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Prefacio

La planta de café (Coffea arabica) de la familia Rubiaceae, originaria del sureste de
Etiopia por la hibridacion natural de dos especies ancestrales mas antiguas (C. canephora 'y
C. eugenioides), se caracteriza por ser un arbusto pequefio y lefioso con la capacidad de
desarrollarse en las zonas tropicales del mundo en alturas que van desde los 1300 a los 2000
m.s.n.m o superior. El potencial 6ptimo de produccién de este cultivo se alcanza posterior a
los 3 afos, cuando las cerezas extraidas de las bandolas, sistema de ramas posicionadas en
estratos de manera vertical principalmente, permiten extraer los granos que formaran parte
del producto final al cual el consumidor tiene acceso (Krishnan, 2017).

A través de los afios, los paises con grandes areas de produccion cafetalera (méas de 50
involucrados en toda la cadena de produccion cafetalera) han posicionado al cultivo de café
como uno de los principales en el sector agroalimentario, puesto que es la bebida no
alcoholica de mayor consumo a nivel mundial y que alcanza un flujo econémico cercano de
los 10 billones de ddlares anuales en los mercados (Krishnan, 2017; Prabhakaran, 2020).

Para paises como Costa Rica el cultivo de café con las variedades Caturra y Catuali,
representa en la historia la construccidén de una socioeconomia mas prospera y con mayor
exposicion a paises del area centroamericana y nivel mundial. Hoy en dia, la produccién del
“grano de oro” sigue siendo de suma importancia para la economia del pais y esto se ve
reflejado a través de las exportaciones de mas de 1 611 932 sacos de 46 Kg durante el periodo
2019-2020, cantidad que representa un aproximado de 332 456 millones de ddlares (ICAFE,
2020).

Dentro del manejo agrondmico del cultivo de café, la roya (Hemileia vastatrix Berk &
Broome) representa una de las enfermedades que provoca limitantes en su produccion. Es un
hongo fitopatdgeno reportado por primera vez en 1869 en Sri Lanka, perteneciente a la
familia Pucciniaceae y con la capacidad de producir vastas cantidades de uredinosporas que
se diseminan a través de las plantaciones y provocan la pérdida del follaje de las plantas y
por ende de su potencial fotosintético para el llenado de las cerezas (35% de la cosecha)
(Talhinhas et al, 2016).

Esta enfermedad tiene un proceso de penetracion Unico que se rige por etapas
especificas para el desarrollo de estructuras (hifas, haustorios, etc) que le permiten colonizar
paso a paso el interior de las plantas, método que vuelve al hongo un organismo eficiente
para colonizar los tejidos de sus hospederos y asi completar su ciclo de vida que finalizara
en la generacion de nuevas esporas que seran diseminadas a otros sectores de la misma planta
u otros nuevos hospederos (Ramiro et al, 2009).



La roya del café se ha ubicado en la mayoria de las regiones productoras de café en
todo el mundo y su ciclo de vida sumado a su capacidad de adaptacion a diferentes ambientes,
le ha permitido mutar constantemente para sobrepasar las barreras de defensa de las plantas
y las estrategias de fito-proteccion disenadas por los productores. En la actualidad méas de 50
razas de roya han sido caracterizadas en el Centro de Investigacion de la Roya (Coffee Rust

Research Centre) en Brasil, donde la que mas resalta por su prevalencia en diferentes zonas
es la raza II (Zambolim, 2016).

El control de la enfermedad de la roya ha sido abarcado desde varias perspectivas
(sobre la planta, el patdgeno, el ambiente y las practicas agrondmicas) que le permitan al
productor mantener bajos o nulos niveles de indculo, todo con el objetivo de proteger el area
foliar de las plantas que producen los asimilados. Ejemplos de varios de estos ejes de accion
para el control del hongo son la poda y remocion de brotes jovenes para permitir la
penetracion de la radiacion solar y disminuir la humedad relativa en el interior de la planta,
condiciones que desfavorecen el crecimiento del patdgeno. Ademas, la fertilizacion juega un
papel importante en el estatus nutricional de la planta que influye sobre el vigor y
funcionalidad fisioldgica de las plantas. Por otro lado, histéricamente el manejo y control
directo del indculo de roya sobre las plantaciones ha sido atribuido al uso de agroquimicos
sistémicos y protectantes, especificamente a los pertenecientes al grupo de los triazoles y
estrobirulinas (Virginio & Domian, 2019).

A pesar de lo anterior, los programas de mejoramiento genético han sido
implementados como otra herramienta proporcionada al sector productivo de café para
disminuir la carga quimica aplicada contra la roya, ademas de favorecer la duracion de las
plantaciones con un alto potencial de produccion. Segin do Céu Silva y otros (2006) desde
1950 entidades involucradas en la investigacion cafetalera han utilizado las plantas del
hibrido de Timor (hibridacién inter-especifica natural entre C. arabica 'y C. canephora) como
el padre donador de la resistencia contra la roya en los entrecruzamientos con plantas de
interés agrondmico y de gran bagaje en los paises productores de café. Como resultado de
esta estrategia, los materiales genéticos provenientes de las introgresiones con hibridos de
Timor son conocidos como Catimores y Sarchimores y se han empleado como alternativas a
las variedades convencionales cultivadas por los caficultores, debido a su potencial para
superar caracteristicas como el potencial productivo y mas importante por su resistencia al
ataque del patdgeno de roya (Berlingeri et al, 2007).

Paraddjicamente, la coevolucion entre las plantas de café y la roya ha causado que el
hongo busque la manera de sobrepasar las barreras naturales obtenidas como resultado del
mejoramiento genético, causando por consecuencia que la resistencia no sea duradera por
periodos prolongados y los productores tengan que acudir nuevamente a los antiguos y
conocidos métodos de control (Neves et al, 2019).



Cabe destacar que la relacion entre las distintas razas del patégeno de roya y las
diferentes y multiples variedades de café (provenientes de los programas de mejoramiento)
dependen principalmente de la composicion genética que ambos poseen. El factor que
gobierna las reacciones compatibles (infeccion sobre la planta) y no compatibles (no-
infeccion sobre la planta) entre ambos organismos esta relacionada con la presencia o
ausencia de genes de virulencia (v1-9) y resistencia (Sul-9) en las razas del hongo y las
variedades de café, respectivamente (Gichuru et al, 2012).

Lo mencionado anteriormente, permite entender que la dinamica de la roya como factor
causante de la disminucidn de la productividad del cultivo del café siempre dependera de las
variedades cultivadas en zonas o paises especificos, puesto que estos generaran una presion
de seleccion sobre las razas de roya predominantes en esa area que buscaran sobrepasar la
resistencia en las plantas que les impide completar su ciclo de vida donde el resultado final
es la produccion de mas indculo que perpetie su estancia en las plantaciones.

Ante la necesidad de continuar la bisqueda de otros métodos de control de la roya, que
ademads favorezcan el ambiente mediante el uso minimo de fungicidas, se abre la puerta a la
implementacién de los inductores de resistencia.

Los Inductores de resistencia (IRs) son compuestos extraidos y sintetizados a partir de
plantas, microorganismos y/o animales (Fernandes et al, 2014), los cuales estimulan el
sistema de defensa de las plantas a través de elicitores o moléculas que imitan el ataque de
un patégeno (Burketova et al, 2015). La base de su funcionalidad recae sobre el mismo
principio de activacion de la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR por sus siglas en inglés)
o la Resistencia Sistémica Inducida (ISR por sus siglas en inglés) una vez que las plantas
estan bajo el ataque de un patodgeno o insecto con ciclo de vida especifico (necrotréfico, hemi-
biotréfico, biotrofico, etc) (Llorens et al, 2017).

De manera general, cabe resaltar que el SAR se ha caracterizado por la sefial endogena
que ocurre dentro de la planta gracias al aumento de la disponibilidad de &cido salicilico, que
posteriormente incide sobre acumulacion de genes PR y la cascada de reacciones como la
respuesta hipersensitiva (Pathogenesis Related por sus siglas en inglés) (Kamle et al, 2020;
Shine et al, 2019)

El uso de los inductores en el cultivo del café¢ ha sido implementado como una
estrategia para el control de roya. Por ejemplo, la aplicacion de acido salicilico y fosfito de
potasio como IRs ha sido incorporada en programas de control de este patogeno, ya que
tienen la capacidad de inducir la Resistencia Sistémica Adquirida (Groves et al, 2015),
mismo mecanismo de defensa que activa respuestas hipersensitivas producto del ataque de
este tipo de hongos hemi-biotréficos (Couttolen et al, 2020). Otras investigaciones que
involucran las aplicaciones exogenas de acido salicilico y fosfito de potasio han demostrado



también ser efectivas para el control de la enfermedad de roya y otras relacionadas a través
de la activacion del SAR (Alemu ef al, 2018; Lim et al, 2020; Ogoshi et al, 2013).

Una arista mas dentro de la investigaciéon que se ha empleado para corroborar,
identificar y caracterizar la activacion del sistema de defensa SAR en las plantas de café una
vez que son atacadas por el patdégeno de roya o cuando se realizan aplicaciones exogenas de
inductores de resistencia son las herramientas biotecnoldgicas. El uso de técnicas como el
disefio de librerias de ADNc copia proveniente de hojas de café bajo la infeccion del hongo,
permitio identificar y clasificar secuencias de genes que posteriormente fueron utilizados en
otras investigaciones mas a fondo (Fernandez et al, 2004; Guzzo et al, 2009; Alvarenga et
al, 2011).

Ademas, la implementacion de qPCR en tiempo final o real permite corroborar o
cuantificar genes ya caracterizados e involucrados en la activacion de la defensa. Ejemplo de
esto es la investigacion de Ramiro y otros (2009) en la cual se cuantificaron las expresiones
de varios genes de defensa en dos variedades de café (susceptible y resistente) a través de
diferentes momentos de evaluacion, posterior a la inoculacion con esporas de roya. Una
investigacion similar fue desarrollada por Diniz y otros (2012) en el cual se realizaron analisis
moleculares para cuantificar la expresion de los genes CaRLK, CaWRKY1, CaGT, CaPR1,
CaPR10 y otros en plantas de café que también fueron inoculadas con uredésporas de roya.
Por otro lado, el monitoreo de la respuesta de resistencia con la infeccion por H. vastatrix
también se ha realizado una vez se apliquen inductores de resistencia, como el realizado por
Ganesh y otro (2006) en el cual la aplicaciéon mediante infiltracion de 4cido salicilico a 0.5
mM, mostré aumento de la expresion de tres genes asociados a la defensa contra el patdogeno
de roya.

Es necesario entender que ain con el avance constante de las investigaciones en el
campo de la fito-proteccion del café contra el patdogeno de roya en las cuales se pueden
utilizar de manera conjunta las estrategias de mejoramiento genético, uso de inductores de
resistencia y biologia molecular, no es posible generar un conocimiento Unico y aplicable
para todos los cultivares y zonas cafetaleras del mundo. Lo anterior, principalmente por la
co-evolucion existente entre ambos organismos que genera que el hongo de manera acelerada
mute para sobrepasar la resistencia de las plantas y por otra parte, por la variedad de cultivares
existentes y utilizados en las diferentes zonas cafetaleras del mundo. La disponibilidad de
tantas variedades de plantas para cultivar que unos caficultores prefieren y otros no, causa
que la dinamica roya-cafeto sea periddicamente cambiante y ante este escenario es imperante
mantener la investigacion que aumente el conocimiento sobre nuevas maneras para el control
de una enfermedad que puede mermar o acabar con la produccion completa de paises
productores.

En nuestro pais, el Instituto del Café¢ de Costa Rica (ICAFE) ente encargado directamente
del desarrollo del cultivo introdujo en el 2001 la variedad Obatd, hibrido Sarchimor



proveniente de Brasil como resultado del entrecruzamiento de Villa Sarchi e Hibrido de
Timor, sin embargo, fue hasta el 2014 cuando fue puesta a disposicion del productor (ICAFE,
2014). El interés por esta variedad recayd por su resistencia a la roya y su potencial de
produccion en nuestro pais. Como consecuencia de esta introduccion productores de café se
interesaron por el nuevo material genético e iniciaron con la siembra y sustitucion de
variedades tradicionales como Caturra y Catuai (con alta susceptibilidad a la roya) que
durante muchos afios figuraron como las mas productivas y exitosas. Sin embargo, posterior
a las pruebas realizadas por el ICAFE recomiendan y resaltan con gran importancia que es
una variedad altamente demandante en nutricioén y sensible a periodos prolongados de sequia
(ICAFE, 2014) factores que estan directamente relacionados con el estatus de la planta para
tener un buen desempeio contra el ataque de la roya.

Es por todo lo expuesto con anterioridad, que ante la situacion en la cual los productores
de nuestro pais cultivan varios materiales con diferentes niveles de resistencia contra el
patdgeno de roya, se planted esta tesis de investigacion con el objetivo de analizar la dinamica
defensiva de las variedades Caturra y Obatd sometidas a la aplicacion de acido salicilico y
fosfito de potasio como inductores de resistencia contra la roya del café.

Generar esta informacion tiene el potencial de entender més a fondo el comportamiento
de las variedades que los caficultores tienen a disposicion para seguir produciendo y haciendo
crecer la industria que trae tantos réditos a la economia del pais. Aunado a esto, entender mas
a fondo y detallado el efecto de la aplicacion de alternativas para la proteccion contra el
patdgeno de roya como lo son los inductores de resistencia, puede ser de gran utilidad para
otorgarle a la operatividad y mantenimiento del cultivo una herramienta que favorezca el
medio ambiente por la disminucion del uso de compuestos quimicos, ademds de ser una
estrategia apegada a los nuevos estandares de calidad que los mercados extranjeros y locales
exigen con mayor frecuencia en pro de ofrecer a sus clientes productos finales libres de trazas
de compuestos nocivos para fia salud..
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Resumen
El objetivo de esta investigacion fue analizar la expresion 6 genes relacionados con el sistema de

defensa café (Coffea arabica L.) contra el patogeno de la roya (Hemileia vastatrix) al aplicar AS y
FP en plantas var. Obata (reaccion incompatible) y Caturra (reaccion compatible). Analisis de
expresion relativa mediante RT-qPCR fueron realizados en 5 momentos distintos, posterior a las
aplicaciones con los inductores de resistencia e inoculacion con el hongo. Producto de la inoculacion,
niveles de expresion significativos del gen CaPR1b se cuantificaron 8§ Hdi en ambas variedades,
mientras que la mayor acumulacion de transcritos en los genes CaPR10, CaR111, CaRLK y CaGT
en la var. Caturra ocurrié 8 Hdi y en Obata 12 Hdi. Las aplicaciones individuales de IRs provocaron
la expresion de todos los genes, no al mismo nivel causado por la inoculacion, sin embargo, su
aplicacion 12 Hdi tuvo un efecto potenciador de la expresion al elevar los niveles de expresion 24 y
72 Hdi de genes como el CaWRKY'1 en la var. Obata por accion del FP. Aplicaciones de IRs 12 Hai
no evidenciaron de manera contundente favorecer un aumento en la expresion de los genes,
unicamente la cuantificacion de casos aislados como los genes CaR111 por la aplicacion con FP y
CaRLK por efecto del AS mostraron tener un efecto preparador (priming). Los resultados obtenidos
en esta investigacion muestran como los niveles y duracion de la expresion en plantas de café varian
de acuerdo con el tipo de reaccion con el patégeno de roya, asi como la aplicacion exdgena en un
momento especifico de moléculas inductoras de la resistencia, puede favorecer al aumento de la
expresion de genes relacionados al sistema de defensa.

Introduccion

La roya del café (Hemileia vastatrix) es un hongo fitopatoégeno localizado en todas las regiones
del mundo dedicadas a la produccion cafetalera (Romero et al, 2010; Fernandez et al, 2004). Su
incidencia y severidad descontrolada, sobre las plantaciones es el mayor factor limitante para la
produccion y por ende la causa principal de la pérdida de millones de ddlares anuales (Talhinhas et
al, 2017) en paises como Costa Rica, donde la produccion representa aproximadamente un 3,5 por
ciento del total de exportaciones y mas del 27 por ciento de todas las exportaciones agropecuarias
(ICAFE, 2016). Ejemplo de esto fueron las crisis sufridas por paises latinoamericanos como
Colombia y Costa Rica, durante 1987-88 y los periodos 1989-90 y 2013 respectivamente, cuando los
precios del café alcanzaron un precio muy bajo (50-75 dolares/46 Kg de café) (Avelino et al, 2015,
La Gaceta, 2013).



El combate y la prevencion de la propagacion del hongo en las plantaciones se realiza mediante
practicas agricolas como el monitoreo, la poda, el combate de malezas que alberguen esporas del
hongo, el sombreo con arboles, el control biolégico con hongos hiperparasitos, la aplicacion de
fungicidas preventivos y sistémicos que evitan la germinacion de las esporas (Arneson, 2000; ICAFE,
2011; Zambolin, 2016; Rolz & Cifuentes, 2016) y programas de hibridacion (mejoramiento genético)
para obtener individuos resistentes a la roya (do Céu Silva et al, 2006; Greigh de Brito et al, 2010).

De forma especifica, el uso de la biotecnologia y los programas de mejoramiento genético han
sido herramientas empleadas para el desarrollo de plantas de café con caracteristicas de mayor
productividad o resistencia a patdgenos (van der Vossen et al, 2015). Debido a la reducida
variabilidad genética de las plantas de la especie arabica, se implement6 el uso de plantas de Hibridos
de Timor (HdT), hibridacion interespecifica con C. canephora, como fuente o material para la
generacion de nuevos individuos introgresivos como los Catimores o Sarchimores, estos dos ultimos
con caracteristicas de resistencia al ataque de roya (Herrera & Lambot, 2017). Ejemplo de lo anterior
es la variedad Obatd Rojo, introgresion Sarchimor generada a partir del retrocruzamiento entre el
cultivar Villa Sarchi CIFC 971/10 (Coffea arabica L. del grupo Borbén) y el HAT CIFC 832/2
(Fazuoli et al, 2018). Su desarrollo inici6 en 1967 en el CIFC de Portugal y continu6 en Brasil en el
Instituto Agrondémico de Campifias, mientras que su introduccion a Costa Rica ocurrio en el 2014.
Esta variedad se caracteriza por tener una alta productividad (35 quintales/Ha en 6 afios) y calidad de
tasa y cuando se compara con plantas de la variedad Caturra de muy alta capacidad productiva (64
quintales/Ha) (ANACAFE, 2019), la primera tiene ventaja por su alta resistencia contra el patdogeno
de roya, por lo cual se vuelve ideal para cultivarse en ambientes donde la mayoria de los materiales
vegetativos han perdido gradualmente su capacidad para defenderse contra el hongo.

A pesar de lo anterior, Varzea et al. (2009) mencionan que existen distintos niveles de
introgresion en las poblaciones de sarchimores, lo que permite entender que la resistencia a la roya
de estos cultivares en una region especifica, no es un indicador de resistencia global. Esto ultimo
subraya la necesidad de continuar realizando investigaciones y experimentos que permitan corroborar
el nivel de resistencia de este tipo de cultivares en diferentes zonas, donde el factor ambiental puede
jugar un papel importante en la dindmica genética, tanto de la roya como de las plantas que se
pretenden introducir para usos comerciales.

Ademas, de los métodos de proteccion ya explicados, existe otro recurso ampliamente utilizado
en cultivos como las hortalizas, la aplicacion de inductores de resistencia (IRs). Los IRs son
compuestos extraidos de organismos vivos como plantas y/o animales, o formulaciones sintéticas
(Fernandes et al, 2014) con la capacidad de actuar directamente contra el patdogeno o de activar la
dinamica defensiva de la planta a través de respuestas bioquimicas (Hammerschmidt, 2014) ademas,
provee una alternativa al uso de agroquimicos para favorecer la proteccion ambiental y humana
(Reglinski et al, 2014; Fernandes et al, 2014).

Compuestos empleados como IRs son el acido salicilico y las sales inorganicas de potasio
derivadas del acido fosforico (Gozzo & Faoro, 2013). El acido salicilico (AS) es una hormona
inducida por el estrés y es uno de los componentes principales de la via de defensa conocida como



Resistencia Sistémica Adquirida (SAR por sus siglas en inglés) contra patdogenos (Groves et al, 2015).
En el cultivo de café, analisis protedmicos de fluidos apoplasticos extraidos de hojas, bajo
interacciones compatibles e incompatibles contra H. vastatrix, mostraron la regulacién y
desregulacion de quitinasas y osmotina, proteinas relacionadas a patogenos, ambas de la via SAR
(Guerra-Guimaraes et a/, 2015). En la planta modelo A. thaliana se identificaron 4 genes codificantes
de proteinas receptoras de quinasas (RLK por sus siglas en inglés), los cuales poseen en sus regiones
promotoras elementos que son reconocidos por proteinas WRKY, todo esto una vez que la planta se
encuentra bajo el ataque de patdgenos y la sintesis de AS (Du & Chen, 2000).

Por otra parte, el fosfito de potasio (FP) ha sido caracterizado por su efecto fungicida sobre
hongos del grupo de los oomicetos en cultivos como el eucalipto y como elicitor de la via de defensa
SAR (Jackson et al, 2000). La investigacion de Monteiro et al. (2014) menciona que la aplicacion de
fosfitos involucra cambios en actividades enzimaticas de las plantas (compuestos fenolicos y especies
reactivas del oxigeno), mientras que Eshraghi et al. (2011) demostrd que plantas de A. thaliana
expresaron mayores niveles de transcripcion de los genes PR1 y PRS de la via del AS.

Lo anterior, permite entender que ambos compuestos se caracterizan por la activacion de genes
relacionados con la Resistencia Sistémica Adquirida, resistencia autébnoma de todas las plantas. Es
por ende que bajo esta premisa, investigadores han realizado estudios donde se aplican IRs en plantas
de café, con el objetivo de entender su efecto sobre la expresion de genes de defensa a través de
metodologias de analisis moleculares (Fernandes et a/, 2014; Monteiro et al, 2016). Ejemplo de esto,
fue el analisis de expresion de genes de defensa contra la roya (QPCR-RT) en la variedad Caturra, en
el cual se concluyd que los genes codificantes de proteinas CaNDR1 y CaR111 y el factor de
transcripcion CaWRKY'1 son activados en diferentes momentos de la infeccion de roya y en distinto
grado dependiendo del tipo de reaccion sobre la planta hospedera (compatible o incompatible)
(Ganesh et al, 2006). Asi mismo, Fernandez et a/ (2004) desarrollaron una biblioteca de genes
involucrados en las vias de defensa, donde resaltan CaGT, gen involucrado en el proceso de
glucosilacion del AS, CaRLK, gen codificante de la proteina-receptor del tipo quinasa para la
identificacion de elicitores que arriban a las células y CaPR10 que forma parte de la gran familia PR
caracterizada por responder a la patogénesis en las plantas, todos estos expresados en periodos y
prolongaciones distintas, una vez que el patdgeno de roya infecta la planta y estudiados con mayor
detenimiento en los trabajos de Ramiro et al (2009), Diola et al (2011) y Prakash et al (2004).

A pesar de todo lo ya expuesto, en los paises cafetaleros existen diferentes cultivares que son
utilizados debido a su productividad y su grado de resistencia contra la roya, razén por la cual
permanece aun sin investigarse la expresion de genes de defensa de todas las variedades e hibridos.
Asimismo, la gran cantidad de materiales genéticos utilizados por la industria cafetalera provoca que
existan vacios de conocimiento sobre el efecto de la aplicacion de los inductores de resistencia, los
cuales poseen el potencial para activar la defensa contra H. vastatrix, caracteristica que incidiria en
su rol para ser incorporados en las estrategias de fitoproteccion para el sector productor de café.

Es por ende, que esta investigacion plantea utilizar dos variedades de café, Caturra de uso
comun en Costa Rica, porte enano, buen potencial de rendimiento y alta susceptibilidad a la roya
segun la escala desarrollada por World Coffee Research (2018), y Obata que desde el 2014 fue



colocada a disposicion de los productores por parte del Instituto del Café de Costa Rica, debido a su
caracteristica de resistencia contra el mismo hongo. Ambas variedades seran evaluadas en a través
del tiempo con el objetivo de observar la accion del fosfito de potasio y acido salicilico, sobre la
expresion de varios genes involucrados en la defensa de la planta contra la roya.

Objetivo general

Analizar la expresion de genes del sistema de defensa de dos variedades de café (Coffea arabica L.)
contra el patdgeno de la roya (Hemileia vastatrix) al aplicar dos inductores de resistencia.

Objetivos especificos

1. Analizar la expresion de genes asociados a la induccion de la defensa en plantas de dos
variedades de Coffea arabica L. al aplicar dos inductores de resistencia.

2. Determinar la duracion del periodo de induccion de la defensa de dos variedades de la planta
Coffea arabica L. posterior a las aplicaciones de dos inductores de resistencia.

Metodologia

Sitio experimental

Los objetivos experimentales planteados en este trabajo fueron realizados en los invernaderos y
Laboratorio de Técnicas Moleculares aplicadas a la Fitoproteccion del Centro de Investigacion en
Proteccion de los Cultivos (CIPROC) de la Universidad de Costa Rica.

Material vegetal

Las plantas utilizadas para esta investigacion correspondieron a Coffea arabica L. de las
variedades Caturra (C. arabica L. del grupo Borbdn) y Obatd, introgresion Sarchimor proveniente
del cruce Villa Sarchi CIFC 971/10 (Coffea arabica L. del grupo Borbon) y el HAT CIFC 832/2
(Fazuoli et al, 2018). Ambas variedades fueron adquiridas a través del Instituto del Café de Costa
Rica (ICAFE). Para la siembra, 1 Kg de semilla de cada variedad fue tratado con Captan 80 WG
(Adama Agricultural Solutions Ltd.) para evitar la infeccion de hongos y fueron distribuidas en 1 m?
y cubiertas de hojas secas para el proceso de germinacion. Una vez finalizado el proceso de
germinacion (8 semanas), se seleccionaron por criterio visual plantulas vigorosas con tallos verdes y
rectos, y radiculas saludables de color blanco.

Las plantulas fueron trasplantadas en bolsas plasticas de color negro, con una medida de
15,2cm x 20,32cm (con huecos para el drenaje de agua) con sustrato conformado por suelo
autoclavado, abono organico y granza de arroz en una proporcion porcentual 50-25-25,
respectivamente (ICAFE, 2011).

Una vez que las plantulas desarrollaron el primer par de hojas verdaderas, se iniciaron las
aplicaciones mensuales de fertilizantes: 2 g/bolsa de fertilizante formula 10-30-10 colocado en una
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sola aplicacion, en los meses 1 y 2 después del trasplante y 2 g/bolsa de 10-50-0 aplicado una tnica
vez al inicio de los meses subsecuentes. Con el objetivo de evitar el desarrollo de la enfermedad de
mal de talluelo (Rhizoctonia solani, Pythium spp. o Fusarium spp.) antes del trasplante, se realizo
sobre el sustrato, una sola aplicacion antes del transplante del fungicida Rizolex de la casa comercial
Kenogard (i.a: metil-tolclofos) en una proporcion de 40 g/galon/m? (ICAFE, 2011).

El proceso de trasplante y crecimiento hasta los 6 meses de edad fue llevado a cabo en las casas
de mayas del ICAFE y posteriormente, 30 plantas de cada variedad fueron trasladadas a los
invernaderos del CIPROC en la Sede Rodrigo Facio de la Universidad de Costa Rica y se mantuvieron
en este ambiente hasta la culminacion de las pruebas experimentales.

Obtencidn, germinacion e infeccion del indculo de Roya (Hemileia vastatrix).

La recoleccion del indculo de roya (H. vastatrix) siguid el protocolo ICAFE- IR-01, en el cual
esporas del hongo se recolectaron en las fincas del ICAFE de plantas de la variedad Caturra, portadora
del gen de resistencia SHS y susceptible a la roya raza II de roya (Silva et al. 2002). Hojas con
abundante roya esporulada, sin presencia del hongo antagonista Lecanicilium lecanii y tampoco
aplicaciones de fungicidas en dos meses anteriores fueron recolectadas de manera manual,
almacenadas en bolsas plasticas herméticas y trasladadas al laboratorio donde se rasparon con un
bisturi estéril. Una vez obtenido el indculo, se almacend en tubos de centrifuga de 50 mL sellados
con algodon y parafilm. Luego estos fueron colocados dentro de un desecador de vidrio que contenia
una solucidn de acido sulfurico al 30% y refrigerados a una temperatura entre 5-10°C (Cabral et al,
2009) para asegurar su viabilidad hasta el inicio de las pruebas.

Por otra parte, con el fin de evaluar la viabilidad del inoculo recolectado, se realizé una
suspension con 1 mg de esporas por cada 1 mL de agua destilada (concentracion final de 8x10*

uredinosporas/mL de agua) en un tubo Falcon™. Posteriormente, el tubo fue envuelto con papel
aluminio, suspendido en un beaker con agua hirviendo durante 20 min y luego agitado por 5 min,
ambos procesos con el objetivo de promover la activacion de las uredosporas y generar una solucion
homogénea (Rojas et al, 1993).

Una vez obtenida la suspension de esporas, se siguio el método de inoculaciones en discos de
hojas (Eskes, 1982) para el cual se colectaron hojas durante las primeras horas de la mafiana (6:00-
8:00 am). Usando un cortador metalico circular de 1,8 cm de diametro se obtuvieron 50 discos de
cada variedad y se colocaron (con el envés hacia arriba) en cajas plasticas (48x64x10 cm) que
contenian una malla metélica y papel toalla humedecido con agua (Figura 1). Seguidamente, con un
espray los discos fueron humedecidos con agua y con una pipeta graduada sobre los mismos, se
coloco una gota de 25 pL de la suspension de roya, la cual uniformemente se esparcié por todo el
disco debido al humedecimiento previo con agua. Finalmente, la caja fue cubierta con pléstico
transparente y ubicada en una incubadora YIDHER LE-509D durante 48 horas en oscuridad a 22 +
2°C. Cumplido el tiempo de incubacidn, la caja se extrajo de la incubadora y el plastico fue removido
durante 1 hora para permitir que los discos de hoja se secaran levemente (para prevenir el desarrollo
de otros microorganismos perjudiciales). Finalizado este periodo, se verifico el estado de humedad
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del papel toalla y nuevamente, la caja fue hermetizada con papel plastico y colocada en un régimen
de luz natural durante 25-30 dias para favorecer el desarrollo de H. vastatrix.

e, it

Figura 1. Discos de hojas de plantas var. Obatd y Caturra inoculados con una solucion de esporas de
H. vastatrix utilizando el método de Eskes (1982).

Dado que el plastico que cubria la caja era transparente, los discos eran vigilados diariamente
y luego de 30 dias, se cuantificaron de manera visual el numero de discos con la esporulacion tipica
anaranjada del hongo. Un porcentaje superior al 80% de discos esporulados fue indicativo de un
inéculo sano y adecuado para emplear en las pruebas in vivo posteriores. Cuando discos de hojas
fueron observados con otro tipo de esporulacion (particularmente blanca por el hongo antagonista) el
in6culo fue desechado y por ende, una nueva recoleccion y prueba de germinacion era iniciada.

Disefio experimental de plantas in vivo

Una vez que todas las plantas desarrollaron abundante follaje (6-8 meses de edad) se dividieron
segun la variedad y se colocaron sobre mesas de invernadero. Con el objetivo de mantener las plantas
en condiciones de desarrollo 6ptimas, un saran fue colocado sobre el techo del invernadero para
brindar sombra de manera uniforme, mientras que platos hondos llenos de agua aseguraron la
hidratacion del suelo mediante absorcion por capilaridad y 2 aspersiones diarias (8:00 am y 4:00 pm)
mantuvo hidratado el follaje.

Cada grupo de plantas (anteriormente separadas por variedad) fue etiquetado segin el
tratamiento con inductores de resistencia (IRs), acido salicilico puro y fosfito de potasio (Fosfo-K
Extra de la casa comercial Greenplants®). Asi mismo, cada tratamiento fue segregado en los
siguientes sub-tratamientos, que variaron de acuerdo con la inoculacion con Hemileia vastatrix (HV)
o momento de aplicacion del IR:
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[ST1] Testigo absoluto: sin aplicaciones de IR o inoculacion de Hemileia vastatrix.
[ST2] +HV: plantas inoculadas con H. vastatrix.

[ST3] +IR: plantas aplicadas con el inductor de resistencia.

[ST4] +IR (12D) /+HV: plantas aplicadas con el inductor de resistencia, 12 horas
después de la inoculacion con H. vastatrix.

5. [ST5] +IR (12A) /+HV: plantas aplicadas con el inductor de resistencia, 12 horas
antes de la inoculacion con H. vastatrix.

bl ol e

Cada uno de los sub-tratamientos tuvo 3 plantas que fungieron como repeticiones bioldgicas
(poblacion de 30 plantas por variedad de café), las cuales fueron colocadas en bloques completos al
azar para asegurar la homogeneidad de condiciones ambientales para todas las plantas.

|
I
T I Acido Salicilico I I Fosfito de Potasio I
I
I I I I
st | Testigo | v ] +R  |+rR(@2D)/+Hv] +IR (12A) / +HV |
I
I I I
Rep [ 1 [ 2> ] 3 |

Figura 2. Esquema organizacional de las unidades experimentales. *El ejemplo desarrollado con el
tratamiento de acido salicilico fue el mismo utilizado en fosfito de potasio y ambos tratamientos se
realizaron también en la variedad Caturra. Var: Variedad, T: Tratamiento, ST: Sub-tratamiento, Rep:
Repeticion.

El procedimiento de inoculacién in vivo del hongo de roya se realizd en las plantas del sub-
tratamiento 2, 3 y 4 (ST2, ST3 y ST4). De la misma forma que en la prueba de viabilidad, se preparo
una suspension con una concentracion de 8x10% uredinosporas/mL de agua (verificado mediante el
conteo con cdmara de Neubauer) y siguiendo el protocolo de inoculacion de roya del ICAFE, se
colocaron sobre el envés de hojas jovenes-completamente desarrolladas, 6 gotas de 25 pL que se
extendieron cuidadosamente con una cuchara de ceramica. El total de plantas inoculadas, fueron
distribuidas y albergadas, durante 18 horas dentro de camaras de germinacion caseras (Figura 3).
Estas camaras fueron construidas con madera y fueron recubiertas con malla anti-afidos para
favorecer una buena ventilacion y posteriormente con plastico negro para mantener la oscuridad
durante el periodo necesario que permitio la germinacion del hongo. Durante esta etapa, las plantas
fueron asperjadas con agua a través de riego manual para asegurar la humedad de la hoja y finalizado
el tiempo, las mismas fueron retiradas y colocadas en un régimen de luz ambiental.
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Figura 3. Camara de germinacion casera construida con madera, malla anti-afidos y recubierta con
plastico negro para introducir plantas de cafeto durante el periodo de inoculaciéon de roya.

Por otra parte, la dosis de aplicacion de acido salicilico fue preparada a una concentracion de
0.5 mM, mientras que el fosfito de potasio Fosfo-K Extra, de la casa comercial Greenplants, (40%
P205y 39% K20) a 5 mL/L. Ambos compuestos fueron asperjados sobre la totalidad del follaje de
las plantas con un atomizador doméstico. La aplicacion de los inductores de resistencia en el
tratamiento +IR, se realizd de forma paralela al momento de inoculacion de roya en el tratamiento
+HV, mientras que en los tratamientos +IR (12D) /4HV y +IR (12A) /+HV, se realizaron 12 H
posterior y 12 H antes de la inoculacion de las esporas, respectivamente.

Cuantificacion y determinacion del tiempo de expresion de los genes asociados a la dinamica
defensiva de dos variedades de café.

La respuesta de los genes de defensa como resultado de las aplicaciones de los inductores de
resistencia e inoculacion de H. vastatrix, se cuantifico mediante el ARNm extraido y luego retro-
transcrito a ADNc de los genes CaPR1b, CaPR10, CaR11, CaWRKY1, CaRLK, CaGT vy
CaUbiquitin (gen de normalizacion), empleados en el estudio de la respuesta defensiva del café contra
la roya segin Ramiro et al. (2009).
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Cuadro I. Genes relacionados al sistema de defensa de Hemileia vastatrix bajo la infeccion del

patogeno de roya, nimero de accesion y secuencia de imprimadores utilizados para qPCR-RT.

Gen No. Accesion BLASTX ID Secuencia de Primer 5°-3"
F-GATTACCTGGACGCCCATAA
CaPRIb DQ335594 PRIDb (At2g14610)
[Arabidopsis thaliana] ~ R-GCTGCCAGGTTTTCTCCATA
>emb|CAC16166.1] F-GCCACCATCCTTGAAGAGAA
CaPR10P CF589103 Pathogenesis-related
protein 10 [ Vitis vinifera] R-CAACTCTCTGCTTGGCAGTCT
>gi[11280502| F-TCCAAATCGCTTCGACACC
CaR111° CF589193 Hypothetical protein
F14F18.180 [A. thaliana] R-GTTGCGGTTTGTATATGGAGATTG
>gb|AAL11009.1] F-TGCAACAAGGACAGCACCAG
CaWRKY1° CO773974 WRKY31 transcription
factor [A. thaliana] R-CGTGATCGCGGCCGT
gi|20521419| Putative ~ F_ATGGGAGAAAAGAATGGCAGAAG
CaRLK"® CF589181 receptor-like kinase [O.
satival R-GGCCAATTACAGTTTGAAAACACC
gb AAF61647.1 glucosa-  F_ACTCCAGCAACAACCACCATTA
CaGT? CO773975 UDP: acido salicilico
glucosiltransferasa [N.  R-.GAGACGTCTTGCAAGGTTTTGA
tabacum]
gb|AAF70460.1] F-AACATTGAGGGTGGTTCTGTTC
CaUbiquitina®  AF297089  Polyubiquitin [Populus R

tremula x Populus
tremuloides)

GCAGAAAACCAACTAAGACCTAACA
A

#Ramiro et al. (2009)

bFernandez et al. (2004)

Una vez culminado el proceso de inoculacion del hongo de roya (18 horas), se realizaron
diferentes tiempos (horas) de muestreo pos-inoculacion (Hdi) 8, 12, 24, 72 y 360 horas (15 dias). Para
esto, hojas inoculadas con la suspension fueron desadheridas de cada planta y se colocaron en sobres
de aluminio identificados (Figura 4), en los cuales se adicion6 aproximadamente 100 mL de nitrogeno
liquido para preservar las muestras que fueron almacenadas en un congelador a -80°C hasta el
momento en que se llevd a cabo la extraccion de ARN por el método CTAB optimizado por Barbosa
de Paula et al. (2012).
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Figura 4. Sobre de aluminio empleado para el almacenamiento de las hojas de cafeto de los
tratamientos en cada momento de muestreo, posterior a la adicion de nitrégeno liquido para su
conservacion.

Meétodo de mini-extraccion de ARN CTAB

1. Posterior al muestreo, congelamiento y almacenaje de hojas recolectadas, se cortd un trozo
de aprox. 10 cm?, al cual se le adiciond nitrogeno liquido en un mortero ceramico para
triturarlo con un pistilo del mismo material.

2. El material triturado se coloco en un tubo plastico Eppendorf de 2 mL y 400 pL de solucion

tampon de extraccion (Cuadro II) + 4 pL de Beta-Mercaptoetanol que se adicionaron para continuar

con el proceso de extraccion.

3. Cada muestra se incubd por 20 minutos a 55°C.

4. Luego se adicionaron 150 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1).

5. Posteriormente, se procedio a centrifugar los tubos durante 5 min a 7500 rpm a temperatura
ambiente.

6. Culminada la centrifugacion, aprox. 300 pL del sobrenadante fue recolectado y transferido a
un nuevo tubo plastico Eppendorf de 2 mL.

7. Seguidamente, se adiciond el mismo volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) del
paso 4 y se repitieron los pasos 5 y 6.

8. El sobrenadante obtenido en el ultimo paso (entre 250-280 uL) se transfiri6 a un nuevo tubo

y se afiadio el volumen necesario de cloruro de litio 8M para obtener una concentracion final de 2.5M.
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9. Las muestras se refrigeraron a 4°C durante toda la noche o un tiempo de 12 horas o mas para
el proceso de precipitacion.

10. Culminado el periodo de precipitacion, los tubos se centrifugaron durante 20 minutos a 13000

rpm a 4°C.

11. Posteriormente, el sobrenadante se descartd con cuidado de no perder el pellet formado en el

fondo del tubo.

12. Una vez el tubo vacio, se volvié adicionar 100 pL de cloruro de litio a concentracion 2.5 M

para eliminar posibles residuos de contaminantes.

13. Seguidamente se realizo una centrifugacion por 15 minutos a 13000 rpm a 4°C y se descartd

el sobrenadante.

14. Culminado el paso con LiCl, se adicionaron 100 pL de etanol al 70% y un nuevo ciclo de

centrifugacion a 13000 rpm por 10 min a 4°C se llevo a cabo.

15. Luego el sobrenadante fue eliminado nuevamente esta vez empleando una pipeta para

asegurar la conservacion del pellet.

16. Finalmente, el pellet de ARN fue resuspendido en 30 pL de buffer TE 1X.

17. Culminada toda la extraccion las muestras se almacenaron a -20°C, hasta llevar a cabo los
procedimientos restantes.

Cuadro II. Lista de reactivos y sus respectivas concentraciones utilizados para la preparacion de 100
mL de buffer de extraccion.

Reactivo Concentracion
CTAB 2% (m/v)
PVP 2% (m/v)
Tris-HCI 0.1 MpH 7.8
EDTA 0.02 M pH 8
NaCl 1.4M

Las muestras de ARN obtenidas del proceso anterior fueron sometidas al tratamiento con DNasa RQ/
de la marca Promega Corp. para asegurar la obtencion de ARNs totales libres de ADN.

Tratamiento con DNasa, Retro-transcripcion y cuantificacion gPCR tiempo real

1. Una alicuota de 20 pL. de ARN, 2 pL de la enzima y 2.2 pL del buffer incluido en el kit fueron
adicionados en un tubo plastico Eppendorf.

2. Los tubos fueron incubados en seco por 30 minutos a 37°C.

3. Posteriormente, se adicionaron 2 pL de solucién inactivadora de DNasa.

4, Finalmente, las muestras se colocaron nuevamente en una incubadora en seco a 65 °C por 10
minutos.

La calidad y cantidad de los ARN fueron evaluados mediante un espectrofotoémetro Nanodrop
y posteriormente, 11 uL de ARN fueron utilizados para sintetizar ADNc¢ siguiendo las instrucciones
del kit de retrotranscripcion RevertAid H Minus First Strand c¢DNA Synstesis Kit (Thermo
Scientific™) a un volumen final de 20 pL.
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El proceso de qPCR en tiempo real se realizo por triplicado en cada muestra utilizando placas
de 96 pozos, en los cuales se adicion6 2 pL. de ADNc, 1 puL de primer F y R segtin el gen analizado,
6.25 pL del Master Mix SYBR Green (2X) y 2.25 pL de agua ultrapura, todo lo anterior segun el
manual de instrucciones del kit Maxima SYBR Green/ROX gqPCRMater Mix (2X) (Thermo
Scientific™) para un volumen total de 12.5 pL. Las condiciones del termociclador QuantStudio 3
(Applied Biosystems de Thermo Scientific™) para la amplificacion del ADNc consistieron en 1 ciclo
de 5 min de activacion de la polimerasa a 95°C y 40 ciclos a 95°C por 15 seg, 60°C por 20 seg'y 72°C
por 40 seg (Ramiro et al. 2009). La especificidad de los productos de PCR obtenidos posterior al
proceso se corrobord de acuerdo con el analisis de las curvas fusion.

Los valores de Ct (triplicados por cada repeticion biolodgica) cuantificados por el termociclador
fueron promediados y posteriormente se empled la formula fold change = 2722¢t, donde AACt =

(Ctgen objetivo — CtUbiquitina)muestra - (Ctgen objetivo — CtUbiquitina)control , para obtener los datos de
cuantificacion relativa de los genes investigados, respecto al gen de normalizacion de Ubiquitina.

Una vez obtenidos los valores de cuantificacion relativa se realiz un anélisis de varianza
(ANDEVA) y una prueba de Tuckey para determinar las diferencias significativas de la expresion a
través de los tiempos de muestreo en el mismo tratamiento de cada variedad e IR.

Cuadro III. Esquema organizacional de los tiempos y procedimientos realizados en los tratamientos
de la investigacion “Expresion de genes relacionados al sistema de defensa de dos variedades de café
(Coffea arabica) mediante el uso de inductores de resistencia contra el patogeno de la roya (Hemileia
vastatrix)”.

Procedimient Aplicaciéon /
rocedimiento Inoculacidn Muestreo (Hdi)
Compuesto / Organismo IR/HV
Tiempo 12 Hai 18 h inoculacién 8 12 24 72 360

o T1: Testigo - X X X X X
8

S T2: +HV X X X X X X
g T3: +IR X X X X X X
© T4: 4R (12D)/ +HV X X X (aplicacién IR) X X X
a T5: 4R (12A) / +HV X X X X X X X

*Hai: horas antes de la inoculacion; Hdi: horas después de la inoculacion; IR: Inductor de Resistencia;
HV:Hemileia vastatrix.

Resultados

Expresion de genes asociados a la dinamica defensiva de dos variedades de café

De forma general es posible indicar que la inoculacion con el hongo de roya en las plantas de
cafeto provoca el aumento de la expresion de todos los genes cuantificados en esta investigacion. El
nivel y patron de expresion de los genes en relacion con la expresion del gen “housekeeping” de
Ubiquitina vario de acuerdo con el tiempo de muestro y variedad de la planta (reaccion compatible o
incompatible). Por otro lado, la aplicacion en forma de aspersion de los inductores de resistencia (IRs)
generd también la expresion de los genes de defensa, en algunos casos al mismo nivel o superior que
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la inoculacion del hongo. Cabe destacar que se evidencio una respuesta distinta en los niveles de
expresion dependiendo del IR utilizado, asi como cuando se aplicod individualmente o en conjunto
con la inoculacion del hongo de roya. Para el analisis e interpretacion de los resultados es necesario
observar ambas figuras (un IR en cada uno) en cada gen, con el objetivo de observar el
comportamiento de la acumulacidn de transcritos en los tratamientos dependiendo del IR utilizado.
Cada figura presenta los mismos tratamientos, no obstante, el promedio que cada barra representa
corresponde al promedio de 3 repeticiones en plantas distintas, por lo que es posible observar
variaciones en los niveles de expresion aun comparando el mismo tratamiento de los dos IRs (ejemplo
comparar la expresion del ST2 de la var. Caturra en las figuras de AS y FP en la evaluacion 8 Hdi).

CaPR1b

La expresion del gen CaPR1b asociada a la inoculacion con el hongo de roya en la var. Obata
(Oba) fue mayor que en la var. Caturra (Cat), los valores 8 Hdi reflejan una rapida respuesta al
reconocimiento de una posible infecciéon en ambas variedades, alcanzando la acumulaciéon mas alta
de transcritos de todas las evaluaciones, 106 y 78 veces mas que el gen control, respectivamente.
Durante las siguientes horas de evaluacion, 12, 24, 72 y 360 H, los niveles de expresion
permanecieron mas altos en plantas de Obatd; sin embargo, en ambas variedades los niveles
decayeron hasta la evaluacion final. La aplicacion de AS y FP (ST3) generaron un aumento en la
expresion del gen en ambas variedades de plantas, siendo mas efectivo durante las primeras 8 h el AS
en la var. Caturra (11 veces mas). Por su parte, el FP provocé la mayor expresion del gen en ambas
variedades, sin embargo, son las plantas de la var. Obat4 durante las 12 y 24 horas que alcanzan los
niveles de transcritos mas altos (24 y 16 veces mas, respectivamente). Asi mismo, la aplicacion de
los IRs en el ST4 (+IR (12D) /+HV) reflejé un efecto sobre el aumento de expresion del gen en ambas
variedades de cafeto (valores mayores que en el ST2). En la evaluacion de la expresion del gen
CaPR1b 24 Hdi en la var. Caturra producto de la aplicacién con AS, mientras que en la evaluacion
72 Hdi, se cuantifico un incremento en ambas variedades de café con la aplicacion de AS y FP. Por
otro lado, la aplicacion de los IRs en el ST5 (+IR (12A) /+HV) no mostraron tener efecto en los
niveles de expresion a través de las evaluaciones, puesto que los valores cuantificados son similares
o menores a los obtenidos por la inoculaciéon con el hongo.
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Figura 5. Analisis de expresion relativa del gen CaPR1b relacionado con la dindmica defensiva
cuantificado en hojas de Coffea arabica var. Caturra (Cat) y Obata (Oba) en 5 evaluaciones (8-360
h) en los tratamientos: ST2: inoculacion con H. vastatrix (+tHV Cat-Oba), ST3: aspersion con
inductores de resistencia (AS) Acido Salicilico o (FP) Fosfito de Potasio (+IR Cat-Oba), ST4:
aspersion de IR 12 h después de la inoculacion con HV (+IR (12D) /+HV Cat-Oba) y ST5: aspersion
IR 12 h antes de la inoculacion con HV (+IR (12A) /AHV Cat-Oba).

*Las barras de expresion relativa del gen representan el promedio de transcritos acumulados respecto
al gen CaUBiquitina utilizado como control interno, en comparacion con hojas de plantas del ST1:
tratamiento control que no fue inoculado, ni asperjado con IRs. Los valores con barras de error con
la misma letra (mayusculas para var. Obata y minasculas para var. Caturra) no son significativamente
diferentes dentro del mismo tratamiento a través del tiempo segun la prueba de Tuckey (P< 0.05).

CaPR10

Los niveles de expresion del ARN del gen CaPR10 producto de la inoculacion con HV (ST2)
fueron superiores a través de las evaluaciones en plantas var. Caturra, su pico maximo se alcanzé 8
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Hdi (79 veces mas), mientras que en Obata se alcanzo6 12 Hdi (37 veces mas). Ambas variedades de
café mostraron una acumulacion de transcritos constante (sin diferencias significativas) a través del
tiempo, hasta la evaluacion final donde se cuantificaron los valores mas bajos. Por otro lado, la
aplicacion individual de los IRs (ST3) gener6 una menor expresion del gen en comparacioén con los
provocados por inoculacion con el hongo, sin embargo, es el FP quien promovié los niveles de
expresion mas altos en ambas variedades. Ademas, el efecto de la aplicacion de IRs en el ST4, se
observo 72 Hdi cuando las plantas var. Caturra y Obata, respectivamente alcanzan una acumulacion
de transcritos 43 y 13 veces mas que el control por efecto del AS y 15 y 64 por el FP, ambos IRs
generando valores considerablemente mas altos que los obtenidos en el mismo tiempo de evaluacion
que las plantas del ST2. Finalmente, la aplicacion de los IRs 12 Hai (ST5) no causé un cambio
significativo en el patron de expresion del gen en ambas variedades de café, puesto que la
acumulacion de transcritos en ambas variedades parecio responder a la defensa intrinseca de las
plantas tal como se observa en el ST2 (Fig. 5).
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Figura 6. Analisis de expresion relativa del gen CaPR10 relacionado con la dindmica defensiva
cuantificado en hojas de Coffea arabica var. Caturra (Cat) y Obata (Oba) en 5 evaluaciones (8-360
h) en los tratamientos: ST2: inoculacion con H. vastatrix (+HV Cat-Oba), ST3: aspersion con
inductores de resistencia (AS) Acido Salicilico o (FP) Fosfito de Potasio (+IR Cat-Oba), ST4:
aspersion de IR 12 h después de la inoculaciéon con HV (+IR (12D) /+HV Cat-Oba) y STS: aspersion
IR 12 h antes de la inoculacion con HV (+IR (12A) /AHV Cat-Oba).

*Las barras de expresion relativa del gen representan el promedio de transcritos acumulados respecto
al gen CaUBiquitina utilizado como control interno, en comparacion con hojas de plantas del ST1:
tratamiento control que no fue inoculado, ni asperjado con IRs. Los valores con barras de error con
la misma letra (mayusculas para var. Obat4 y minusculas para var. Caturra) no son significativamente
diferentes dentro del mismo tratamiento a través del tiempo segun la prueba de Tuckey (P< 0.05).

CaR111

La acumulacion cuantificada mas alta del gen CaR111 en plantas de la var. Caturra como
consecuencia del ST2, ocurri6 durante las primeras 8 Hdi (6 veces mdas) y posteriormente, sus niveles
disminuyeron causando asi que los valores obtenidos en la var. Obata fueran superiores el resto de
las evaluaciones. La acumulacion mas alta de transcritos en la reaccion incompatible se cuantifico 8
y 12 Hdi (4.8 y 3.9 veces mas, respectivamente).

La aplicacion individual de los IRs en las plantas (ST3) provoco que los niveles de expresion
del gen aumentaran respecto al tratamiento control en ambas variedades de café, y a pesar de que los
valores cuantificados producto de la aspersion con AS y FP no fueron tan altos durante las primeras
horas de evaluacion, cuando se comparan con los generados por la inoculaciéon del hongo, si se
mantuvieron constantes (sin diferencias significativas) y en algunos casos superiores a los del ST2,
incluso 360 hdi. Asi mismo, el efecto de los inductores se reflejo en el ST4, donde el AS potencio la
acumulacion de transcritos en plantas var. Caturra 24 y 72 Hdi (4.4 y 2.9 veces mas, respectivamente),
y el FP aumento los niveles de transcritos 72 Hdi en plantas var. Obata (3.7 veces mas); en ambos
casos valores superiores a los cuantificados en el mismo tiempo de evaluacion y variedad de café del
ST2.

De manera similar a otros genes, la respuesta provocada por la aspersion de los IRs 12 h antes
de la inoculacion (ST5) en ambas variedades de café, no mostrdo una respuesta significativa y
diferenciada en la expresion del gen CaR111, ya que los valores cuantificados por lo general fueron
menores a los medidos en plantas del ST2, sin embargo y de forma interesante el patron de expresion
es constante a través de las evaluaciones, caso similar a lo ocurrido en plantas del ST3.
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Figura 7. Analisis de expresion relativa del gen CaR111 relacionado con la dindmica defensiva
cuantificado en hojas de Coffea arabica var. Caturra (Cat) y Obata (Oba) en 5 evaluaciones (8-360
h) en los tratamientos: ST2: inoculacidon con H. vastatrix (+HV Cat-Oba), ST3: aspersion con
inductores de resistencia (AS) Acido Salicilico o (FP) Fosfito de Potasio (+IR Cat-Oba), ST4:
aspersion de IR 12 h después de la inoculacion con HV (+IR (12D) /+HV Cat-Oba) y STS: aspersion
IR 12 h antes de la inoculacion con HV (+IR (12A) /AHV Cat-Oba).

*Las barras de expresion relativa del gen representan el promedio de transcritos acumulados respecto
al gen CaUBiquitina utilizado como control interno, en comparacion con hojas de plantas del ST1:
tratamiento control que no fue inoculado, ni asperjado con IRs. Los valores con barras de error con
la misma letra (mayusculas para var. Obata y minasculas para var. Caturra) no son significativamente
diferentes dentro del mismo tratamiento a través del tiempo segtin la prueba de Tuckey (P< 0.05).
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CaWRKY1

Perteneciente a una familia de factores de transcripcion, los niveles de expresion del gen
CaWRKY' accionados por la inoculacion con el hongo de roya (ST2 y en ST4 durante las 2 primeras
evaluaciones) se mantuvieron constantes y sin diferencias significativas a lo largo de las evaluaciones.
La var. Obatd mostro el nivel de expresion mas alto 8 Hdi y sus valores de expresion fueron superiores
en 4 de las 5 mediciones, ya que 72 Hdi se cuantificéd en plantas var. Caturra la acumulacién de
transcritos mas elevada de todas las evaluaciones (7 veces mas) en ambas variedades de café. Por su
parte, la aplicacion individual de IRs (ST3) promovid la expresion del gen en ambas variedades de
café, sin embargo, fue el FP en plantas de var. Obata el inductor que caus6 una mayor acumulacién
de transcritos en todas las evaluaciones. Este comportamiento producto de la aplicacion de FP en la
misma variedad, se observé 24, 72 y 360 Hdi cuando la expresion fue potenciada hasta alcanzar los
niveles mas altos de las mediciones del ST4. Por su parte, en plantas var. Caturra, la aplicacion con
FP o AS no provocod que los niveles de expresion aumentaran a través del tiempo cuando fueron
asperjadas 12 antes (ST5) o después (ST4) de la inoculacion, por el contrario, en algunas evaluaciones
parecen ser reprimidos cuando se comparan con los niveles de expresion del ST2 o simplemente
muestran valores que responden a la defensa natural de las plantas.
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Figura 8. Analisis de expresion relativa del gen CaWRKY1 relacionado con la dinamica defensiva
cuantificado en hojas de Coffea arabica var. Caturra (Cat) y Obata (Oba) en 5 evaluaciones (8-360
h) en los tratamientos: ST2: inoculacidon con H. vastatrix (+HV Cat-Oba), ST3: aspersion con
inductores de resistencia (AS) Acido Salicilico o (FP) Fosfito de Potasio (+IR Cat-Oba), ST4:
aspersion de IR 12 h después de la inoculacion con HV (+IR (12D) /+HV Cat-Oba) y ST5: aspersion
IR 12 h antes de la inoculacion con HV (+IR (12A) /4AHV Cat-Oba).

*Las barras de expresion relativa del gen representan el promedio de transcritos acumulados respecto
al gen CaUBiquitina utilizado como control interno, en comparacioén con hojas de plantas del ST1:
tratamiento control que no fue inoculado, ni asperjado con IRs. Los valores con barras de error con
la misma letra (maytsculas para var. Obata y minusculas para var. Caturra) no son significativamente
diferentes dentro del mismo tratamiento a través del tiempo segun la prueba de Tuckey (P< 0.05).
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CaRLK

Como resultado de la inoculacion del hongo de roya (ST2) las plantas de la var. Caturra
respondieron con la mayor acumulacion de transcritos 8 Hdi (5.9 veces mas) en comparacion con la
var. Obata (5 veces mas). A pesar de lo anterior, las siguientes evaluaciones mostraron que la reaccion
incompatible (Obatd) es la que gener6 cuantificaciones superiores, donde destacan dos picos de
expresion 12 y 72 Hdi (5.9 y 5.6 veces mas, respectivamente). De manera interesante, ambas
variedades generaron los niveles mas bajos de expresion 24 Hdi y cabe mencionar que atin 360 Hdi
tanto la var. Caturra como Obata siguieron expresando el gen CaRLK a un nivel significativamente
similar a las 24 Hdi, lo que posiblemente pueda contribuir a combatir la infeccion de la roya.

Los resultados cuantificados como resultado de la aspersion individual de AS y FP en las dos
variedades (ST3), no alcanzaron los niveles de expresion generados por la inoculacion del hongo, su
efecto sobre la acumulacién de transcritos es constante y sin diferencias significativas a través del
tiempo. No obstante, su aplicacion parecid causar efecto en plantas del ST4, ya que 72 Hdi el AS
potencio la expresion 4.7 y 7.4 veces mas en la var. Caturra y Obata, respectivamente. Ademas, el FP
generd un aumento en la transcripcion 24 Hdi (3 y 6.3 veces mas, var. Cat y Oba respectivamente) y
72 Hdi (3.7 y 6.3 veces mas, var. Cat y Oba respectivamente), en ambos tiempos de evaluacion niveles
mayores a los generados por la infeccion de roya en el mismo momento de evaluacion y variedades,
lo que demuestra un aumento y prolongacion de la defensa contra el hongo.

Asimismo, ambos IRs aplicados 12 Hai (ST5) no mostraron niveles de expresion con patrones
diferenciados a los del ST2, lo que nuevamente permite especular que los valores cuantificados
corresponden a la defensa intrinseca de las plantas. Especificamente, los valores de acumulacion de
transcritos en ambas variedades cuando fueron asperjadas con AS se asemejan a los del ST2,
exceptuando la evaluacion 72 Hdi donde los niveles son menores a los del T2 y como caso aislado en
la cuantificacion 360 Hdi donde la var. Obata mantuvo un nivel de expresion de 3.3 veces mas, valor
significativamente similar al obtenido 72 Hdi. Por su parte, el efecto del FP parece ser el de disminuir
la expresion, puesto que a través de las evaluaciones todos los niveles son inferiores comparados con
los del ST2, pero con la tendencia de expresion mostrada en ese mismo tratamiento.
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Expresion Relativa

Hdi

[ +Hv-Cat ZZZZ +IR-Cat BXXX +IR (12D) / +Hv-Cat =8 +IR (12A)/ +Hv-Cat
[ +Hv-Oba ZZ2 +IR-Oba BXXX +IR (12D) / +Hv-Oba EE=H +IR (12A) / +Hv-Oba

Figura 9. Analisis de expresion relativa del gen CaR111 relacionado con la dindmica defensiva
cuantificado en hojas de Coffea arabica var. Caturra (Cat) y Obata (Oba) en 5 evaluaciones (8-360
h) en los tratamientos: ST2: inoculacidon con H. vastatrix (+HV Cat-Oba), ST3: aspersion con
inductores de resistencia (AS) Acido Salicilico o (FP) Fosfito de Potasio (+IR Cat-Oba), ST4:
aspersion de IR 12 h después de la inoculacion con HV (+IR (12D) /+HV Cat-Oba) y STS: aspersion
IR 12 h antes de la inoculacion con HV (+IR (12A) /4HV Cat-Oba).

*Las barras de expresion relativa del gen representan el promedio de transcritos acumulados respecto
al gen CaUBiquitina utilizado como control interno, en comparacion con hojas de plantas del ST1:
tratamiento control que no fue inoculado, ni asperjado con IRs. Los valores con barras de error con
la misma letra (mayusculas para var. Obata y minasculas para var. Caturra) no son significativamente
diferentes dentro del mismo tratamiento a través del tiempo segtin la prueba de Tuckey (P< 0.05).
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CaGT

En este caso, como resultado de la inoculacion del hongo sobre las plantas (ST2), el nivel mas
alto cuantificado en plantas var. Caturra se alcanz6 8 Hdi (7 veces mas). Posteriormente, en las
evaluaciones 12-360 Hdi los valores de expresion fueron superiores en plantas var. Obata, siendo las
12 Hdi donde ocurrio el pico de expresion (14 veces mas) en esta variedad. Cabe destacar que la
acumulacion de transcritos en ambas variedades descendio constantemente hasta la evaluacion final.

La aspersion foliar de los inductores (ST3) también promovio la expresion de este gen, donde
resaltan los niveles de expresion obtenidos 8 y 24 Hdi por efecto del AS y FP, respectivamente, en
plantas var. Obatd, esto cuando los valores son comparados con los obtenidos en plantas del ST2
durante el mismo momento de evaluacion. De manera similar a la respuesta de otros genes, ambas
variedades mostraron que la expresion fue potenciada por efecto de la aplicacion de IRs 12 Hdi (ST4),
puesto que sus valores son mayores cuando se comparan con la respuesta en plantas del ST2.
Especificamente, el AS promovio un aumento de 6 veces mas transcritos en ambas variedades 24 Hdi
y su efecto se mantuvo 72 Hdi cuando alcanzo6 un nivel de 5.5 veces en plantas var. Caturra. Por su
parte, el FP gener6 un efecto similar en los mimos momentos de evaluacion en ambas variedades, sin
embargo, siendo mas notorio en plantas var. Obata 72 Hdi (8 veces mas). En plantas del ST5 aplicadas
con IRs 12 Hai, se cuantificaron valores similares a los obtenidos del T2, aunque cabe destacar que
los niveles de expresion obtenidos 8 y 24 Hdi producto de la aplicacion de AS en las dos variedades,
y 12 y 24 Hdi en la var. Obata por efecto del FP fueron mayores que los niveles de plantas inoculadas
con el hongo, lo que podria dar indicio del efecto “priming” por parte de los IRs.



28

i CaGT AS
16 T
I c
12 | T
N ab) B
[ - v
8 o b
[ B mB ab b
A X A
® (1| =f . 5 AR
2> 4 |~ kS ] be X228 e ab
] g:iw a - »0: A ) %
L a | eSS ) NlABE
L : el anafiiE ol ARER s ARTHT o 2T
2t a K - iy 2 KPS| <154 bt A aATA
) 1 ZARIKI AR ll AR AR AR
o 0 el A AR e [TZZKRE
c i FP
Ne)
—
s !
o 16 c
- 6 !
o X
I
12 + 8
I AB B
- c
8 B b
A AB .
S Bc 2
A A
4 r L X afilb ol a A
3} :‘:m' a A ab’ ab) 2% :: AB @
2 | a2 ARk T2 ARkl 2 a AR Rl agalTh
1 | | [EGaR R Ul ke AR
0 '/9‘ 51154 ﬂ '/3 o |% 1" l % Wledln" 5’: Yol %l A"
Hdi

3 +Hv-Cat +IR-Cat XX +IR (12D) / +Hv-Cat +IR (12A) / +Hv-Cat
[ +Hv-Oba #ZZZ +IR-Oba EX33 +IR (12D) / +Hv-Oba ==EE +IR (12A) / +Hv-Oba

Figura 10. Analisis de expresion relativa del gen CaGT relacionado con la dinamica defensiva
cuantificado en hojas de Coffea arabica var. Caturra (Cat) y Obata (Oba) en 5 evaluaciones (8-360
h) en los tratamientos: ST2: inoculacidon con H. vastatrix (+HV Cat-Oba), ST3: aspersion con
inductores de resistencia (AS) Acido Salicilico o (FP) Fosfito de Potasio (+IR Cat-Oba), ST4:
aspersion de IR 12 h después de la inoculacion con HV (+IR (12D) /+HV Cat-Oba) y STS: aspersion
IR 12 h antes de la inoculacion con HV (+IR (12A) /4AHV Cat-Oba).

*Las barras de expresion relativa del gen representan el promedio de transcritos acumulados respecto
al gen CaUBiquitina utilizado como control interno, en comparacién con hojas de plantas del ST1:
tratamiento control que no fue inoculado, ni asperjado con IRs. Los valores con barras de error con
la misma letra (mayusculas para var. Obata y minasculas para var. Caturra) no son significativamente
diferentes dentro del mismo tratamiento a través del tiempo segun la prueba de Tuckey (P< 0.05).
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Cuadro I'V. Expresion relativa acumulada-promedio de 6 genes relacionados con la dindmica defensiva cuantificados en hojas de Coffea arabica var.
Caturra (Cat) y Obata (Oba) después de 5 evaluaciones (8-360 h) en los tratamientos: ST2: inoculacion con H. vastatrix (+HV), ST3: aspersion con
inductores de resistencia (AS) Acido Salicilico o (FP) Fosfito de Potasio (+IR), ST4: aspersion de IR 12 h después de la inoculaciéon con HV (+IR
(12D) /+HV) y STS: aspersion IR 12 h antes de la inoculacion con HV (+IR (12A) /+HV Cat-Oba).

Var. Caturra Genes de Defensa
CaPR1b CaPR10 CaWRKY1 CaGT CaR111 CaRLK
Tratamiento/IR| AS FP AS FP AS FP AS FP AS FP AS FP
+HV 22,11° 17,1° | 19,11®  29,6° | 3,22° 3,51° | 3,71° 4,08 | 2,58 236 | 3,54°  3,74°
+IR 5,082 4,842 2,75 6,99 | 1,57°  271% | 1,58 1,9® | 181 2,0 | 1,85 1,95
+IR (12D) /4HV | 17,53%  10,99% | 21,33® 15,17° | 2,07 348° | 434> 3,5 | 337° 235> | 3,06° 3,19
+IR (12A) /+HV | 432 599° | 1827°  6,07%® | 3,02% 1,71% | 523> 2928 | 1717  2,16% | 2,85 1,442

Genes de Defensa

Var. Obatd CaPR1b CaPR10 CaWRKY1 CaGT CaR111 CaRLK
Tratamiento/IR| AS FP AS FP AS FP AS FP AS FP AS  FP
+HV 41,49 3744° | 1343  13,15% | 3,0° 3,73% | 523>  347%c | pqb 3.4° | 437° 4,56°
+IR 501* 10,35 | 6,060 593 | 1,64 11,75 | 2,31® 3,08 | 1,71 1,87 | 1,74* 1,82°

+IR (12D) /+HV | 27,42  22,11% | 14,19* 22,71 | 3,78® 13,08° | 5,75 6,59 | 2,88°  2,56*° | 4,04 4,97°
+IR (12A) /4HV | 5,52 2,59 6,28 50 | 1,62°  3,39* | 4,81% 594 | 184%°  146* | 3,73% 2,427

*Los valores de expresion relativa de cada gen representan el promedio de transcritos acumulados respecto al gen CaUBiquitina utilizado como
control interno, en comparacion con hojas de plantas del ST1: tratamiento control que no fue inoculado, ni asperjado con IRs. Valores con la misma
letra muestran diferencias no-significativas entre los tratamientos segun la prueba de Tuckey (P< 0.05)



30

La acumulaciéon de transcritos de la mayoria de los genes cuantificados a lo largo de las
evaluaciones y producto de las relaciones compatibles e incompatibles con el hongo de roya son los
mas altos en comparacion con el resto de los tratamientos. El cuadro IV refleja que los valores de
expresion mas elevados se obtuvieron en los genes PR, en los cuales el PR1b fue superior en plantas
var. Obatd, mientras que en Caturra correspondié al PR10. El resto de los genes cuantificados en este
mismo tratamiento (+HV) mostraron valores similares entre variedades, con una leve tendencia de
mayor respuesta en plantas de Obata.

Por otra parte, el efecto de ambos IRs aplicados individualmente generd que la expresion de
los genes CaWRKY, CaGT, CaR111 y CaRLK en ambas variedades fuera similar y sin diferencias
estadisticamente significativas con el tratamiento inoculado con el hongo, sin embargo, la aspersion
con AS y FP no gener6 el mismo efecto sobre los genes de mayor expresion relativa, CaPR1b y
CaPR10, puesto que Unicamente alcanzaron la cuarta parte o mitad de los valores del tratamiento
inoculado con roya.

Los resultados obtenidos en este trabajo resaltan un efecto potenciador de la aplicacion de IRs
posterior a la inoculacion de H. vastatrix (+IR (12D) / +HV), ya que la cuantificacion acumulada en
cada uno de los genes fue estadisticamente superior o similar, a la obtenida por la infeccion del hongo
(+HV), dato interesante a considerar para los productores cafetaleros, quienes podrian incorporar en
su estrategia de manejo contra la roya, el uso de IRs peridodicamente como compuestos para el
combate de la enfermedad una vez que la presion de indculo sea minima.

De manera general, los valores acumulados después de todas las evaluaciones por efecto de la
aplicacion temprana de los IRs (+IR (12A) / +HV) muestra un efecto de “priming” en casos aislados
como en los genes CaPR10y CaGT por consecuencia de la aspersion con AS en plantas var. Caturra,
no obstante, en los restantes genes y tipos de reaccion, los valores son estadisticamente similares a
los generados por la inoculacion con roya o inferiores, posiblemente por un efecto directamente
fungicida de los IRs (como es el caso del FP) que evitaba a la planta utilizar sus genes de defensa o
por un gasto en la maquinaria de expresion que no fue cuantificado inmediatamente y repercutio sobre
la expresion cuando ya la planta fue inoculada y ejercia su proceso de infeccion.

Discusion

La aplicacion de inductores de resistencia (IRs) como estrategia alterna al uso de fungicidas
(agroquimicos) se ha implementado con mayor frecuencia durante las Gltimas décadas en diferentes
cultivos (Gozzo & Faoro, 2013). En plantas de café (Coffea arabica) y otros cultivos, distintos
compuestos pertenecientes al grupo de fosfitos se han empleado por un amplio rango de respuestas
defensivas contra la infeccion de varias enfermedades, a través de la induccién de mecanismos
relacionados con la Resistencia Sistémica Adquirida (SAR por sus siglas en inglés). (Fernandes et al.
2014; Costa et al. 2014; Ogoshi et al. 2013; da Silva et al. 2013; Tripathi et al. 2019). Por otra parte,
el acido salicilico (AS) es conocido por su rol clave en la activacion de la red de sefiales SAR (Backer
et al. 2019; Lim et al. 2020) y su aplicacion exdgena ha disminuido la severidad e incidencia de
enfermedades, asi como la activacion de genes, factores de transcripcion y proteinas involucrados en
la dindmica defensiva de las plantas (Alemu et al. 2018; Petitot ef al. 2013; Tannuri et al. 2021).
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El objetivo de esta investigacion consistio en analizar la respuesta de genes asociados al sistema
de defensa de plantas de café una vez se realizaron aplicaciones de AS y fosfito de potasio (FP) contra
la roya, hongo biotrofico que se caracteriza por provocar la expresion de genes como los PR
(Pathogenesis-Related) para prevenir la infeccién por patégenos (Azinheira et al. 2010; Kinkema et
al. 2000). Ejemplos de estos son los genes PR1b y PR10 que codifican proteinas con actividad anti-
microbiana y ribonucleasa, respectivamente (Akbudak et al. 2020; Van Loon & Van Strien, 1999).
Los resultados obtenidos en este proyecto mostraron como en ambas variedades de café la expresion
de los genes PR es temprana, puesto que los valores significativamente superiores se obtuvieron entre
las 8-24 Hdi, resultado similar al obtenido en el trabajo de Diniz ef al. (2011), en el cual la expresion
de CaPR1b y CaPR10 en plantas de C. arabica Hibrido de Timor, HDT832/2, alcanzaron valores
maximos 21-24 Hdi con H. vastatrix.

Cabe mencionar que la acumulacion de transcritos de los genes PR varié de acuerdo con el
tiempo de la evaluacion y también respecto al tipo de reaccion entre planta-patdgeno, ya que se
observd como las plantas de Obata (reaccion incompatible) expresaron mayores niveles del gen PR1b,
caso contrario a lo sucedido con el gen PR10 donde las plantas de Caturra (reaccion compatible)
mostraron niveles superiores de expresion. Silva et al. (2008) menciona como las reacciones no-
compatibles evitan el desarrollo del hongo durante sus primeros estadios, razon por la cual es comun
observar mayores niveles de expresion de genes de defensa durante las primeras horas del ataque,
mientras que las reacciones compatibles, aunque generan los mismos compuestos de defensa tardan
mas en reaccionar, permitiendo que el hongo pueda colonizar con mayor efectividad el interior de las
células de la planta.

Por otro lado, el AS y FP mostraron tener efecto como elicitores de la expresion de los genes
PR, puesto que su aplicacion de manera individual provocd cambios en los niveles de expresion de
ambas variedades de café, asi como cuando se aplicaron en conjunto con la inoculacion de roya,
donde tuvieron un efecto potenciador o “preparador” posterior o anterior a la inoculacién con la
solucion de esporas de roya, respectivamente. Investigaciones han demostrado que la familia de genes
PR10, por su actividad ribonucleasa-antifingica, incrementa su sintesis como respuesta a posibles
infecciones por patdgenos y puede ser inducida por la aplicacion de AS (Filipenko et al. 2013; Xie et
al. 2010; ; McGee et al. 2001). Asi mismo, el AS fue reportado como activador de la cascada de
reacciones que permiten la expresion del gen CaNPR1 que controla de manera directa la expresion
del gen PR1 en plantas de café (Barsalobres-Cavallari ef al. 2013). Por su parte, los fosfitos ademas
de su efecto como fungicida directo también son conocidos por su eficacia para activar SAR a través
de la acumulacion de AS vy elicitar la expresion de genes de defensa y proteinas relacionadas con la
patogénesis (Gozzo & Faoro, 2013; Ogoshi et al. 2013) de manera constitutiva o cuando las plantas
sufren el ataque de un patogeno (Monteiro et al. 2016; Orober et al. 2002; Eshraghi et al. 2011;
Fernandes et al. 2014; Groves et al. 2015).

El gen CaR111 es clasificado como un gen putativo con actividad nucleasa segiin GenBank y
la investigacion de Ascencio-Ibafiez et al. (2008) en la cual se realizd un andlisis de microarreglos
del transcriptoma de la planta de 4. thaliana inoculada con el virus CaLCuV (cabbage leaf curl virus),
mostro que el gen analogo al CaR111 se encontraba enlistado como parte de los genes involucrados
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por la via del AS en respuesta al ataque de patégenos. De forma similar, en este trabajo se evidencio
que la inoculacion con el hongo de roya y la aplicacion con los IRs generaron un cambio en los
patrones de expresion del gen en ambas variedades de café a través de las evaluaciones. Cabe resaltar
que las reacciones compatibles mostraron niveles de expresion superiores durante las primeras horas
de infeccion, y a partir de las 12 Hdi la reaccion incompatible generé mayores niveles de transcritos,
caso relacionado con lo obtenido en el trabajo de Ramiro et al. (2009) donde las plantas de var. Tupi
(reaccion incompatible) mostraron un promedio de expresion menor desde las 18-24 Hdi, en
comparacion con la var. Catuai (reacciéon compatible) y mayor después de las 36-45 Hdi.

La familia de factores de transcripcion WRKY (solo encontrada en plantas) ha sido
caracterizada por influir en distintas funciones bioldgicas entre la que destaca su respuesta sobre-
regulada por la infeccién de patdgenos o factores abidticos (Ulker & Somssich. 2004).
Especificamente, CaWRKY'1 fue identificado por su sobreexpresion en reacciones incompatibles con
el hongo de roya (C. arabica var. Caturra vs raza V1'y C. arabica var. Tupi vs raza Il) y aplicaciones
exodgenas de hormonas como AS (Ramiro et al. 2009). Al igual que el caso anterior, en esta
investigacion fue posible observar que la acumulacion de transcritos del gen CaWRKY1 fue mayor
en plantas de var. Obata (reaccion incompatible) durante la mayoria de las mediciones, exceptuando
el valor obtenido 72 Hdi donde las plantas var. Caturra expresaron el valor mas elevado de todas las
evaluaciones en ambas variedades. Cabe destacar que sus niveles de expresion se mantuvieron
constantes y no mostraron un declive a lo largo del ensayo. Ademas, su expresion fue influenciada
por la aspersion con IRs en las dos variedades de café. Al igual que la investigacion de Ganesh et al.
(2006) y Petitot et al. (2013) en los cuales plantas de var. Caturra aumentaron la expresion del gen
CaWRKY' por la aspersion de AS, en esta investigacion ambas variedades mostraron cambios en la
expresion del mismo gen cuando el IR fue aplicado de manera individual. Asi mismo, el efecto del
AS 12 horas antes de la inoculacién de roya tuvo un efecto de “priming” en las plantas (8 Hdi),
mientras que su efecto posterior a la inoculacion (12 horas después de la inoculacion) aument6 la
expresion del gen en la evaluacion 72 Hdi, sin embargo no al mismo nivel o superior al generado por
la infeccion del patogeno, posiblemente debido al efecto auto-regulador y de supresion que tienen los
genes de la familia WRKY, puesto que poseen en sus promotores, elementos (W boxes) que les
permiten ser su propio objetivo (regulacion por retroalimentacion) (Eulgem et al. 2000; Eulgem &
Somssich. 2007).

De manera interesante, el gen ortélogo de CaWRKY1 en plantas de 4. thaliana, AtWRKY®6,
actiia como un regulador positivo de genes PR (Petitot ez al. 2008), lo que posiblemente se relacione
con los resultados de esta investigacion donde los patrones de expresion de los genes CaPR10 y
CaPR1Db en diferentes momentos de evaluacion coinciden con los del CaWRKY1 (ejemplo el valor
de expresion de CaWRKY1 y CaPR10 72 Hdi en plantas de Caturra del ST2). Por otra parte, a
diferencia del AS que provoco una respuesta moderada de la expresion del gen WRKY (similar a la
investigacion de Ramiro et al. 2010), el FP mostr6 activar de manera significativa la expresion de
este (de manera individual o en conjunto con la inoculacion del hongo en diferentes momentos),
ademas de cuando se compara con los niveles de expresion generados por la infeccion del hongo.
Resultados similares se observaron en S. tuberosum que aument6 la expresion del gen StWRKY,
relacionado con mecanismos de defensa contra P. infestans, cuando se atomizé con una solucion de
FP (Machinandiarena et al. 2012).
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El gen CaRLK (proteina de la familia quinasa con dominio rico en repeticiones de leucina),
pertenece al grupo de secuencias codificantes de proteinas receptoras localizados en la superficie de
la célula y estan involucrados en diferentes procesos como reguladores de las sefiales comunicativas
célula-célula o célula-medio ambiente, como por ejemplo receptores reconocedores de patrones
moleculares (MAMPs o PAMPs por sus siglas en inglés) que poseen los patéogenos que arriban como
amenaza para las plantas (Ou et al. 2020; Tang et al. 2017; Afzal et al. 2008). Los resultados de esta
investigacion mostraron como las plantas de ambas variedades cuando fueron inoculadas con el
hongo de roya, generaron un patroén de expresion del gen CaRLK similar 8, 12 y 72 Hdi, cuando se
acumularon considerablemente transcritos en comparacion con los tiempos de evaluacion siguientes,
siendo mayor en Caturra en la primera hora de evaluacion y en Obata en las siguientes dos. Este
comportamiento se asemejo al trabajo de Ramiro et al. (2009), donde se observd como este mismo
gen aumento su expresion en relacion con los momentos de desarrollo del haustorio primario (18-24
Hdi) y secundario (36-35 Hdi) en plantas de café var. Catuai y Tupi. Pires de Almeida et al. (2021) y
Florez et al. (2017) demostraron también como la expresion de genes RLK aument6 24 Hdi producto
de una reaccion incompatible en plantas de café HdT inoculadas con H. vastatrix, lo que refleja como
las plantas con caracteristicas de resistencia a la roya reconocen el patdgeno en sus primeras etapas
de desarrollo (pre-haustoriales) para inducir una répida cascada de respuestas defensivas.

Por su parte, la aplicacion individual de los IRs provoco que las plantas expresaran el gen
CaRLK, alcanzando valores maximos en distintos momentos de la evaluacion, 24 y 72 Hdi en plantas
de Caturra y Obata, respectivamente una vez aplicadas con AS y a las 8 Hdi por efecto del FP en
ambas variedades de café. Aunque la aspersion por si sola de cada IR no mostro valores de expresion
tan altos como los generados por la inoculacién, si mostraron tener un efecto potenciador de la
acumulacion de transcritos posterior a la inoculacion (efecto de AS y FP en ambas variedades 24 y
72 Hdi), asi como el efecto de “priming” (efecto AS 8 Hdi en ambas variedades). Este efecto producto
de la aplicacion de IRs se ha observado en la planta modelo A. thaliana, donde genes pertenecientes
a la familia de RLKs son super-regulados ante la aplicacion exdgena de AS (Ohtake et al. 2000),
mientras que agonistas del AS como el Acibenzolar causan un efecto potenciador de respuesta ante
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) a través del incremento de receptores RLKs
(Tateda et al. 2014). Asi mismo, la atomizacion con FP en plantas de papa ha provocado el incremento
de la expresion de genes RLK, mismos genes que responden ante la infeccion de hongos como P.
infestans (Feldman et al. 2020; Han et al. 2021).

Un factor importante en el desempefio del AS como activador de la via SAR esta relacionado
con su disponibilidad inmediata para que las plantas reaccionen rapidamente ante el ataque de un
patogeno o su almacenamiento en compuestos mas estables para luego ser descompuesto en formas
mas simples. La glucosilacion del AS es una de las maneras para conservarlo a largo plazo en las
plantas, ya que consiste en la transferencia de una molécula de aztcar proveniente de nucleodsidos di-
fosfatos mediante enzimas llamadas UDP-glucosiltransferasas (UGTs) (Lim ef al. 2002), proceso que
vuelve mas estable la hormona. Esta transformacion del AS ocurre en varias plantas, incluyendo la
planta de tabaco (Nicotiana tabacum) donde se identificd la secuencia de ADN para referenciar la
UDP-glucosiltransferasa de C. arabica, y una vez glucosilado es conocido como 2-O-3-D-glucésido
(SAQG); este se encuentra principalmente en las cercanias de lesiones necrdticas producto de
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respuestas hipersensitivas (Lee & Raskin, 1999). En plantas de tabaco se ha demostrado que la accion
de la transferasa es promovida por la aplicacion exdgena de acido salicilico o la inoculacion de
patogenos, ya que la adicion de una molécula de aztcar al AS le permite tener mayor solubilidad para
su transporte (Lee & Raskin, 1999, Taguchi ef al. 2001). Lo anterior, se evidenci6 a través de los
picos de expresion del gen CaGT en plantas de ambas variedades inoculadas con el hongo de roya (8
y 12 Hdi en Caturra y Obat4, respectivamente) y también, aunque en menor cuando fueron aplicadas
con el IR, ya fuera de manera individual o en conjunto con la inoculacién. Debido a la ya expuesta
relacion en la induccion del SAR por efecto del FP, es también posible entender que este IR haya
ocasionado que los niveles de expresion del gen CaGT respondieran ante la aplicacion del IR, caso
similar al obtenido en plantas de Lupinus angustifolius donde el contenido de acido salicilico
glucosilado, SAG, aumentd posterior a la aspersion con 0.25% de solucion de fosfitos, indicativo de
mayor actividad de la transferasa (Groves et al, 2015).

Conclusiones

El presente estudio demostrd que la aplicacion de acido salicilico y fosfito de potasio como IRs
provoca la expresion de genes relacionados a la defensa contra el patdgeno de roya en plantas de dos
variedades de café. Ademas, se pudo demostrar que los mismos genes logran responder a la infeccion
con esporas de este hongo como parte de la respuesta de defensa de la planta de café. El tipo de
reaccion, compatible o incompatible, ante la infeccion del hongo genera que los niveles de expresion
de genes de defensa se comporten diferente en las variedades de café, donde pueden ser
significativamente mayores durante las primeras horas de infeccion y posteriormente disminuir
permitiendo la culminacion del desarrollo del hongo o aumentando de manera gradual y manteniendo
sus niveles a través del tiempo para contener etapas importantes como la germinacion o generacion
de células haustoriales.

La aplicacion de los IRs ademas de promover la expresion de varios genes de defensa, también
funcionan en algunos casos como preparadores ante el potencial ataque del patégeno de roya, sin
embargo, otras investigaciones son necesarias para corroborar el evento de “preparador”. Asi mismo,
es claro que su aplicacion pocas horas después de las primeras etapas de desarrollo del hongo funciona
como un potenciador de la expresion de los genes, alcanzando niveles superiores a los provocados
por la infeccidn, lo que permite extender la defensa por un tiempo mas prolongado y posiblemente
combatir H. vastatrix en sus etapas criticas de desarrollo.

Finalmente, es necesario entender que la expresion de los genes de defensa influidos por la
inoculacion del hongo o aplicacion de un IR, no se mantiene por tiempos prolongados (mayor a 72
Hdi). Es posible que los picos de expresion sean transitorios y respondan a la presion del indculo
presente en las plantas, dado que el gasto energético de la planta seria muy grande si el sistema de
defensa permaneciera siempre activo. Los niveles de expresion en plantas con resistencia a la roya
como la var. Obata pueden influir sobre la contencién inmediata de la infeccion, lo cual favorece a su
desarrollo e inversion de fitoasimilados en etapas como el llenado de fruta.
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