UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL
DE HUAMANGA

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS

ESCUELA PROFESIONAL DE AGRONOMIA

“Prospeccion, Incidencia e Identificacion de la roya del café
(Hemileia vastratrix Berk. & Broome) Kimbiri-La Convencion-
Cusco —2019”

TESIS PARA OBTENER EL TITULO PROFESIONAL DE
INGENIERO AGRONOMO

PRESENTADO POR:

Michel Robinson Curiiaupa Quispe

Ayacucho - Peru
2022



UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA
FACULTADDE CIENCIAS AGRARIAS
ESCUELA PROFESIONAL DE AGRONOMIA

TESIS
“Prospeccion, Incidencia e Identificacion de la roya del café (Hemileia vastratrix Berk. &

Broome) Kimbiri - La Convencién - Cusco - 2019”

Expedito : 25 de mayo del 2022.
Sustentado : 03 de junio del 2022
Calificacion : muy bueno

Jurados

APl

M.Sc. Walzér Augusto Mateu Mateo
Presidente

s

M.Sc. Alejandro asca Vargas
Miembro

equis Quintanilla

M.Sc. %ge/lla sl

/
/:' -~
/

Z
Ing. Guillermo‘Czﬁ'msco Aquino
Asesor




A Dios, por darme la vida y permitirme
haber llegado a esta etapa tan importante
de mi formacion profesional.

A mis padres Sr. Tiberio Curifiaupa Alvaro y Sra.
Elena Quispe Vicente por estar siempre ahi cuando

los he necesitado con ese amor Yy apoyo
incondicional.

A mis hermanos Alina, George y Hideo;

por creer, sentirse orgullosos, y confiar en

s

mi.

A mis amigos y compafieros, con mucho carifio para

ustedes por sus consejos y apoyo moral para tener
éxito en la vida.



AGRADECIMIENTO

A La Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, alma mater de mi formacion

profesional, a todos los docentes quienes fueron parte de mi formacion académicay profesional.

Con gratitud a mi asesor el Ing. Carrasco Aquino, Guillermo, por ser un gran docente y por y

su apoyo en la realizacion y culminacion del presente trabajo.

A los pequefios caficultores del Distrito de Kimbiri, por facilitarme el material biolégico para

poder realizar mi investigacion.



INDICE GENERAL

DEDICATORIA

iError! Marcador no definido.
AGRADECIMIENTO

RESUMEN

INTRODUCCION

CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1.Cultivo de café (Coffea arabica L.)

1.1.1.

1.1.2.
1.1.3.
1.1.4.
1.1.5.
1.1.6.
1.1.7.

1.1.8.

Centro de origen y distribucion.
Clasificacion taxondémica
Variabilidad genética
Descripcion botanica
Condiciones climéticas
Variedades mas importantes
Fenologia y propagacion

Plagas y enfermedades del café

1.2. Generalidades de la roya del café

1.2.1.

1.2.2.

1.2.3.

1.2.4.

1.2.5.

1.2.6.

1.2.7.

La roya del café

Origen y distribucion de la enfermedad

Clasificacion taxonomica del agente causal de la roya
Razas

Ciclo Biologico de Hemileia vastratrix
Sintomatologia de la enfermedad

Epidemiologia de la roya del cafeto

1.3. Prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

1.3.1.

1.3.2.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Organizacion del ADN nuclear ribosomal (ADNr)

10
12
15

16
16

18
18
19
20
20
21

22
22

22



1.3.3. Utilidad de las regiones del ADNT.
1.3.4. Gen f -tubulina

CAPITULO I

METODOLOGIA DE INVESTIGACION
2.1. Caracteristicas del area de estudio
2.1.1. Ubicacion:

2.1.2. Topografia
2.1.3. Clima

2.2. Materiales, equipos
2.2.1. Materiales

2.2.2. Equipos

2.3. Instalaciéon y conduccion del experimento

2.3.1. Fase I: Trabajo de campo
2.3.2. Fase IlI: trabajos de laboratorio

CAPITULO IlI
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Incidencia y sintomatologia café en distrito de Kimbiri

3.1.1. Incidencia de plantas con lesiones amarrillas

3.2. Caracterizacion de la estructura del patdgeno del café en Kimbiri

3.2.1. Observaciones macroscopico de las lesiones amarrillas del café
3.2.2. Observacion microscopica de las lesiones amarrillas
3.2.3. Andlisis de la Prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.1. Conclusiones

4.2. Recomendaciones

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS

23
23

25
25
25

26
26

27
27

27

27
27

33

37
37
37
37

40
40

43
46

49
49
49
49
51
62



INDICE DE TABLAS
Tabla 01. Zonas de evaluacion de incidencia de la roya del café.

Tabla 02. Namero de parcelas y plantas para evaluar el porcentaje de incidencia de
lesiones amarrillas en cafetos en el distrito de Kimbiri.

Tabla 03. Comparacion de plantas con lesiones amarrillas en cuatro pisos altitudinales
en el Distrito de Kimbiri.

Tabla 04. Determinacion de factor de calibracion de un microscopio.

Tabla 05. Determinacion del factor de calibracion segun a microscopio optico del
laboratorio de laboratorio de Fitopatologia

Tabla 06. Medicion del Tamafio de ancho de la urediniosporas del patdgeno.
Tabla 07. Medicion del Tamafio de altura de la urediniosporas del patdgeno .

Tabla 08. Resultados de ID molecular de la muestra A/H.

28

32

38

44

44

44

44

48



INDICE DE FIGURAS

Figura 01. Mapa de ubicacion del Distrito de Kimbiri. 26
Figura 02. Mapa satelital del Distrito de Kimbiri y las zonas evaluadas (Google Earth). 29
Figura 03. Recoleccion de muestras de hojas con lesiones amarillas en el café. 30

Figura 04. Evaluacion de sintomas de lesiones amarrillas de las hojas del cafeto en el

campo 31

Figura 05. Croquis de muestreo de las parcelas evaluadas para incidencia de las plantas con

lesiones amarrillas del café 32
Figura 06. Evaluacion de plantas de café con o sin lesiones amarrillas. 33
Figura 07. Evaluacion macroscépica de las lesiones amarillentas con el estereoscopio. 34

Figura 08. Evaluacion microscdpica de las lesiones amarillentas del café en el laboratorio
de fitopatologia de la UNSCH. 35

Figura 09. Porcentaje de incidencia de plantas con lesiones amarrillas en café en el distrito

de Kimbiri. 37
Figura 10. Curva de progreso de la roya del café en tres pisos altitudinales 39
Figura 11. Variacion de la roya del café en tres pisos altitudinales 40
Figura 12. Evaluacidn de sintomas de roya en el envés de hoja en el laboratorio. 41
Figura 13. Evaluacién de sintomas de roya en el haz de la hoja en el laboratorio. 41
Figura 14. Esporas de la roya Hemileia vastatrix en café en el envés de la hoja. 42
Figura 15. Comparacién en el haz de la hoja con roya macroscopicamente. 42
Figura 16. Esporas de Urediniosporas de la roya (Hemileia vastatrix) del café. 45
Figura 17. Medicion de las estructuras de Urediniosporas a lo ancho. 45

Vi



Figura 18. Medicion de las estructuras de Urediniosporas a lo largo.

Anexo 01. Mapa del Distrito de Kimbiri y localizacion de las comunidades evaluadas.

Anexo 02. Panel fotografico

Anexo 03. Resultado de la PCR realizado en el laboratorio de Biologia Molecular de

Fitopatologia - UNALM

INDICE DE ANEXOS

vii

45

63

64

70



RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizo en el departamento de Cusco, provincia
La Convencion, distrito de Kimbiri, en las localidades de Villa El Salvador, Kimbiri Alto,
Capirushiato y Maserine y el laboratorio de Fitopatologia de la facultad de Ciencias Agrarias
de la Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga, en el cual se tiene como objetivos,
reconocer y caracterizar los agentes que ocasionan la defoliacion de plantas cafeteras. La
identificacion del patdégeno se realizd mediante la Prueba de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Como resultado EI porcentaje de plantas de café con sintomas de lesiones
amarrilla diagnosticada en las hojas fueron de, 36% en Villa El salvador, 58% en Kimbiri Alto,
18% en Capirushiato y 10% Maserine, EI mayor porcentaje de Incidencia de las lesiones
amarrillas del café se observé en las zonas de menor altitud y mayor altitud menor incidencia,
La observacion macroscopica y microscopica muestra tener caracteristicas de la roya del café
(Hemileia sp) y la identificacion molecular del hongo de la roya del café, cuyo resultado indicé
que la muestra evaluada es 100% idéntica a la especie del hongo de roya del café (Hemileia
vastratrix).

Palabras clave: Reaccion en cadena polimerasa, defoliacion, macroscopica, microscopica.



INTRODUCCION

El café es uno de los productos agricolas principales de exportacion en el Perd, contribuye con
el 25% de las divisas agraria, genera al afio mas de 50 millones de jornales en la productividad
y comercializacion de este producto. Fuera de la importancia econdmica, la produccion de café

es trascendentalmente social y ambiental para nuestro Perd.

Junta Nacional del Café (2014) sefiala que, el café peruano proviene de variedades 95%
Arabica las cuales se caracterizan por una alta calidad de tueste, pero son altamente susceptibles
a la roya amarilla causada por el hongo biotrofico Hemileia vastratrix Berk. & Bloom.

Esta enfermedad es considerada una de las principales amenazas para el desarrollo de
este cultivo a nivel mundial, provocando severas defoliaciones e importantes peérdidas
productivas (Silva, 2000). H. primer informe Vastratrix Peru se realizo en la region Junin en
1979 (Scheiber y Zentmyer, 1984), pero su mayor incidencia se present6 en 2013, provocando
una pérdida de produccion del 27% (INEI, 2014).

Las prospecciones que fueron efectuados por diferentes centros de investigacion
informaron que uno de las importantes enfermedades del café es las severas defoliaciones de

las plantas.

Por lo tanto, en el presente trabajo de investigacion se pretende evidenciar al agente
causal de las severas defoliaciones en el café en las zonas de Villa el Salvador, Kimbiri Alto,
Capirushiato y Maserine — Kimbiri, con la finalidad de tener evidencia cientifica que el agente
causal de la defoliacion de la planta qué es la roya Hemileia vastratrix y asi poder determinar
el nivel de incidencia de este agente causal en las diversas zonas. Asimismo, la roya no puede
eliminarse y su control es muy dificil, por ello el propdsito del trabajo es analizar las
urediniosporas de la roya y lograr su caracterizacion macroscépica, microscopica y molecular
esto generara conocimiento sobre el estudio de la etiologia y caracteristicas del patdgeno que
ocasiona este dafio; se da con el fin de poder determinar la sintomatologia presente en la planta

que ayude a identificar la enfermedad.

Por los cuales se decidid realizar el presente trabajo de investigacion con los siguientes

objetivos:


https://juntadelcafe.org.pe/el-cafe-de-peru/

Objetivo general
Reconocer y caracterizar al agente causal de la defoliacion de plantas de café en el distrito de
Kimbiri.

Obijetivos especificos

1.- Reconocer y caracterizar al agente causal de la defoliacion de plantas de café en el Distrito
de Kimbiri.

2.- Determinar la etiologia del agente causal de la defoliacion de plantas de café en el Distrito
de Kimbiri.

3.- Identificar la especie del agente causal de la defoliacion de plantas de café en el Distrito de

Kimbiri mediante pruebas moleculares (PCR).
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MARCO TEORICO

1.1.  Cultivo de café (Coffea arabica L.)

El cultivo del café es uno de los mas importantes en la actividad agricola legal en los valles
amazonicos del pais (la mayor produccion se encuentra en losdepartamentos de Amazonas, San
Martin y Cajamarca), donde el café se posiciona como el principal cultivo alternativo al arbol,
principalmente para uso doméstico. El proceso de elaboracién del café se realiza en condiciones
agroecoldgicas ideales. Estas plantaciones estan ubicadas en las montafias tropicales de los

Andes, a una altura de 600 a 2700 metros sobre el nivel del mar.
Importancia economica

e EI café peruano es una de las exportaciones agricolas mas importantes y representa
aproximadamente el 30 por ciento de los ingresos de divisas del sector agricola. EI 95%

del café que se produce en el pais se vende en mercados extranjeros (Marquez, 2014).

e El café se cultiva en la selva de los altos valles de los Andes, donde domina la variedad
Arabica (70% Typica, 20% Caturra'y 10% otras variedades como Borbén y Pache). EI 90%
de los cafetos se cultivan a la sombra, el 75% de los cultivos se concentra por encima de
los 1200 msnm, con un rendimiento promedio de 14 qg/ha (Méarquez, 2014).

e  Su produccién genera 43 millones en salarios directos al afio, ademas de 5 millones en
salarios provenientes del comercio, la industriay los servicios de transporte que intervienen
en la cadena productiva del café. (JNC, 2013)

e Las exportaciones de café alcanzaron un nivel récord en 2011: USD 1500 millones. Sin
embargo, hubo una disminucion en 2012 por el impacto de la roya (Hemileia vastratix),
que continud hasta 2014; sin embargo, en 2015 se lograron avances positivos, aunque

timidos. Segun Gino Bartra, director general de Operaciones Agropecuarias del



MINAGRI, la produccion de café aumentara del 5% al 10% y alcanzara las 226.000
toneladas anuales. (EI Comercio, 2015).

1.1.1. Centro de origen y distribucion.

La palabra café, derivada del arabe “kahwah” (caua), nos llego a traves del vocablo turco
“kahwah” (cavé), que tiene diferentes significados segin el idioma, pero conserva su raiz
(Duran, 2011). El café se origina en Etiopia en el este de Africa, precisamente en el area llamada
"Kaffa", de donde el café toma su nombre.

El café es originario de Africa tropical. A menudo se citan paises como Mozambique
,Sudan, Etiopia, Guinea o Kenia como centros de origen, Etiopia es el méas aceptado. (Arvy,
2007).

En Java se inicio a cultivarse en el afio 1690 (Indonesia), y desde entonces su cultivo
comenzd a extenderse rapidamente por América, llegando mas tarde a la India y Sri Lanka.
(Small, 2009; Arvy, 2007).

Lashermes (1999) sefialan El origen de Coffea arabica se da través de la formacion de
dos especies diploides estrechamente relacionadas (C. eugenioides y C. canephora). La baja
variabilidad se refleja en la susceptibilidad a la mayoria de las enfermedades.

Segun la JNC (2014), “Fuentes histéricas documentan un cafetal en 1760 desde la
ciudad de Guayaquil hasta “Lima” cuando esta era parte del Virreinato del Peru, pero se
entendio que en Huanuco existian algunas plantas, no existe lugar de procedencia, fecha exacta,
y no se sabe quién lo planto por primera vez. Hallazgos recientes muestran que el Dtto. de
Chinchao de la Prov. de Huanuco fue donde se inici6 el cultivo del café entre los afios 1740 y
1760.

1.1.2. Clasificacion taxonomica

El café es un arbusto perteneciente a la familia Rubiaceae del género Coffea (Temis-
Pérez, 2011).

Davis (2006) menciona que, existen 126 cepas y que dos especies son econdmica y
comercialmente importantes en el mundo: Coffea canephora P y Coffea arabica L., que
representan aproximadamente el 90 de café en el mundo (Berthaud y Charrier, 1998; Herrera,
2002; Fernandez, 2010).



Clasificacion taxondémica de los cafetos, segun Cronquist (1991) es la siguiente:

Reino: Plantea

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniidae
Orden: Gentianales
Familia: Rubiacea
Género: Coffea
Especie: Coffea ardbica'L.
Nombres Comunes: “cafeto”, “café”

1.1.3. Variabilidad genética

El género Coffea cuenta con aproximadamente 100 diferentes especies (Charrier y
Berthaud 1985; Anthony 1999; Davis 2006). Sin embargo, de estas especies, solo dos son
econdémicamente importantes a nivel global: Coffea arabica, quien representa alrededor del 63
%, mientras que C. canephora, (café robusta) representa el 37 % de la produccion el 2009/2010.
rendimientos anuales (SCAA 2011). Segun el nimero de cromosomas, Coffea arabica
pertenece al grupo tetraploide (2n=4x=44 cromosomas), lo que sugiere que su origen podria ser
un cruce natural entre Coffea arabica y Coffea canephora y C. eugenoides (Lashermes, 1999).
C. canephora y otras especies como C. racemosa, C. stenophyla y C. liberica, pertenece al
grupo diploide (2n=22 cromosomas) (Regalado 2006), son autoincompatibles, por lo que crean

poblaciones con mayor diversidad.

1.1.4. Descripcion boténica
a. Raices o sistema radicular

Los cafetos tienen varios tipos de raices: rotativas, axiales o arriostrantes, laterales y
finas. La raiz primaria se puede considerar una raiz céntrica, y la mayor longitud para una planta

adulta es de 50-60 cm. Las raices laterales y las raices de soporte surgen de la raiz pivotante;



las raices finas generalmente se desarrollan a partir de ramas laterales, una proporcion
significativa (80-90%) de las cuales se hallan en los primeros 30 cm del suelo dentro de los 2
a 2,5 m de la base del tronco. Las raices finas son de gran importancia ya que son las que
absorben nutrientes y agua del suelo (Alvarado y Rojas, 2007). Las raices axiales son a menudo
indistinguibles de las raices laterales; el primero también puede tener muchas raices
alimentadoras a mayor profundidad. En las raices viejas, el xilema secundario tiene la mayor
masa, la corteza forma el floema secundario con tubos de malla y células adheridas, y las fibras
periciclicas aparecen en cordones aislados y les dan fuerza. También hay una capa de armadura
que forma constantemente tejido nuevo para reemplazar el tejido exterior que se desprende.
(Leon, 2000).

b. Tallo

Es lefiosa, escarpada y varia segun el tipo de suelo y el clima. El café en sus diferentes
variedades de mayor comercializacion varia la altura entre 2,0 a 5,0 m. En una planta mas
longeva, desarrolla la parte inferior cilindrica, mientras que la parte superior (apice) es cuadrada
y verde con esquinas redondeadas y salida. Muestra la especificidad de tres tipos de formacion
de brotes de diversas partes de la planta: tallos, hojas y bandoleras . (Alvarado y Rojas, 2007).

C. Ramas o bandolas

Conocidas también como ramas colaterales, son alternas, opuestas y producen ramas
secundarias; a su vez, también puede producir palmillas o ramas terciarias.
Los brotes laterales tienen punto de crecimiento apical donde se desarrollan gradualmente
nuevas entrenudos y hojas. La cantidad varia de un afio a otro, por lo que la formacion de axilas

foliares aumenta el nimero de flores y el nimero de frutos (Alvarado y Rojas, 2007).

El dimorfismo de la ropa es evidente en todas las especies de Coffea. Los ejes verticales
u ortotrdpicos tiene brotes vegetativos en nudos, de los cuales se forman brotes laterales, que
rara veces desarrollan inflorescencias. Por otro lado, los ejes horizontales u oblicuos llevan

botones florales en las axilas de las hojas. (Ledn, 2000).

d. Hojas
Surgen en ramas oblicuas en el mismo plano y en posiciones opuestas, rodeadas de
peciolos puntiagudos. Las hojas miden de 12 a 24 cm de largo y de 5 a 12 cm de ancho y varian

en forma de ovaladas a lanceoladas (Leon, 2000).

7



En la parte inferior, en los cuernos formados por la nervadura central y los costados,
existen orificios de forma irregular que conducen a pequefias cavidades llamadas "domacias”,
cuya funcion es incierta; sin embargo, suelen albergar acaros muy pequerios (Alvarado y Rojas,
2007).

Los domatia superiores son pequefios brotes redondos en los que perforan las venas
laterales. Suelen tener pelos finos y forman los pliegues internos de la cuticula (Leon, 2000).
El tamafio de la hoja varia no solo segln la especie y el cultivo, sino también segln las
condiciones de sombra o0 exposicion de luz del sol.

e. Flores

De la axila de la hoja surgen botones florales de 1 a 3 pétalos, divididos en 2 6 6 ramas
cortas de 2 a 4 mm de largo, cada una coronada con una flor compuesta por caliz, pétalos,
estambres y semillas. Céaliz atrofiado, en la base de la flor. La corola es larga, tubular con base

cilindrica y termina en cinco pétalos, de 6 a 12 mm de diametro.

Los cogollos son verdes cuando no estan abiertos y blancos cuando estan abiertos. 5
estambres, insertos en el tubo de la corola, alternados con pétalos. Son filiformes y soportan
largos estambres que se abren longitudinalmente en la madurez para liberar el tallo. La flor

tiene un ovario superior con dos 6vulos formando un pistilo.

Las flores de café duran pocos dias. Muchos factores contribuyen a este fendmeno: el
desarrollo de las yemas en las cabezas de flores es causado por dias cortos, en ausencia de
lluvia, las yemas permanecen latentes, pero si la planta recibe humedad, las yemas se
desarrollan rapidamente. EI nimero de floraciones varia con la cantidad de Iluvia en un area
determinada (Ledn, 2000).

Cuando las flores que abren primero son las que estdn mas cerca de las ramas (Ledn,
2000), los estambres ya han liberado gran cantidad de polen, por lo que existe un alto grado de
autopolinizacién. Una vez que el polen llega al évulo, la fertilizacion ocurrira dentro de cuatro

a seis dias. (Alvarado y Rojas, 2007).

f. Fruto
El ovulo fertilizado permanece inactivo durante cuatro semanas, después de lo cual

comienza a crecer rapidamente, de modo que el fruto alcanza su tamafio maximo entre 80 y 100



dias después de la fertilizacion. Luego de la fecundacion, el ovario se convierte en fruto y sus
Ovulos se convierten en semillas. EI fruto maduro es una drupa ovalada y ligeramente aplanada,
con tres ejes principales de 12-18 mm de largo, 8-14 mm de ancho y 7-10 mm de espesor. En
la parte superior se encuentra un disco con una depresion central que corresponde a la base del
estilo (Leon, 2000). Los frutos son lisos, brillantes, de carne fina. Consta de tres partes
diferenciadas: exocarpio 0 epidermis, mesocarpio 0 pulpa y endospermo o semilla.
Dependiendo de la variedad, puede ser rojo o amarillo cuando estd maduro (Alvarado y Rojas,
2007).

El pericarpo consta de tres partes con diferentes propiedades. Las dos capas externas, el
exocarpio y el mesocarpio, se denominan comunmente pulpa, mientras que la capa interna, el
endocarpio, llamada pergamino, se separa a medida que madura y cubre la semilla. El exocarpo
consta de una sola capa de células parenquimatosas con muchas estomas. EI mesocarpio esta
formado por parénquima, el contenido en azlcares, taninos y colorantes son altos. Cuando
madura, la capa que conecta el mesocarpio y el endocarpio se llena de mucilago y se rompe,

separandolos, en otras palabras, "pulpa” no es lo mismo que "pergamino”(Leon, 2000).

1.1.5. Condiciones climaticas

Varese y Rojas (2012) detalla la condicion agroecoldgica para desarrollo del cultivo de
Café.
a. Temperatura

El rango de temperatura Optima es de 18 a 22 °C, la temperatura extrema es de 16 a 24
°C (la temperatura méaxima diaria es de 32 °C y la minima de 7 °C). Las altas temperaturas y
temperaturas prolongadas durante el dia pueden aumentar el contenido de azucar del café. El
café Highland Arabica se cultiva a temperaturas mas bajas que el café Robusta y madura
lentamente, lo que contribuye a la calidad de cata. Los cambios repentinos de temperatura,
como las heladas, pueden hacer que los granos se congelen o se quemen hasta que las plantas
se sequen. (Varese y Rojas, 2012).

b. Precipitacién
Requieren entre 1.500 - 2.100 mm por afio, distribuidos para satisfacer las necesidades
de agua durante las fases de floracion, llenado y cosecha. La lluvia después de un temporada

seca, un descenso de la t° o una densa niebla al final de este temporada favorece a la formacion



y desarrollo de las flores. Las lluvias excesivas durante la temporada de polinizacién pueden
reducir significativamente la produccion de frutos. La estacion seca no debe sobrepasar los 3 a

4 meses y debe confluir con la cosecha. (Varese y Rojas, 2012).

C. Humedad Relativa.

La HR ideal para el cultivo del café se encuentra entre el 70% y el 95%, dependiendo
de los cambios de t° y de las precipitaciones: dias que no llueve, la humedad oscila entre el 40%
y el 60%; y de noche oscila entre 90% - 100% (Varese y Rojas, 2012).

d. Luz y sombra.

El café necesita de 1600 a 2000 horas de luz solar al afio. A mayor altitud, aumenta la
cantidad de nubes, lo que conlleva menor calidad de luz. A altitudes mas bajas menos nubes y
mas luz. La neblina y la nubosidad brindan un equilibrio entre las horas de luz y de sombra.
Los arboles de sombra en las plantaciones de café protegen a los cafetos de la luz solar directa

y del viento. (Varese y Rojas, 2012).

e. Altitud

La topografia y accidentes geogréaficos de la zona cafetalera son muy singulares, con
pendientes que van desde el 30% hasta mas del 80%, formando un accidentado paisaje
montafioso de los 500 hasta 2.600 msnm. El café se cultiva a una altitud de 300 a 2400 metros
sobre el nivel del mar. EI mejor café se cultiva entre los 1.200 y 1.800 metros sobre el nivel del
mar (zona de altura media), dependiendo de la region (tropical o subtropical). Cuanto mayor
sea la altitud, menor seré la temperatura y el brillo, y mejor sera la calidad lograda. (Varese y
Rojas, 2012).

f. Suelo

Se prefiere el suelo oscuro y oscuro de ceniza de volcan. en pH de 4,5y 6,5, las raices
se desarrollaran con normalidad siempre que la estructura y textura sean las adecuadas. (\VVarese
y Rojas, 2012).

1.1.6. Variedades mas importantes
a. Catimor
Es cruce artificial de la raza Caturra y la raza hibrido Timor. EI Timor le proporciono

resistencia a la roya. Las caracteristicas son similares a la variedad Limani. de tronco grueso y
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duro. Sus ramas laterales se forman a lo largo del tallo en entrenudos cortos, son més largas y
abundantemente ramificadas. De hojas gruesas, anchas y de color verde oscuro, y las hojas
jévenes pueden ser de color verde bronce. Los frutos son de talla mediano y se vuelven rojos
cuando maduran. Esta variedad tiene mayor resistencia a la roya del café y tiene una excelente
calidad para beber. (Blas, 2011).

b. Caturra

Blas (2011), Sefialan que se trata de razas cortas que pueden haber surgido como una
mutacién natural o dos en los bourbon rojos altos. EI color amarillo puede haber surgido con
una mutacion de la Caturra roja. Tiene entrenudos muy cortos en las ramas y tallos, lo que la
convierte en una gran productora. de hojas grandes, de bordes ondulados, amplias y redondas,
anchas y de color verde oscuro. Las nuevas hojas son de color verde claro. arbusto de aspecto
fuerte y compacto. Las ramas laterales forman un buen angulo cerrado con el tronco. El pequefio
tamafio de la planta permite una alta densidad de plantacidn, lo que se refleja en un importante
aumento del rendimiento, mientras se adapta a plantaciones en pleno sol con abundante
fertilizacion. La caturra precoz y productiva en comparacion con la Typicas y Bourbdn
(Castarieda, 2000).

C. Typica

Es el café con mas significativo cultural del mundo. Tiene una susceptibilidad muy alta
a la oxidacion y se adapta a condiciones frias. Plantas altas con copas de buena calidad y frutos
grandes. La primera cosecha se da en el cuarto afio y los requisitos nutricionales son moderados
(WCR 2018). Es una planta con entrenudos distantes, hojas ovaladas y oblongas (Orozco 1986).
Su produccion es ineficiente, acentuada por sus habitos bienales de produccion, y tiene una
posicién especial en el mercado gracias a la excelente calidad de sus tazas (Anacafé 2014). En
las zonas de cultivo de café tecnificado, esta variedad tiende a desaparecer debido a los bajos
rendimientos y alta susceptibilidad a ciertas plagas (L6pez 2006).

d. Bourbdn

Originario de la isla de Bourbon ubicada al sur del Africa, tiene un buen crecimiento, los
espacios son menos separados en las ramas laterales las ramas donde produce los frutos, en

comparacion con la variedad Typica..
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Esta raza suele ser que la fruta, ain més temprana y mas productiva. En general, es considerada
la variedad que se adapta mejor a las areas bajas que las variedades tipicas y responde mejor
cuando se cultiva a plena luz solar o a suelos moderadamente fértiles. (Blas, 2011).
e. Pache

Nativa de Guatemala. Una mutacion de la raza tipica. De porte baja (1,80m). Las ramas
tienden a formar angulos de 60 grados respecto al eje principal. De entrenudos cortos. Las hojas
terminales de color marron claro. alto rendimiento. Alta resistencia al viento y se adapta bien a

suelos arcillosos. Es propensa a la roya. (Pavan, 1996).

1.1.7. Fenologiay propagacion

a. Fenologia

los cafetos son plantas arbustivas perennes que pueden alcanzar los 20 metros de altura
si se dejan crecer libremente. Los cafetos tienen una vida util de entre 20 - 30 afios, pero, su
ciclo de vida esta relacionado con las condiciones del clima y del suelo en el cual crece, a lo
que condiciones adversas pueden aminorar su vida Util. Ademas, el tiempo que dura de cada
fase fenoldgica depende de las condiciones del ambiente en las que se produce cada fase y de
las especies utilizadas. (Alarco, 2011)
Dependiendo de la zona difiere en el manejo del cultivo y de las condiciones edafoclimaticas,
los estados fenoldgicos se puede categorizar en diferentes en grupos (Arcilla, 2007 citados por
Alarcd, 2011).

o Estado principal 0. La Germinacién y propagacién vegetativa: puede durar
aproximadamente 75 dias en esta fase y se da después de la siembra, hasta su emergencia

con el primer par de cotiledones.

o Estado principal 1. Formaciéon de las hojas: comienza cuando el primer par de
cotiledones se expande por completo hasta formarse 9 pares de hojas. Al final de este
proceso, se puede hacer un ultimo trasplante de suelo. El tiempo después del trasplante y
antes de la floracion no estd completamente determinado, ya que las condiciones
climaticas y del suelo, asi como los métodos de cultivo, determinaran la tasa de

desarrollo..
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b.

Estado principal 2. Ramificacion: Una vez que se alcanza esta condicion, el cafeto se ha
establecido en el suelo final. En esta etapa, el cafeto crece desde las primeras ramas

visibles hasta las 90.

Estado principal 3. Elongacion de las ramas: Durante este periodo se forman nudos en
las ramas: el rendimiento del cafeto depende de la calidad de los nudos de las ramas

laterales producidos el afio anterior, ya que son el origen de las inflorescencias.

Estado principal 4. Desarrollo de la inflorescencia: Esta etapa va desde la observacion
de las yemas de la inflorescencia hasta la observacion de flores con pétalos alargados pero
aun cerrados.

Estado principal 5. Floracion: cuando comienza la etapa de floral, hasta cuando el 50%

de emergencia de las flores.

Estado principal 6. Desarrollo del fruto y de la semilla: La emergencia de la fruta
comienza con frutos insignificantes, que luego comienzan a aumentar de tamafio, pero no
de peso, con granos casi completamente desarrollados a partir de la semana 16 después

de la floracién.

Propagacion

b.1. Propagacion por semilla

La madurez fisioldgica se da entre 200 y 220 dias luego del antesis (Franco y Alvarega,

1981, citado por Arcila 2007). El ovulo fecundado y maduro pierde su latencia, debido a que

las semillas himedas llegan a un porcentaje de germinacion del 90% ademas tiene

caracteristicas especificas que afectan la germinacion, tales como: presencia de un endocarpio

(pergamino) y el hecho de que el embridn esté casi en la superficie de la semilla. (Arcila, 2007).

La reproduccion sexual tiene ventajas y son: mayor diversidad de plantas alogénicas,

rapida propagacion de material autosustentable e introduccion de rasgos deseables (Echeverria,
2011).
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A condiciones de campo, Los brotes de las semillas de cafeto est4 influenciados por
condiciones de cosecha y postcosecha, asi también como por factores ambientales (Arcila,
2007).

Segun Castillo (1970) citado por Arcila (2007), es conveniente utilizar semillas de
mayor tamafo para fines de propagacién ya que, si bien la proporcion del cafe no afecta la
germinacion, este puede afectar el buen desarrollo de formacion de la planta. La fisionomia de
la semilla, como caracol o triangular, no afecté la germinacion. La propagacion por semilla

puede preservar las caracteristicas de esta especie endogamica.

b.2. Propagacion por injerto

El injerto es un metodo de propagacion vegetativa que fusiona dos partes de plantas de
diferentes individuos (Kumar, 2011). La parte superior se denomina punta o scion, y la parte
inferior, scion o scion (Hartmann y Kesler, 1976). Esta técnica proporciona a los agricultores
varias ventajas comerciales derivadas de una buena seleccion de espigas y portainjertos. Por
ejemplo, la eleccion correcta del portainjerto puede proporcionar una mejor adaptacion a suelo
y clima adversos para la planta, proporciona calidad de frutos y temporadas de produccion mas
uniformes, plantas més pequefias y una cosecha mas rapida que las plantas no injertadas, asi
como resistencia a enfermedades flngicas, enfermedades por nematodos o Tolerancia.
(Villachica y Enciso, 1993).

La injertacion de café para reducir las enfermedades por nematodos es una practica
generalizada en Ameérica Latina. En Guatemala, los injertos hipodérmicos se han utilizado
durante mas de 30 afios. Debido al severo ataque de nematodos de las raices en Brasil, Da Costa
(1991) observo rendimientos de Robusta de tres a cuatro veces mayores en plantas inoculadas
en comparacion con plantas no inoculadas (Bertrand y Etienne, 2001). Haarer (1984), citado
por Duitzela (2003), menciona que debido a la buena compatibilidad de patron e injerto, el
cafeto crecerd sano y dard buenos rendimientos como si tuviera sus propias raices y mayor
potencial de productividad. Se pueden obtener portainjertos resistentes a los nematodos y
portainjertos de alto rendimiento mediante injertos de hipocotilo, lo que da como resultado

sistemas de raices fuertes y plantas de alto rendimiento (Duicela, 2003).
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1.1.8. Plagasy enfermedades del café

e Laroya del café (Hemileia vastratrix Berk & Broome)

La roya del cafeto (Hemileia vastratrix Berk. & Broome) Esta clasificada como una de
las siete plagas de plantas mas importantes de los ultimos 100 afios (Agrios, 1997) y la
enfermedad de cultivos méas devastadora y econdmicamente importante a nivel mundial,
causando del 10% al 40% de la pérdida de produccién (Silva, 2006).

e 0Ojo de gallo (Mycena citricolor)

El hongo Mycena citricolor (ojo de gallo) fue descubierto por Michelsen (Ernst, 1880)
en Colombia en 1880. Cook lo clasificd més tarde como Stilbum flavidum. Maublan y Rangel
describieron a Omphalia flavida como un pequefio hongo amarillo palido con forma de
paraguas en 1914y lo clasificaron como un basidiomiceto (Omphalia flavida) (Wang y Avelino,
1999). Usando examenes de laboratorio, Ashby (1925) demostré que S. flavidum (Cooke) y O.
flavida (Maublanc y Rangel) son el mismo hongo. Muchos afios después, se pudo demostar que
Agaricus era el mismo hongo y que también pertenecia al género micénico, y sugirié el nombre

Lemony Mycenae con el que ahora se conoce.

Este hongo foliar provoca defoliacién en cafetales y muchos otros hospedantes (Wang
y Avelino, 1999). Se menciond que las plantaciones con una incidencia inicial del 20% y que
promueven el desarrollo de enfermedades pueden sufrir pérdidas de produccién de hasta un

60% sin un manejo adecuado. (Barquero, 2011).

e Mancha de hierro (Cercospora coffeicola)

Se desconoce la fecha de aparicion de este patdgeno en el Peru. Se observo por primera
vez en Colombia en 1876, y en 1880 el investigador Ernst envid una muestra con esta patologia,
desde Venezuela a Cook, quien lo estudid por primera vez (Buhler, 1934). La enfermedad es
causada por hongos del genero Deuteronomyces, cuya fase asexual pertenece a la especie
Cercospora cafe y cuya fase sexual pertenece a Micosphaerella coffeicola. (Castafio, 1956).
Las esporas de C. coffeicola requieren una temperatura de 20 °C a 30 °C, una humedad relativa
superior al 80 % y una fina capa de agua para el desarrollo de la enfermedad y la germinacion
(Blandon y Ruiz, 2003). También se menciona que la exposicion al sol, la humedad excesiva
en el suelo y los suelos con fertilidad baja tienen un efecto benéfico sobre este patdgeno
(Lombardi, 2002).
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El sintoma patoldgico puede causar la defoliacion de hasta el noventa porciento de las plantas
de seis meses, reduciendo su vigorocidad e incluso provocando muerte de la planta. Por su
parte, Fernandez (1985) menciono que el ataque a los cerezos puede reducir la calidad del café

con pérdidas de rendimiento de hasta un 30%. (Guzman y Rivillas, 2005)

e Nematodos parasitos de plantas

Los nematodos son micro-organismos similares a gusanos que se hallan en todos los
habitats de la Tierra y se consideran el grupo méas comun, con hasta 2000 individuos por
persona. metros cuadrados de terreno (Rivera, 2007). Needham informé sobre los primeros
nematodos parasitos de plantas en 1743 cuando los encontrd en las agallas de trigo (cereales).
Posteriormente, en 1850, se contemplaron otros nematodos agalladores y nematodos
propiciadores de quistes (Agrios, 1997).

Otra caracteristica importante de los nematodos parasitos de plantas es el estilete en la
parte delantera del cuerpo, que puede extenderse hacia afuera. Ademas de ser huecos como una
aguja hipodérmica, los nematodos pueden entrar en las raices para perforar las células de las
plantas y extraer sus nutrientes (Rivera, 2007).

Se estima que los nematodos fitoparasitos causan casi el 11 % de las pérdidas de
rendimiento en la produccion agricola mundial cada afio, con pérdidas econdémicas anuales
estimadas en aproximadamente US$80 000 millones en términos absolutos (Andrés, 2003). En
el café, las pérdidas de produccion del nematodo de la remolacha oscilan entre el 10% y el 24%
por operacién (Sasser, 1970). Se han reportado efectos de varias especies en el cultivo del café,
incluyendo: Pratylenchus coffeeae, P. brachyurus, P. loosi, P. pratensis, Meloidogyne acrita,
M. africana, M. coffeicola, M. lille, M. incégnita, M. decalineata, M. hapla, M. javanica, M.
konaensis, M. paranaensis, M. megadora, Radopholus arabocoffeae, R. similis,

Helicotylenchus dihystera, H. erythrinae y H. pseudorobustus (Dias #1 Crozzoli, 1995).

1.2.  Generalidades de la roya del café
1.2.1. Laroya del café

Siendo considerada una de las siete enfermedades mas peligrosas que afectan a las
plantaciones de la zona tropical a nivel mundial, la roya es sin duda la enfermedad del café mas

devastadora. El dafio es paulatino, localizado en las hojas, y si no se toman las medidas de
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control adecuadas, el rendimiento de la plantacién se vera reducido significativamente en pocos
afios. La regulacion quimica de las patologias de las plantas juega un papel importante en la
reduccion de pérdidas de los cultivos y ayudando a mantener la calidad y cantidad de los

alimentos en produccion. (Subero, 2005).

Es producido por el hongo Hemileia vastratrix, que forma esporas en los tallos de las
flores utilizando haces de estomas fusionados. El hongo es un parésito obligado, por lo que solo
puede vivir en el tejido vegetal. Cada mancha o lesion puede contener alrededor de 150.000
esporas y, por lo tanto, se considera una excelente fuente de indculo. Las condiciones favorables
como la humedad, la temperatura, las precipitaciones y la susceptibilidad de las plantas son
factores importantes en el desarrollo de epidemias de enfermedades.. (Rivillass, 2011).

Importancia de la roya

La aparicion de la roya del café, que ha tenido un impacto histérico en el mundo, es
considerada una de las cinco enfermedades vegetales mas importantes. La destruccion de las
plantaciones de café obligo a los principales paises productores del Este a abandonar el cultivo,
lo que permiti6 a Estados Unidos (Colombia, Brasil y otros) desarrollar la supremacia
manufacturera que disfruta hasta el dia de hoy. Sin embargo, este dominio estd amenazado por
la roya, ya que, segin Wellman, todos las variedades de café comercial en las Américas son
susceptibles a la raza 11 de H. vastratrix. En Peru, fue inaugurado en febrero de 1979 en el Valle
de Satipo-Chanchamayo. Fue descubierto en Tingo Maria en diciembre de ese afio.

Actualmente se esta extendiendo por todas las regiones cafetaleras del pais. (Castillo, 2013).

Un informe de Peru indic6 que la plaga hemileia vastratrix afecté a mas del 50% de la
region cafetera peruana. Los lugares mas afectados son las regiones de Puno, San Martin,
Amazonas, Pasco, Junin, Cayamarca y VRAEM. A raiz de la plaga, el Consejo Nacional del
Café (JNC) sefialo que en 2012-2013 1.800.000 quintales de café, o alrededor de S/. 414
millones (basado en un precio de finca de S/.5/kg), no se cosecharon durante la campafia
agricola de 2018. Ademas, la caida de los precios internacionales del café significé una pérdida
de s/. 975.000, monto que se estima se duplico debido a la pérdida de cultivos. En general, las

cifras de JINC muestran que la campana perdié S/. 2.079 mil millones. (Tirabanti, 2014).
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1.2.2. Origen y distribucion de la enfermedad

La roya naranja en los cafetos se inform6 oficialmente a principios de 1869 en una
cefetal de la isla asiatica de Ceilan (ahora Sri Lanka). Este afio, el micologo britanico Berkeley
pudo describir y nombré al hongo que causaba la enfermedad: Hemileia vastratrix. La
inesperada aparicion de este patdgeno y su rapida propagacion en un area hasta ahora alejada
del centro de origen y diversidad del café, Africa Oriental y central (Leppik, 1970 mencionado
por Avelino, 2014).

En 1970 se descubrid esta terrible enfermedad en el estado de Bahia (Brasil), luego en
1978 en Bolivia y en 1979 en cafetales de la provincia de Satipo en la regién Junin de Per0.
(Scheiber, 1984).

Por ejemplo, la roya de los cultivos en Per( causé pérdidas significativas a los
productores en 2012-2013. durante la temporada de crecimiento de 2018, que el Ministerio de

Agricultura y Riego estimé en 250 millones de dolares estadounidenses. (Flores, 2014).

1.2.3. Clasificacién taxonomica del agente causal de la roya

Hemileia vastratrix pertenece al género Hemileia, Basidiomycota, Uredinales, la
principal forma de reproduccion es la urediniospora, que es reniforme, en forma de herradura,
con superficies superior y ventral lisas, dando el nombre del género, que significa mitad. (Aime,
2006; Fernandez, 2009).

El género Hemileia pertenece a la familia Mikronegeriaceae, no a la familia
Pucciniaceae previamente clasificada; esta clasificacion basada en caracteres morfoldgicos fue
confirmada por estudios moleculares. especie H vastratrix se ha incluido en solo unos pocos

estudios filogenéticos del hongo conocido como roya (Avelino y Rivas, 2013).

El género Hemileia contiene alrededor de 42 especies, de las cuales solo dos afectan al
café, H. vastratrix y H. café. Este ultimo causa una enfermedad Ilamada roya del café en polvo
y solo se encuentra en Africa. La roya causada por H. vastratrix se llama roya naranja para
distinguirla del oidio. La forma reproductiva primaria de H. vastratrix es la urediniospora, que

también produce teliosporas y basidiosporas.. (Talhinhas, 2017).
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A continuacion, se presenta la taxonomia del hongo de la roya
Phylum: Basidiomycota

Clase: Pucciniomycetes

Orden: Pucciniales
Familia: Mikronegeriaceae
Género: Hemileia
Especie: vastratrix

1.2.4. Razas

En America, en el afio 1970 en Brasil aparecio por primera vez la roya naranja. De 1970
a 1980 viajo a otros paises de America y el Caribe. De los cuales se han registrado 45 razas de
hongos, los cuales representan una seria amenaza. La raza Il se identific6 como la primera en
saltar a las Ameéricas, pero la raza XV aparecié en 1972, la raza Il aparecio en Brasil en 1973
y la raza | en 1974, lo que complicd los problemas de control en Brasil. Inmediatamente se

extendid a otros paises, cada uno siguiendo su propia estrategia de gestion (Castillo, 2013).

Se establecio el Centro de Investigacion de la Roya del Café (CIFC en portugués),el afio
de 1955, especializado en la investigacion de la roya de café y la creacion de especies
resistentes. CIFC identific6 mas de cincuenta enfermedades por roya en 3500 muestras
obtenidas de varios paises productores de cafeto (Barquero Miranda 2013, Véarzea 2013). Las
razas mas diversas se encuentran en los paises asiaticos (principalmente India), en EE. UU.

preponder la raza tipo 11 (Véarzea 2013)

En el afio 2000, en Brasil se reconocieron 15 razas fisioldgicas de roya amarilla decafé:
I, 1L 1 VI X, X XV, XV XV XX, XX, XXV, XXV, XXXy XXXV, pero la
raza Il es la que estd mas propagada (Zambolim, 2005; Cabral, 2009). En el 2007, Capucho
(2012) Recolectaron 64 muestras de roya del café de diferentes regiones cafetaleras de Brasil y
detectaron la presencia de roya amarilla del café especies I, I, 11, XV, XXII y XXXIII; sin
embargo, la raza Il estuvo presente en el 68,7% de las muestras, mientras que las razas I, IlI,
XV y XXII estuvieron presentes en 6, 4, 1 y 2 muestras, respectivamente. Un estudio de 1983
en Colombia reportd que la raza Il fue la responsable de los efectos de la variedad Caturra.
Cristancho (2007) estim6 que debe haber mas de 10 razas aun no identificadas en las variedades
derivadas de los hibridos de Timor, que no pudieron ser identificadas por la falta de plantas
diferenciadas, y también mencionaron la existencia de las razas XXII, XXV , XXIII, XVIl y

XxX. . Los estudios de seguimiento para determinar si habia nuevas razas de enfermedades

19



después de una epidemia severa (méas del 30% de pérdida de rendimiento) de 2008 a 2011
mostraron que la raza Il y sus derivados estaban muy extendidos en el pais (Castro, 2013;
Christan Jo, 2007).

Los examenes realizados con H. vastratrix permite demostrar que el hongo evoluciona
y desarrolla variantes genéticas (razas). Las razas de hongo atacan de formas distintas a las
diferentes especies y variedades del cafeto, depende de los genes de resistencia de las plantas y

de los genes de virulentos del hongo (Cristancho 2011).

1.2.5. Ciclo Biologico de Hemileia vastratrix

El proceso de infeccion de la roya de café inicia con la aparicién de los sintomas en el
envés, donde se observa manchas palidas que aumentan con el transcurrir del tiempo y se
fusionan para formar sus caracteristicas manchas amarillentas o anaranjadas, aparece un polvo

fino de color amarillo que es donde se producen esporas fangicas Localizacion (Rivillas, 2011)

La germinacién de esporas requiere la presencia de agua libre durante al menos 6 horas,

una temperatura de 21-25 °C y la oscuridad también son favorables para la germinacion de
esporas. Se necesitan de 5,3 a 8,5 horas para formar células adheridas. La germinacion se inhibe
cuando la luz y el agua se evaporan de las hojas, ya que esto afecta el crecimiento del tubo
germinativo. Sin embargo, después de la germinacidn, el hongo ingresa a las hojas a través de
aberturas naturales (estomas) ubicadas en el envés de las hojas maduras (Rivillas, 2011).
Una vez en la hoja, este hongo va formando haustorios, que en contacto con las células vegetales
les succionan los nutrientes promoviendo su crecimiento. Después de 30 dias de colonizacién,
los hongos estan lo suficientemente maduros para diferenciarse en esporas, que se encargaron
de producir nuevas urediniosporas. El proceso desde la infeccion hasta la produccion de esporas
es llamado periodo de incubacidn. El periodo de incubacion puede variar de 34 a 37 dias al sol
y de 31 a 35 dias a la sombra (Rivillas, 2011).

1.2.6. Sintomatologia de la enfermedad

Fernandez, (2009) demostraron que las teliosporas y basidiosporas de la roya anaranjada
son morfolégica y genéticamente inestables, lo que sugiere que no tiene funcion alguna. Se
pronostica que Hemileia vastatrix haya evolucionado ultimamente cuando el café Arabica salio

de los bosques de su ecosistema nativo, pasando a un ecosistema seco con estaciones climaticas
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més diferenciadas. El parénquima de teliosporas no estd adaptado para estas condiciones.
Hemileia vastatrix desarrolla y mantiene solo una unidad reproductiva, una urediniospora de
paredes gruesas, que es adecuada para la transmision, infeccion, supervivencia y reproduccion
sexual. Se observo que la urediniospora podia sufrir el proceso de meiosis, fue reexaminado

recientemente. Este tipo de reproduccion sexual se llama criptosexualidad. (Carvalho, 2011).

1.2.7. Epidemiologia de la roya del cafeto

Los principales factores que influyen en el desarrollo de la enfermedad dependen de la
relacion entre el huésped (cafeto), el patégeno (roya del café) y el medio ambiente. (Barquero,
2013).

a. Predisposicion del hospedero al ataque de roya

La predisposicién se entiende como la etapa de maxima percepcion. En el caso de la
roya del cafeto, la susceptibilidad esta asociada a la abundancia de hojas tiernas, lo que conduce
a desequilibrios nutricionales y por ende a la susceptibilidad (Cochachi, 1993). Los factores del
huésped incluyen la susceptibilidad del cultivo, la densidad de plantas (méas proximidad de las
plantas para facilitar el proceso de infeccion entre las hojas), el valor nutricional de la planta'y

la susceptibilidad de alto rendimiento (Barquero, 2013).

b. Patdgeno

La roya, enfermedad que puede arrasar los cafetos, dependiendo del desarrollo de varios
ciclos reproductivos. varios estudios han demostrado que el periodo desde la germinacién de
las esporas y la penetracién en los tejidos internos de la hoja hasta la aparicion de manchas con
esporulacién puede tardar entre 20 a 40 dias. Cuanto mas favorables sean las condiciones de
temperatura y la resistencia al agua de las hojas, menos tiempo se tarda en completar el ciclo.
(Barquero, 2013).

c. Factores del ambiente

El nimero de horas que la superficie del papel permanece himeda; por lluvia, rocio o
condensacion; y una mayor duracion de la temperatura en el rango de 18 a 28 °C; son los
factores climaticos mas influyentes para el rapido desarrollo de la enfermedad (Barquero,
2013).

21



1.3. Prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

PCR son las siglas por las que se conoce a la reaccion en cadena de la polimerasa (en
inglés Polymerase Chain Reaction) Gracias a esta tecnologia se ha llevado a cabo investigacion
genética en todos los campos de la ciencia. Por ejemplo, se utiliza en biologia para identificar
secuencias de genes en plantas, animales o, especialmente, en microorganismos.
lo importante de desarrollar métodos moleculares de identificacion de hongos, usaron
marcadores microsatélites (SSR) para especies que estan relacionados con H. vastatrix debido
a la continua evolucion de nuevas especies, pero validaron 25 marcadores SSR, de los cuales

solo 4 estaban disponibles para la identificacion genética. (Cristancho y Escobar, 2008)

1.3.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), técnica molecular desarrollada por
KaryMullis en 1986, se ha convertido en una parte esencial del diagnéstico molecular de
hongos, permite establecer relacion filogenéticas y una clasificacion taxonémica correcta
(Sutton, 1998, citado en Park y Min, 2005; Baldiwn, 1995, citado en Fernandez, 2010). El
método se basa en la amplificacién exponencial de una zona o secuencia de ADN especifica de
interés in vitro utilizando un par de cebadores (Kolmodin y Birch, 2002; Atkins y Clark, 2004).
Llorens (1997) sefal6 que esta técnica requiere el conocimiento de la region diana del genoma
fangico para poder amplificarla. En los hongos y otras eucariotas, el ADN reside en los
genomas nuclear y mitocondrial; pero la region mas utilizada en hongos es la que codifica el
ADN del nucleo ribosémico (Zuluaga, 2008).

1.3.2. Organizacion del ADN nuclear ribosomal (ADNF)

Las zonas de ADN utilizadas para determinar la taxonomia flngica y las relaciones
filogenéticas son genes de ADN nuclear ribosémico (ADNr) porque permiten la amplificacion
y la secuenciacion directa (White et al., 1990) porque estas unidades de genes son repeticiones
en tandem. Se encuentran en miles de copias individuales o mdltiples. en genomas fungicos
(Cullings y Vogler, 1998).

La organizacion de unidades de rDNA incluye tres genes codificantes: el primero para
la subunidad pequefia (SSU) basada en el gen 18S, el segundo para el gen 5.8S y el tercero
para la subunidad grande 28S. (LSU) (Atkins y Clark, 2004). Las zonas de codificacion 28S y

18S estan separadas por dos tipos de espaciadores, el espaciador externo (ETS) y el
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espaciador interno no transcrito (NTS); sin embargo, los espaciadores se conocen
comunmente como espaciadores intergénicos (IGS). El gen 5.8S estéa integrado entre dos

espaciadores transcritos internos, ITS-1 e ITS-2 (Edel, 1998; Hwang y Kim, 1999).

1.3.3. Utilidad de las regiones del ADNr.

Hillis y Dixon (1991) indicaron que la secuencia génica del ADN ribosémico en los
hongos es una region muy conservada dentro de una especie, pero a la vez varia mucho en los
distintos grupos de hongos y Donaldson, 1995; Hwang y Kim, 1999; Wu , 2003). Pero, Hirata
y Takamatsu (1996) sefialaron que la secuencia de genes en la region 5.8 es muy pequefia, por
lo que no es util para estudiar relaciones filogenéticas de de un mismo género; esto ultimo fue
reiterado por Hwang y Kim (1999) quienes sefialaron que, aungue muy conservada, la secuencia

es de solo 180 pb, por lo que no contiene suficiente informacion filogenética.

Segun Edel (1998), las secuencias de las regiones ITS e IGS son mas variables porque
han evolucionado més rapidamente que las regiones codificantes del rDNA porque estan bajo
una presion menos selectiva y no son letales para el organismo. (Hwang y Kim, 1999; Zuluaga,
2008). Por esta razon, se han convertido en herramientas populares en los estudios filogenéticos
para identificar y clasificar poblaciones, permitiendo la identificacion de especies
estrechamente relacionadas, asi como la variacion dentro de una sola especie, como las cepas
(White, 1990; Hirata y Takamatsu, 1996; Edel, 1998; Paul, 2002, citado en Park y Min, 2005).
Dada la disponibilidad de estas regiones, se han desarrollado varios cebadores universales
especificos para amplificarlos para su uso en pruebas de PCR incluso en presencia de
contaminantes como raices, parasitos o saprofitos (LLorens, 1997; Wu, 2003, 2004; Atkins y
Clark, 2004). Atkins y Clark (2004) sefialaron que, si bien la regién del ADN del nucleo
ribosémico y el espaciador interno transcrito han sido los principales objetivos de los estudios
taxondmicos y filogenéticos en hongos, también se han estudiado ampliamente otros genes,

como el gen de la B-tubulina.

1.3.4. Gen B -tubulina

Este gen codifica una de las dos familias conservadas de tubulinas que son
fundamentales para los procesos de las células eucariotas porque son los componentes
principales de los microtibulos y, junto con otras proteinas, forman el motor de la investigacion

de los microtubulos. El cual esta implicado en la segregacion cromosémica durante la mitosis
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(Einax y Voigt, 2003). Brun (1991) indic6 que el gen de la B-tubulina esta mas conservado y
su disposicién de secuencia es mas precisa que la del ADN nuclear ribosomal; Thon y Royse
(1999) citados en Villa (2006) también indicaron que resultd atil para reconstruir relaciones
filogenéticas entre diferentes especies de hongos. Iturralde (2005) sefial6 que una vez
amplificados los fragmentos de ADN, los nucledtidos que forman parte del organismo pueden
secuenciarse en diferentes laboratorios y asi compararse in silico en diferentes bases de datos
de nucledtidos utilizando herramientas bioinformaticas. Las principales bases de datos de
nucleotidos son: NCBI (Centro Nacional de Biotecnologia), E.M.B.L (Laboratorio Europeo de
Biologia Molecular) y D.D.B.J (Base de datos de ADN de Japon), incluido el uso de programas
informéticos como Fasta y Blast (Herramienta bésica de busqueda de alineacién local),
secuencias de ADN o proteinas las basquedas se pueden encontrar y comparar con otras
entradas en la base de datos, identificando asi el organismo relevante (Abd-Elsalam, 2003;
Moskwa, 2005).
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CAPITULO I
METODOLOGIA DE INVESTIGACION

2.1. Caracteristicas del area de estudio
2.1.1. Ubicacion:

El trabajo de investigacion del proyecto “Prospeccion, Incidencia e Identificacion de la roya
del café (Hemileia sp.) Kimbiri-La Convencién-Cusco — 20197, se realiz6 en dos etapas. En primera
etapa se realizé en el distrito de Kimbiri, la segunda etapa se realiz6 en el laboratorio de Fitopatologia
EPA-FCA-UNSCH.

a. Ubicacién politica

Distrito : Kimbiri
Provincia : La Convencion
Region : Cusco

b. Ubicacion geogréfica

Zona - 18L

Latitud 1 73°50”30" norte
Longitud 112929718’ sur
Altitud : 540 - 3000 msnm
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Figura O1.

Mapa de ubicacion del Distrito de Kimbiri.
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2.1.2. Topografia
La topografia del distrito de Kimbiri es accidentado, ya que corresponden al
alineamiento estructural de los flancos oriental y occidental de los andes, denominado cordillera

frontera; la depresién tectonica de los rios Apurimac y Kimbiri.

2.1.3. Clima

De acuerdo con la informacion hidrometeoroldgica disponible de la zona, la cantidad de
precipitacion alcanza de 1800 a 2200 mm/afio; de diciembre a abril son mas intensos,
alcanzando un rango de 500 a 700 mm mensuales, con valores minimos de junio a agosto; Las
precipitaciones estan influenciadas por los vientos del este, noreste y sur que traen nubes
himedas de la llanura amazonica. La temperatura promedio es de 25 °C (octubre a febrero) y
la temperatura minima es de 19 °C (mayo a julio).

El clima corresponde al Ilamado clima tropical, por estar ubicado en la zona de selva

alta, donde hay mucha precipitacion, humedad y temperaturas muy altas.
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2.2. Materiales, equipos

2.2.1. Materiales

. Cuchilla . Porta objetos
. Papel toalla . Cubre objetos
. Caja de tecnopor . Cuademo de campo
. Bolas de plastico . Placa Petri
. Cinta masking . Mechero
. Tapers de plastico . Bisturi
. Tijera . Pinzas
. Marcador indeleble . Pipetas
. Regla . Lapiceros
2.2.2. Equipos
o Microscopio o GPS
o Estereoscopio o Céamara fotogréfica

2.3. Instalacion y conduccion del experimento
2.3.1. Fase I: Trabajo de campo
2.3.1.1. Prospeccién del area de estudio

Segun Agrios (1998) y French (1985), el trabajo de deteccion de enfermedades es el
primer paso para investigar si hay un cambio en la cultura; se basa en informacion general sobre
las condiciones de cultivo, las caracteristicas del medio de cultivo y los métodos de produccién
utilizados. La investigacion es un estudio, una comprension preliminar del estado fitosanitario
de un &rea o cultivo especifico, una evaluacion no detallada de las condiciones patoldgicas, un

estudio preliminar o preliminar que permite un analisis detallado y matizado de los problemas
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futuros mas importantes. el estudio toma decisiones de cultivo para guiar el manejo de la

sanidad vegetal en las regiones analizadas.

Fecha de evaluacion: Fueron en los meses de octubre y noviembre del 2019 la visita y

evaluacion de las parcelas para posterior recoleccion de muestras.

Para facilitar la evaluacion de los cultivos de plantas de café se determinaron lugares
donde se va a realizar. Los lugares a evaluacion fueron en cuatro zonas que previo a una visita
se determind como zonas de evaluacion. La Fecha de recoleccion de muestras fue en el mes de

noviembre con el ingreso de las primeras lluvias de la ceja de selva.

Tabla 01.
Zonas de evaluacién de incidencia de la roya del café.
Zona Lugar Coordenadas Altitud
1 Kimbiri Alto Este: 0637965 938 msnm
Norte: 8607741
2 Villa El Salvador Este: 0635199 1192 msnm
Norte: 8610002
3 Maserine Este: 0652335 1254 msnm.
Norte: 8587613
4 Capirushiato Este: 0643706 1390 msnm

Norte: 8601237
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Figura 02.

Mapa satelital del Distrito de Kimbiri y las zonas evaluadas (Google Earth).

Zona 2 (Villa el Salvador)
lZona 1 (Kimbiri Alto)

‘Zona 4 (Capirushiato)
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2.3.1.2. Recoleccion de las muestras

Se recolectaron muestras de hojas afectadas que muestran lesiones amarrillas de
plantacion de café en las hojas como se puede ver en la fotografia A, las cuales se
extrajeron con una cuchilla como se muestra en la fotografia B, posteriormente se
dispusieron en bolsas de plastico y se guardaron por separadas el primero en tapers de
plastico para luego ser traslada a los laboratorios de fitopatologia de la UNSCH para el
analisis macroscopico y microscépico, y la segunda muestra en una caja de tecnopor para
ser enviadas a la ciudad de Lima a los laboratorios de Biologia Molecular de
Fitopatologia de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM) para su analisis

de identificacién molecular del hongo de la roya.

Figura 03
Recoleccién de muestras de hojas con lesiones amarillas en el café.
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Figura 03.

Evaluacion de sintomas de lesiones amarrillas de las hojas del cafeto en el campo

8

\
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En la Figura 04, se puede observar el haz de la hoja lesiones amarrillas y Necrosis
producto del dafio del patdégeno en estudio en la imagen C, y en el envés de la hoja se

puede ver las pustulas de color amarrillo como se puede observar en la imagen D.

2.3.1.3. Evaluacién de la incidencia de la roya

El porcentaje de incidencia se llevo a cabo en las cuatro zonas productoras de café
del distrito Kimbiri, diferentes zonas de altitud en localidades de Villa El Salvador,
Kimbiri Alto, Capirushiato y Masereni. Para el conteo de plantas con los sintomas de la
enfermedad se realizo a través de un muestreo en todas las parcelas indicadas realizando
un muestreo dirigido (figura 05), el nimero de plantas evaluadas por cada parcela fue de
50.
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Figura 05.
Croquis de muestreo de las parcelas evaluadas para incidencia de las plantas con lesiones

amarrillas del café

Tabla 02.
Numero de parcelas y plantas para evaluar el porcentaje de incidencia de lesiones amarrillas
en cafetos en el distrito de Kimbiri.

Zona Localidad Altitud (msnm) N° de Parcelas N° de Plantas por Parcela
1 Kimbiri Alto 938 1 50
2 Villa El Salvador 1192 1 50
3 Maserine 1254 1 50
4 Capirushiato 1390 1 50

Se conto el nimero de arboles sanos y arboles con sintomas de dafio amarillo para

determinar la incidencia en el area. (ver figura 06)

. . Total de plantas enfermas
% Incidencia = * 100
Total de plantas evaluadas
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Figura 04.

Evaluacion de plantas de café con o sin lesiones amarrillas.

2.3.2. Fase 11: trabajos de laboratorio
El trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Fitopatologia de la Escuela Profesional

de Agronomia de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

Preparacién de cAmara humeda

Esta camara himeda consistié en una fuente de plastico hermético desinfectado,
se coloco papel toalla himeda en la base, con el fin de crear condiciones favorables de
humedad para que esporule el hongo y se mantenga viva durante algunos dias para su
analisis macroscdpica y microscépico que faciliten poder describir sus caracteristicas de
su estructura de propagacion.

2.3.2.1. Caracterizacion de la estructura del patogeno.

La caracterizacion del patdgeno identificado como agente causal de la clorosis y
necrosis de la hoja de café se realizO macroscOpica, microscépica y posteriormente
mediante la prueba de Reaccién de Cadena Polimerasa (PCR). El color, forma, textura de

las pustulas de esporas, medicién de las urediniosporas y obtencion de la cadena
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molecular es la caracterizacion de mayor importancia y suficientes para sugerir la clase,
orden, familia y género al cual pertenece el determinado patdgeno. Asi mismo se realizo

como se describe a continuacion.

a. Observacion macroscopica

Se realizd en el laboratorio de Patologia vegetal de la escuela profesional de
agronomia de la UNSCH se utilizd un estereoscopio, que es un instrumento que nos
permite aumentar el tamafio de la muestra de 4 a 40 veces, nos permitié observar los
sintomas de las muestras y posteriormente poder realizar disecciones de estructuras
lesionadas que posean esporas ya que en al aparato se puede visualizar la muestra y poder
obtener una muestra representativa que pueda ser observada por el microscopio para sus

demas estudios.

Figura 05.

Evaluacion macroscdpica de las lesiones amarillentas con el estereoscopio.

A través de la evaluacion macroscopica podemos describir los sintomas que
produce las lesiones amarrillas y coloracion del patdgeno a caracterizar, y a la vez extraer
muestras precisas para poder realizar estudios microscopicos sin que esta se contamine
por otras muestras.
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b. Observacion microscopica

La mayoria de las esporas de las lesiones amarillentas se identificaron y
caracterizados por medio del estudio microscopico a traves de un microscopio optico.

Las caracteristicas para considerar seran:

o Coloracion de la espora
o Tamario de la espora
o Forma de espora

Montaje directo: todo lo aislado se examinaron mediante preparacion
microscopica realizada directamente a partir de hojas que presentan sintomas de lesiones
de color amarrillo que son extraidas con ayuda de un estereoscopio para mostrar mayor
precision del tejido dafado. Para ello, se recogio una porcion de esporas, con ayuda de la
aguja hipodérmica, y se deposita sobre un portaobjeto al que antes se le coloco una gota
de liquido de montaje, para luego cubrirla con un cubre objeto y con laca de ufias para

evitar desecacion de la muestra.

Figura 06.

Evaluacion microscopica de las lesiones amarillentas del café en el laboratorio de fitopatologia
de la UNSCH.
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2.3.2.2. ldentificacion del patégeno

Se realiz6 mediante:

Prueba de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). Se realizé la
recoleccion de muestras de hojas de café dafiadas que presentan esporas de color
amarrillo de café previamente limpiadas y colocadas en una bolsa de plastico, luego se
juntaron todas las muestras en una caja de tecnopor y enviadas a los laboratorios de
Biologia Molecular de Fitopatologia de la Universidad Nacional Agraria La Molina
(UNALM) en Lima.

Procedimiento general:

EXTRACCION DE ADN [ PCR ] l SECUENCIAMIENTO
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CAPITULO I

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Incidencia y sintomatologia café en distrito de Kimbiri — La Convencion —
Cusco.

3.1.1. Incidencia de plantas con lesiones amarrillas

El porcentaje de plantas de café con sintomas de lesiones amarrilla diagnosticada
en las hojas fueron de 36%, 58%, 18% y 10%, en las localidades de diferentes altitudes y
zonas muy distantes en todo el distrito de Kimbiri; se evaluaron las zonas de Villa El
salvador, Kimbiri Alto, Capirushiato y Maserine, como se aprecia detalladamente en la

Figura 09.

Figura 07.

Porcentaje de incidencia de plantas con lesiones amarrillas en café en el distrito de Kimbiri.
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Tabla 03.
Comparacion de plantas con lesiones amarrillas en cuatro pisos altitudinales en el Distrito de

Kimbiri.

Zona Lugar Altitud  N°dePlantas  N° de Plantas %
(msnm) Observadas con Sintomas Incidencia
1 Kimbiri Alto 938 50 18 36.00
2 Villa El Salvador 1192 50 29 58.00
3 Maserine 1254 50 9 18.00
4 Capirushiato 1390 50 5 10.00

Los resultados indican que el patdgeno presentdé mayor incidencia en las
localidades de las zonas bajas como Kimbiri Alto y Villa El Salvador que en las zonas
altas como Maserine y Capirushiato. Asi mismo, se observa que el porcentaje de
incidencia de las plantas con lesiones amarrillas obtenidos son altos en lugares de menor
altitud, debido a que estas ocasionan dafios significativos de calidad en las hojas, altitud
favorable para la produccion esté entre los 600 a 2700 msnm las zonas evaluadas estan
entre los rangos favorables para el cultivo de café, pero las zonas bajas son lugares mas

propensos a tener problemas con el patdgeno causante las lesiones amarrillas.

El estudio concuerda con los estudios realizados, en Tingo Maria se evaluo, pero
roya en tres localidades, San Isidro (1600 msnm), La Vega (1100 msnm) y Tingo Maria
(670 msnm). El ataque fue significativamente diferente entre la zona alta y baja, mas no
entre la zona media y alta. El area foliar cubierta es mayor en la zona baja que en la zona
alta, en esta Gltima, el nimero de hojas por rama fue mayor; asimismo, las plantas
tuvieron mayor vigor, mientras las de la zona baja mostraron fuerte defoliacion (Rojas,
1982). Hernandez (2003), en una publicacion sobre epidemiologia, presenta el area
debajo de la curva de progreso de la roya, evaluada entre octubre 1983 y octubre 1984.
Los mayores niveles de la enfermedad se encontraron en la zona baja (670 msnm),
seguida de la media (1100 msnm) y alta (1600 msnm), tal como se muestra en la Figura
10.
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Figura 8.

Curva de progreso de la roya del café en tres pisos altitudinales
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Nota. Adaptado de Hernandez, 2003

La discrepancia entre dos zonas como la de Kimbiri Alto (938 msnm) tiene una
incidencia 36% Yy Villa El Salvador (1192 msnm) presenta una incidencia 58% ya que
presentan diferente altitud; dando a conocer que hay otros factores mas que altitud que
influyen en la proliferacion del patégeno de la roya (Hemileia sp.) como da conocer los
estudios realizados por Julca (2008), en un estudio realizado en café var. Caturra roja,
encontraron que la incidencia de la roya del café en tres pisos altitudinales fue variable.
Asi tenemos que en el 2006 la mayor incidencia correspondi6 a la localidad de Villa Rica
(1536 msnm), comparada con la de San Ramén (1258 msnm) y Satipo (981 msnm); al
afio siguiente practicamente fue similar en Villa Rica y San Ramén y menor en Satipo; el
2008 fue mucho mayor en Satipo, seguido de San Ramoén y Villa Rica (Figura 11). Los
resultados mostraron que la ocurrencia de roya en un sitio esta relacionada no solo con la
altitud, sino también con otros factores como precipitacion, temperatura, carga de frutos,
época de cosecha e indculo residual (Lépez, 2010), asi como el grado de sombra. en el

area.
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Figura 9.

Variacién de la roya del café en tres pisos altitudinales
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Nota. Tomado de, Julca, 2009.

3.2. Caracterizacion de la estructura del patdgeno del café en distrito de Kimbiri
— La Convencién — Cusco.

3.2.1. Observaciones macroscépico de las lesiones amarrillas del café

Sintomatologia de las lesiones amarrillas en café. Esta identificacion se ha
realizado con un estereoscopio de acuerdo a las muestras recolectados. Los sintomas
descriptos de las lesiones amarrillas, observados en las plantas de café en las localidades
de Villa el salvador, Kimbiri Alto, Capirushiato y Maserine; fueron Principalmente
lesiones cloroéticas, inicialmente decoloracion de areas foliares, especialmente en los
margenes donde tiende a acumularse mas agua, y posteriormente urediniosporas con
abundantes hongos, identificados como un polvo amarillo o anaranjado en la base de las
hojas afectadas. (Figura 3.3) y en el haz de la hoja se observa sintomas de lesiones
amarrillas y de color café por la alta intensidad de dafio (Figura 12). Los cultivos
infestados sufren una rapida reduccion del rendimiento debido al efecto sobre la economia
energética de las hojas, que es responsable de tres importantes procesos (fotosintesis,
respiracion y transpiracién); cuando es atacado, reduce su funcion e incluso puede escapar

del arbol.
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Figura 10.

Evaluacion de sintomas de roya en el envés de hoja en el laboratorio.

Figura 11.
Evaluacion de sintomas de roya en el haz de la hoja en el laboratorio.
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Figura 12.

Esporas de la roya Hemileia vastatrix en café en el envés de la hoja.

Figura 13.

Comparacion en el haz de la hoja con roya macroscopicamente.
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Estos resultados son similares a la roya del café que lo reportado por FONAIAP
(1984) Se dice que los sintomas aparecen en la parte inferior de las hojas como manchas
cubiertas de polvo amarillo, naranja o de color ladrillo. Inicialmente, una sola area
infectada tiene unos 3 mm de didmetro, pero aumenta gradualmente a 2 cm o0 mas. A
medida que avanza la enfermedad, se observa negrura en el centro de las lesiones o

manchas, lo que se asocia con la muerte del tejido foliar.

Estos resultados son similares a los informados por Castro (2009), quien indico la
aparicion de los sintomas como pequefias manchas translicidas de color amarillo palido
de 1 a 3 mm. La lesion crece hasta que se forma una gran mancha con mucho polvo
amarillo (esporas) en el envés de la hoja y es visible como una mancha amarilla en el

reverso. Las lesiones antiguas son necroticas.

Estos resultados también concuerdan por lo reportado por Rivillass (2011), que indica
que los sintomas se pronuncian en el envés de la hojas, donde se observa manchas palidas
que con el pasar del tiempo incrementa su tamafio formando manchas amarillas o

naranjas, con presencia de polvillo amarillo, donde se producen las esporas del hongo.

3.2.2. Observacion microscépica de las lesiones amarrillas

Las esporas del patogeno de café en la observacion microscépica realizado en el
laboratorio de Fitopatologia de la Escuela Profesional de Agronomia de la Facultad de la
Ciencias Agrarias (UNSCH), se observan las esporas denominadas urediniosporas de
color amarrillo o anaranjado de forma redonda u ovalado, semejantes a un rifidn,

presentando espinas finas en todas su area como se observa en la figura 16.

Para la medicion del tamafio de la espora se realizé considerando algunos detalles
desde la calibracion del microscopio segun la informaciéon recolectada para su
determinacion y aproximacion del tamarfio adecuado seguln la tabla 5. Ya se tiene factor
de calibracion segun el lente objetivo, pero son datos exactos para la investigacion se
realizd un reajuste de acuerdo con el microscopio optico que se tiene en el laboratorio

asemejandose al reporte de calibracion que se tiene en la tabla 04.
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Tabla 04.

Determinacion de factor de calibracion de un microscopio.

Lente Lente Magnificacion ( Reticulas del Micrémetro Factor de
objetivo  ocular a*b) microscopio de platino calibracién (um/
€) (b) (subdivision) (um) subdivisién)
10X 10X 100X 100 1000 pm 10
20X 10X 200X 100 500 pm 5
40X 10X 400X 100 250 pm 2.5
Tabla 05.

Determinacion del factor de calibracion segin a microscopio optico del laboratorio de
laboratorio de Fitopatologia de la Escuela Profesional de Agronomia de FCA- UNSCH.

Lente Lente  Magnificacion ( Reticulas del Micrémetro Factor de
objetivo  ocular a*b) microscopio de platino calibracién (um/
(@) (b) (subdivision) (um) subdivision)
10X 10X 100X 77 870 um 11.30
40X 10X 400X 40 110 pm 2.75
Tabla 06.

Medicién del Tamafio de ancho de la urediniosporas del patdégeno segin la figura 14.

Lente Lente  Magnificacion ( Factor de Reticulas del Tamario del
objetivo  ocular a*h) calibracién  (um/ microscopio ancho de la
(@) (b) subdivision) (subdivision urediniosporas
40X 10X 400X 2.75 8 22.00 pm
40X 10X 400X 2.75 9 24.75 pm
Tabla 07.

Medicion del Tamafio de altura de la urediniosporas del patégeno segun la figura 18.

Lente Lente  Magnificacion ( Factor de Reticulas del Tamafio de
objetivo  ocular a*b) calibracién  (um/ microscopio altura de la
(@) (b) subdivision) (subdivisién urediniosporas
40X 10X 400X 2.75 13 35.75 pm
40X 10X 400X 2.75 12 33.00 um
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Figura 16.
Esporas de Urediniosporas de la roya (Hemileia vastatrix) del café.

Figura 14.
Medicion de las estructuras de Urediniosporas a lo ancho.

Figura 18.
Medicion de las estructuras de Urediniosporas a lo largo.
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El resultado obtenido de la medicion microscopica de la espora urediniosporas segun el
factor ajuste calculado con el microscopio optico del laboratorio es de ancho 22.00 um 'y
24.75 pm, altura 35.75 pym y 33.00 um los datos se aproximan a lo obtenido en
descripcion morfoldgica hecho por Castro (2009). Muestra que las esporas de la roya del
café tienen forma de rifion (30 um de largo x 20 um de ancho) bajo el microscopio, lisas
por dentro y asperas por fuera, llamadas uredosporas, y se producen en grandes
cantidades, correspondientes al color amarillo que se ve en la hoja de café o El fondo de
polvo anaranjado es caracteristico de esta enfermedad. La incidencia de teliosporas es

muy baja, son redondas, 20-25um.

3.2.3. Analisis de la Prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se realizo en el laboratorio de la Universidad Nacional Agraria La Molina Laboratorio de
Biologia Molecular de Fitopatologia, identificacion molecular del hongo del patdégeno
causante de las lesiones amarrillas en las hojas del café, obteniendo los siguientes datos.

El método empleado para la extraccién de ADN es la compra de un kit comercial que se

detalla el procedimiento en el anexo 8.
A continuacidn, se detalla los resultados obtenidos con 2 muestras.
. Secuencia consenso final

>A — Hemileia vastratrix — 1016pb

TCTCATTCACATGCCCATGTTCAATTAAGAAACAAGAGCTTCTTACACATTT
AAAGTTTGAGAATAGGTTAAGGATGTTTCATCCCCAAGGCCTCTAATCATTC
GCTTTACCTCATAAAACTGATGTGAGTCTCTGCTATCCTGAGGGAAACTTCG
GCAGGAACCAGCTACTAGATGGTTCGATTAGTCTTTCGCCCCTATACCCAAA
TTTGACGATCGATTTGCACGTCAGAACCGCTACGAGCTTCCACCAGAGTTTC
CTCTGGCTTCACCCTATTCAGGCATAGTTCACCATCTTTCGGGTCCCAACAT
ACTTGCTCTTACTCAGTACCTTCATATAAATAATTAGGACTGGTCAATGGTG
CACCTCATTAAATTTTGGATCCCATTTACATTCACTTTCATTGCGCATGTGAG
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TTTTACCACTCAAATACTTGCAAGCATGTTAGACTCCTTGGTCCGTGTTTCA
AGACGGGTCATTTAAAGCTATTGCACCAACATCCATAGTAAGAGTGTCAAC
CATTTTGGTGACCTACTGAAAATCTCTTTCCAGCTTACTGTGAATCTCCTCAA
TCTTGGGCATTATATATGAAATTCAGGACTATAACACAACCAAAGTTGCTAC
ATTTCCCAAACCCTTATCTAACACCCAAAATTGATGTTGGTCTGATAATGCA
CAGAATACACCCTAATAAAAGGCTGAACTGACATTATCAAGTCTAACTTCA
AGTGTTTCCCTTTTAACAATTTCACATACTGTTAACTCTCTTTCCAAAGTTCT
[TTCATCTTTCCCTCACGGTACTTGTTTGCTATCGGTCTCTCACCAATATTTA
GCCTTAGATGGAATTTACCACCCATTTTGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGA
CTCTTAGAGACTGCTTCATAAAAGCACTGGTAGTCCATATCATTAGACAGGA
TTCTCACCTTCAATGATGCTGTATTCCAACAGACTTATATATGGTCCAGCAC
AAGAAAGCACCTCTTCACTTTACAAC

>H- Hemileia vastratrix — 1016pb

TCTCATTCACATGCCCATGTTCAATTAAGAAACAAGAGCTTCTTACACATTT
AAAGTTTGAGAATAGGTTAAGGATGTTTCATCCCCAAGGCCTCTAATCATTC
GCTTTACCTCATAAAACTGATGTGAGTCTCTGCTATCCTGAGGGAAACTTCG
GCAGGAACCAGCTACTAGATGGTTCGATTAGTCTTTCGCCCCTATACCCAAA
TTTGACGATCGATTTGCACGTCAGAACCGCTACGAGCTTCCACCAGAGTTTC
CTCTGGCTTCACCCTATTCAGGCATAGTTCACCATCTTTCGGGTCCCAACAT
ACTTGCTCTTACTCAGTACCTTCATATAAATAATTAGGACTGGTCAATGGTG
CACCTCATTAAATTTTGGATCCCATTTACATTCACTTTCATTGCGCATGTGAG
TTTTACCACTCAAATACTTGCAAGCATGTTAGACTCCTTGGTCCGTGTTTCA
AGACGGGTCATTTAAAGCTATTGCACCAACATCCATAGTAAGAGTGTCAAC
CATTTTGGTGACCTACTGAAAATCTCTTTCCAGCTTACTGTGAATCTCCTCAA
TCTTGGGCATTATATATGAAATTCAGGACTATAACACAACCAAAGTTGCTAC
ATTTCCCAAACCCTTATCTAACACCCAAAATTGATGTTGGTCTGATAATGCA
CAGAATACACCCTAATAAAAGGCTGAACTGACATTATCAAGTCTAACTTCA
AGTGTTTCCCTTTTAACAATTTCACATACTGTTAACTCTCTTTCCAAAGTTCT
TTTCATCTTTCCCTCACGGTACTTGTTTGCTATCGGTCTCTCACCAATATTTA
GCCTTAGATGGAATTTACCACCCATTTTGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGA
CTCTTAGAGACTGCTTCATAAAAGCACTGGTAGTCCATATCATTAGACAGGA
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TTCTCACCTTCAATGATGCTGTATTCCAACAGACTTATATATGGTCCAGCAC
AAGAAAGCACCTCTTCACTTTACAAC

De acuerdo a los datos obtenidos en la Tabla 08, podemos observar que el
patdgeno estudiado tiene uredinidsporas de Hemileia vastratrix de la roya del café,
presenta un 100% de identificacion dando a precisar que el patdgeno caracterizado si
pertenece a la roya Hemileia vastratrix del café poniendo a precisar que el patdgeno

descrito es el correcto.

Tabla 08.
Resultados de 1D molecular de la muestra A/H.
MUESTRA Especie Max score Query cover % ldentidad 1D NCBI (*)

Hemileia vastratrix voucher
A/H BRIP:61233 28S ribosomal 1901 97% 100%

RNA gene, partial sequence

KT199399.1

Nota. El Cédigo de identificacion pertenece a la base de datos del NCBI.

Existen muchos métodos que emplean para la extraccién de ADN y su posterior andlisis
de PCR para este trabajo en laboratorio se realiz6 la extraccion con un kit comercial que
permite obtener un ADN de muy buena calidad y utilidad para RCP (Cao, 2003; Khokhar,
2011; Turashvili, 2012), presenta como limitacion el elevado costo de algunos de estos

sistemas de purificacion.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Segun los resultados obtenidos, bajo las condiciones en los que se realizé el presente

trabajo de investigacion, se concluye que:

1. El mayor porcentaje de Incidencia de las lesiones amarrillas del café se observo en
las zonas de menor altitud y mayor altitud menor incidencia dando entender que se

trata de la roya del café (Hemileia sp).

2. Laobservacion macroscopicay microscopica muestra tener caracteristicas de la roya

del café (Hemileia sp).

3. Laidentificacién molecular del hongo de la roya del café, cuyo resultado indicé que
la muestra evaluada es 100% idéntica a la especie del hongo de roya del café

(Hemileia vastratrix).

4.2. Recomendaciones

¢ Realizar un diagnostico de la situacion actual de la problematica roya del café a nivel
del VRAEM para poder verificar el dafio producido por esta enfermedad y poder

determinar qué porcentaje hemos avanzado ante el control de la enfermedad.
¢ Realizar estudios de control quimico del agente causal (Roya del café) en diferentes

altitudes para poder determinar el comportamiento de la enfermedad en condiciones

controladas en el medio ambiente del distrito de Kimbiri o nivel del VRAEM.
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Realizar trabajos a nivel molecular para poder identificar la variavilidad genética de
Hemileia vastratrix en diversas zonas de produccion de café a nivel del VRAEM para
poder trabajar a nivel de mejoramiento genético contra las diversas razas de roya
identificadas.

Caracterizar e identificar cafetos resistentes a la roya, empleando caracteres
morfoldgicos, agrondmicos y bioquimicos para mejorar la resistencia de las plantas de

café ante la roya en diferentes altitudes asi incrementar la produccion.
Realizar trabajos de caracterizacion y aislamiento de hongos enddéfitos del cafeto
(Coffea arabica L.) como biocontrolador de roya amarrilla (Hemilieia vastratrix) y

promover su propagacion.

Darle mayor importancia al café ya que es un producto comerciable tanto en el

mercado local como internacional.
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Anexo 1.
Mapa del Distrito de Kimbiri y localizacion de las comunidades evaluadas.
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Anexo 2. Panel fotografico

Foto 01. Evaluacion de la zona | — Villa el Salvador.
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Foto 03. Evaluacion de la zona 3 Capirushiato.
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Foto 04. Evaluacion de la zona 4 — Maserine.
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Foto 05. Fotografia de sintomas de roya (Hemileia vastatrix) tomadas en el laboratorio de
Fitopatologia de la Escuela Profesional de Agronomia de la UNSCH.
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Foto 06. vista macroscopico y microscopico
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Anexo 03

Resultado de la PCR realizado en el laboratorio de Biologia Molecular de Fitopatologia -

UNALM
: e 3 Universidad Nacional Agraria La Molina Version: 01
LY
7057
Laboratorio de Biologia Molecular de Fitopatologia Fecha de
emision: 11-
DICIEMBRE-
2019
IDENTIFICACION MOLECULAR DE HONGO Péagina 70 de 85
1. Datos Generales
CLIENTE: CARRAZCO
Cantidad de muestras: 2 (Muestra A-H)
NUmero de secuencias: 2 (1FORWARD Y 1
REVERSE)
2. Procedimiento general:
EXTRACCION DE ADN [ PCR ] l SECUENCIAMIENTO
o Extraccién de ADN: Se realizé a partir de cultivo puro en placa. La concentracion de la
muestra fue de:
o Fecha: 27/11/19
A: 17. 4 ng/ul con calidad de 1.76 en ratio 260/280.
H: 11.3 ng/pl con calidad de 1.84 en ratio 260/280.
o PCR: Se utilizaron cebadores para la amplificacion de la region parcial del gen 5.85 ARN

ribosomal, la secuencia completa del espacio transcrito interno 2 y la secuencia parcial de la sub
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unidad mayor del ARN ribosomal. Secuenciamiento: Tipo SANGER enviado a Macrogen Korea
posteriormente analizado utilizando softwares informaticos (MEGA 7.0, BLASTN) descritos por
Aime (2006).

3. Imagen (foto de la corrida electroforética de producto amplificado)

— 100

2% agarose

Figura 1. (M) Marcador de referencia, pertenece al marcador empleado de 100bp. (A, H)
Muestras analizadas

4. SECUENCIA CONSENSO final

>A — Hemileia vastatrix — 1016pb

TCTCATTCACATGCCCATGTTCAATTAAGAAACAAGAGCTTCTTACACATTTAAAGT
TTGAGAATAGGTTAAGGATGTTTCATCCCCAAGGCCTCTAATCATTCGCTTTACCTC
ATAAAACTGATGTGAGTCTCTGCTATCCTGAGGGAAACTTCGGCAGGAACCAGCTA
CTAGATGGTTCGATTAGTCTTTCGCCCCTATACCCAAATTTGACGATCGATTTGCAC
GTCAGAACCGCTACGAGCTTCCACCAGAGTTTCCTCTGGCTTCACCCTATTCAGGCA
TAGTTCACCATCTTTCGGGTCCCAACATACTTGCTCTTACTCAGTACCTTCATATAA
ATAATTAGGACTGGTCAATGGTGCACCTCATTAAATTTTGGATCCCATTTACATTCA
CTTTCATTGCGCATGTGAGTTTTACCACTCAAATACTTGCAAGCATGTTAGACTCCT
TGGTCCGTGTTTCAAGACGGGTCATTTAAAGCTATTGCACCAACATCCATAGTAAG
AGTGTCAACCATTTTGGTGACCTACTGAAAATCTCTTTCCAGCTTACTGTGAATCTC
CTCAATCTTGGGCATTATATATGAAATTCAGGACTATAACACAACCAAAGTTGCTA
CATTTCCCAAACCCTTATCTAACACCCAAAATTGATGTTGGTCTGATAATGCACAGA
ATACACCCTAATAAAAGGCTGAACTGACATTATCAAGTCTAACTTCAAGTGTTTCCC
TTTTAACAATTTCACATACTGTTAACTCTCTTTCCAAAGTTCTTTTCATCTTTCCCTC
ACGGTACTTGTTTGCTATCGGTCTCTCACCAATATTTAGCCTTAGATGGAATTTACC
ACCCATTTTGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTAGAGACTGCTTCATAAAAG
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253735620

CACTGGTAGTCCATATCATTAGACAGGATTCTCACCTTCAATGATGCTGTATTCCAA
CAGACTTATATATGGTCCAGCACAAGAAAGCACCTCTTCACTTTACAAC

>H- Hemileia vastatrix — 1016pb

TCTCATTCACATGCCCATGTTCAATTAAGAAACAAGAGCTTCTTACACATTTAAAGT
TTGAGAATAGGTTAAGGATGTTTCATCCCCAAGGCCTCTAATCATTCGCTTTACCTC
ATAAAACTGATGTGAGTCTCTGCTATCCTGAGGGAAACTTCGGCAGGAACCAGCTA
CTAGATGGTTCGATTAGTCTTTCGCCCCTATACCCAAATTTGACGATCGATTTGCAC
GTCAGAACCGCTACGAGCTTCCACCAGAGTTTCCTCTGGCTTCACCCTATTCAGGCA
TAGTTCACCATCTTTCGGGTCCCAACATACTTGCTCTTACTCAGTACCTTCATATAA
ATAATTAGGACTGGTCAATGGTGCACCTCATTAAATTTTGGATCCCATTTACATTCA
CTTTCATTGCGCATGTGAGTTTTACCACTCAAATACTTGCAAGCATGTTAGACTCCT
TGGTCCGTGTTTCAAGACGGGTCATTTAAAGCTATTGCACCAACATCCATAGTAAG
AGTGTCAACCATTTTGGTGACCTACTGAAAATCTCTTTCCAGCTTACTGTGAATCTC
CTCAATCTTGGGCATTATATATGAAATTCAGGACTATAACACAACCAAAGTTGCTA
CATTTCCCAAACCCTTATCTAACACCCAAAATTGATGTTGGTCTGATAATGCACAGA
ATACACCCTAATAAAAGGCTGAACTGACATTATCAAGTCTAACTTCAAGTGTTTCCC
TTTTAACAATTTCACATACTGTTAACTCTCTTTCCAAAGTTCTTTTCATCTTTCCCTC
ACGGTACTTGTTTGCTATCGGTCTCTCACCAATATTTAGCCTTAGATGGAATTTACC
ACCCATTTTGAGCTGCATTCCCAAACAACTCGACTCTTAGAGACTGCTTCATAAAAG
CACTGGTAGTCCATATCATTAGACAGGATTCTCACCTTCAATGATGCTGTATTCCAA
CAGACTTATATATGGTCCAGCACAAGAAAGCACCTCTTCACTTTACAAC

5. RESULTADO OBSERVADO EN LA TABLA I

Tabla 9. Resultados de ID molecular de la muestra A/H

] Max | Query %
MUESTRA Especie ) ID NCBI (*)
score | cover | ldentidad

Hemileia vastatrix KT199399.1
voucher BRIP:61233 | 1901 | 97% 100%
28S ribosomal RNA

A/H
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253735620
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4YR49NK6014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4YR49NK6014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4YR49NK6014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4YR49NK6014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=4YR49NK6014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_940373678
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_940373678
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_940373678
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KT199399.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=YZMDDGP9016

gene, partial

sequence

* El Cédigo de identificacion pertenece a la base de datos del NCBI.
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Manage Columns “  Show

GenBank Graphics Distance tree of results

Max Total Query E Per.

Accession
Score Score Cover value Ident

1901 1901 97% 00 100.00% KT1893991

1692 1692 86% 0.0 100.00% DQ354566.1

1483 1483 9% 00 93.11% KI199401.1

1478 14718 9% 00 93.01% KI199393.1

1465 1465 07% 00 92.36% KT109400.1

1395 1395 98% 00 91.20% LC168776.1

1380 1380 98% 00 91.01% EUB511651

1354 1354 O7% 00 90.69% KT1893961

1336 1336 96% 00 90.79% KX8857731

1336 1336 9%6% 00 90.79% KX8857721

1330 1330 9%6% 00 90.70% KX885771.1

MEDALI HEIDI HUARHUA ZAQUINAULA

44325338
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_940373678
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_940373678

6. ELECTROFEROGRAMAS

Muestra A

File: A_Flabl Run Ended: 2019/12/9 21:34:48 Signal G.2027 A:3183 C:2084 T:5040 %
Sample: A_F1 Lane: 54 Base spacing: 15441826 1075 bases in 14872 scans Page 1 of 2

10 0 30 0 0 “0 b w0 2% 1" 1o 120
CC aim A TG ATTACG A TTOLGTG A TCTCOGMTTTTT GMCACATAT TGC GCCTTTTGOCTAT TCCAAAAGAT WCACCTATTTGAGAGTAT GAAAGATCAGAGGTAT TG AGAGAGTT AT

/ \M ottt i St /Aj,, W

Mo
TAAAAAA \ \ A AAAAA/ \(KK‘\ AAT \\CCCTTT A \\TmT \TTTYOG(‘CTYO A \TTTTTTTTTYTCCT A \C(‘TC(‘TW AA \TTOOWWTTOCC\'TT ATAMTTTO \Toaﬂffx‘ ACCT AMATTTAAT

S00 o S0 S30 40 50 o bl bd 550 600 610 620
TOAATAACCTTAATTITTTAATTTTTAATT TAAATTTTAAGATTTTAGTTTT I T TITTTTT ITTTACTTICTT TAATGGATCOT A A A TCA GGG GACTCCCAACTAACCTT ANCC ATACCn T

,ﬂ,l‘n/\' A ,»"u"x'U‘ ,.“,,*.,\ u/\.rMﬂ.urJ". ‘N‘y.,

File: A_Fl.abl ~ RunEnded: 2019/12/9 21.34:45  Signal G.2027 4:3183 C:2084 T:5040
Sample: A_FI Lane 54 Base spacing: 13441826 1073 bases in 14872 seans Page 29f2

630 G0 630 660 670 660 450 o0 TI0 ™ T
AAMC GAGG AAAAAALTAACAA GAATCCCCAATA MTGGC A GAAAAGE AMAAMCCATITTGTATCTGGCC TTTTAGGGT CGAGT GTAAMGT GAGAGTGCTTTCTGTGCTG

- e A A S Y Ve N s

0 50 T60 ™ T 0 500 80 520 &30 B0 80
GCCAAT T TAAGTC TWTTGGAAT ACAGC AT CATTGAAGGT G GAATCCT T CT AATGATAT GGACTACCAGTACTTT ATGAADGCAGTTCT A GOGTCAGTOGTT G GUTGCGCTCAAATG

P PP -

B0 70 B30 890 w0 o 920 930 o 9%
GTGET A TTCMCT A GOCTA A AT GTTGAAGACCEAT GC A @AGTTMC THAMG TAAMGTA A G ICTCG € G GT ACGT TG A CTACAM O A CC T GA

960 T 980 990 1000 1020
T GCTO A TO CAGT A@ TCTAAC GATAT CTAGC AT CGA CAOA CTC OGOT o™ caTaC o oo c T GT T AMGTC GA

T, e e e — T e ST e ——

1030 1040 1050 1060 1om
CT AT GC G AT 06 A TAC GTA CT G G M a0 Aa 4 ATGGIG A € TT A AG TG € A CTT
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File: A_Rl.abl ~ RunEnded: 2019/12/9 21:34:48  Signal G:1965 A:3112 C:4426 T'5012 6
Sample: A_RI Lane: 52 Base spacing 15512196 1403 bases in 16749 scans Page 1 of 2

10 20 » “ 0 “ » " » 100 1 120
GA QT AGAAG A TCTATTCEATGOCCATATTONT TAAGAAACAAG AGCTTCTT ACACATTTAAAGTTTGAG AT AGAT TAAGO AT GT TTCAT CCCCAAGGCCT CTAATCATTCOCTTTACCTCAT

File: A R1Labl ~ RunEnded: 2019/12/921:34:48  Signal G: 1968 A:3112 C:4426 T.5012
Sample: ARl Lane: 52 Basespacing: 15.512196 1403 bases in 16749 scans ~ Page 2 of 2

630 640 630 660 (2 680 690 00 o 0 0 i %0
AGTTOCTACATTTCCCAAACCCTTATCTAACACCCAAAATTGATATTGGTCTGATAATACACAGAATACACCCTAATAAAAGGCTAAACTGACATTATCAAGTCTAACTTCAAGTATTTCCC

1010 1020 1030 1040 108 1060 10% 1080 1090 11 1110 1120 1130
ACMGAAGCACCT CTTCACTTT AC AMCTCAGACCCT A BRI OCAGATT AC AMATT GOGCTTTTOCC TCTT CATTCAX ATT ACT AGGGG M TCCTTGTT AGTITCTTITCCTOCGCT AT GATATGC

1140 1150 1160 1% 1180 1% 1200 1 1220 3 140 1250
TI MGTTCAGIGIGTAATCOCACCTGATTTGAGATTCTTTTAAAG AA T AA AMTAAAAT AAM TTAAAAATAAMATT AAATT AAM TAAAAMAT AAAGAATT CAAATAAAAAGAAA AAGGGACA
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MUESTRAH

File: H_ Fl.abl Run Ended: 2019/12/9 21:34:48  Signal G577 A:1045 C:746 T:1363 é
Sample: H F1 Lane: 50 Base spacing: -16.163063 1601 bases in 21545 scans Page 1 of2

10 20 30 40 50 60 i 80 % 100 110 120
GOCATTTTTTATTACATAT TCATTGAICAT CG AATTTTTOAACGCATATTGCGCCTTTTGOC TATTCCANANGGT ACACCTGTTTGAG AGTATGAANGGTCAGGGTGTTGAG AGAGTTATTA

File: H_Fl.abl Run Ended: 2019/12/9 21:34:48 Signal G:577 A:1045 C:746 T:1363
Sample: H_F1 Lane: 50 Base spacing: -16.163063 1601 bases in 21545 scans Page2of 2

600 610 620 630 640 650 660 6% 680 690
GGGAG AACTCCCCCTTAAACTTAACCTTT TCATTAACCAGO AGGAAAAAAAC CTACCAAG AATTCCCCTATTATTGC CAAMGGAAAAGGA AAAACCCCATTTTTG

A
700 o 720 730 40 750 760 ™ 750 9% 800 10
TATTCTGC CCCTTTTAGGT TCCAGAT T TGTAAAAT TGAMAL AGTGTGT TT TCTGI GTGT TGACAC CTATATTAT A AT TCGTGT TGAAAT T ACAC CTA CTTTTGAMAGGGT AAAAA A

820 830 840 850 860 870 880 890 900 910 920 930
TCTCTGTTCTAT TGTATATG A ACTCCCCATGTGOCTTTTTATGAMC CCAT CTCTCTAA AMMTCTCAMMTTITTT TT T GGG AAATTGOCA CCCT CAAA ATTGGGGT GGGT MAATTTCCCTT

AN AINNS A MABASNANL A AN DABNNN A PN AN NN NN AN S AN A

210 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
TCTA AGGGCTTAAMTTTTT GGG TGA AAAMACCC GATTT GGCC AAACC AA TTT CCC GGT GAAGGG AAMA MATAT A AV AAA AATTTTTT GGAAAAAA AMAATTTTIT ACCCTTITTTTTTTG

AN AN A A & —

1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1% 1180
AMAMETTT TTTAMA AGAGAAAACCCCCA TTAAMMTITT AACCTIT TTAA ATATAT QCCTITT CC CCCCCCTT TTITITT TAGATGr TATTITTCCT TG GTCCTTTTT T TCCAMA C©
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File: H R1.abl Run Ended: 2019/12/9 21:34:48 Signal G:2318 4:3453 C:4424 T:5343 é
Sample: H_R1 Lane: 79 Base spacing 15.6671095 1398 bases in 17714 scans Page 1 of2

10 20 30 40 50 60 ki 80 90 100 1o 120
G @IC ATG A6 CTCTATTOCNTGOCCATG TTCAAT TAAGAAACAAGAGCT TCTTACACATT TAAMGTT TGAGAATAGGT TAAGGAT GT TTCATCCCCAAGGCCTCTAATCATTCGCTTT ACCT

250 260 270 280 290 300 30 320 330 Mo %0 360 i
CTACGAGCTTCCACCAGAGTTTCCTCTAGCTTCACCCTATTCAGGCATAGTTCACCATCT TTCGUGTCCCAACATACTTGCTCTTACT CAGTACCTTCAT AT AAATAATTAGGACTGGTCAATGGTG

File: H R1.abl ~ Run Ended: 2019/12/9 21:34:48  Signal G:2318 A:3453 C:4424 I.5343
Sample: H R1 Lane: 79 Base spacing: 15.6671095 1398 bases in 17714 scans Page20of2

630 640 650 660 670 680 690 700 o 720 ke o
AAAGTTGCTACATTTCCCAAACCCTTAT CTAAACACCCAAAATTAATGTTGATCTGATAATGCACAGAATACACCCTAATAAAAGGCTGAACTGACATTATCAAGTCTAACTTCAAGTGTT

870 880 890 900 910 920 930 Mo 950 960 970 980
CACCCATTTTGAGCTGCATTCCCAAACAACTCAACTCTTAG AGACTACTT CATAMAAGC ACTOAGT AGT CCATATCATTAGACAGG ATTCTCACC TTCAATGMTGCTATATT CC

1100 10 120 1130 140 1150 160 170 1180 1% 1200
GOGGGMATCCTTATTAATTTCC TTTTCCCCC CCTTTATTGAAA GC TTAAATTC AACOG@WAATCCCCCAC GG TTTTGAATTCC TTT TAAAAGA MG AAAAAL A AAMAA
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