ética

a enferm es

Entre las alternativasde manejo de enfermedades, ademés de los controles

~ quimico, 'biélégicoy cultural, se encuentrael control genético, que sérefiere

aluso de la fésistencia a los patégenos y que ocurre de manera natural én las
poblagiones. Fon plantas silvestres, la regeneracion biolégica y la diversidad
genética impiden gue un organismo afecte de marera significativa a da
poblacion ya quelen estos ecosistemas se presenta un eqmllblao armoénico”,

enel cual no predominan-plantas con mayor resistencia, ni razas de patégenos

con mayor virulencia (Browning ¥ Frey, 1969). En las plantas cultivadas
esta resistencia natural se fue perdiendo durante €l proceso de domesticacion

de las especies; plantas mas digeriblés o de'mejor saborse vieron favoreadas 7
sobré aquellos. individuos que producian repelencia o indigestion, como

inhibidores de proteinasas. Igualmente el.embudo genético, resultante del

mono@ultivo, pudo favorecer a. aquellas plantas con frutos mds grandes o de”
crecimiento mis rapido sin que nécesariamente estuvieran asociadas a las,

caracteristicas de resistencia a enfermedades. Finalmente, se debe considevar
el desarrollo prolongado de cultivares en sus sitios de origen, donde pudieron
seleccionarse por su resistencia ante los patogenos presentes y que en el
momento de ser desplazadas hacia distantes lugares de produccion; tuvierbn

que enfrentarse a nuevos agentes infecciosos para los cuales no existia ningtins,

tipo de defensa; o que los cultivos fueron inicialmente adaptades sin sus
patogenos y €stos licga:on posterlorme.nte

Como rcSUtho, la pmducmén agnco]a depende ahora de especies optimizadas
durante cientos o miles de afos para lasnecesidades alimentarias del hombre,

Alvaro L. Gaitin Bustamante
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_ pero que son susceptibles a enfermedades
que en un momento determinado pueden
causar grandes pérdidas econémicas. Esta
situacién obliga a un constante monitoreo y
aplicacién de medidas de control, que
ademas de incrementar los costos de
produccién, pueden afectar de manera
significativa el equilibrio del medio
ambiente y la salud de trabajadores agricolas
y consumidores. Con el desarrollo de la
genética se pudieron entender mejor los
principios de la herencia de la resistencia, y
de manera dirigida se iniciaron los
experimentos de mejoramiento genético de
variedades cultivadas, que han restaurado
con éxito, al menos parcialmente, esa
resistencia perdida. La incorporacién de esta
resistencia y su expresién en campo es la
alternativa més deseable para el control de
una enfermedad.

La especie
Coftfea arabica L.

A pesar de ser un cultivo relativamente joven
para la humanidad, pues se siembra
comercialmente desde hace menos de mil
afios, el café también sufrié las consecuencias
de los procesos de domesticacién y
distribucién de su cultivo. Originario de
Africa y cultivado inicialmente en la
Peninsula Aribica, el café fue llevado

paulatinamente a las colonias europeas a
partir del siglo XVIII. A partir de unas
pocas plantas del Jardin Botanico de Paris
se inici6 el cultivo de café en América
(Anthony et al,, 1999), con lo que su base
genética se vio reducida al minimo.
Actualmente, C. arabica es la especie mas
cultivada en el mundo (75% de’ las

Aesistencia zenética a enlermedades

plantaciones) y la tnica sembrada
comercialmente en Colombia. Debido a ese
particular proceso de distribucién, las
plantaciones actuales de café presentan un
bajo nivel de diversidad genética y por
consiguiente, las variedades conocidas como
Borbén, Tipica y Caturra son igualmente
vulnerables a enfermedades y plagas como
la roya del cafeto (Hemileia vastatrix), el mal
de la cereza (CBD, Colletotrichum kahawae)
y la broca del café (Fypothenemus hamper),
un insecto del orden Coleoptera, entre las
m4s importantes. Mundialmente, las
pérdidas estimadas por enfermedades en café
son del 14,8%, o cerca de mil millones de
délares anuales (Oerke ez al., 1994).

C. arabica es una especie tetraploide (2n=44
cromosomas) y autofértil, a diferencia de
todas las especies conocidas del género Coffea
que son diploides, (2n=22 cromosomas) y
autoincompatibles (presencia de alelos S de
incompatibilidad). Esta incompatibilidad
cromosomal entre C. arabica y las demds
especies de café ha hecho el trabajo de
mejoramiento convencional mucho mds
dificil dado que la transferencia de
caracterfsticas de interés estd afectada por
inestabilidades cromosémicas (Beckerezal.,
1991). Por esta razén, las recolecciones de
individuos silvestres llevadas a cabo en
Etiopfa, el sitio de origen de C. arabica, por
las misiones de la FAO en 1964 y la
ORSTOM en 1966 (Guillaumet y Hallé,
1978) representan hoy en dia un recurso
genético de inmenso valor para la busqueda
no sélo de genes de resistencia sino también
de otras caracteristicas agronémicas de
interés.
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La roya del cafeto,
Hemileia vastatrix
Berk. & Br.

Aunque se conoce de materiales de C.
arabica resistentes a la llaga macana
(Ceratocystis fimbriata; Castillo y Castro,
1999) o al CBD (Colletotrichum kahawae;
Castillo y Alvarado, 1987), el mayor
entendimiento se tiene con respecto a la
resistencia a la roya anaranjada del cafeto,
cuyo agente causante es el hongo
basidiomiceto Hemileia vastatrix. La roya
es un pardsito obligado que no presenta
hospedantes alternos en su ciclo de vida y
que no depende de teliosporas o
basidiosporas para su dispersion. En el
mundo, la roya es la enfermedad del cafeto
mis difundida, causante de epidemias que
pueden reducir la produccién en un 30%
lo cual elimina cualquier margen de
ganancia para el productor (Eskes, 1979).

Tipos de resistencia

De acuerdo con Van der Plank (1984), las
plantas exhiben dos tipos de resistencia a
los patégenos. Uno es el que se presenta en
interacciones especificas o de gen-por-gen,
en el que la planta genera una reaccién de
hipersensibilidad ante la presencia del

patégeno, bloqueando por completo su
desarrollo en el hospedante. Esta resistencia
es conocida como resistencia completa o
vertical. Las plantas también pueden
provocar una reaccién menos especifica que
permite el desarrollo del patégeno pero de
una manera lenta, lo cual resulta en un
desarrollo de la epidemia a niveles muy bajos

y.en una menor cantidad de inéculo
producido. Esta resistencia es conocida
como incompleta u horizontal.

Se ha sugerido que la resistencia completa
esta determinada por la expresion de unos
pocos genes mayores v de caracteristicas
cualitativas, mientras la incompleta estd dada
por la accién de muchos genes menores y
es de tipo cuantitativo. De igual forma se
menciona que la resistencia completa es
rapidamente vencida por la dindmica del
pat6geno ante una alta presién de seleccion,
y que la resistencia incompleta puede ser
mds durable debido, precisamente, a su
naturaleza inespecifica y poligénica
(Parlevliet, 1993). Resultados en diferentes
patosistemas sugieren que estos conceptos
no siempre pueden generalizarse en la
practica.

En cualquiera de estos dos tipos de
resistencia las plantas comparten un sistema
de defensa celulary molecular que involucra
dos mecanismos basicos: Un reconocimiento
de tipo constitutivo por parte de los genes
R, que reaccionan ante la presencia de
moléculas especificas del patégeno; y una
respuesta inducida por el reconocimiento a
cargo de los genes de defensa que puede
ser de tipo local, en la célula misma que esta
siendo atacada, o sistémica, donde se activan
las defensas en tejidos de la planta que no
han sido expuestos al patégeno.

Genes de resistencia
y defensa

Los genes de resistencia especifica (genes

R) actian como moléculas receptoras que -



reconocen particularmente a un gen de
avirulencia en el patégeno (interaccién gen-
por-gen). Varios genes de resistencia han
sido clonados gracias al desarrollo de mapas
genéticos en plantas modelo como tabaco,
tomate y Arabidopsis sp. A pesar de provenir
de plantas diferentes y de interactuar con
patégenos diversos, se ha determinado una
similitud estructural entre estos genes, por
lo cual, se les considera miembros de una
superfamilia (Baker ez a/., 1997), la que por
homologia puede estar también presente en
los genes R de café. Con esta premisa
recientemente se identificaron secuencias de
ADN del tipo NBS (nucleotide binding
site), similares a las presentes en uno de los
tipos de genes de resistencia descritos
(Gonzales et al., 2002).

Al igual que ocurre con los genes de
resistencia, las plantas poseen un juego de
genes de defensa comunes que se expresan
ante el ataque de patégenos. Uno de esos
juegos se conoce como Proteinas
Relacionadas con Patogénesis (Proteinas
PR), en el que se han identificado enzimas
hidroliticas de tipo quitinasas o 1-3
glucanasas. También se tienen colecciones
de lectinas o aglutininas, que son proteinas
que se unen especificamente a carbohidratos
ubicados en las paredes de los patégenos
afectando su crecimiento, asi como proteinas
que inactivan ribosomas(RIPs) que inhiben
la sintesis de proteinas del patégeno
mediante la inactivacién de las subunidades
28S de los ribosomas (Broglie y Broglie,
1993).

Otros genes de defensa muy estudiados
estan involucrados en la sintesis de

- oy
AT esistencia cendética a enfermedades

fitoalexinas y endurecimiento de la pared
celular, entre los que se encuentra
principalmente la fenilalanina amonio liasa
(PAL), que también sintetiza 4cido
salicilico, involucrado en la induccién de la
respuesta sistémica (Hammond-Kosack y
Jones, 1996). La presencia de genes
ortélogos de este tipo en café ha sido
demostrada mediante la clonacién y
caracterizacién de uno de los genes de PAL,
basado en la amplificacién por PCR usando
primers disefiados a partir de secuencias
consenso halladas en genes similares en otras
plantas. Mediante southern blots se
determiné que la familia del gen de PAL
estaba compuesta por lo menos por cinco
genes, tanto en C. arabica var. Caturra,
como en el Hibrido de Timor (Gaitan,
1998).

La expresion de estos dos grupos de genes
puede causar la muerte de la célula
hospedante (apoptosis), la generacién de
barreras fisicas (lignificacién), el ataque
directo al patégeno mediante proteinas
(quitinasas, glucanasas) o metabolitos
secundarios (fitoalexinas), y las defensas de
tejidos sanos (4cido salicilico), que en
conjunto afectan el desarrollo normal del
patégeno en la planta (Figura 3)
(Hammond y Jones, 1996; Baker ez al,
1997).

En cuanto al conocimiento de genes ligados
a la resistencia incompleta se han
caracterizado hasta el momento QTLs
(quantitative trait loci, o loci de caracteres
cuantitativos) para resistencia a nematodos
(Van der Voort et al., 1998), hongos (Qi et
al., 1998), bacterias y virus (Caranta ez al.,
1997) y dos genes de resistencia parcial,
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Enlaces cruzados de
proteinas de

Fieura 3

Mecanismo general de resistencia en plantas. La interaccion entre los productos de genes de

resistencia (Rp), a nivel de membrana citoplasmatica o en el citoplama, con los productos de
los genes de avirulencia de un patogeno, causan la activacion en el micleo de los genes de
defensa, o la activacion de proteinas del citoplasma, que conllevan a modificar la pared celular
del hospedante, a inducir la muerte celular, a atacar directamente al patégeno o a difundir la
sefial de alerta en toda la planta (modificado a partir de Hammond-Kosack y Jones, 1996).

12C, que confiere resistencia incompleta a
Fusarium oxysporum en tomate y Xa21D, un
gen de arroz que confiere resistencia parcial
a Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Wang et
al.,1998). Estos genes presentan la estructura
general encontrada en la superfamilia de
genes R en plantas.

Genética
de la resistencia a
roya en café

La resistencia completa en la interaccién
café-roya del cafeto esta gobernada por el
principio de gen-por-gen descrito por Flor
(1956), segtin el cual, para cada gen de
virulencia del patégeno existe un gen de

resistencia en el hospedante. Reacciones
incompatibles (resistencia), ocurren cuando
un gen de virulencia dominante (gen de
avirulencia) se encuentra con un gen
dominante de resistencia en la planta.
Reacciones compatibles (enfermedad), se
presentan cuando el patégeno posee genes
de virulencia recesivos o el hospedante genes
de resistencia recesivos. La resistencia
completa del café a la roya se nge por nueve
genes dominantes denominados SH a SH,
LosgenesSH ,SH,,SH _y SH_ provienen
de descendientes de C. arabica. Elgen SH,
parece provenir de la especie C. liberica
mientras que los demds (SH,, SH_, SH_y
SH,) se encontraron en materiales de origen
interespecifico, como el Hibrido de Timor



y sus derivados cuya resistencia procede de
C. canephora (Noronha y Bettencourt, 1967;
Bettencourty Noronha, 1971). Laexistencia
de este nimero de genes de resistencia
conlleva la presencia de mds de treinta
diferentes razas de roya, originadas por las
combinaciones de los correspondientes
genes de virulencia e identificadas en el
Centro de Investigaciones de las Royas del
Café (CIFC) en Portugal (Kushalappa,
1989).

En Brasil, la resistencia incompleta en café
ha sido estudiada principalmente en la
especie C. canephora var. Conil6n (Cadena,
1978; Eskes, 1983), en C. arabica (Eskes y
Carvalho, 1983), y en los hibridos Icatu
(Eskes y Da Costa, 1983), H de T, y cruces
de Hde T x C. arabica (Eskeset al., 1990).
Genéticamente se observé que en la variedad
Conilén la resistencia es de tipo poligénica
y durable, aunque est4 afectada por factores
medioambientales, mientras que en Icatu
(C. arabica x C. canephora tetraploide), y
algunos derivados del H de T, es de tipo
mono u oligogénica. En las accesiones
etiopes de C. arabica se encontraron sélo
bajos niveles de resistencia incompleta.

En café, el estudio molecular de los genes
involucrados en las reacciones de defensa
ha sido muy escaso limitandose hasta ahora
a trabajos sobre proteinas de defensa
en el Laboratorio de
Investigaciones de la Quimica del Café
(LIQC), y a la clonacién del promotor y
parte de la secuencia codificadora de un gen
de la familia de la fenilalanina amonio liasa
(PAL). Inicialmente, la cinética de los
productos de los genes de PAL, superéxido

realizados
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dismutasa (SOD) y lipoxigenasa (LLOX)
fue comparada para las variedades Caturra
y Colombia. Almario (1992) encontré que
las variedades resistentes a la roya del cafeto,
Hibrido de Timor y variedad Colombia,
exhibian una actividad de PAL. mayor que
la variedad susceptible Caturra (10 a 13
pkatales/mg, comparado con 3,5 pkatales/
mg). Por su parte, Rojas ez al. (1993)
observaron un incremento en la actividad
de LOX durante el desarrollo de la reaccién
hipersensitiva en las 1interacciones
incompatibles, y Dazaez a/. (1993) describen
la presencia de dos isoenzimas adicionales
de Cu-Mg SOD en la variedad Colombia,
comparada con la variedad Caturra.

Mejoramiento de
C. arabica
por resistencia a roya

La variedad Colombia

Tradicionalmente, Tipica, Borbén y
Caturra han sido las variedades de C. arabica
cultivadas en Colombia. Estas variedades
producen un café de alta calidad pero son
muy susceptibles a plagas y enfermedades
que se han mantenido en equilibrio por
medio del biocontrol natural. En 1968,
Cenicafé comenzé un programa de
mejoramiento genético con el propésito de
crear un cultivar de C. arabica que
preservara la tradicional calidad en taza, pero
a la vez, incorporara una incrementada
diversidad genética, con resistencia durable
contra la roya del café, homogeneidad
fenotipica y alta productividad (Castillo y
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Moreno, 1986). En este programa se
utilizaron el Hibrido de Timor como
parental resistente y C. arabica var. Caturra
como padre recurrente. El resultado fue la
variedad Colombia, una variedad compuesta
obtenida mezclando las semillas de los
mejores materiales de las generaciones F5 y
Fé6, con resistencia a la roya, con una
adaptacién éptima al clima y los suelos de
la zona cafetera colombiana, y la primera
variedad mejorada de café utilizada en
nuestro pais.

Durante veinte afios la variedad Colombia
ha sido cultivada continuamente en una
superficie cercana a 234.000 hectareas, que
representan un 27% del drea cafetera del pafs
(Federacién de Cafeteros, 1997), cubriendo
los diversos microambientes que conforman
la zona cafetera colombiana. Esta variedad
ha estado constantemente expuesta a la roya
y ha exhibido por mas de 18 afios resistencia
de tipo completa. Desde mediados de la
década de los 90s, y como era de esperarse,
se han detectado nuevas razas del patégeno
que han vencido la resistencia completa en
algunos componentes de la variedad. Sin
embargo, la fuerte base genética de las
plantaciones ha permitido que la
enfermedad no llegue a niveles econémica-
mente importantes, y mejor ain, que no se
requiera todavia la aplicacién de quimicos
para su control. Segtin datos recientes, la
incidencia de la enfermedad medida en una
escala de 0 a 9 (Eskes y Toma-Braghini,
1981) es de apenas un 20% y el promedio
de severidad es de 0,5 lo cual sugiere que
un 76,6% de la poblacién exhibe resistencia
completa, un 20,3% sélo presenta resistencia
incompleta y un 3,1% es completamente

susceptible a las nuevas razas (Moreno y

Alvarado, 2000).

De manera previsiva, Cenicafé inicié desde
1988 un programa de seleccién de
germoplasma por resistencia incompleta a
H. vastatrix (Alvarado, 1992). El programa
se 1nic16 con el estudio de plantas de la
progenie del cruce de C. arabica variedad
Caturra x H. de T., que no presentaban
resistencia especifica asociada a reacciones
de hipersensibilidad en condiciones de
campo. La ausencia de resistencia en estas
plantas se debe quizas a segregacion de los
genes R presentes en los parentales, o por la
presencia de razas especificas a ellas. Las
lesiones de roya presentes en estos materiales
son bien definidas con esporulacién
facilmente detectable. Sin embargo, si se
comparan con los materiales susceptibles se
observa una clara dilacién en el inicio de la
epidemia y un lento progreso de la
enfermedad (Cortinay Alvarado, 1994). De
acuerdo con Vanderplank (1984), esta
reaccién se puede deber a la presencia de
resistencia incompleta, o a una resistencia
residual remanente de los genes de resistencia
completa vencidos por el patégeno. Por este
motivo, se desarrollaron plantas selec-
cionadas del cruce de Caturra x H. de T,
que carecen de genes de resistencia completa,
con el fin de permitir la expresién de la
resistencia incompleta y que actualmente se
estan evaluando en campo.

El programa de mejoramiento genético de
Cenicafé continda generando materiales que
posean los dos tipos de resistencia, completa
e incompleta; sin embargo y, debido al largo
ciclo juvenil del cafeto, este es un proceso



que toma un tiempo largo. Una solucién
complementaria consiste en el uso de la
biotecnologia para acelerar la seleccion de
materiales promisorios (seleccién asistida
con marcadores) o para generar nuevos
materiales mediante transformacién
genética. Cenicafé inicié en 1993 trabajos
en este sentido, tendientes a desarrollar
técnicas de transformacién genética y
encontrar marcadores moleculares

Alesistencia zenctica d enfermedades

(RAPDs y Microsatélites) asociados a
caracteristicas fenotipicas o para la
construccion de un mapa genético. Todas
estas herramientas, combinadas con la
exploracion de la coleccién de genotipos
de café permitirdn el desarrollo de nuevas
variedades que faciliten el manejo de
enfermedades y plagas por parte de los
caficultores colombianos.
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