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Resumen.

El café (Coffea spp) es uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial y provee sustento
econdémico a millones de personas en paises en vias de desarrollo. En Costa Rica, la actividad
cafetalera esta liderada por pequefios y medianos productores, lo que beneficia a 38 804 familias
dedicadas al cultivo distribuidas en ocho regiones del pais. La produccién de café es especialmente
susceptible al ataque de plagas y enfermedades. La roya es causada por el hongo Hemileia vastatrix, y
considerada la principal enfermedad del café distribuida ampliamente en las regiones productoras. El
mejoramiento del café y la obtencién de un nuevo cultivar con base en las metodologias tradicionales,
es un proceso que requiere alrededor de treinta afios. Sin embargo, la de induccion de mutaciones
brinda un gran potencial para inducir nueva variacion genética necesaria para el mejoramiento del café.
Debido a que el café es uno de los cultivos principales en Costa Rica considerado entre los mejores del
mundo, la actividad cafetalera del pais esta en juego ante el ataque de enfermedades como la roya.
Por esta razon, es que surge la necesidad encontrar nuevas alternativas de resistencia genética para
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el control de la roya. Hasta la fecha el TEC en conjunto con la UCR cuentan con materiales en campo
desarrollados por mutagénesis que han sido evaluados ante el ataque de roya. De las poblaciones M2,
se han logrado seleccionar genotipos promisorios, los cuales han generado poblaciones en etapa M3.
Los materiales con una respuesta de menor incidencia de roya han demostrado que la metodologia
de mutagénesis indujo variaciones aun no conocidas en el genoma, siendo recursos genéticos con
potencial a ser incluidos en programas de mejoramiento genético hacia una resistencia mas duradera.

Palabras clave:

mutagénesis, café, mejoramiento genético, roya, recursos fitogenéticos.

Introduccion

En Costa Rica, el sector cafetalero ha enfrentado una serie de, tales como el cambio climatico,
y el incremento en los costos de los fertilizantes, que junto los bajos precios internacionales y la
antigliedad de los cafetales, en el 2012-2013 la enfermedad de la roya ocasioné pérdidas estimadas
en $500 millones, debido a la reduccién en un promedio del 17% con respecto a periodos anteriores.
La sostenibilidad y rentabilidad del cultivo es un problema creciente (Avelino et al., 2015; Toniutti et al,,
2017) y una de las limitantes es la escasez de diversidad de recursos genéticos, especialmente del
café arabico (Alemayehu, 2017; Labouisse et al., 2008).

La roya del café es provocada por el hongo Hemileia vastatrix, quien cuenta con una gran diversidad de
razas patogénicas distribuidas a nivel mundial (Cabral et al., 2016; Talhinhas et al., 2017). Enlos Ultimos
afos, estas razas se han propagado rapidamente y se han detectado aislamientos mas virulentos que
han logrado superar la resistencia de genotipos que hasta el momento resistian la infeccion de razas
locales (Capucho et al., 2012; Toniutti et al., 2017). El caso mas reciente es la variedad Costa Rica-95,
la cual, en el afio 2019, reveld la pérdida de su resistencia ante la roya (Ramirez, 2019). Igualmente,
Obatd, Topazio y otras variedades en Brasil, han sido también reportadas. El vacio en nuevas fuentes
de resistencia genética, el aumento de los costos en insumos, asi como, los constantes cambios en
la dindmica climatica, se ve la necesidad de desarrollar nuevas fuentes de resistencia mas duraderas.

La incorporacion de genes que confieran caracteristicas de interés agronémico de las variedades
comerciales de café mediante mejoramiento genético convencional es un proceso largo vy dificil
de lograr(Villalta-Villalobos & Gatica-Arias, 2019). Al contrario, la alta abundancia, capacidad de
transferencia de los factores de virulencia, mutaciones y ciclos cortos por parte del hongo, posibilita la
aparicion de diversidad patogénica que facilmente sobrepasan las barreras genéticas de su hospedero
café (Capucho et al., 2012). Debido a ello, el desarrollo de nuevas técnicas para el mejoramiento
tradicional, asi como no tradicional, deben ser exploradas, validadas y continuamente mejoradas.

En este sentido, esta propuesta de estudio se origind con la necesidad de contar en Costa Rica con
nuevas alternativas de resistencia genética para el control de la roya. A este respecto, el desarrollo de
nuevos materiales de café por medio de técnicas no convencionales de mejora genética, como lo es
la mutagénesis quimica, podria favorecer a largo plazo, el mantenimiento de una produccion estable
de café de calidad.

¢Qué es la mutagénesis quimica?

La mutagénesis se describe como una técnica de exposicion de cualquier material biolégico a un
agente mutagénico, que eleva la frecuencia de mutaciones en el ADN por encima de la tasa espontanea
natural (Mishra et al., 2020). Los mutdgenos quimicos reaccionan con las bases nitrogenadas del ADN
provocando mutaciones de insercion, eliminacion, transicion y transversion de las mismas (Kashtwari
etal, 2022) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema representativo de la mutagénesis quimica en genotipos de café. Creado con BioRender.com.

Las nuevas técnicas de mejoramiento incluyen tecnologias para la introduccion de nuevas variaciones
en las plantas. En el caso de C. arabica, la induccion quimica de mutaciones representa un mecanismo
para introducir variaciones genéticas que podrian no estar presentes de manera natural. Por lo tanto,
el mejoramiento por mutacion se ha vuelto mas popular por ser una herramienta eficaz para inducir
nuevas alteraciones genéticas, las cuales pueden o no alterar caracteristicas de rendimiento, tolerancia
al estrés abiotico, asi como, la resistencia a enfermedades y plagas. Para este caso, la induccion de
mutaciones permite generar poblaciones numerosas de plantas, las cuales pueden ser evaluadas en
campo, o mediante ensayos de infeccion ex planta, para detectar posibles modificaciones al fenotipo
de susceptibilidad de muchas variedades de C. arabica L.

La mutagénesis quimica también se ha utilizado para el desarrollo de resistencia en contra la marchitez
del banano provocada por Fusarium oxysporum (Kishor et al., 2017). Otras investigaciones, trabajaron
con mutantes que mostraran resistencia al virus de la hoja amarilla (Kona et al., 2019). En Costa Roca,
la induccion de mutaciones ha sido utilizada con éxito en la busqueda de materiales con tolerancia a
herbicidas en el cultivo de arroz (Hernandez-Soto et al., 2022).

Metodologia

Preparacion de almacigos

La Sede del Atlantico de la Universidad de Costa Rica (UCR), proporciond frutos maduros de café
(Coffea arabica L. var Catual) M2. Asi mismo, el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas de la Escuela
de Biologia de la UCR cuenta con mutantes candidatos de café M1V1. Ambos materiales fueron
generados mediante mutagénesis en estado de semillas y callo embriogénico, respectivamente, y
trasladados al Campus Tecnoldgico Local San Carlos.

El almacigo de café fue sembrado en bolsas de polietileno con un sustrato de 50% suelo, 25% compost
organico, y 25 % de granza de arroz. Las plantas en almacigo fueron ubicadas en el laboratorio de
Ambientes Controlados del Campus San Carlos (Figura 2), bajo condiciones de temperatura >25°C, una
humedad relativa >80 % y fotoperiodo de 12 horas. El almacigo posterior a los 4 meses de establecido
fue reubicado a invernadero.
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Figura 2. Plantulas de café M2 establecidas a los 90 dias después del trasplante bajo condiciones controladas
(temperatura >25°C, una humedad relativa >80 % y fotoperiodo de 12 horas). Laboratorio de Ambientes Controlados, TEC.

Evaluacion de la patogenicidad de la roya

Se visitaron diferentes regiones cafetaleras del pais, con distintos variedades y accesiones donde se
procedio a colectar las muestras de hojas infectadas. Se cortaron discos de hojas de los diferentes
genotipos huésped (plantas mutantes y variedades comerciales: Venecia, Costa Rica 95, Catual y
la especie C. canephora var Robusta), y se transfirieron a recipientes transparentes de pldstico que
contenian una espuma saturada con agua.

La inoculacion de los discos de hoja se realizd en la superficie abaxial, donde se colocd una gota
de 0.05 ml de la solucién de uredésporas de H. vastatrix mas agua destilada y 2 mM de tween 20,
hasta llegar a una concentracion de 2.3x10% uredésporas/ml, y se mantuvo en agitacion constante
hasta su uso. Después de este procedimiento, los recipientes se transfirieron a una incubadora a total
oscuridad, con una temperatura promedio de 22.5+ 1.5 °C durante 48 h y una humedad relativa cercana
al 100 %. Luego de trascurrido este periodo, los discos foliares se limpiaron con algodén para eliminar
las ureddsporas que quedaban, para evitar la posterior colonizacién por hongos hiperparasitos, y se
mantuvieron en incubacién a 23 + 1.5 °C y fotoperiodo de 12 h, hasta la aparicion de los sintomas y
signos del patdgeno.

Se logro evaluar semanalmente el comportamiento de incidencia, severidad, periodo de incubacion
y latencia de discos foliares de plantas de café al ser inoculados. En cada evaluacion se tomaron
fotografias generales de cada camara humeda, registrando los segmentos con necrosis, manchas
cloréticas y estructuras infectivas (ureddsporas).

Resultados

De acuerdo con el comportamiento de la enfermedad, fue posible identificar plantas con diferentes
niveles de tolerancia de la enfermedad (valores de severidad cero hasta seis, como méaximo) (Figura 3).
Esto permitio caracterizar y describir la respuesta de las plantas ante el ataque del hongo, encontrando
algunas mutantes de café susceptibles, algunas otras presentaron niveles de tolerancia o hasta
resistencia. La respuesta de menor incidencia de roya bajo condiciones controladas de laboratorio
demuestra que la metodologia de mutagénesis indujo variaciones aun no conocidas en el genoma,
siendo recursos genéticos con potencial a ser incluidos en programas de mejoramiento genético hacia
una resistencia durable.
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Figura 3. Comportamiento de la roya de café (H. vastatrix) en discos de hoja
de plantas mutantes bajo condiciones controladas.

Una vez las plantas evaluadas, estas fueron trasladadas en una pequefia coleccion de materiales
en campo ubicada en el Campus Tecnologico Local San Carlos, en donde, ademas, se han estado
evaluando en términos de crecimiento, produccion y adaptacion a la zona (Figura 4).

Por otra parte, mediante un trabajo de graduacion el estudiante Juan Miguel Zufiga en la UCR, trabajo en
caracterizar morfoldgica y molecularmente la diversidad genética de los aislamientos de roya recolectados,
segun condicién agroclimatica, hospedero y fenologia de la planta. Se observé una tendencia de distribucion
genética segun region productora o condicion climatica, las cuales merecen atencion, ya que podrian ser
de suma importancia en futuros estudios para comprender si el clima o la localidad, son determinantes
en la existencia de la distribucion de genotipos diferentes de las muestras de roya, o si mas bien, el factor
genético del huésped es el de mayor efecto en la variabilidad del patdgeno.

El siguiente paso de la investigacion consistiria en probar esas nuevas lineas de café promisorias en
diferentes localidades del pais, para reafirmar si la caracteristica de resistencia se mantiene y entonces
valorar la posibilidad de hacer cruces con otros materiales de importancia agronémica. Ademas, se realizara
con la seleccion de plantas en campo y poblaciones de semillas derivadas en las etapas M3y M,V,.

Figura 4. Coleccion de materiales de café (mutantes y variedades comerciales)
establecidos en campo, Campus Tecnoldgico Local San Carlos.

35



Investiga. TEC Setiembre del 2023 - Vol. 16 + Num. 48

Consideraciones finales

Se logré obtener una metodologia para evaluar la incidencia y severidad en discos foliares de la roya
en el café bajo condiciones controladas.

Se logrd corroborar los niveles de tolerancia a la roya en las plantas evaluadas, sin embargo, aun se
requiere mayor investigacion al respecto.

Se logro establecer una pequefia parcela de coleccion de los materiales mutantes y variedades
comerciales en campo, para futuros estudios de investigacién y extension.

En Costa Rica, el principal café cultivado es Arabica y este ha sido un motor clave en el desarrollo
socioeconémico. En nuestro pais, la actividad cafetalera beneficia a 38 804 familias productoras de café
en ocho regiones del pais, que suman mas de 91 000 hectareas, lo que representa un 1.8% del territorio
nacional. La importancia de este estudio radica en que si no existen nuevos cultivares para la siembra y
produccion del café, Costa Rica dejaria de percibir alrededor de SUS 352 billones anuales, con suimpacto
no solo a la cadena de valor, sinoun 7.7 % del PIB. En este sentido, desde el 2015 la UCR junto con el TEC
han venido trabajando en generar soluciones novedosas y practicas en el area de mejoramiento genético
en café, promoviendo el acercamiento efectivo y oportuno con el sector cafetalero.
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