e Mentaso 1
. sat | T
157) AFLP-AAL4 ssrAY220278 (19,0)
15,7) AFLP-CC21
18,4) AFLP-AC41
18,4) AFLP-AA22
18,4) AFLP-CC14

— SSRcan-MR15 (25,1)
SSRcan-MR082  (25,2)

(29,0) TRAP28R-ME3F

T SSRcan-MR362 (31,8)
ssrM422 (32,4)

T SSRcan-MR031 (35,2)
T ssrM312 (36,5)

T ssrCMA200 (43,5)

T ssrM361 (44,7)

= SSRcan-MR242 (46,0)
ssr304062 (46,3)

T ssrCMA161 (56,7
SSRcan-MR224 (57,6)

T SSRcan-MR328 (62,6)
SSRcan-MR246(63,7)

~ ssrR111 (72,4)
Figura 19. Colinearidad entre los marcadores del GL.1 identificados en este estudio (Izquierda) y

aquellos del grupo K derivados del mapa internacional de C. canephora (Derecha). Unicamente los
marcadores Sat 227 y Sat 229H son compartidos entre los dos grupos.
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3.8 Mapeo fino de la region candidata de resistenci a (GL.1)

Para esta parte de la investigacion se amplié la poblacion de estudio de 80 plantas
F. a 160, para tal efecto se tomaron semillas de plantas F1 (Caturra X DI200) y se
estableci6 un nuevo lote experimental en la estacidbn Central Naranjal de

Cenicafé.

La evaluacion de severidad de roya sobre esta poblacion mostro un
comportamiento de tipo normal (variable continua) para la resistencia, con niveles
de severidad que oscilaron entre 1 y 6, donde el padre DI200 present6 un nivel
maximo de roya de 2, mientras que Caturra tuvo un nivel de 5 (Fig. 20). El
comportamiento fenotipico de esta poblacion con tres afilos en campo, sigue la
misma tendencia de la poblacion F, hermana con la cual se inicio el estudio, y
para la cual se determind la existencia de una resistencia de tipo oligogénico,

conferida por el HdeT 1343 a través de la linea DI200.

sep 11

30 -
DI200
25 Cat

15 A

F2

10

Figura 20. Distribucién de la severidad de roya en poblacion F2 (80 plantas) de Caturra x DI200

Sobre esta nueva poblacion F, se evaluaron los 9 marcadores de la region

candidata QTL, esto con el fin de obtener mayor precision en las distancias
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estimadas entre los marcadores. Adicionalmente se buscO saturar la region
candidata con nuevos marcadores microsatélites disefiados a partir de la
informacion del mapa fisico de C. canephora, especialmente a partir de largas
secuencias previamente ensambladas (scaffolds).

3.9.2 Identificacion de secuencias de C. canephora correspondientes a la
region candidata de resistencia

Una vez ubicada la region del mapa internacional donde se localizaron los
marcadores candidatos (grupo de ligamiento K), y gracias al apoyo e informacion
cedida por el doctor Philippe Lashermes director del equipo “Resistance des
Plantes aux Bioagresseurs” del IRD, se hizo un analisis de alineamiento (BLAST)
entre las secuencias de los marcadores de la region candidata de resistencia
(extremo del GL.K) en C. canephora y las secuencias genémicas que hacen parte
del mapa fisico de la especie C. canephora. Para ello se busco cubrir la regiéon
correspondiente a una distancia genética de aproximadamente 19 cM delimitada
por los marcadores SSRcan_MR296 SSR-AY220278 entre la cual se localizaron
los marcadores candidatos Sat 227 y Sat 229 como se anoto anteriormente (ver
Figura 19). Los resultados permitieron identificar 5 secuencias Scaffold del mapa
fisico de C. canephora que sirvieron de base para el disefio de nuevos

marcadores (Tabla 16) cuyo fin era definir mejor la regidn de resistencia.

Las secuencias sobre las cuales se disefiaron los nuevos primers fueron aquellas
gue presentaron homologia con al menos dos de los marcadores seleccionados.
Estas secuencias correspondieron a los scaffold 00070, 00022, 00105, 00021 y
00136. Esta ultima secuencia aunque no presento homologia con al menos dos
marcadores fue seleccionada por su homologia con el marcador candidato Sat
229H. El marcador candidato Sat 229H presento ademas homologia con dos
secuencias scaffold (scaffold00136 y scaffold00423). Con base en esta

informacion se disefio un total de 27 combinaciones de microsatélites (ver Anexo
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4) las cuales se evaluaron junto con 7 microsatélites adicionales derivados del
mapa genético de C. canephora (Anexo 3).

Tabla 16. . Secuencias genémicas (scaffolds) identificadas mediante analisis BLAST a partir de la
secuencia de marcadores del GL.K presentes sobre la regién de estudio de la resistencia a la roya.

Marcador GL. K Posicion (cM) Scaffold  -ongitud Scaffold
C. canephora (pb)
ssrM395 12.42 scaffold00070 1641899
SSRcan-MR296 12.96 scaffold00070 1641899
cccp2lsed 13.26 scaffold00018 3400759
SSRcan-MR301 145 scaffold00072 1489813
Sat 227 (ssrCMA263) 15.5 scaffold00022 4174854
SSR90YI112 16.55 scaffold00105 1095902
C2-At5g23240 16.69 scaffold00135 1006328
SSRcan-MR038 16.85 scaffold00328 250248
ssrNesB112 19.13 scaffold00022 4174854
sSrICMA292 20.88 scaffold00105 1095902
SSRcan-MR109 22.5 scaffold00021 3999165
CFG3745 25.7 scaffold00021 3999165
ssr2C4 25.84 scaffold00021 3999165
SSrAY220278 27.31 scaffold00021 3999165

De un total de 34 marcadores SSR (27 disefiados a partir de secuencias scaffolds
y 7 con origen en el mapa genético de C. canephora, GL.K) 12 presentaron
polimorfismo claro y repetible en la poblacion F, de estudio (Fig. 22). En
consecuencia, estos nuevos marcadores (Tabla 17) fueron utilizados para realizar
nuevos analisis de ligamiento y de asociacion con las variables relacionadas con

la resistencia a roya.

& DI200
, (Gaturra

Figura 21. Tipos de segregacion observada para los marcadores microsatélites en la poblaciéon F2.
a. =Segregacion dominante (SSR_SFcan070e), b. =Segregacién codominante (SSR_05RM1).
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Tabla 17. Lista final de marcadores SSR adicionales derivados de los analisis de homologia con el

mapa genético de C. canephora.

Origen

Marcador

scaffold00022.169894 169923
scaffold00022.599454 599495
scaffold00022.1443341 1443382
scaffold00022.3639943_3639988
scaffold00022.3170296_3170349
scaffold00070.204083_ 204116
scaffold00070.1476910 1476937
scaffold00105.174470_174499
scaffold00105.213280 213321
scaffold00136.785821 785854
Grupo K mapa C. canephora
Grupo K mapa C. canephora

SSR_SFcan022a
SSR_SFcan022b
SSR_SFcan022c
SSR_SFcan022g
SSR_SF022i
SSR_SFcan070b
SSR_SFcan070e
SSR_SFcan0105d
SSR_SF0105b
SSR_SFcan0136¢
SSR_05RM1
SSRcan-MR038

El resultado del analisis de ligamiento utilizando los parametros de LOD de 9 y r-

max de 0.3 mediante el programa MAPDISTO mostré que los 12 nuevos

marcadores identificados, se co-localizaron como era de esperarse, sobre el GL.1

(Fig. 22). De esta manera se logré saturar la region candidata de resistencia con

un total de 20 marcadores, de los cuales 15 son microsatélites y 5 marcadores

TRAP, estos cubrieron una region de 54.2 cM. Adicionalmente con la poblacion

ampliada de mapeo fue posible recalcular las distancias entre los marcadores

candidatos Msat 227 y Msat 229H, identificados en la primera parte del estudio.
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Figura 22. Estructura del nuevo GL.1 mapeado en la poblacion F2 de Cat x DI200 después de su
saturacién con marcadores adicionales (mapeo fino).

3.10 Andlisis de Asociacion genotipo/ fenotipo

La asociacion entre la presencia de los marcadores y cada una de las variables
fenotipicas evaluadas se determind mediante un andlisis de regresion linear entre
los diferentes marcadores y cada una de las variables fenotipicas. Los resultados
revelaron una asociacion altamente significativa (p<0.000) entre 13 marcadores
del GL.1 y las variables fenotipicas: ALesion, Ag09, Oct09, y ABC (Tabla 18). La
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variable sepl0 por su parte, no presento asociacion con los marcadores. Dentro
del grupo de marcadores, cuatro (SSR_SFCan022c, SSR_SFCanl105d,
SSR_SFCanl105b, SSR_05RM1) presentaron una mayor significancia (p=1e-15),
sin embargo a lo largo del GL.1 se presentaron marcadores asociados a
resistencia, como se observa en la Figura 23, donde cada color representa una

variable. En el GL.2 dos marcadores presentaron una asociacion menos estrecha
(p=0.05).
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abla 18. Andlisis de asociacion entre los marcadores retenidos en el andlisis de ligamiento y cada una de las variables fenotipica
valuadas en la poblacion F2. A mayor numero de asteriscos (*), mayor es la significancia estadistica entre los marcadores y las variable

onsideradas.

larcador GL cM INCO3 DEFO3 ALesion Ag09 Oct09 Sepl0 ABC
SR_SFCanOZZa 1 OO 7,72 *% 5,02 * 52’53 K*kkkkkkkkkkkkk 69’11 K*kkkkkkkkkkkkkk 80’56 *kkkkkkkkkkkkkk 0,86 34,80 Fkkkk
SR_SFCanOZZb 1 96 8’75 *kk 6’22 *% 33’45 K*kkkkkkkkk 58’35 Kkkkkkkkkkkkkkkk 63’92 *kkkkkkkkkkkkkk 0,36 28’53 PO
Isat227 1 237 7’01 *% 7,38 *% 54’93 K*kkkkkkkkkkkkkk 49’37 K*kkkkkkkkkkkkk 82’46 *kkkkkkkkkkkkkk 0,89 33’92 kdkk
SR SFCanOZZC 1 314 9’04 *k%k 6’11 *% 73’61 K*kkkkkkkkkkkkkk 89’21 *kkkkkkkkkkkkkkk 105‘89 K*kkkkkkkkkkkkkkk l 48 43 22 kK
SR_SFCanlOSd 1 328 9’80 *kk 6’84 *%k 78’33 Kkkkkkkkkkkkkkkk 87’81 kkkkkkkkkkkkkkkk 105’84 kkkkkkkkkkkkkkkk 0,81 41,89 Fkkkk
SR_SFCanlOSb 1 332 9’80 *kk 6’84 *% 79’00 Kkkkkkkkkkkkkkkk 93’17 kkkkkkkkkkkkkkkk 110’07 kkkkkkkkkkkkkkkk 0,91 43’73 *kkkk
SR OSRMl 1 340 9’80 *kk 6’84 *% 78’58 Kkkkkkkkkkkkkkkk 93’66 kkkkkkkkkkkkkkkk 107’92 kkkkkkkkkkkkkkkk 1 71 42 92 PO
Isatzng 1 369 6 s 18 *% 8,58 *k%k 54’ 04 F*kkkkkkkkkkkkk 49 , 59 K*kkkkkkkkkkkkk 83 , 60 *kkkkkkkkkkkkkk 0, 70 32 ’43 K*kkkk
SR_SFCanOZZ' 1 381 6’23 *% 6,96 *% 54’12 K*kkkkkkkkkkkkk 48’81 K*kkkkkkkkkkkk 82’16 *kkkkkkkkkkkkkk 0,43 31’45 Tkdkk
SR_SFCanO70b 1 386 7’10 *%k 7’54 *% 55’89 Kkkkkkkkkkkkkkkk 49’29 kkkkkkkkkkkkkk 79’74 *kkkkkkkkkkkkkk 0,85 31’70 Skkkk
SRCan MR038 1 425 7 53 *%k 8 95 *kk 55 20 Kkkkkkkkkkkkkkkk 49 45 kkkkkkkkkkkkkk 78 67 *kkkkkkkkkkkkkk l 21 33 31 O
SR_SFCan070e 1 42.5

1sat009 1 425

RAP28R3F 1 42.5

RAP32ME1F 1 42.5

RAP34026 1 42.5

RAP32R2F 1 42.5

RAP27Rsa4 1 42.5

SR SFCanlSGC 1 425 7’01 *%k 7’38 *%k 33’16 K*kkkkkkkkk 35’51 *kkkkkkkkkk 82’46 *kkkkkkkkkkkkkk 1’97 26,06 FkK kK
SR SFCanOZZg 1 542 5 69 *%k 7 76 *%k 57 10 Kkkkkkkkkkkkkkkk 45 22 Kkkkkkkkkkkkk 62 35 *kkkkkkkkkkkkkk 1 00 28 77 ok kKK
SRCMR32 2 0.0 0,74 0,76 2,70 0,71 3,42 2,31 335 *
SRCMR161 2 8.3 0,46 0,46 3,19 * 1,08 4,70 1,25 416 *
SRCMR213 2 13.1

RAP29Ga5 2 13.1

Isat120tf 3 0.0

Isat189 3 0.0
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Figura 23. Representacion grafica de la relacion entre los marcadores de los tres grupos de
ligamiento identificados y las diferentes variables fenotipicas asociadas a la resistencia a roya. Los
colores identifican las diferentes variables, mientras que su longitud sobre cada GL da una idea de
la significancia de dicha asociacion (esquema generado por el software MapDisto).

3.11 Identificacion de la region QTL para resistenc  ia a roya

El analisis de QTLs se realiz6 con el programa QGENE v. 4.3.10 utilizando el
método de mapeo por intervalo simple —-SIM (Fig. 24). Como resultado se
establecio la existencia de una region QTL en el GL.1, con una fuerte asociacion
(LOD Score de 12 para la variable ABC y LOD de 18 para las variables ALesion,
Ag09 y Oct09) con la resistencia a roya presente en el genotipo DI200. Cuatro
marcadores con segregacion codominante (SSR_SFCan022c, SSR_SFCan105d,
SSR_SFCanl105b, SSR_05RM1) fueron incluidos en la region QTL. Estos
resultados coinciden con los obtenidos usando el software MapDisto. Los 4

marcadores que delimitan la region QTL estan localizados en la region
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comprendida entre los marcadores Msat 227 y Msat 229H, que fueron los

marcadores inicialmente asociados a resistencia a roya.
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Figura 24. Perfil LOD para cuatro de las variables fenotipicas asociadas a la resistencia y su
relacion con la regién QTL delimitada por los marcadores Msat 227 y Msat 229H en el GL1. Las
lineas punteadas (rojo) delimitan la region responsable del mayor efecto de la resistencia.

3.11.1 Comportamiento de la resistencia en las plan  tas portadoras de la
region QTL

Con el fin de verificar el efecto de la presencia de los cuatro marcadores

comprendidos en la region QTL, sobre las variables de resistencia, se hizo una
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comparacién de medias fenotipicas entre los genotipos no recombinantes que
presentaron los 4 marcadores candidatos (10 genotipos) y los genotipos donde
estos estaban ausentes (25 genotipos) (Fig. 25). Los resultados mostraron
diferencias significativas para cuatro variables fenotipicas: ALesion, ABC, Ag 09 y
Oct 09.

ALESION ABC
20 100 4
15 :I: 80 I
60
N
£ 10 2
< 40 I
5 T 20
0 0
MK+ MK- MK+ MK-
GRUPOS GRUPOS
Ag 09 Oct 09

74 71
g = g 6 L
% 54 Y 51
w 44 m 4 -
3 3 3 3
g 3

2 1

1 14

0 - 0 T

MK+ MK- MK+ MK-

GRUPOS GRUPOS

Figura 25. Comparacion de los valores promedio para cuatro variables fenotipicas asociadas a la
resistencia a la roya entre las plantas portadoras y no portadoras de los marcadores candidatos.
Mk+ = grupo de genotipos que presentaron los 4 marcadores, Mk- = grupo de genotipos que no
presentaron los 4 marcadores.

Mediante anélisis de regresién simple se estimé el porcentaje (R?) de varianza
fenotipica explicada por cada marcador (Tabla 19). Doce marcadores mostraron
un aporte importante a la variacion fenotipica. La variable ABC respondié por el
45% de la variacion, mientras que las variables Ag09 y Oct09 tuvieron un efecto

mayor sobre la resistencia (55 y 64% respectivamente). El area de la lesion, por su
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parte, tuvo un valor de 49%. Es de resaltar que el mayor porcentaje de la varianza
explicada para las diferentes variables se relacioné con los cuatro marcadores

candidatos, confirmando su proximidad con la region QTL de resistencia a roya.

Tabla 19. Contribucién de las diferentes variables fenotipicas a la expresion de la resistencia a la
roya y su relacion con los marcadores presentes en la regiéon genémica estudiada.

MARCADOR POSICION  VARIABLES FENOTIPICAS

(cM) ABC Ag09 ALesion 0Oct09

LOD RA2 LOD RA2 LOD RA2 LOD RA2
SSR_SFCan022a 0.0 112 469 181 639 152 574 195 66.6
SSR_SFCan022b 9.6 10,6 451 17,7 632 12,0 492 182 64.1
Msat227 23.7 110 462 144 556 154 581 200 67.6
SSR_SFCan022¢ 31.4 13,5 532 21,5 702 194 664 235 73.3
SSR_SFCan105d 32.8 13,2 526 21,5 702 195 66.6 23,7 736
SSR_SFCan105b 33.2 132 526 21,5 702 195 666 237 736
SSR_OSRM1  34.0 13,1 521 21,6 703 194 665 234 73.2
Msat229H 36.9 10,6 451 144 557 153 577 20,2 67.9
SSR_SFCan022i 38.1 10,7 455 144 557 154 58 20,2 67.9
SSR_SFCan070b 38.6 11,0 462 144 556 154 581 200 67.6
SSR_SFCan136¢ 42.5 90 398 11,4 473 108 456 200 676
SSR_SFCan022g 54.2 99 427 147 563 158 589 182 642

3.12 Presencia de la region QTL en materiales intro  gresados con el HdeT y
en genotipos diferenciales para los factores S 45 a Sy9.

Como se anotd previamente, los cuatro marcadores que definieron el QTL son

marcadores codominantes. Con el fin de validar su presencia en diferentes

genotipos con resistencia a la roya, se verificO su segregacion en las 11 lineas

elite que componen la variedad Castillo general®, en el Cvm (mezcla de ADN de

las diferentes plantas del HdeT 1343) y en 4 variedades comerciales.

Por otra parte con el objetivo de asociar la region de resistencia identificada en la
presente investigacion con alguno de los factores de resistencia conocidos en el

HdeT, se procedié a evaluar la presencia de los marcadores candidatos de la
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region QTL, sobre un grupo de plantas diferenciales para los factores de

resistencia denominados como Sy6 a SH9.

Como era de esperarse, en todos los casos donde estuvieron presentes, los
cuatro marcadores candidatos segregaron de manera conjunta (Tabla 20). De las
11 lineas elite, 5 presentaron los marcadores en forma homocigota dominante
(AA), dos lineas en forma heterocigota (Aa) y las restantes en forma homocigota
recesivo (aa). El Cvm presento los marcadores de forma heterocigota. De las 4
variedades comerciales evaluadas, dos (lapar 59 y Ruiru 11) presentaron los
marcadores en forma heterocigota, excepto lapar 59 donde el marcador SSR-

SFcanl105b fue dominante, mientras que CR95 e lhcafe 90 no los presentaron.

Tabla 20. . Segregacion de los marcadores del QTL en lineas y variedades comerciales derivadas
del HdeT.

HdeT VARIEDADES
MARCADORES PADRES  LINEAS ELITE COMPONENTES DE LA VARIEDAD CASTILLO® 1343 COMERCIALES

=
o
8 o o g =
g 3 s &% 2
I +< |E1l E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 EI0 El1l1 g 2 g o 5
o O O o T < x
SSR-SFcan022c¢ AA aa [aa Aa Aa AA aa aa AA AA AA aa AA Aa aa aa Aa Aa

SSR-SFcan105d AA aa [aa Aa Aa AA aa aa AA AA AA aa AA Aa aa aa Aa Aa
SSR-SFcan105b AA aa [aa Aa Aa AA aa aa AA AA AA aa AA Aa aa aa AA Aa
SSR-05RM1 AA aa [aa Aa Aa AA aa aa AA AA AA aa AA Aa aa aa Aa Aa

Los resultados obtenidos con los cuatro marcadores del QTL concuerdan con la
segregacion observada previamente para los marcadores Msat 227 y Msat 229H,

tanto en las lineas elite como en las variedades comerciales.

100



Tabla 21. Marcadores de la regiéon QTL en los genotipos diferenciales.

Marcadores region

QTL

Diferencial Fac'tor . de(?r.up?. é é g =
resistencia fisiolégico g 5§ § 2 R %
2 2 2 9 35 3
8 8 4 4 = =
Borbon SH5 E da aa aa aa aa aa
HdeT 1343-269SH6 R da aa aa aa aa aa
H.420/10 SH5,6,7,9 1 AQa aa aa aa aa aa
H.420/2 SH5,8 2 aa aa aa aa aa aa
H.419/20 SH5,6,9 3 aa aa aa aa aa aa
H.832/1 SH5,6,7,8,9+?* A aa aa aa aa aa aa
H. 832/2 SH5,6,7,8,9+?* A Aa Aa Aa Aa Aa Aa
Caturra SH5 E da aa aa aa aa aa

DI1200 AA AA AA AA AA AA
? = genes de resistencia no determinados.

El resultado de la evaluacién de los marcadores en los genotipos diferenciales se
presenta en la Tabla 21. En el andlisis se incluyo el genotipo Borbon del grupo
fisioloégico E portador del factor de resistencia SH5 como testigo para confirmar
gue la region identificada no corresponde a dicho factor de resistencia. Respecto a
los genotipos diferenciales para los factores SH6 a SH9, estos presentaron un
perfil idéntico al observado para las la variedades susceptibles Caturra y a Borbén.
En la Figura 26, se presenta la segregacion de los diferentes marcadores (excepto
el SSR-SFcan022c), lo que sugiere que la region de resistencia no parece estar
asociada a ninguno de los cuatro factores conocidos como presentes en el HdeT
(Su6, 7, 8 6 9). Sin embargo, la presencia de los marcadores candidatos en forma
heterocigota en el diferencial H.832/2 del grupo fisiolégico A (compatible con los
factores SH5,6,7,8,9+?) que porta otros factores Sy aun sin identificar, sugiere que
el QTL identificado en este estudio podria corresponder a un nuevo factor SH,

presente en este diferencial.
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Figura 26 . Segregacion de los marcadores de la regién QTL identificada en el genotipo DI200,
sobre las plantas diferenciales disponibles en la CCC. Obsérvese que en todos los casos, la banda
polimérfica presente en el genotipo DI200, solo se presenta en el diferencial H832/2.
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4. DISCUSION

El objetivo del fitomejoramiento es acumular el mayor numero de genes
responsables de caracteristicas deseables (Ej. produccion, resistencia a
enfermedades, tolerancia a estrés biodtico y abidtico etc.) en nuevas variedades. La
estrategia fundamental para cumplir con dicho objetivo es partir de una poblacién
con amplia variabilidad genética sobre la cual se hace la seleccion de plantas

portadoras de dichas caracteristicas.

Tradicionalmente, el mejoramiento por resistencia en los diferentes cultivos se ha
hecho por métodos convencionales basados en la seleccion fenotipica. Sin
embargo, en los ultimos tiempos el avance en el desarrollo de las tecnologias
basadas en la biologia molecular, especialmente la técnica de marcadores
moleculares, ha ganado gran importancia no solo en mejoramiento por resistencia
genética a enfermedades, sino, en muchos otros campos de la genética y el
mejoramiento de plantas. En mejoramiento convencional, para producir variedades
resistentes, las plantas Unicamente pueden ser evaluadas en presencia del
patdgeno, ya sea en condiciones naturales de epidemia 6 bajo condiciones

controladas, lo cual limita de manera importante las estrategias de seleccion.

En el caso del patosistema café-roya, factores como: el largo ciclo vegetativo del
huesped (entre 5 a 35 afios, planta semiperenne), la falta de informacion de la
dindmica poblacional de H. vastatrix, los altos costos de experimentacion en
campo debido al gran numero de plantas que deben ser evaluadas, asi como la
interaccion genotipo x ambiente, entre otros, han llevado a buscar alternativas que
permitan acelerar el método de mejoramiento con una mayor eficiencia en la

seleccion de genotipos.
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Dentro del programa de mejoramiento de Cenicafé uno de los mayores objetivos
es la incorporacion de resistencia durable a la roya del café. En este contexto el
desarrollo de marcadores moleculares ligados a genes mayores o regiones QTLs
de resistencia a roya podrian permitir la incorporacion de una herramienta como la
seleccién asistida por marcadores (MAS) en el proceso de mejoramiento de café,

acelerando de manera importante el desarrollo de las nuevas variedades.

4.1 Respuesta fenotipica de la poblacion de estudio frente la de roya y su
relacion con la dinamica de la enfermedad en Colomb  ia.

Los andlisis fenotipicos de la poblacion F, basados en diferentes variables
epidemioldgicas evaluadas tanto en condiciones de epidemias naturales como con
inoculaciones controladas en laboratorio, mostraron la existencia de una
resistencia cuantitativa. En estudios previos llevados a cabo sobre la misma
poblacién F, y en diferentes generaciones del mismo origen, se puso en evidencia
un posible control génico de tipo oligogénico, caracterizado por una variacion
continua donde al parecer entre 5 y 6 genes eran los responsables de la
resistencia heredada a partir del parental DI200 (Romero et al., 2009; Herrera et
al., 2009).

En condiciones de epidemias naturales se observo que para la misma época del
afio, durante el pico de la cosecha principal en la zona central cafetera
(Septiembre a Noviembre), la poblacién F, exhibié una variacion en la respuesta
de resistencia frente a las epidemias, lo cual se atribuyo a diferentes factores
ambientales que inciden en el desarrollo de la enfermedad, como lo han indicado
diferentes investigaciones (Cristancho et al 2012; Rivillas et al., 2005). Las dos
evaluaciones de roya hechas en la poblacién de estudio durante el afio 2009,
previo al inicio del pico de cosecha (Ag09) y durante éste (Oct09), mostraron un
progreso de la epidemia estrechamente asociado con la distribucion de la

respectiva cosecha.
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Teniendo en cuenta los factores limitantes de la experimentacion en campo como,
los altos costos de establecimiento y evaluacion de los experimentos, asi como, la
frecuente incertidumbre sobre la ocurrencia de epidemias severas necesarias para
obtener mayor poder discriminante durante las evaluaciones (Cortina y Alvarado,
1994), en este trabajo se buscd reproducir la enfermedad en condiciones
controladas y medir variables previamente reportadas como idoneas para la
discriminacion de genotipos con diferentes niveles de resistencia a roya (Eskes,
1983; Alvarez y Alvarado 2001; Rincon, 2004; Pelaez y Gil, 2000).

Nuestros resultados bajo condiciones controladas mostraron que las variables
ALesion y el ABC permitieron obtener informacion coherente con lo observado en
campo, tal como lo muestran los coeficientes de correlacion significativos (p>0.01)
respecto a las variables cuantitativas medidas en campo (INC03, DEF03). Estos
resultados concuerdan igualmente con los reportados por Eskes (1983) inoculando
discos de hojas en laboratorio. A pesar de que en condiciones de laboratorio
también existen limitaciones, relacionadas con el manejo del inoculo por ser H.
vastarix un patogeno obligado, la inoculacion de hojas desprendidas ofrece
mayores ventajas espacio-temporales y de metodologia sobre las evaluaciones en
campo, ya que permiten obtener resultados mas uniformes, requiere menor
cantidad de hojas y de inoculo, demanda menos mano de obra y ayuda a reducir
los niveles de contaminacion entre experimentos (Eskes, 2005; Zambolin et al.,
2005).

Generalmente el manejo del inoculo se dificulta, en el sentido que puede afectarse
su viabilidad y capacidad infectiva en caso de requerirse almacenamiento de
esporas por largo tiempo, tal como lo demuestran algunos trabajos previos
realizados en Cenicafé (Escobar y Cristancho, 2007). En la presente investigacion
para las evaluaciones en laboratorio se uso inoculo colectado directamente sobre
arboles de Caturra sembrados en el mismo lote de la planta DI200, esto con el fin

de poder contar con el mismo inoculo que afectaba a la linea DI200 , ya que sobre
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éste ultimo no se encontré disponibilidad de roya para hacer las inoculaciones.
Cabe anotar también que las evaluaciones bajo epidemias naturales se hicieron
en la estacion Central Naranjal de Cenicafé donde se estima que existe la mayor
diversidad del patégeno, puesto que alli se encuentra la Colecciéon Colombina de
Café y diferentes materiales mejorados por resistencia a roya, los cuales estarian
ejerciendo una elevada presién de seleccién hacia el patégeno.

Trabajos realizados en Cenicafé (Castillo y Leguizamon, 1992) han mostrado que
la evolucién de la diversidad de razas de roya en Colombia parece ser muy similar
a la observada hasta ahora en la mayoria de paises productores de café en el
mundo. En todos ellos el progreso del hongo inicié con las razas compatibles con
los genes de resistencia de la especie C. arabica (SHi245), y se ha ido
diversificando progresivamente y de manera consecuente con el aumento de las

areas sembradas con cultivares resistentes (Fig. 27).

>10 aislamientos
20 T sin identificar

No. de
razas

1983 1995 1997 1999 2010

Figura 27. Evolucién de las razas de roya en Colombia. En paréntesis se denota el genotipo de
virulencia. (Modificado de Cristancho, 2010).

En la actualidad se reporta alrededor de diez aislamientos distintos que no han
podido ser identificados en el pais (Cristancho et al., 2007), los cuales fueron
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encontrados en genotipos derivados del hibrido de Timor que en un principio eran
resistentes (Moreno y Alvarado, 2000;; Alvarado, 2005; Alvarado y Moreno, 2005).
Por lo cual se cree que ha habido un aumento progresivo en la frecuencia de
nuevas razas de roya compatibles con los genes de resistencia derivados de éste
(SH6 a SH9), fendbmeno que se empezo a evidenciar y documentar desde los afios
90’s en progenies de Caturra X HdeT y algunos componentes de la variedad

Colombia (Moreno y Alvarado, 2000).

La observacion frecuente de la evolucion de la roya en genotipos derivados del
HdeT en Colombia, permitié a los investigadores de Cenicafé postular la hipotesis
de la presencia de resistencia incompleta —RI (Alvarado, 2011), la cual estaria
actuando sobre los procesos de infeccion, impidiendo el progreso de la
enfermedad. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de la existencia de nuevas
razas de roya compatibles con los genes de resistencia mayores procedentes del
HdeT (SH6-SH9, ?) que estarian presentes en frecuencias aun muy bajas en las
areas cultivadas con variedades resistentes. El progresivo aumento de razas
compatibles con los genes del HdeT podria tener explicacién en los hallazgos
recientes de Carvalho et al. (2011) quien sugiere que la posibilidad de
reproduccion sexual oculta (criptosexualidad) dentro de esporas asexuadas de H.

vastatrix estaria asociada con la aparicién de nuevas razas fisiolégicas de roya.

4.2Potencial de los marcadores funcionales en café y Su uso en la
identificacion rapida de regiones relacionadas con la resistencia

El desarrollo de MF requiere de la identificacion previa del (o de los) gen (es) de
interés (Andessen and Lubberstedt, 2003; Ingvardsen et al., 2008), razén por la
cual en este trabajo se parti6 de la identificacion de secuencias gendmicas
previamente caracterizadas como genes de resistencia (Genes R) denominados
como RGC, pertenecientes a la clase 1 (NBS_LRR) (Dangl and Jones, 2001) y
genes de defensa -DGC, particularmente asociados a la familia PR-5 (Hu y

Reddy,1997) aisladas previamente de los padres Caturra y de la linea DI200. Un
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esquema que muestra el desarrollo de MF asociados a resistencia se presenta en
la figura 28, donde se asume la organizacion de los genes-R en clusters en
regiones genémicas, como lo indican estudios previos en café (Ribas et al., 2011)
y otras especies (Dilbirligi et al., 2004; Dilbirligi y Gill, 2003; McFadden et al.,
2006). Se representa el alelo del gen de resistencia correspondiente a cada padre
(tanto susceptible como resistente) y dentro de este cluster de genes, la region
correspondiente al gen R3 6 un posible QTL que seria el que determina la
variacion fenotipica de la resistencia. Lo que se busca es que a partir de
informacion de la secuencia de estos genes, sea posible desarrollar marcadores
dirigidos dentro de la regién génica, especificamente del alelo funcional que
controla la respuesta de resistencia que se encuentra en el genoma del parental

resistente.

La eficiencia de los marcadores andnimos ( tipo AFLPs, SSR, etc) respecto a los
MF estad determinada por el grado de ligamiento con el gen de interés, ya que
cuando la distancia genética es amplia puede ocurrir recombinacion durante la
meiosis, entre el marcador y el gen, impidiendo de esta forma una seleccién

adecuada.
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Al e I O A GenR] [GenRZ [GenR3 [GenR4

QTL
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J Busqueda de polimorfismos

Alelo a ACTAGTGATTCTTGAGTTCCTCTAAAGGATCAACTGCTCAGGCACGGCCC
Alelo A ACTAGTGACTCTTGAGTTCCTCTAGGGGATCAACTGCTCAGGCACGGCCC

* * ok

|

Desarrollo de MF derivados de polimorfismos
afectando el gen blanco

Figura 28. Principio del desarrollo de marcadores funcionales, dirigidos a regiones de resistencia.

Con base en la informaciéon de los genes de resistencia y defensa candidatos, fue
posible seleccionar las secuencias expresadas -EST de café para el desarrollo de
los MF, las cuales fueron aisladas de las especies diploides C. liberica y C.
canephora y de la especie tetraploide cultivada C. arabica. EI numero de
secuencias seleccionadas por cada especie fue variable, en buena medida debido
a la mayor o menor representatividad de cada especie en la base de datos de
ESTs de café. La anotacién 6 funcion putativa de dichas secuencias permitié
corroborar su relacibn con mecanismos de resistencia (14 secuencias EST) y

defensa (3 secuencias EST).

Una revision de la literatura disponible muestra que mas de 90 genes R han sido
aislados de diferentes especies de plantas, en su mayoria genes que pertenecen a
la clase NBS-LRR (Roenn et al., 2008). Esta informacion ha sido fundamental para
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el desarrollo y aplicacion de MF especialmente en cereales. Es asi como la
técnica de MF ha llevado a la identificacion de genes de resistencia a
Xanthomonas en accesiones de arroz silvestre (Xia et al., 2010), permitiendo la
piramidacion de genes para resistencia tanto a Xanthomonas como a
Magnaporthe grisea (Torres, 2010), también en la identificacion de genes para
caracteristicas de calidad como es el gen Lgcl responsable del bajo contenido de
glutelina (Chen et al., 2010). En trigo, a pesar de la complejidad de su genoma por
ser de naturaleza hexaploide, los avances en el desarrollo de marcadores ligados
a genes de interés como resistencia a Fusarium, a roya de la hoja y a virus se han
incrementado en los Ultimos afios. Ejemplos exitosos son la introgresion y
piramidacién de los genes Lr19, Lr51 y Yrl5 de resistencia a roya (Helguera et al.,
2005), la piramidacién de genes de resistencia a mildeo polvoso (Pm2,4,6,8,21)
como también la obtencion de lineas mejoradas por resistencia a Fusarium
(Somers et al., 2005). Igualmente, algunos MF han sido desarrollados para el alelo
de resistencia del gen Pm3 (Tommasini et al., 2006), asi como para ciertas
caracteristicas asociadas a la calidad, tales como contenido de glutenina,
actividad sintasa entre otras (Bagge et al., 2007). A pesar de todos estos avances,
la aplicaciébn de MF en mejoramiento es aun limitada, puesto que la asociacién
entre los polimorfismos encontrados y la variacion fenotipica requiere aun de

verificacion adicional (Bagge et al., 2007).

La identificacion directa de nuevos genes R a partir de la secuencia de genes R
candidatos, en ocasiones puede ser dificil, debido a la falta de sintenia a nivel de
las secuencias. La disponibilidad de mapas fisicos y eventualmente el
secuenciamiento de genomas completos ofrecen nuevas posibilidades para un
aislamiento eficiente de nuevos genes R y genes que codifican para otras
caracteristicas de interés. En café, la disponibilidad de la secuencia del genoma
de la especie C. canephora permitird avanzar en este sentido mas rapidamente,

no solo en la busqueda de resistencia a enfermedades como roya y CBD (Coffe
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Berry Disease) sino para otras caracteristicas de interés agrondomico como

calidad.

En éste trabajo, el desarrollo de marcadores TRAP permitio identificar hasta un
20% de polimorfismo en las poblaciones de estudio. Trabajos realizados usando
éste tipo de marcadores en otras especies, evaluando regiones gendmicas
diferentes para determinar variabilidad genética, reportaron un 16% de
polimorfismo en trigo (Liu et al.,, 2005); otros estudios muestran polimorfismo
mucho mas elevados, como el caso de la cafia de azlcar con un 88% (Alwala et
al., 2006), en Vicia faba L. se reportdé un 53% (Kwon et al., 2010) y en el hongo
Auricularia auricula-judae un 97% de polimorfismo (Xiu-Zhi et al., 2011). Estos
reportes demuestran la efectividad de la técnica no solo en la deteccion general de
polimorfismos, sino aquellos polimorfismos ubicados en regiones gendémicas de
interés, como genes que participan en la ruta metabdlica de la sacarosa y
tolerancia al fri6 en Saccharum (Alwala et al., 2006), también para resistencia a
enfermedades en Phaseolus vulgaris L. (Miklas et al., 2006). En el caso de café no
se conocen reportes de estudios previos con marcadores TRAP, una razén es que
es una técnica relativamente nueva, reportada en el afio 2003 por Hu y Vick, que
requiere de informacién previa sobre los genes candidatos a estudiar. Sin
embargo, el incremento importante del nUmero de secuencias ESTs en las bases

de datos de café en los afios recientes, ha permitido superar estas limitaciones.

El grado de polimorfismo obtenido con los MF respecto al origen de las secuencias
ESTs utilizadas, fue variable. Asi, las secuencias derivadas de las especies
diploides C. liberica y C. canephora generaron el mayor polimorfismo, mientras
gue la especie C. arabica ofrecid un menor polimorfismo. Lo anterior podria estar
relacionado con el grado de diversidad genética propio de las especies, dado que
C. arabica es una especie altamente homogénea por ser autogama y por su

estrecha base genética (Lashermes et al., 1996; Anthony et al., 2001), mientras
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las dos especies diploides son alogamas y exhiben por tanto, una mayor
variabilidad genética.

Como resultado de este trabajo se identificaron una serie de marcadores
asociados a una region QTL responsable de la resistencia a la roya en la linea
DI200. La evaluacion preliminar de marcadores candidatos en la poblacion de
estudio, mostré que el 80% de ellos se agrupaban sobre una sola regién (GL.1)
conformada ademdas por marcadores previamente asociados a la resistencia a
roya por Herrera et al. (2009) (Figura 17). El hecho que al menos cinco
marcadores TRAP (TP28R3F, TP34026, TP32R2F, TP27Rsa4 y TP32ME1F) se
ubicaran en el GL.1 muy cerca de los marcadores candidatos (Fig. 24), sugiere la
eficiencia de este tipo de marcadores en localizar regiones de interés. Tales
resultados fueron corroborados con los andlisis de asociacion que mostraron que
tanto los TRAP como los 7 marcadores AFLP y el microsatélite Msat 229H
estaban fuertemente asociados a la incidencia de roya y a la defoliacion
observadas en campo. Tales variables mostraron ademas estar relacionadas de

manera significativa con el area de la lesion medida en laboratorio.

La evaluacion de los marcadores encontrados, sobre las ocho plantas del HdeT
1343 existentes en la CCC, permitié determinar que siete de ellas portan la regién
QTL. Adicionalmente, su presencia en forma dominante en el 45% de las lineas
elite que hacen parte de la variedad Castillo®, demuestra que se trata de una
region importante cuya expresion podria estar muy relacionada con la resistencia
actual que ofrece la variedad frente a la roya. Al evaluar el genotipo de algunas
plantas F, y F3 progenitoras de las lineas elite (Fig.29, resaltadas en color), se
puso en evidencia la segregacion de los diferentes marcadores (Ej. PL2054,
PL2094) asi como su herencia en las generaciones siguientes. Este mismo hecho
fue observado al evaluar el genotipo de la poblacién de plantas F3z con respecto al
observado para sus respectivos progenitores F; (plantas F, 118 y 469 = aa, F, 445
=AayF; 113 =AA).
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Figura 29. Presencia de la region QTL en términos de dominancia genética (AA, Aa 6 aa) y su
relacion con la genealogia de las lineas elite componentes de la variedad Castillo.

Si bien algunas lineas élite carecen de la region QTL, no se descarta que posean
otras regiones o genes también heredados del HdeT, lo que los convierte en
eventuales parentales para futuros cruces destinados a la identificacion de otros
genes del HdeT, siguiendo la misma metodologia presentada en este estudio. La
realizacion de tales trabajos deberia conducir a la identificacién de los diferentes
factores de resistencia a roya, buscando aumentar la diversidad en las nuevas

variedades evitando seleccionar genotipos redundantes por resistencia.

Este estudio permitié igualmente determinar la presencia de la regiébn QTL en
diferentes variedades comerciales de Kenia, Brasil y Centroamenricas, en donde,
como se esperaba, la presencia de dicha regién coincide con el origen de las
variedades. Este es el caso de las variedades Ruiru 11 y lapar 59 derivados de
los hibridos CIFC1343 y CIFC832/2, respectivamente. Sin embargo, en el caso de
la introduccién CIFC832/2, parece existir variacidn entre genotipos dado que de
las dos plantas evaluadas, una presentd la regién y la otra no (Tabla 13-
Resultados). A la vez la region candidata es compartida por la introduccion CIFC
2252 que aunque no ha sido utlizada directamente en programas de
mejoramiento, se estima que posee otros factores de resistencia a roya. En cuanto

a las variedades comerciales centroamericanas (CR95 e Ihcafe 90) estas no
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comparten la region de resistencia, lo cual coincide con su origen, ya que se
derivan de la introduccion HdeT CIFC832/1.

4.3Mapeo fino y validacion de la region QTL en ge notipos derivados del
HdeT

Existen numerosos reportes sobre el desarrollo de marcadores moleculares
ligados a genes o regiones QTL en estudios de mapeo hechos en diferentes
especies de plantas (Collard and Mackill, 2008). Sin embargo, para que un
marcador pueda ser usado dentro de una estrategia de MAS, es necesario hacer
un mapeo fino que permita localizar de manera precisa la region de resistencia y
validar su utilidad, esto con el fin garantizar su éxito en los procesos de seleccion,
ya que algunas veces se presenta recombinacion entre el marcador y el gen de
interés, que hacen inviable la seleccion (Collard and Mackill, 2008). Teniendo en
cuenta lo anterior, fue posible localizar la regién candidata con ayuda de dos de
los marcadores identificados (Msat 227, Msat 229H), sobre el mapa internacional
de C. canephora, lo cual permiti6 aprovechar la informacion del mapa fisico de
esta especie para desarrollar nuevos marcadores microsatélites asociados a la
region de estudio con el fin de definir mejor la region QTL estudiada. Como
resultado de esto se identificaron y evaluaron cuatro marcadores microsatélites
(SSR_SFCan022c, SSR_SFCanl05d, SSR_SFCanl05b, SSR_0 5RM1) que
mostraron estar fuertemente asociados con la resistencia a roya (Tabla 18).
Adicionalmente, la presencia de los cuatro marcadores en forma homocigota
dominante (AA) mostréo una asociacion significativa con la baja severidad de la
enfermedad, frente a los genotipos que presentan el alelo en forma homocigota
recesiva (aa) (ver Fig. 25), lo que sugiere no solo la existencia de un efecto aditivo
sino la cercania de los marcadores con el QTL aparentemente responsable de tal

resistencia (Young, 1996).

Con base en los analisis de asociacién se pudo establecer que la regiéon de 2,5 cM

delimitada por estos marcadores, explicaba entre un 52 y un 73% de la respuesta
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de resistencia observada. Estos valores son, muy cercanos a los reportados por
Marone et al. (2009) para la resistencia a la roya de la hoja en trigo (Triticum
turgidum L. var. Durum) los cuales estuvieron entre 30 y 83% explicado por tres
marcadores que definieron un QTL. Para cada variable de resistencia, el aporte
individual de los cuatro marcadores a la varianza fenotipica fue similar, indicando
su proximidad. La genotipificacion de la poblacién segregante conformada por 160
individuos F,, mostrd una baja frecuencia de recombinacion entre los marcadores
candidatos, ya que Unicamente cuatro plantas resultaron ser recombinantes, lo
que confirma su cercania al alelo de resistencia. En un estudio en trigo sobre el
mapeo fino de la regidén del gen Sr2 para resistencia a la roya del tallo, usando
marcadores desarrollados de clones BAC, se identificaron dos eventos de
recombinacién que sugerian una cosegregacion entre los marcadores y el gen
(McNeil et al., 2008).

La relacidn entre distancia fisica y distancia genética fue reportada para C.
canephora como de aproximadamente 570 Kb por cada cM (Lashermes et al.,
2001). Aunque se acepta que dicha relacidon no es linear ni homogénea a traves
del genoma, una estimacion de la distancia fisica cubierta por la regiéon QTL
identificada de 2,5 cM, sugiere que esta seria de aproximadamente 1425 Kb.
Estos resultados indican que la region estudiada cubre una area relativamente
pequefia y localizada, lo cual es muy promisorio para la implementacion de una
MAS. Como referencia, los estudios realizados en café sobre la region Sy3 que
involucra el gen con el mismo nombre, muestran que dicha region corresponde a

un cluster de multigenes que abarcan cerca de 800 Kb (Ribas et al., 2011).

Estudios realizados en otras especies como, trigo, muestran que el QTL Lrl4c
para resistencia a roya de la hoja (Puccinia triticina) se ubica en una region de 6
cM (Marone et al., 2009), mientras que para el caso del gen Sr2 de resistencia a
roya del tallo (Puccinia graminis) esta distancia fue de 4 cM (Spielmeyer et al.,

2003) lo cual facilit6 un mapeo fino de este gen y permitié desarrollar nuevos
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marcadores a partir de clones BAC llegandose a reducir dicha regién a solo 600
Kb (McNeil et al., 2008). Estos marcadores fueron validados en diferentes
cultivares y propuestos para ser utilizados en MAS para la produccién de lineas
mejoradas en trigo.

En cuanto a la segregacion de los marcadores que delimitan la region QTL en las
11 lineas elite de la variedad Castillo®, esta fue idéntica para cada uno de los
marcadores, indicando ausencia de recombinacién (ver Tabla 20). Algo similar
sucedio con las cuatro variedades comerciales evaluadas, excepto en lapar 59
donde se evidencio un evento de recombinacién. En consecuencia, la region QTL
identificada parece estar contenida en un segmento de introgresion relativamente
pequefio y homogéneo donde el (o los) gen (es) responsable (s) parecen estar
siendo transferidos de manera simultanea. Estudios previos han demostrado que
la frecuencia de introgresion de segmentos cromosémicos de la especie C.
canephora en lineas mejoradas de C. arabica via HdeT es relativamente baja. Los
valores estan entre el 8 y el 25% con una media de 14% de acuerdo al genotipo
(Lashermes et al.,, 2010; Lashermes et al.,, 2000). Respecto al tamafo de los
fragmentos introgresados, se encontré una variacion importante la cual estaria
entre 10 y 80 cM (Lashermes et al., 2000).

Al comparar la correspondencia entre el GL.1 portador del QTL identificado en
este trabajo y su posicibn homologa en el GL.K del mapa internacional de C.
canephora (Figura 19), se hace evidente que el QTL de interés parece localizase
en una region subtelomerica. Si bien nuestros resultados no permiten dar mayores
evidencias, es interesante notar que trabajos previos demuestran que otros genes
de resistencia también se localizan en dicha region. Por ejemplo, un estudio en
café usando la técnica de hibridacion in situ sobre cromosomas (FISH), permitio
determinar que el gen de resistencia Sy3 derivado de C. liberica se ubica en una
regidon cromosomica subterminal (Herrera et al., 2007). Otro caso es el del gen B4

que corresponde a un cluster de resistencia localizado en una regién
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subtelomerica de Phaseolus vulgaris circundada por secuencias repetitivas (David
et al., 2009). Segun los autores de este trabajo, este hecho parece obedecer a
mecanismos de recombinacion ectopica, que podrian estar implicados, entre otras

cosas, en la “dispersion” de los genes de resistencia a lo largo del genoma.

En la presente investigacion se identifico un grupo de ligamiento denominado GL.1
gue parece corresponder con un posible fragmento cromosémico introgresado (via
HdeT) de aproximadamente 54.2 cM. Es bien sabido que estos fragmentos
introgresados no solo portan genes de interés sino que también pueden tener
genes de caracteristicas no deseadas que eventualmente, en el caso del café C.
arabica puede llegar a afectar la calidad de la bebida (Bertrand et al., 2003;
Lashermes et al., 2010). Ante este problema, se hace necesario realizar uno o
eventualmente varios retrocruzamientos que junto con la seleccion asistida por
marcadores podrian permitir la reduccion sustancial den tamafio de las
introgresiones y en consecuencia la eliminacion progresiva de genes no deseados.
Este tipo de estrategias es igualmente valida en esquemas de seleccion que
involucren no solo la especie C. canephora sino también otras especies diploides
como C. liberica. Con relacidbn a esta ultima especie ya se han identificado
marcadores ligados al factor Sy3 de resistencia a roya que estan permitiendo
introgresar rapida y eficientemente este factor Sy3 en nuevos genotipos mejorados
(Prakash et al., 2002; Prakash et al., 2004). En todos los casos, el objetivo final es
pode obtener genotipos que incluyan una mayor diversidad de genes capaces de

proporcionar una mayor durabilidad de la resistencia a la roya.

4.4Relacion entre la region QTL identificada y los factores S y de resistencia a
roya

Con el fin de establecer la relacion entre la region QTL y los factores de
resistencia presentes en el HdeT (Su6, 7, 8, 9), se realizo una evaluacién sobre las
plantas diferenciales portadoras de varias combinaciones de estos genes. Los

resultados permitieron confirmar que la region identificada no corresponde al
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factor S5 de resistencia identificado en la especie C. arabica, ni tampoco a

ninguno de los factores Sy6, 7, 8 6 9 derivados del HdeT.

Por su parte la presencia de la region QTL en el diferencial H.832/2
(Su5,6,7,8,9+7?), permite sugerir que el QTL encontrado corresponderia a un nuevo
factor Sy presente en este diferencial y en varias de las introducciones del HdeT,
incluida la introduccion CIFC 1343, como bien se demostré en este trabajo. Los
trabajos previos (Romero et al., 2009, Herrera et al., 2009; Romero et al., 2010)
sobre el determinismo genético y molecular de la resistencia presente en la
poblacion de estudio, se reportaron entre 5 a 6 genes como los responsables de la
resistencia conferida por el HdeT 1343 a través de la linea DI200, sugiriendo una
resistencia de tipo oligonénica de efecto aditivo importante. Estos resultados en
conjunto permiten sugerir que la region identificada corresponde entonces a un
locus de tipo cuantitativo compuesto posiblemente de genes menores cuyo efecto

combinado estaria respondiendo por la resistencia observada en la linea DI200.

Con base en lo anterior se postula que el QTL identificado, podria tratarse de un
nuevo factor Sy el cual segun la nomenclatura existente, corresponderia al factor
SH10, que vendria a ser parte del grupo de genes de resistencia que porta el
HdeT. La colocalizacién de regiones QTL y genes R es un evento bien conocido y
ha sido reportado en diferentes investigaciones (Mutlu et al., 2006; Pflieger et al.,
2001a,b), por lo cual es posible pensar que genes mayores pueden formar parte
de regiones QTL de resistencia a roya. En un estudio previo realizado en el Brasil
por Brito et al. (2010) se reportan varios marcadores AFLPs ligados a un gen de
resistencia de herencia monogénica proveniente del HdeT UFV 427-15. Sin
embargo en este trabajo, no fue posible relacionar este gen con ninguno de los

factores conocidos (Sh7, S8 0 Sy9).
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CONCLUSIONES

El uso de secuencias de RGAs mostré ser un meétodo eficiente para el
desarrollo de marcadores funcionales TRAP asociados a una region
implicada con la resistencia a la roya del café, a partir de los cuales fue

posible generar polimorfismo genético util.

La asociacion significativa entre algunos marcadores y la resistencia tanto
en campo como en laboratorio, permitid identificar una region QTL
delimitada por cuatro marcadores microsatelites, que explican entre un 52 y

un 73% de la varianza fenotipica asociada a la resistencia contra la roya.

La presencia generalizada de la region QTL en las 11 lineas elite que
conforman la var. Castillo® general, sugiere una importancia mayor de esta
region en la resistencia genética que continua presentando la variedad en el

campo.

El acceso al mapa genético y fisico de referencia de la especie Coffea
canephora permitié llevar a cabo un mapeo fino de la region de estudio,
generando nuevos marcadores con los cuales se logré acortar las

distancias genéticas de manera significativa.

La evaluacion de la region QTL sobre genotipos diferenciales para los
factores de resistencia conocidos (Sy5 a Sx9), permitié asociar la region
estudiada con un nuevo factor de resistencia a la roya denominado QTL-
Sn10, el cual seria derivado del HdeT CIFC 1343.

Los cuatro marcadores SSR que definieron el QTL-Sy10 pueden ser

tenidos en cuenta en la seleccién de genotipos con resistencia a roya.
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PERSPECTIVAS

A continuacion se mencionan algunas actividades complementarias a éste trabajo,

que podrian permitir avanzar hacia el mejoramiento por resistencia a la roya en

Colombia:

Una vez disponibles las secuencias gendémicas de C. canephora, orientar
los esfuerzos a la caracterizacibn completa (anotacion) de los contigs
involucrados en la region de resistencia estudiada. Esto con el fin de
determinar cuantos y qué tipo de genes de resistencia se encuentran en
dicha region y cuéles de ellos pudieran servir como candidatos para la

busqueda de otros genes de resistencia en café.

Evaluar los marcadores de la regiébn QTL-Sy10 en todas las lineas
mejoradas que actualmente componen la variedad Castillo® y sus
derivados de uso regional. Adicionalmente, continuar con el monitoreo de la
resistencia en campo con el fin de definir lineas promisorias, portadoras de

esta misma region de resistencia.

Utilizar las lineas que contengan la region QTL-S410 como parte de una
estrategia de introgresion con otras fuentes de resistencia que contengan
nuevos genes como el Sy3 derivado de C. liberica, y con materiales etiopes
e hibridos provenientes de la especie C. canephora. Esto con el fin de
piramidizar genes de resistencia en las diferentes lineas de la variedad

compuesta.

Identificar lineas que no comparten la region QTL-Sy10 identificada en esta
investigacion, pero que muestran resistencia en campo con el fin de
desarrollar nuevas poblaciones segregantes para el estudio futuro de otras

posibles regiones de resistencia a la roya.
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En colaboracion del CIFC de Portugal, evaluar la resistencia de la linea
DI200 con el mayor numero posible de razas de roya, con el fin de tratar de

identificar el gen de virulencia compatible con la regiéon QTL-SH10.

Reflexionar sobre una estrategia que permita determinar la especificidad de
la resistencia estudiada mediante la informacion que esta siendo generada
en torno a la secuenciaciéon del genoma de la roya (Hemileia vastatrix). Mas
exactamente, en relacidbn con la identificacibn de secuencias efectoras

propias de este hongo.

Finalmente, seria posible aprovechar la creciente informacion gendmica de
las diferentes bases de datos de café, con el fin de identificar nuevos genes
candidatos que permitan continuar con el desarrollo de marcadores
funcionales ligados no solo a la resistencia a la roya, sino a otras

enfermedades limitantes como el CBD.
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Anexo 1. Lista de primers disefiados a partir de las secuencias EST de café.

' NOMBRE

EST DE ORIGEN SECUENCIA5_3 Nt CORTO DESCRIPTION
CI_CEN82239 GAGACTAAGCAAAACTGCTG 20 CL239F Gene-R
CI_CEN82239 CATTAGCCACTGGTTGTAGA 20 CL239R Gene-R
CI_CEN79387 AGTGTAAAGGATCGCCTCT 19 CL387F Gene-R
CI_CEN79387 CCTATTTCAACAGGAAAGGT 20 CL387R Gene-R
Cc_sgn_U308222 TTGAAGATGAATAGCGGTC 19 SGN 222F Gene-R
Cc_sgn_U308222 GGCAGAAACTTGACATCAT 19 SGN 222R Gene-R
Cc_sgn_U309701 CACATCAAGAATAAAGACGG 20 SGN 701F Gene-R
Cc_sgn_U309701 CTGAGCTTTGAGTTTCCAT 19 SGN 701R Gene-R
Cc_sgn_U303516 CAAAACTCGTGTACCAAATC 20 SGN 516F Gene-R
Cc_sgn_U303516 TTGGTAAGACAACATTAGCC 20 SGN 516R Gene-R
Cc_sgn_U302568 TTAGCTCCATGGTCTAAGG 19 SGN 568F Gene-R
Cc_sgn_U302568 CTTGAGTTCTTCACAAAGGA 20 SGN 568R Gene-R
Ca_CEN114972  CTCAACACTGAGTTCCAAG 19 CA972F  Gene-R
Ca_CEN114972  GCTACTCATAGCATAAGCACT 21 CA 972R  Gene-R
Ca_CEN135208  ACTTGAAGTGTTGGAACAGA 20 CA 208F  Gene-R
Ca_CEN135208 AGTAGCAGGCCACCTATAAC 20 CA 208R  Gene-R
Ca_CEN132890  AAAGCTCACTTTACCAGGAT 20 CA 890F  Gene-R
Ca_CEN132890 TAGATTGAAGAGACGCAGAC 20 CA 890R  Gene-R
Ca_CEN139668  GATTTGGGTTTGTGTATCG 19 CA 668F  Gene-R
Ca_CEN139668  CAGGTAGTTGTCCTAATGGAT 21 CA 668R  Gene-R
Ca_CEN129533  CTTCAAACAATGAACTCTGC 20 CA 533F  Gene-R
Ca_CEN129533  AGTTGTGGGTTTGCGTAT 18 CA533R Gene-R
Ca_CEN138533  GATACTGGAGCTTGGAATG 19 CA 8533F Gene-R
Ca_CEN138533  AGGATCAGAATGATGACCA 19 CA8533R  Gene-R
Ca_CEN132443  TAATCTGCCGACTTACAAGA 20 CA 443F  Gene-R
Ca_CEN132443  AAACAGGAATCTCTTGGTCT 20 CA443R Gene-R
Ca_CEN136771  ATGTGACAGATCAAGCCTTA 20 CA 771F  Gene-R
Ca_CEN136771  GGGAATTTGGCATTAGAC 18 CA771R Gene-R
SGN-U350893 ACTTTCTCCATTCCTTAACC 20 SGN93-F  PR5
SGN-U350893 CGTTATGTGTTGTGTCCAG 19 SGN93-R  PR5
SGN-U352063 CTCCATTCCTTAACCATGA 19 SGN63-F  PR5
SGN-U352063 ACCCAATCTCAATACAACTG 20 SGN63-R  PR5
SGN-U358185 AGGAAAAATGAAGTCCAGAG 20 SGN85-F  PR5
SGN-U358185 CGTTATGTGTTGTGTCCAG 19 SGN85-R  PR5
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Anexo 2. Secuencias de primers aleatorios seleccionados para evaluacién de marcadores TRAP
en café.

Primers Secuencia5°3” Referencia

Ga5_R GGAACCAAACACATGAAGA Miklas et al., 2006

Sa4_R TTCTTCTTCCCTGGACACAAA Miklas et al., 2006

0dd26_R CTATCTCTCGGGACCAAAC Miklas et al., 2006

Ga3_R TCATCTCAAACCATCTACAC Miklas et al., 2006

mel_F TGAGTCCAAACCGGATA Li and Quiros, 2001
me2_F TGAGTCCAAACCGGAGA Li and Quiros, 2001
me3_F TGAGTCCAAACCGGAAT Li and Quiros, 2001
eml_R GACTGCGTACGAATTAAT Li and Quiros, 2001
em2_R GACTGCGTACGAATTTGC Li and Quiros, 2001
em3_R GACTGCGTACGAATTGAC Li and Quiros, 2001
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Anexo 3. Secuencias primers de marcadores localizados en el grupo K del mapa genético de la
especie C canephora

IMARCADOR SECUENCIAS 5’ 3’

SSR_01RMI1F CCCAAACCCTAACCCAAACT
SSR_01RM1R GAACGAGTCTCCAAGCTCAA
SSR_05RM1F GTAGCCCATGTTTGTTGTGC
SSR_05RM1R CCAAACGGCTGAGTAACTTC
SSRcan-MR296F TGGGCTTCTTCTTCTGTGGT
SSRcan-MR296R CCCCCAAAGTGCTACCTCTA
SSRcan-MR301F GGGCTGCTATGACACAATCA
SSRcan-MR301R  GACCCTGTGGACCATTTT
SSR_90YI12F AATTGAGCCAGTGCCACTTC
SSR_90YI12R GCGAGAATGTTTGCTCGTGT
SSRcan-MRO38F CCCTTTGTACGGCCTTGATA
SSRcan-MR0O38R CAAGCATCTCTCCACATCCA
SAT283F GCACACACCCATACTCTCTT
SAT283R GTGTGTGATTGTGTGTGAGAG
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Anexo 4. Secuencias de primers diseflados a partir de secuencias scaffolds correspondientes al
mapa fisico de la especie C. canephora.

SCAFFOLD

MARCADOR

SECUENCIAS 5’ 3’

T. ESPERADO
(pb)

scaffold00021.231118_231145

scaffold00021.1505343_1505388

scaffold00021.3350793_3350826

scaffold00021.3485539_3485570

scaffold00021.3813094_3813132

SSR_SFcan021aF
SSR_SFcan021aR
SSR_SFcan021bF
SSR_SFcan021bR
SSR_SFcan021cF
SSR_SFcan021cR
SSR_SFcan021dF
SSR_SFcan021dR
SSR_SFcan021eF
SSR_SFcan021eR

CAAATGCAAACAATGAaGATA
AAATCTCCTTCAATTTACKTTTT
GTTTATGGACGAAAAATGGA
GCTTTCTTATTTCCCCAACT
TCACGTTCTCCTTCAATTIT
TGGTTGGCTCTATCAATTTC
GGCCTTCTCTTTCCTACTTT
TTCGTTACATTTCTTTCCGT
CGATAGTTTTCTGGAGCAAC
TATGTAGGCACTACTTGGGG

700

196

224

215

248

scaffold00022.169894_169923

scaffold00022.599454_599495

scaffold00022.1443341_1443382

scaffold00022.2266364_2266403

SSR_SFcan022aF
SSR_SFcan022aR
SSR_SFcan022bF
SSR_SFcan022bR
SSR_SFcan022cF
SSR_SFcan022cR
SSR_SFcan022dF
SSR_SFcan022dR

scaffold00022. 2568032_2568067 SSR_SFcan022eF

scaffold00022.3100928_3100965

scaffold00022.3639943_3639988

scaffold00022.81668_81700

scaffold00022.3170296_3170349

SSR_SFcan022eR
SSR_SFcan022fF
SSR_SFcan022fR
SSR_SFcan022gF
SSR_SFcan022gR
SSR_SFcan022hF
SSR_SFcan022hR
SSR_SFcan022iF
SSR_SFcan022iR

ATAAATCTTGCACATGGCTT
GCCAACAACAGTAAGGATTG
AGGGGTTTAAGCTTTGATTC
TTTTCTTCTAATGGGGTQTG
TTACTTTTGTTCCTCGTTCC
CTTTTGGATATTCCGACTTG
TGCTTCCAAAGAGATTTAGC
TTcCTCCATCEtTTATTGCTC
TCAATGTGTGTGTGTGTGTG
AAGGAAAAGAAATGACTCCA
TGCTACCTAAATCAAGACCC
TGATATGGTGGTGAAATGAA
GCAAAGGGAGTTTGTTCATA
GCTCAGGCCAAAATGTATTA
CGACTGTTCTTTTCATCTTG
GCCATTTCCTAAATCAAACA
ATTTTGATTTCTGCCACG

TTTGGGGATAGTATGTATAAAA

400

248

225

218

195

372

695

247

689

scaffold00070.16856_16899

scaffold00070.204083_204116

scaffold00070.457651_457688

scaffold00070.790646_790681

scaffold00070.1476910_1476937

scaffold00070.767761_767799

SSR_SFcan070F
SSR_SFcan070R
SSR_SFcan070bF
SSR_SFcan070bR
SSR_SFcan070cF
SSR_SFcan070cR
SSR_SFcan070dF
SSR_SFcan070dR
SSR_SFcan070eF
SSR_SFcan070eR
SSR_SFcan070fF
SSR_SFcan070fR

TAGCTGAACTACCTTTtGCC
TGAAAGTATCCATTGAACCC
TTGATTTTCAGCACCTTTIT
AATGTGAACTGAGGTTGGAC
GAAATTCCAGCCCTTAAGTT
TTCTTGTTGAGATTTTGGCT
CGAAAaCTTAGGGACAAAAA
TCCTCATCTTGAAATATGCC
CAATTCTGGCTTTTCTTGAC
TCAGGAGTGCTTTTGGTACT
AAAACAAATGGCTTTTTGAG
CAACAACATACCAAATCCCT

181

244

247

807

218

240

scaffold00105.2001_2046

SSR_SFcan0105aF

138

GGCTCTTTTCTTCCCTTAGA



scaffold00105.213280_213321

scaffold00105.714522_714549

scaffold00105.174470_174499

scaffold00136.253605_253644

scaffold00136.354473_354496

scaffold00136.785821_785854

SSR_SFcan0105aR
SSR_SFcan0105bF
SSR_SFcan0105bR
SSR_SFcan0105cF
SSR_SFcan0105cR
SSR_SFcan0105dF
SSR_SFcan0105dR
SSR_SFcan0136F

SSR_SFcan0136R

SSR_SFcan0136bF
SSR_SFcan0136bR
SSR_SFcan0136¢F
SSR_SFcan0136c¢cR

CCTTTGGATTTTTGTTCTTG
TGCAACCCAGTTAGTCTCTT
GTTTGGTGAACTTTGGTGTT
TCCCCTGCATATCCTACTAA
TTCCAATTTCTTTACCGAGA
GTGTTTGGTCTTTGCTGAAT
CTGGATGGAGTGAGAGGATA
CAAACAAAACAGATGCAAAA
TTCCAGAATAGAGGATGGTG
TCCAGATTTGGAAATGAATC
GCAAAACTACCLTTTgTACACET
TaGAAGTCTAAGTGCCTCAA

488

190

249

244

151

161

GGGCATTATAGGTATTTTACTATG 500
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