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VARIABILIDAD MOLECULAR DE Hemileia vastatrix BERK. &
BR. EN DOS ESTADOS DE VENEZUELA BASADA EN
MARCADORES RAPD Y REMAP

Emma Ramirez Poletto!, Dorian Rodriguezl, Alexander Hernandez?,
Eveline Teixeira Caixeta’ y Denia Pires de Almeida

RESUMEN

La roya de la hoja de café, causada por Hemileia vastatrix Berk. y Br. (Hv), es la enfermedad econémicamente mas importante de
ese cultivo a nivel mundial. El hongo presenta mas de 50 razas fisioldgicas identificadas que reflejan considerablemente su
diversidad genética bien por mutaciones, o la presencia de genes transponibles. En este estudio, a través del uso de marcadores
RAPD y REMAP se caracterizaron, entre las dos técnicas, un total de 21 aislamientos del hongo incluidas la raza XXXIX y dos
patotipos HvOlve y Hv02ve identificados para Venezuela y 3 testigos (Rz Il, Rz XXXIIl y Hv05) provenientes de Brasil; los
aislamientos fueron colectados en los estados Lara y Tachira. Se realizo la extraccion de ADN de las diferentes cepas colectadas;
y la amplificacion de los fragmentos al azar fue realizada con 26 iniciadores de las series OPA, OPB, OPC, OPD, OPE, OPF,
OPG, OPH, OPK, OPL, OPM, OPN, OPO y OPP, y la de REMAP con 5 combinaciones LTR/ISSR (48F/D1C, 48R/D1C,
48R/T1C, 81F/D1C y 81F/T1C) mediante protocolos establecidos. El anélisis estadistico se realizd utilizando el programa
InfoGen. Los resultados mostraron que 92,11 % (RAPD) y 96,55 % (REMAP) de bandas amplificadas eran polimérficas (PIC), y
el contenido de informacién polimoérfica varié de 0,15 a 0,32, lo que sugiere una alta diversidad genética entre las cepas de Hv.
Asi mismo, en ambos marcadores se formaron 3 grupos discriminados por ubicacion geografica y piso altitudinal.

Palabras clave adicionales: Roya del café, zonificacion geografica

ABSTRACT

Molecular variability of Hemileia vastratix Berk. & Br. in two Venezuelan states based on RAPD and REMAP markers
Coffee leaf rust, caused by Hemileia vastratix Berk. and Br. (Hv), is economically the most important disease of this crop
worldwide. More than 50 physiological races have been identified, which indicate its genetic diversity, due to either by genetic
mutations or by the presence of transposable genes. In this study, a total of 21 isolates of the fungus were characterized using
RAPD and REMAP markers between the two techniques, including race XXXIX, two pathotypes HvOlve and Hv02ve, which
were previously identified for Venezuela, and three control isolates (Rz Il, Rz XXXIIl and Hv05) from Brazil. Isolates were
collected in the states of Lara and Téchira. After DNA extraction, RAPD was performed using twenty six primers of the OPA,
OPB, OPC, OPD, OPE, OPF, OPG, OPH, OPK, OPL, OPM, OPN, OPO and OPP series; and REMAP with five combinations
LTR/ISSR (48F/D1C, 48R/D1C, 48R/T1C, 81F/D1C and 81F/T1C), using standard protocols. Statistical analysis was realized
using the Infogen program. Results showed that 92.11% of RAPD and 96.55% of REMAP amplified bands were polymorphic and
its information (PIC) varied from 0.15 to 0.32, which suggests a high genetic diversity among the Hv isolates. In addition, in both
markers three groups were formed, discriminated by geographic distribution and altitude.

Additional keywords: Coffee rust, geographic zoning
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dificiles que contribuyeron a un manejo sub

La roya de la hoja de café (CLR), causada por
Hemileia vastatrix Berk. y Br., (Hv) es la
enfermedad econdmicamente mas importante de

ese cultivo (en particular de Coffea arabica)
donde cultivares susceptibles y sin préacticas de
control pueden experimentar pérdidas de
produccion de méas del 50 % (Zambolim y
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de Productores Agropecuarios de Venezuela
(FEDEAGRO) que la produccién de café en
Venezuela bajé de 28 a menos de 8 quintales por
hectarea, merma considerable, que ha sometido a
la pobreza a muchas familias caficultoras del pais.
La misma pudo deberse a la falta de un plan de
monitoreo constante de la incidencia de la roya y
de investigacion sobre razas y variabilidad
genética. A consecuencia de esto, los productores
del rubro comenzaron a migrar a cultivos de ciclo
corto, con los que podian recuperar mas
rapidamente la inversion. Por su parte, la
introduccion de variedades de café de otros paises
sin cumplir con las normas fitosanitarias, podria
ser una fuente de razas nuevas en el pais para las
gue no se disponga de los genes de resistencia.

Los estudios de variabilidad genética del
hongo generalmente han sido realizados mediante
pruebas de infecciébn en una serie de clones
diferenciales de café; como consecuencia de estos
trabajos, ha sido posible identificar y caracterizar
mas de 50 razas del hongo (Zambolim y Texeira,
2021). Sin embargo, Gouveia et al. (2005)
indicaron que el namero de series diferenciadoras
existentes no es suficiente para la caracterizacion
de algunos patotipos con un amplio espectro de
virulencia, evidenciando que al menos 10 aislados
no pudieron ser discriminados por las plantas
diferenciadoras del Centro Internacional de la
Roya del Café, asi como también detectaron razas
desconocidas en varios paises productores.

Desde 1932, el reporte de razas de Hv ha sido
constante; asi mismo sus revisiones 'y
reclasificaciones, desde las primeras (razas | y I1)
hasta las mas recientes (razas XXXIII, XXXVII,
XXXIX) en plantas derivadas de Catimor
(Capucho et al., 2012; Solano, 2017). En
Venezuela, Silva et al. (1997) identificaron por
primera vez las razas | y Il en muestras colectadas
en el estado Tachira, y desde entonces no se
realizaron mas estudios sobre este tema hasta el
afio 2019, cuando se tomo la iniciativa de buscar
la causa aparente de la baja produccion en los
cafetales venezolanos y el surgimiento de la roya
como supuesto causante de este hecho; lograndose
identificar la raza XXXIX (v2,4,5,6,7,8,9,7) y 2
patotipos: HvOlve (v1,2,457,9?) y Hv02ve
(v1,2,4,5,6,7,9,?) nuevos para Venezuela
(Ramirez et al., 2024).

El surgimiento de nuevas razas o patotipos,
con mayor Vvirulencia, sugiere una répida

evolucion del patégeno (Orozco et al., 2022) lo
que conlleva a utilizar otras técnicas como los
marcadores moleculares, para estudiar la
evolucion y variabilidad del patdgeno; asi como
para la interpretacion de los mecanismos de
defensa en el patosistema café — roya (Borén y
Texeira, 2016). Bigirimana et al. (2013) realizaron
estudios basados en el uso de marcadores RAPD
(fragmentos polimérficos amplificados al azar) y
SSR  (Secuencias Simples Repetidas) para
observar la diversidad genética entre germo-
plasmas de café resistentes a enfermedades. La
técnica RAPD se basa en el andlisis de marcadores
de ADN heredables que son amplificados
mediante iniciadores con secuencias arbitrarias de
nucleétidos (Legaria, 2010).

Por su parte, Daba et al. (2024) realizaron
estudios sobre la diversidad genética y estructura
del hongo de la roya del café en diferentes
sistemas de manejo del cultivo en Etiopia,
basandose en la huella genética de marcadores de
polimorfismo amplificado relacionados con la
secuencia (SRAP) en 40 sitios, que abarcaban
cuatro sistemas de produccion: café de bosque,
café de semi-plantacion, café de huerto familiar y
café de plantacion; y diferentes altitudes,
obteniendo una alta diversidad genética entre los
aislados y diferencias significativas entre los
sistemas de produccion.

En la busqueda de la diversidad se han
desarrollado varios sistemas de marcadores
basados en retrotransposones, como el polimorfismo
amplificado de microsatélites de retrotransposones
(REMAP), donde uno de los dos cebadores
coincide con un motivo o microsatélite (Biswas et al.,
2010). Los micro-satélites 0 motivos SSR parecen
asociarse con retrotransposones y provocar altas
tasas de mutacion debido al deslizamiento de la
polimerasa; por lo tanto, pueden ser loci mas
efectivos para la diversidad genética, el analisis de
la estructura, la filogenia y la genotipificacion de
plantas dentro de una especie o subespecie
(Legaria, 2010; Kalendar et al., 2011).

En los retrotransposones de secuencia repetida
en ambos extremos de REMAP (LTR-REMAP) se
utilizan nucle6tidos de anclaje en los tres
extremos del cebador de repeticion de secuencia
simple, para evitar el deslizamiento del cebador
entre los motivos de repeticion de secuencia
simple individuales (Kalendar y Schulman, 2014).
Orozco et al. (2022), en un intento por caracterizar
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los elementos transponibles dentro de los genomas
de Hv, informaron sobre nuevos linajes de
retrotransposones de repeticion terminal larga
(LTR), denominados CO-HUI, Soroa y Baco, que
se clasifican en Gypsy, Labe y Mapi; estos
elementos CO-HUI y Soroa representan la mayor
parte de todos los elementos transponibles de H.
vastatrix, asi como aproximadamente el 37 % de
los ensambles gendmicos disponibles.

El uso de estas técnicas es de importancia para
los estudios de Hemileia vastatrix porque pudieran
generarse librerias transponibles para el hongo,
que estuvieran involucrados en la variabilidad
genética creando nuevas combinaciones que
contribuyan en la evolucion de nuevas cepas
resistentes 0 con mayor virulencia. También
pueden influenciar en la evolucion de la
patogenicidad, la expresion de genes existentes
en diferentes momentos o en diferentes lugares
de la planta o involucrados en la adaptacion al
ambiente, pudiendo modificar su genoma para
responder a cambios en el entorno o la presién de
seleccion (Aime et al., 2017; Maldonado et al., 2022).

Estas herramientas moleculares permiten el
estudio del genoma de gran nimero de cepas y la
asociacion de sus rasgos hereditarios en poco
tiempo, por lo que el objetivo de esta
investigacion fue generar informacion sobre la
estructura genética de H. vastratix en dos estados
de Venezuela, mediante marcadores RAPD y REMAP.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras fueron colectadas entre enero y
febrero de 2019, en tres localidades: Bramon,
estado Téachira; Sanare y Guarico, estado Lara
(Cuadro 1). La colecta fue realizada directamente
en el campo sobre lesiones en las hojas afectadas
de 10 plantas que presentaban uredinosporas
ubicadas en la parte media del arbusto. Para ello
se utilizaron secciones de pitillo plastico (popote o
pajilla), de aproximadamente 3 cm de longitud, y
una vez recogidas, se procedio6 a sellar los pitillos
con calor. Se conformd una muestra compuesta
por lote, identificadas segun el siguiente esquema:
-Categoria Piso altitudinal: 1 (950-1100 msnm), 2

(1101 — 1200 msnm) y 3 (> 1200 msnm).
-Categoria Variedades: Catuai amarillo (1), Catuai
rojo (2), Caturra (3), Bourbon (4), Monteclaro

(5), L3 INIAO01 (6), L4 INIAO1 (7), L5 INIAO1

(8), L 7INIAO1 (9), L8 INIAO1 (10), Arausi

(11), S288 T3216 (12) Seleccion PAT2900
(13), Erithian Mokka (14), Maddang T99214
(15), Delecho Ethiope (16).

Las cepas se preservaron a 4 °C, los pitillos
fueron colocados dentro de una bolsa con cierre
hermético para luego depositarlos en un desecador
que contenia un recipiente con acido sulfurico al 32,6
% (Bustamante et al., 2001).

Extraccion del ADN de Hemileia vastatrix. La
extraccion del ADN fue realizada a la totalidad de
las muestras colectadas directamente en el campo,
en el laboratorio de BIOCAFE de la Universidad
Federal de Vigosa (UFV, Vicosa Mina Gerais,
Brasil), siguiendo la metodologia utilizada en este
laboratorio. Una vez obtenido el ADN, las
muestras se diluyeron en soluciones de trabajo de
25 ng-ml™, se confirmaron mediante electroforesis
en gel de agarosa y se almacenaron a 4 °C hasta su
uso, se cuantific6 el ADN con NanoDrop TM
spectro-photometer (Thermo Fisher Scientific)
colocando 1 pL de la muestra.

Andlisis de RAPD. La amplificacién de los
fragmentos al azar fue realizada en termociclador
Thermo X2 con 26 iniciadores mostrados en el
Cuadro 2. Se selecciond una muestra de ADN de
cada una de las cepas y se aplico el protocolo para
RAPD. Las reacciones de amplificacion se
repitieron al menos dos veces.

Quedaron seleccionados 9 iniciadores que
mostraron polimorfismo al visualizarse las bandas
(Cuadro 3). Los productos de amplificacion
polimérficos permitieron construir una matriz
generada mediante el coeficiente de distancia Dice
(1-S) y con ésta, un andlisis de agrupamiento por
dendrograma y coordenadas principales. Ambos
tipos de andlisis permitieron visualizar las
relaciones genéticas en base a similitudes (analisis
fenético) entre los materiales evaluados. Los
analisis de varianza molecular (AMOVA) se
realizaron utilizando el programa estadistico
InfoGen (Universidad Nacional de Cérdoba,
Argentina), en 18 muestras que presentaron bandas
polimérficas nitidas, mas dos testigos (Raza Il y
Raza XXXIII) de los tres provenientes de Brasil.

Andlisis de REMAP. Para el anélisis de
REMAP se utilizaron las combinaciones REMAP
(polimorfismo de microsatélites de retrotrans-
posones: LTR / ISSR) mostradas en el Cuadro 4,
siguiendo el protocolo para REMAP empleado en
el Laboratorio de Biotecnologia del Café
(BIOCAFE, Vicosa, Brasil).
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Cuadro 1. Muestras de Hemileia vastratix colectadas en dos estados de Venezuela (Lara y Tachira). Datos geograficos y cultivares de origen,
consignadas en el Laboratorio BIOCAFE (Vigosa, Brasil)

CODIGO CEPA LATITUD LONGITUD ALTURA (msnm) LOCALIDAD CULTIVAR
LrG2-1-1 09°37'19.0" 069° 48' 26.0" 1120 Finca San Jose Guarico Guarico estado Lara (Lote 1 Catuai amarillo
LrG2-1-2 09°37'18.9" 069° 48' 26.5" 1120 Finca San José Guarico Guarico estado Lara (Lote 2) Catuai amarillo
Lr G3-1-3 09°37'14.3" 069° 48'24.8" 1300 Finca San José Guarico Guarico estado Lara (Lote 3) Catuai amarillo
LrG3-1-4 09°37'14.8" 069° 48' 24.8" 1300 Finca San José Guarico Guarico estado Lara (Lote 4) Catuai amarillo
LrG1-2-5 09° 36'40.7" 069°48'41.1" 950 Posada Guarico Guarico estado Lara (Lote 1) Troncal 7 Catuai amarillo
LrG1-2-6 09° 36' 39.2" 069° 48' 40.6" 950 Posada Guarico Guarico estado Lara (Lote 2)Troncal 7 Catuai rojo
LrG2-1-7 09° 36' 39.8" 069° 48' 38.8" 1196 Posada Guarico Guarico estado Lara (Lote 3)Troncal 7 Catuai amarillo
Lr S3-4-8 09°44'12.1" 069° 37' 23.4" 1481 Finca San Mateo Bojo Sanare estado Lara (Lotel) Bourbon
LrS3-1-9 09°44'12.1" 069° 37' 23.4" 1481 Finca San Mateo Bojo Sanare estado Lara (Lotel) Catuai amarillo
LrS3-4-10 09°44'12.1" 069° 37' 23.4" 1481 Finca San Mateo Bojo Sanare estado Lara (Lotel) Bourbon

TcR1-3-11 07°42'10.1" 072°21'12.24" 850 Rubio estado Tachira Caturra
TcB2-3-12 07°38'54.6" 072°23'57.8" 1110 Campo Experimental EI Trompillo Bramon estado Téachira Caturra
TcB2-10-13 07°39''07.2" 072° 23'58.5" 1110 Campo Experimental EI Trompillo Bramon estado Téachira L8 (INIA01)
TcB2-8-Hv01lve* 07°39''07.1" 072° 23'58.5" 1110 Campo Experimental EI Trompillo Bramon estado Téachira L5 (INIAO1)
TcB2-13-15 07°38'33.6" 072°23'54.8" 1100 Jardin 2 Banco Germoplasma INIA Bramén estado Tachira Seleccion PAT2900
TcB2-9-16 07°38'38.6" 072°23'54.8" 1110 Campo Experimental EI Trompillo Bramén estado Tachira L7 (INIAO1)
TcB2-7-17 07°39'08.6" 072°23'22.0" 1110 Campo Experimental El Trompillo Bramén estado Tachira L4 (INIAO1)

TcB2-6-Hv02ve* 07°39'07.6" 072°23'22.3" 1110 Campo Experimental EI Trompillo Bramon estado Tachira L3 (INIAO1)

TcB2-15-Hv02ve* 07°39'08.23" 072°23'50.41" 1110 Jardin 2 Banco Germoplasma INIA Bramén estado Tachira Maddang T99214

TcB2-16-XXXIX* 07°39'08.29" 072° 23'49.14" 1110 Jardin 2 Banco Germoplasma INIA Bramén estado Téchira Delecho Ethiope

TcB2-11-Hv02ve* 07°39'08.81" 072°23'48.94" 1100 Jardin 2 Banco Germoplasma INIA Bramon estado Tachira Avrausi

TcB2-14-22 07°39'08.24" 072°23'50.5" 1100 Jardin 2 Banco Germoplasma INIA Bramén estado Tachira Erithean Mokka
TcB2-12-23 07°39'08.98" 072° 23' 49.40" 1110 Jardin 2 Banco Germoplasma INIA Bramén estado Tachira S288T3216
TcB1-1-Hv02ve 07°39'08,23" 072°23'50.41" 1100 Campo Experimental EI Trompillo Bramon estado Tachira Catuai amarillo
TcB1-5-25 07°39'09.05" 072°23'49.79" 1100 Campo Experimental El Trompillo Bramén estado Tachira Monteclaro
TcB2-5-26 07°39'06.86" 072°23'59.29" 1110 Campo Experimental EI Trompillo Bramén estado Tachira (Lote A) Monteclaro
TcB2-10-27** 07°39'04.32" 072° 23'59.60" 1110 Campo Experimental EI Trompillo Bramén estado Tachira L8 (INIA01)**
TcB-2-8-28** 07°39''07.1" 072° 23'58.5" 1110 Campo Experimental El Trompillo Bramén estado Tachira L5 (INIA01)**
TcB2-2-29 07°39'08.33" 072° 23' 49.44" 1110 Campo Experimental El Trompillo Bramén estado Tachira Catuai rojo

TcB2-9-30 07°39'04.32" 072°23'59.60" 1110 Campo Experimental EI Trompillo Bramén estado Tachira L7 (INIAO01)

CODIGO CEPA: Lr = Lara; S= Sanare; G= Guarico; Tc= Téchira; B= Bramén: R= Rubio. 1ER NUMERO: MSNM. 1= 850-1100; 2= 1101-1200; 3= >
1200. 2DO NUMERO: CULTIVAR. 1= Catuai amarillo; 2= Catuai rojo; 3= Caturra; 4= Bourbon; 5= Monteclaro; 6= L3 (INIA 01);7= L4 (INIA 01); 8= L5
(INIA 01); 9= L7 (INIA 01); 10= L8 (INIA 01); 11= Arausi; 12= S288T3216; 13= Seleccion PAT2900; 14= Erithean Mokka; 15= Maddang T99214; 16=
Delecho Ethiope. 3er NUMERO: Identificacion Cepas. *Razas y patotipos identificados para Venezuela. (Ramirez et al, 2024). ** Perdida en el manejo de
las muestras en el laboratorio. Para los analisis de varianza molecular se utilizaron las cepas que evidenciaron bandas polimdérficas definidas.



329

Ramirez et al. Variabilidad molecular de Hemileia vatatix en Venezuela

Cuadro 2. Iniciadores (Operon Technologies) utilizados para el analisis RAPD en muestras ADN
Hemileia vastatrix de Venezuela

INICIADOR SECUENCIA INICIADOR SECUENCIA INICIADOR SECUENCIA
OPA-06 AAGTGCACGG OPG-11 TGCCCGTCGT OPP-01 GTAGCACTCC
OPA-09 TCGCTTCTCC OPG-12 CAGCTCACGA OPP-02 TCGGCACGCA
OPB-10 CTGCTGGGAC OPG-18 GGCTCATGTG OPP-06 GTGGGCTGAC
OPC-15 GACGGATCAG OPH-08 GAAACACCCC OPP-15 GGAAGCCAAC
OPD-06 ACCTGAACGG OPH-18 GAATCGGCCA OPP-17 TGACCCGCCT
OPE-04 GTGACATGCC OPK-05 TCTGTCGAGG OPP20 GACCCTAGTC
OPE-14 TGCGGCTGAG OPL-02 TGGGCGTCAA -

OPE-16 GGTGACTGTG OPM-10 TCTGGCGCAC -
OPF-08 GGGATATCGG OPN-02 ACCAGGGGCA -
OPF-10 GGAAGCTTGG OPO-16 TCGGCGGTTC -

Cuadro 3. Iniciadores seleccionados (Operon Technologies) para el analisis RAPD en muestras ADN
Hemileia vastatrix de Venezuela.

INICIADOR  SECUENCIA INICIADOR SECUENCIA INICIADOR SECUENCIA
OPA-09 TCGCTTCTCC OPG-11 TGCCCGTCGT OPP-17 TGACCCGCCT
OPD-06 ACCTGAACGG OPO-16 TCGGCGGTTC
OPE-04 GTGACATGCC OPP-06 GTGGGCTGAC
OPF-10 GGAAGCTTGG OPP-15 GGAAGCCAAC

Las reacciones se repitieron dos veces por
muestra, para determinar la consistencia de los
patrones obtenidos y la seleccion de los Primers. Los
productos de la amplificacidén del ADN, al igual que
en el caso del RAPD, permitieron permitieron
visualizar las relaciones fenéticas entre los materiales
evaluados. El andlisis de varianza molecular

(AMOVA) se realiz6 utilizando el programa InfoGen
en 18 muestras que presentaron bandas polimorficas
nitidas, mas dos testigos (Razall y patotipo Hv05)
de los tres provenientes de Brasil. Entre las dos
técnicas se analizo un total de 21 aislamientos (que
no fueron coincidentes en su totalidad), con dos
testigos para RAPD y dos para REMAP.

Cuadro 4. Marcadores REMAP (LTR/ISSR) utilizados en el estudio de caracterizacion molecular de

muestras de Hemileia vastratix de Venezuela.

REMAP T °C hibridacion REMAP T °C hibridacién
48F/D1C 57 °C 81F/D1C 54°C
48R/D1C 55 °C 81F/T1C 49°C
48R/T1C 53 °C - -

Las secuencias no se describen porque pertenecen a un estudio de BIOCAFE aln sin publicar

RESULTADOS Y DISCUSION

De 26 iniciadores de las series OPA, OPB,
OPC, OPD, OPE, OPF, OPG, OPH, OPK, OPL,
OPM, OPN, OPO y OPP, sblo 9 presentaron
polimorfismo, los cuales generaron un total de 76
bandas polimoérficas en 18 aislamientos de H.
vastatrix; de éstas, 70 bandas fueron polimorficas
y 6 monomorficas (Cuadro 5). Todas las bandas se
mostraron claras, leibles y reproducibles, lo cual

permitié detectar las variaciones genéticas entre
los aislamientos de H. vastatrix estudiados.

En el Cuadro 5 se evidencia que la variacion
molecular produjo hasta un 92,11 % de bandas
polimérficas, lo que representa un alto grado de
polimorfismo poco comun en los hongos de la
roya en comparacion con lo expresado por
Gouveia et al. (2005), quienes reportan un 78 %
de polimorfismo en su ensayo utilizando
diferentes marcadores y razas del patégeno. Los
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valores para el contenido de informacion
polimorfica (PIC) de los 9 iniciadores RAPD
utilizados, oscilan entre 0,15 y 0,32, por lo que
podrian considerarse que van de informativo a
altamente informativo segin lo descrito por
Arteaga y Reyes (2017) quienes indican que

valores del PIC menores a 0,15 son no
informativos, valores entre 0,15 y 0,25 son
informativos y mayores a 0,25 como altamente
informativos, refiriéndose a la probabilidad de que
dos alelos elegidos al azar (en un solo locus) en
una las poblaciones, son diferentes entre si.

Cuadro 5. Estadistica descriptiva para los datos de marcadores RAPD utilizados en la caracterizacion de
18 muestras de Hemileia vastatrix de Venezuela.

Resumen Primers BP BM BT PIC E.E.
Muestras 18 OPAO09 4 1 5 0,150 0,030
Muestras duplicadas 0 OPDO6 12 0 12 0,290 0,020
NUmero de bandas 76 OPEO4 9 0 9 0,200 0,020
Bandas monomadrficas 6 OPF10 16 0 16 0,270 0,020
Bandas polimorficas (%) 92,11 | OPG11 3 0 3 0,150 0,004
NUmero de primers 9 OPO16 11 0 11 0,270 0,020

OPP06 6 0 6 0,320 0,010
OPP15 4 5 9 0,190 0,020
OPP17 5 0 5 0,310 0,020
Total 70 6 76

BP= bandas polimoérficas, BM= bandas monomorficas, BT= bandas totales, PIC= contenido de informacion

polimérfica, E.E =desviacion estandar.

Los iniciadores OPF-10, OPD-06, OPO-16,
OPP-17 y OPP-06 presentaron informacion
considerable para el analisis de diversidad de las
cepas de H. vastatrix estudiadas, con PIC en rangos
que oscilan entre 0,270 y 0,320. Por su parte, OPE-04,
OPP-15, OPA-09, OPG-11 mostraron PIC entre el
rango de 0,15 y 0,25 que se consideran como
informativos, todo esto indica que los iniciadores
seleccionados proveen buena informacion para la
diversidad genética de la poblacién de H. vastatrix
estudiada.

El iniciador OPA-09 fue recomendado por
Gouveia et al. (2005), debido a que en su estudio
discriminaron inequivocamente a las razas XV y
VIII; sin embargo, en este estudio aungue no se
analizaron estas razas, la raza XXXIX identificada
como nueva en el pais fue discriminada por este
iniciador. Gouveia et al. (2005) indicaron que para
gue un iniciador pueda ser utilizado como marcador
especifico de una raza, se requieren estudios
adicionales de un mayor nimero de aislamientos.

El dendrograma de relaciones genéticas entre
individuos de H. vastatrix, obtenido mediante el
andalisis de 76 bandas, muestra de una manera
clara la formacién de tres grandes grupos
relacionados de las cepas que evidencian mas

cercania genética (Figura 1). Se evidencia que las
cepas provenientes de Sanare se agruparon
conformando un primer grupo con una distancia
(1-S) de 0,32 aproximadamente. El segundo
grupo, con una distancia de aproximadamente
0,36, comprende 11 cepas de la localidad de
Bramén; y un tercer grupo, con una distancia de
0,35, aproximadamente, con respecto a los otros
dos grupos conformados, compuesto por 4 cepas
que incluyen los testigos RzXXXIII (Brasil)-RzlI
(BIOCAFE) y TcB2-8-Hv01ve, LrG1-2-5.

Cabe destacar que el primer y segundo grupo
fueron conformados por las cepas que se ubicaron
entre los pisos altitudinales >1200 msnm y 1101-
1200 msnm de los estados Lara y Tachira
respectivamente. El grupo 3 se constituy6 con los
testigos de Brasil y dos cepas: una de Lara y otra
de Téchira.

En referencia al primer grupo formado en el
analisis de dendrograma, o cluster, las cepas LrS3-
1-9 y LrS3-4-10 se agrupan en duplas indicando
este hecho que se encuentran genéticamente mas
relacionados entre si. Por su parte, el aislamiento
LrS3-4-8 se presenta solo, lo cual deja evidencia
que su composicion génica es diferente a los otras
dos y al grupo general estudiado.
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Figura 1. Dendrograma obtenido con marcadores RAPD para agrupar 18 cepas de Hemileia vastatrix colectados en las localidades de Sanare y
Guarico (estado Lara), Bramon (estado Téachira) y 2 razas testigos, Rzll y RzXXXIII, procedentes de BIOCAFE (Vigosa, Brasil),
mediante el coeficiente de distancia Dice (1-S). Grupo 1 lineas en color azul. Grupo 2 lineas en color verde. Grupo 3 lineas en color rojo.
Las flechas indican las cepas que se mostraron de manera individual. Cada grupo se evidencia con un color diferente. Grupo 1: azul; Grupo

2: verde; Grupo 3: rojo
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En el 2do grupo se evidencia que de las 11 cepas
que lo comprenden, TcB2-12-23, TcB2-13-15,
TcB2-15-Hv02ve se presentan como Unico
aislamiento en comparacion con los que
conforman duplas por lo que su composicion
génica es diferente al resto de los aislados del
grupo. Las duplas formadas por TcB2-9-30-
TcB2-2-29, TcB2-16-(XXXIX)-TcB2-14-22,
TcB2—9-16-TcB2-7-17, TcB2-5-26-TcB2-10-13
indican que estas cepas estan relacionadas entre si,
siendo la dltima la mas cercana al eje y por tanto,
son mas semejantes entre si genéticamente. En
este grupo se ubicaron solo las de la localidad de
Bramon y con piso altitudinal entre 1101 a 1200
msnm. En el 3er grupo se observa que cada par
conformado esta relacionado genéticamente entre
si, las razas testigos RzXXXI1I-Rzll se agruparon
en duplas lo que hace los resultados confiables.

En cuanto al coeficiente cofenético de

correlacion (Corr Coef), éste indica que se
conserva la fidelidad de las distancias por pares en
un 84% entre los puntos de los datos originales no
modelados; es decir la estructura de datos original
(distancias verdaderas) se conservd en un 84%, lo
que hace confiable el andlisis.

El andlisis de los datos con el método de
coordenadas principales confirma la presencia de
3 grupos (Figura 2). Un grupo queda conformado
por tres cepas provenientes del estado Lara,
especificamente de Sanare; un segundo grupo se
conforma por 11 cepas (todos del estado Tachira)
donde se incluyen dos de la raza y uno de los
patotipos identificados (XXXIX y Hv02ve); y un
tercer grupo, que se conforma de cuatro cepas: los
testigos (RzXXXIII (Brasil) — Rzll (BIOCAFE), y
las cepas TcB2-8-Hv01ve, LrG1-2-5. La sumatoria
de los CP1 y CP2 da como resultado 46,1%.
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Figura 2. Representacion grafica del analisis de Coordenadas Principales obtenido con marcadores RAPD
para agrupar 18 cepas de Hemileia vas CP 1 (24.1%) 1s en las localidades de Sanare y Guarico
(estado Lara), Bramdn (estado Tachira) y 2 razas testigos, Rzll y RzXXXIII, procedentes de
BIOCAFE (Vicosa, Brasil), mediante el coeficiente de distancia Dice (1-S). Grupo 1: lineas en
color azul; Grupo 2: lineas en color verde; Grupo 3: lineas en color rojo.

Este tipo de agrupacion indica que las cepas
estan cercanas entre si y son diferentes a los
conformados en cada grupo. Al analizar los CP1y
CP2 se evidencia que el 46,1 % explica la

variabilidad entre las cepas de Hemileia vastatrix
estudiadas. Se constata como estos resultados
demuestran que los iniciadores RAPD discriminan
por ubicacién geografica y piso altitudinal y
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sugieren  que los marcadores utilizados son
eficientes para evaluar la diversidad fenética de
las razas de H. vastatrix, con respecto a la
variacion en maltiples loci (76 en este estudio)
concordando con lo expuesto por Gouveia et al.
(2005), y contrastando con el trabajo de Nunez et
al. (2009), en su estudio de poblaciones de H.
vastatrix con el uso de iniciadores OPA-09, OPD-
05 y OPF-06, cuyos resultados indicaron que no
habia evidencia de diferenciacién genética entre
poblaciones asociadas entre las plantaciones de
café estudiadas y que no hubo asociacion entre el
origen geografico de los aislados con los sistemas
de cultivo, ni con la region

Los tres tipos de analisis utilizados permitieron
visualizar, comparar y analizar datos, identificar
patrones y relaciones, y tomar decisiones basadas
en la similitud entre diferentes entidades de las
relaciones genéticas entre los  materiales
evaluados, evidenciando que la constitucion
génica de los aislados, la ubicacion geografica y el
piso altitudinal constituye un factor determinante
sobre el comportamiento de los mismos.

Gouveia et al. (2005) mencionaron que H.
vastatrix tiene una estructura poblacional
consistente con una reproduccion asexual y que
esto concuerda con la ausencia de evidencia
bioldgica del comportamiento sexual en
condiciones naturales y de invernadero; asi
mismo, indicaron que teniendo en cuenta la
capacidad de dispersion a larga distancia, las
cepas pueden propagarse por todo el mundo,
experimentando diferenciacion mediante mutacion,
recombinacion asexual u otras fuentes de
variacién genética (mecanismos que ocurren en
poblaciones que se reproducen asexualmente y
que favorecen el intercambio genético). Asi mismo,
Nunes et al. (2009) concuerdan en que el alto flujo
de genes entre subpoblaciones contribuye a
prevenir la diferenciacion genética. Indican que el
hecho de que el in6culo pueda transportarse
facilmente, permite tanto la dispersion de
patégenos como la propagacion de enfermedades;
por tanto, el facil movimiento de los propagulos
puede haber contribuido al flujo de genes.

Los resultados de este trabajo discrepan con los
de Gouveia et al. (2005) y Nunez et al. (2009);
esto puede deberse a que, en estudios de
diversidad genética, las discrepancias en los
resultados entre razas, hospederos y ubicaciones
geograficas pueden surgir debido a factores como

la seleccion natural, deriva genética, flujo
genético, mutacién, presencia de elementos
transponibles y la interaccion entre factores
genéticos y ambientales. La seleccién natural
puede favorecer diferentes alelos en diversos
entornos, mientras que la deriva genética afecta la
diversidad genética en poblaciones pequefias. El
flujo genético entre poblaciones puede
homogenizar la diversidad genética, mientras que
la mutacion introduce nueva variacion, asi como
los genes transponibles. Ademas, la ubicacion
geografica puede influir en la adaptacion de las
poblaciones a factores ambientales especificos, lo
que puede generar diferencias genéticas entre ellas
(cambios epigenéticos).

Arteaga y Reyes (2017) indican que la técnica
de RAPD es ampliamente utilizada para el estudio
de relaciones filogenéticas entre organismos para
estimar la variacion dentro de las poblaciones, asi
como para probar hipétesis de adaptaciones
ecoldgicas; se usan tanto datos morfol6gicos como
moleculares. Sin embargo, uno de los argumentos
que respaldan el uso de los caracteres moleculares
es que se trabaja directamente con la base genética
de la variacion. Los resultados de este trabajo
concuerdan con lo reportado por estos autores
porque el uso de iniciadores RAPD generd una
informacion de importancia en este estudio de la
caracterizacion molecular de 18 cepas de H.
vastatrix provenientes de dos estados del pais

La conformacion de grupos por ubicacién
geografica en este ensayo concuerda con lo
expuesto por Jennings et al. (1997). Sus resultados
sobre el estudio de aislamientos de Puccinia
hordei, demostraron que los marcadores RAPD
revelaron polimorfismos entre los aislados de
Reino Unido y Australia e incluso entre aislados
de la misma raza de P. striiformis f. sp. hordei de
diferentes paises; ademas, que las razas no
comprenden clones mundiales y que existen
poblaciones geograficamente separadas que
muestran mas similitudes dentro del grupo que
entre las cepas, ya que los resultados evidenciaron
diferencias entre las cepas de las diferentes
localidades y pisos altitudinales.

Se han realizados diversos estudios para la
variabilidad molecular de Hv utilizando otros
marcadores moleculares como AFLP, ITS, SSR
logrando diferenciar las cepas. Aungue difieren
con las técnicas utilizadas en este en trabajo, todas
son eficientes para detectar la variabilidad y los
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RAPD es una de las mas econémicas y sencillas
para este fin.

Cabral et al. (2016), al evaluar la influencia del
hospedante y el origen geogréfico en la diversidad
y la diferenciacion poblacional de H. vastatrix,
concluyeron que se mostré un bajo nivel de
diversidad genotipica, que el 90% de la
distribucién genética del patdégeno se presenta
entre los aislamientos dentro de la subpoblacion
(estados u hospedantes de origen) contrastando
con los resultados de este trabajo ya que se obtuvo
un 92,11 % de bandas polimorficas. Los autores
no observaron correlacion entre la distancia
geografica y la genética; el bajo grado de
diferenciacion de las poblaciones de Hv concuerda
con el hecho de que el in6culo probablemente se
disemina féacilmente por el viento a largas
distancias, lo que permite la dispersion del
patégeno entre las zonas cafetaleras de Brasil.
Estos resultados pueden ser comparados con los
obtenidos en el presente trabajo en cuanto a la
discriminacion por ubicacion geografica.

Asi mismo, Maia et al. (2013), al estudiar la
estructura poblacional de Hemileia vastatrix en
Brasil inferida a través de marcadores AFLP
(Polimorfismo en la Longitud de Fragmentos
Amplificados), demostraron que en Brasil el
hongo se comporta como una gran poblacion
indiferenciada con un alto nivel de diversidad
genotipica, sin estructura en cuanto a su origen
geografico y hospedador contrastando también

con los resultados de este trabajo vy
evidenciandose que los RAPD pueden discernir
sobre el comportamiento de las cepas de H.
vastatrix bajo estudio.

Andlisis REMAP. La estadistica descriptiva
para los marcadores REMAP (LTR/ISSR)
utilizados para la determinacion del genoma de H.
vastatrix se muestra en el Cuadro 6, donde se
evidencia el nimero de bandas y el tamafio de los
iniciadores. Los 5 marcadores REMAP utilizados
generaron un total de 29 bandas polimdrficas en
18 cepas de H. vastatrix; de éstas, 28 fueron
polimérficas y 1 monomérfica. El total de bandas
polimérficas fue de 96,55 %. Todas las bandas se
mostraron claras, leibles y reproducibles, lo cual
permitié detectar las variaciones genéticas entre
las cepas de H. vastatrix estudiadas. Los valores
del contenido de informacion polimorfica (PIC)
para los 5 iniciadores utilizados oscilan entre 0,25
y 0,30, sugiriendo ser altamente informativos
(Arteaga y Reyes, 2017); presentando informacion
considerable para el analisis de diversidad de los
aislamientos de H. vastatrix estudiados. La
combinacion REMAP/T1C fue la que mas bandas
polimérficas discriming, sequida de REMAP/D1C
y el ISRR T1C, los ISRR D1C y D2C fueron los
gue menos bandas presentaron (3 y 2,
respectivamente). La combinacién de marcador
48R-T1C y 81F-T1C discriminaron la banda Unica
para los aislados de la localidad de Sanare

Cuadro 6. Estadistica descriptiva para datos de marcadores REMAP utilizados en la caracterizacién de 18
muestras de Hemileia vastatrix de Venezuela.

Resumen Primers BP BM BT PIC E.E.
Muestras 18 REMAP/T1IC 9 0 9 0,27 0,03
Muestras duplicadas 0 REMAP/D1C 7 1 8 0,30 0,03
Numero de bandas 29 Di1C 3 0 3 0,25 0,01
Bandas monomorficas 1 D2C 2 0 2 0,28 0,01
Bandas polimorficas (%) 96,55 TiC 7 0 7 0,27 0,02
NUmero de primers 5

Total 28 1 29

BP= bandas polimérficas, BM= bandas monomorficas, BT= bandas totales, PIC= contenido
de informacion polimdérfica, E.E =desviacidn estandar.

El analisis por dendrograma de relaciones
fenéticas entre individuos pertenecientes a
diferentes cepas de H. vastatrix obtenido
mediante el andlisis de 28 bandas (Figura 3)

muestra de una manera clara la formacion de
tres grandes grupos, relacionando las de mas
cercania genética. EIl coeficiente cofenético de
correlacion fue 0,72 %.
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Figura 3. Dendrograma obtenido con marcadores REMAP para agrupar 18 cepas de Hemileia vastatrix colectados en las
localidades de Sanare y Guarico (estado Lara), Bramén (estado Téachira) y las cepas testigos Rzll y Hv05,
procedentes de BIOCAFE (Vicosa, Brasil), mediante el coeficiente de distancia (Dice (1-S)). Las flechas indican las
cepas que se mostraron de manera individual. Cada grupo se evidencia con un color diferente. Grupo 1: azul; Grupo
2: verde; grupo 3: rojo.



336
Volumen 37 (2025)

BIOAGRO N° 3

También se evidencia que LrS3-1-9, LrS3-4-
10 y LrS3-4-8 provenientes de Sanare se
conforman como un primer grupo con una
distancia (1-S) de 0,26. EI segundo grupo lo
conforman TcB2-3-12 y TcB1-5-25; esta dupla
presenta una distancia de aproximadamente
0.27. Un tercer grupo con una distancia de 0,32
con respecto a los otros dos grupos
conformados, estd compuesto por 15 cepas
como son TcB2-9-16, TcB2-13-15, TcB2-14-
22, TcB2-15-Hv02ve, TcR1-3-11, LrG1-2-5,
LrG2-1-7, HvO5 (Testigo Brasil), Rzll (Testigo

Brasil), TcB2-5-26, TcB2-8-Hv01lve, TcB2-10-
13, LrG3-1-4.El andlisis de los datos con el
método de coordenadas principales confirma la
presencia de estos 3 grupos (Figura 4). Un
grupo queda compuesto por tres cepas
provenientes del estado Lara, especificamente
de Sanare; un segundo grupo se con 2 del estado
Tachira, y un tercer grupo que se conforma de
13 aislamientos: 8 del estado Té&chira, 3 del
estado Lara (especificamente Guarico) y las 2
razas testigos.
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Figura 4. Representacion grafica del analisis de Coordenadas Principales obtenido con marcadores
REMAP para agrupar 18 cepas de Hemileia vastatrix correspondiente a los estados Lara y Téachira
junto a 2 razas de Brasil testigos, mediante el coeficiente de distancia (Dice 1-S). Grupo 1: lineas en
color amarillo; Grupo 2: lineas en color azul; Grupo 3: lineas en color rojo

Un coeficiente cofenético de 0,72 indica
buena fidelidad en la conservacion de las
distancias por pares entre los puntos de datos
originales no modelados; es decir, la estructura
de datos original (distancias verdaderas) se
conservd en un 72 % lo que hace confiable el
analisis. Al analizar los CP1 y CP2 se puede
evidenciar que el 47,9 % explica la variabilidad
entre las cepas de Hemileia vastatrix estudiadas.

Al comparar los resultados, tanto por los
iniciadores RAPD como de REMAP, se
evidencia que las cepas provenientes de la
localidad de Sanare, estado Lara, se comportan
como un Unico bloque, por lo que

probablemente compartan un origen genético
comun detectado por los marcadores; lo mismo
se aplica para el grupo 2.

En ambos andlisis, el aislamiento LrS3-4-8
se comporté de manera individual lo que
refuerza la idea de que se trata de una cepa
diferente. El aislamiento TcB2-10-13 presentd
la misma distancia de 0.10 en ambos andlisis. El
aislamientoTcB2-13-15, en ambos andlisis, se
presentd como aislamiento individual lo que
indica también que se estd en presencia de una
raza o patotipo diferente, por lo que estos
resultados sugieren que la dispersion de esporas
como las diferentes presiones de seleccion en
los distintos sistemas de manejo del café, en las
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localidades muestreadas, probablemente
pudieran ser responsables de la alta diversidad
genética observada en los aislados.

El analisis REMAP (LTR/ISSR) discrimino
por ubicacion geografica para todos los grupos,
evidenciandose que el grupo 2 estuvo
conformado por cepas provenientes de Tachiray
Lara especificamente de la localidad de
Guarico, por lo que se puede inferir que esta
agrupacion comparte otros elementos
moleculares que se han detectado a nivel de los
ISSR

Zayat et al. (2021) indican que las plantas
contienen extensiones repetitivas, muchos de los
cuales son elementos genéticos moviles
(transposones) que son capaces de cambiar su
posicion dentro del genoma. Entre estos
elementos transponibles, los retrotransposones
constituyen el mayor grupo y se agrupan
ademas en dos clases principales dependiendo
de la presencia o ausencia de flanqueo largo de
repeticiones directas terminales (LTR). Estos
LTR son altamente conservados y se explotan
para el disefio de cebadores en el desarrollo de
marcadores basados en retrotransposones.
Varios sistemas de marcadores basados en
retrotransposones se han desarrollado como
inter-retrotransposones amplificados
polimérficos (IRAP) y retrotrans-posones
microsatélites polimérficos amplificados
(REMAP).

Cristancho et al. (2014) identificaron cuatro
nuevas familias de retrotransposones para
Hemileia vastatrix e indicaron que la secuencia
del genoma del hongo servird como piloto para
comprender el entorno molecular, para estudiar
la diversidad de la especie y para el desarrollo
de marcadores para distinguir razas/aislamiento.

CONCLUSIONES

Los marcadores moleculares RAPD (OPF-10,
OPD-06, OPO-16, OPP-06 y OPP-17)
proveyeron buena informacion para la
caracterizacion de la variabilidad genética de las
cepas estudiadas de Hemileia vastatrix, al igual
qgue el REMAP/T1C demostrando que existe
variabilidad genética entre las cepas estudiadas.

Las cepas de la localidad de Sanare, estado Lara
se comportan genéticamente diferentes a las
provenientes de Guarico estado Lara y Bramodn

estado Té&chira ya que en ambos andlisis (RAPD y
REMAP) se agruparon como un solo
conglomerado, lo que podria indicar patotipos o
razas distintas

Los tres tipos de analisis utilizados
evidencian que la constitucion génica de los
aislados, ubicacion geografica y piso altitudinal,
en su mayoria, conforma un factor determinante
sobre su comportamiento.
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