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Resumen general 

VARIABILIDAD GENÉTICA DE Hemileia vastatrix (Berk. & Br.) EN ZONAS 
CAFETALERAS DEL ESTADO DE VERACRUZ, MÉXICO 

México es uno de los principales países productores de café a nivel mundial, el 
valor total de la producción se estima en 4,996 millones de pesos, de los cuales 
el 72.6 % se destina al pago de jornales, respecto al valor de las exportaciones 
se han estimado en más de 351 mdd durante el 2018. Los estados que 
concentran la mayor producción son Chiapas, Veracruz, Puebla y Oaxaca. El 
principal problema fitosanitario de este cultivo es la roya del café, ocasionado por 
el hongo Hemileia vastatrix, el cual tiene como hospedante al género Coffea. En 
México existe poca información acerca de la variabilidad genética en las 
poblaciones del hongo, por lo que el objetivo de este trabajo fue determinar a 
nivel genético las posibles variaciones del patógeno en el estado de Veracruz, 
así como el uso de enzimas de restricción para diferenciar visualmente entre cada 
población. Mediante la comparación de secuencias se realizó un árbol 
filogenético y un análisis de haplotipos, así como el uso de enzimas de restricción, 
con lo cual, los resultados obtenidos mostraron diversidad genética entre las 
poblaciones, esto se podría deber a la presencia de las variedades de café 
(tolerantes y susceptibles) establecidas en los patosistemas. En los sistemas 
cafetaleros a nivel mundial se conocen más de 50 razas fisiológicas de H. 
vastatrix, en México solo se ha reportado la especialización de la raza II, sin 
embargo los resultados indican la presencia de nuevas razas. La digestión de los 
fragmentos ITSs con enzimas de restricción no permitió evidenciar diferencias 
visuales entre las poblaciones del patógeno, sin embargo los análisis previos si 
mostraron variabilidad, lo que podría deberse a los sitios de corte específicos a 
los que las enzimas reconocen en la región ITS, los cuales no se observaron en 
los geles de agarosa. 

Palabras clave: Variabilidad genética, variedades, ITS, haplotipos. 
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Tesis de Maestría en Ciencias, Universidad Autónoma Chapingo. 
Autor: Elena Selik Pérez Viveros. 
Director de Tesis: Marcelo Acosta Ramos. 
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Abstract 

GENETIC VARIABILITY OF Hemileia vastatrix (BERK. & BR.) IN COFFEE 

AREAS OF THE STATE OF VERACRUZ, MEXICO 

Mexico is one of the main coffee producers worldwide, the total value of 

production is estimated at 4,996 million pesos, which 72.6% goes to the payment 

of wages. Regarding to the value of exports more than 351 million dollars during 

2018 were reported. The states that concentrate the largest production are 

Chiapas, Veracruz, Puebla and Oaxaca. The main phytosanitary problem of this 

crop is coffee rust caused by the Hemileia vastatrix fungus, which has the Coffea 

sp. genus as host. There is little information in Mexico about the genetic variability 

in the populations of the fungus, therefore the objective of this work is to determine 

at genetic level the possible variations of the pathogen in the state of Veracruz, 

as well as the use of restriction enzymes in order to visually differentiate between 

each population. Through the comparison of sequences, a phylogenetic tree and 

a haplotype analysis were carried out as well as the use of restriction enzymes. 

As a result, the genetic diversity was demonstrated among the populations, this 

may be due to the presence of the varieties of coffee (tolerant and susceptible) 

established in pathosystems. In the coffee systems worldwide, more than 50 

physiological races of H. vastatrix are known, in Mexico only the specialization of 

race II has been reported, however the results indicate the presence of new races. 

The digestion of the ITS fragments with restriction enzymes did not reveal visual 

differences between the populations of the pathogen, however, previous analyzes 

showed variability, which could be due to the specific cutting sites that the 

enzymes recognize in the ITS region, which were not observed in the agarose 

gels. 

Key words: Genetic variability, varieties, ITS, haplotypes. 

___________________ 
Thesis, Universidad Autónoma Chapingo. 
Author: Elena Selik Pérez Viveros. 
Advisor: Marcelo Acosta Ramos. 
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CAPITULO 1. INTRODUCCIÓN GENERAL 

A nivel mundial, México es el onceavo productor de café, las exportaciones del 

grano generaron ganancias de 383 millones de dólares, la producción total se 

cuantificó en 859,992 toneladas con un valor de 4,996 millones de pesos para el 

periodo de cosecha del 2018 (SIAP, 2019). La superficie cafetalera a nivel 

nacional es de 730 mil hectáreas contabilizadas, siendo el estado de Chiapas el 

primer lugar en superficie cultivada y en volumen de producción, el segundo lugar 

en volumen de producción es Veracruz, seguido de Puebla y Oaxaca, por lo que 

representa uno de los cultivos importantes en el ámbito social y económico para 

el país (Flores, 2015; SIAP, 2018). Aunado a ello, este cultivo tiene importancia 

ambiental, ya que es uno de los agro-sistemas (café bajo sombra) con mayor 

biodiversidad aérea y edáfica, mayores nutrientes, menor número de malezas, y 

coadyuva en la protección de cuencas hidrológicas (Moguel y Toledo, 1996). 

Para la producción de café a nivel mundial y nacional se distinguen dos especies 

Coffea arabica y Coffea canephora, cada una presenta diferentes cualidades que 

las caracterizan en el mercado (Clifford y Willson, 1985; Lashermes et al., 1999; 

Davis y Rakotonasolo, 2008; Flores, 2015; López-García et al., 2016; Avelino et 

al., 2018); sin embargo, estos cultivares son más susceptibles a presentar 

enfermedades ocasionadas por hongos. El principal problema fitosanitario es la 

roya del café causado por Hemileia vastatrix (Hindorf y Omondi, 2010; Castro-

Caicedo et al., 2013; Rivillas, et al., 2011), ocasionando daños significativas en 

la producción de café, siendo más evidentes durante los ciclos productivos 

posteriores a la infección (Hindorf y Omondi, 2010). Colombia ha reportado 

disminuciones en las cosechas de los periodos siguientes al establecimiento de 

la enfermedad, con un 23 % de merma y una tendencia hacia un 30 % de 

decrecimiento en la productividad. Además, la mayoría de los países productores 

de café en América Latina y Central han reportado que la roya del café ha 

alcanzado tasas epidémicas considerables causando pérdidas económicas 

importantes (Cressy, 2013; Rivillas, et al., 2011; Kosaraju et al., 2017). No 

obstante, a pesar de que se han implementado medidas para el manejo de la 

enfermedad, como el uso de fungicidas o el desarrollo de variedades mejoradas 
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no se ha podido establecer un control adecuado, ya que se reporta que el hongo 

presenta una gran variabilidad genética que deriva en diferentes razas, lo que lo 

hace más agresivo tanto para cultivares susceptibles como mejorados (Castro-

Caicedo et al., 2013; Quispe-Apaza et al., 2017).  

Sin embargo, poco se sabe a cerca de la variabilidad genética en sus 

poblaciones; la complejidad del ciclo biológico del patógeno dificulta este tipo de 

análisis, debido a que no se conoce la etapa sexual del hongo, siendo la etapa 

asexual la que presenta los mecanismos para la generación de nuevas razas. Se 

considera que la mutación es el principal proceso por el cual el patógeno ha 

logrado sobrepasar las barreras genéticas del hospedante (Varzea y Marques, 

2005; Carvalho et al., 2014). Generar estudios acerca de estos procesos 

contribuiría documentar los potenciales de desarrollo de variabilidad genética de 

las poblaciones de H. vastatrix para sentar las bases en los programas de 

mejoramiento genético e introducción de cultivares a sitios de producción (Nunes 

et al., 2009).  

Actualmente el estudio de las variaciones genéticas de organismos fitopatógenos 

se ha centrado en análisis molecular, debido a su rapidez y efectividad en los 

resultados. Algunos de estos estudios se han centrado en marcadores 

moleculares los cuales se han utilizado para medir variabilidad en diferentes 

organismos, ejemplo de ellos son las técnicas basadas en polimorfismos en la 

longitud de los fragmentos amplificados o AFLPS (Amplified fragment length 

polymorphism), los marcadores RAPD (Random amplified polymorphic DNA) y 

los marcadores SRAP (Sequence related amplified polymorphism) que se han 

probado en poblaciones de H. vastarix obteniendo buenos indicadores para medir 

las variaciones en las poblaciones del patógeno (Serrato-Díaz y Ramos-Ortíz, 

2014; Cabral et al., 2016; Kosaraju et al., 2017), por lo cual resultan herramientas 

útiles que favorecen los estudios acerca de la variabilidad genética de la roya del 

café.  

Como en la mayoría de los países productores de café, en México también se ha 

reportado la presencia de H. vastatrix afectando al cultivo desde 1981, y se sabe 

que este patógeno se ha distribuido por todos los estados cafetaleros del país 
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(Mora-Aguilera et al., 2013; Pelayo-Sánchez et al., 2016; SENASICA, 2019) a 

pesar de ello, existe poca información acerca de la variabilidad genética en la 

población del hongo dentro de las zonas cafetaleras del país. Los estudios en 

México se centran en análisis morfológicos o epidemiológicos (Mora-Aguilera et 

al., 2013; Pelayo-Sánchez et al., 2016), y recientemente Martínez-Bustamante et 

al., (2018) realizaron el primer reporte de análisis molecular mediante el uso de 

AFLP´s, acerca de la diversidad genética de H. vatatarix en México, tomando 

como base la intensidad epidémica de la enfermedad a través del tiempo, sin 

embargo es necesario realizar más estudios moleculares acerca de la estructura 

de las poblaciones del patógeno que afectan a las diferentes variedades 

establecidas, además de probar metodologías que estén disponibles y que 

permitan de forma rápida identificar el estado poblacional de la roya del café.  

Debido a lo anterior y dado que las pérdidas ocasionadas por la roya son 

significativas y afectan la economía de los productores de manera directa, la 

finalidad del siguiente trabajo se enfocó en conocer la diversidad en las 

poblaciones de H. vastatrix en siete variedades de café de un banco de 

germoplasma y ocho colectas distribuidas en plantaciones comerciales del 

estado de Veracruz mediante el uso de secuencias genéticas y de las regiones 

ITSs del patógeno..  
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1.1. Objetivos 

• Determinar si existen variabilidad genética en Hemileia vastatrix para 

diferenciar poblaciones del patógeno en seis variedades de café mediante 

la comparación de secuencias de ADN en el estado de Veracruz, México. 

• Evaluar diferentes enzimas de restricción para determinar posibles 

variaciones genéticas de H. vastatrix en diferentes variedades de café de 

un banco de germoplasma y plantaciones de campo en el estado de 

Veracruz, México. 

 

1.2. Hipótesis 

Existe variabilidad genética en las poblaciones de H. vastatrix en la región 

cafetalera de Veracruz, México. 
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CAPITULO 2. REVISIÓN DE LITERATURA 

2.1. Importancia del cultivo de café 

A nivel mundial y nacional el mercado del café se centra en dos especies del 

género Coffea, el 70 % de la producción la ocupa Coffea arabica y el otro 30 % 

la tiene C. canephora, las cuales presentan diferentes características que son 

atractivas al mercado destino (Anthony et al., 2011; Flores, 2015; López-García, 

2016).  

Aunado al factor de mercado, este cultivo tiene importancia ambiental, ya que es 

uno de los agrosistemas (café bajo sombra) con mayor biodiversidad aérea y 

edáfica, mayores nutrientes, y menor número de malezas, además coadyuva en 

la protección de cuencas hidrológicas (Moguel y Toledo, 1996).  

México ocupa el lugar número 11 de la producción a nivel mundial (Figura 1), 

obteniendo ganancias de 383 millones de dólares (MDD) tan solo de 

exportaciones en el año 2017, con una producción de 110 mil 968 toneladas de 

café oro (verde), Estados Unidos y Bélgica son los principales países a los que 

se destinan las exportaciones del grano (SIAP, 2018; FAOSTAT, 2020).  

 

Figura 1. Países productores de café. Primeros 20 países productores de café verde a nivel 

mundial. Elaboración propia con datos de FAOSTAT, 2020. 
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México cuenta con una superficie sembrada de 730 mil hectáreas, catorce 

estados producen en conjunto 852, 158 t de café cereza (Figura 2), los estados 

que tienen la mayor producción son Chiapas, Veracruz, Puebla, Oaxaca, 

Guerrero e Hidalgo, sin embargo tan solo los primeros tres estados concentran 

el 81.2 % de la producción nacional (Flores, 2015; SIAP, 2018).  

 

Figura 2. Producción nacional de café. Estados productores de café en México, producción de 

los primeros seis lugares, el resto tiene en conjunto 22, 561 toneladas de café cereza. Elaboración 

propia con datos del SIAP, 2018  

El estado de Veracruz produce el 24.6 % del café en México, es el segundo 

estado con mayor rendimiento promedio (SIAP, 2020), cuenta con 143,566 

hectáreas sembradas de las que dependen en promedio 70,000 productores 

(INIFAP, 2013). El café del estado de Veracruz cuenta con diferentes 

certificaciones que incluyen denominaciones de café de alta calidad, altura y de 

especialidad así como orgánico, sustentable y de comercio justo (Ejea-Mendoza, 
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2009; INIFAP, 2013), proporcionando precios de entre 25 y 30 % superiores al 

establecido en el mercado (Quezada, 2010); México exporta el 20.5 % del café 

orgánico comercializado a nivel mundial, de esta producción el estado de 

Veracruz aporta alrededor del 20% de la producción orgánica; la Unión Europea, 

Estados Unidos, Canadá, Australia y Japón son los principales consumidores de 

café (Sosa, et al., 2004; Pay, 2009; Quezada, 2010). 

El estado de Veracruz tiene una división política de 212 municipios, de los cuales 

99 siembran café, Juchique de Ferrer, Misantla, Coatepec, Zongolica, Tezonapa, 

Yecuatla y Huatusco son los municipios que más producen (SIAP, 2020). Dentro 

de las parcelas establecidas las variedades que predominan son Typica, Garnica, 

Bourbon y Caturra (Hernández-Solabac et al., 2011); sin embargo también se 

siembran aunque en menor cantidad variedades como Catuai Amarillo, 

Pacamara, Colombia, Oro Azteca, Blue Montain, entre otras (López-García et al., 

2016).  

2.2. Particularidades del café 

El café es una planta originaria de las selvas tropicales de Etiopia y su nombre 

deriva de la palabra árabe "quahweh", que originalmente se utilizaba como un 

término poético para el vino, y la cual fue cambiando de acuerdo con la región o 

país en el que se conocía, hasta llegar al término en latín Coffea, siendo este, 

utilizado como género botánico (Clifford y Willson, 1985; Lashermes et al., 1999). 

En el género se reconocen ±130 especies, y al parecer el origen de Coffea 

arabica se dio a partir de una hibridación entre C. canephora y C. eugenioides. 

Se considera que C. arabica es la única especie que, en su genoma tiene un 

número de cromosomas correspondiente a 2n=44, es poliploide natural y 

autofértil, mientras que en las otras especies, el número de cromosomas es de 

2n= 22, y son autoestériles (Louarn, 1972; Rodrigues Jr. et al., 1975; Lécolier et 

al. 2009). Debido a sus características genéticas, a la forma en la que fue 

dispersada a lo largo del tiempo, así como las barreras geográficas que tuvo con 

otros linajes y a pesar de no estar expuesta a la presión de selección cuando 

apareció la roya del café, C. arabica, es una de las especies que mayor 
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susceptibilidad presenta ante el patógeno Hemileia vastatrix, agente causal de la 

roya del cafeto (Rodrigues et al., 1975). 

Se reconocen solo dos especies que son de importancia agrícola y comercial C. 

canephora y C. arabica, y se sabe que la primera tiene resistencia a 

enfermedades; sin embargo, su calidad organoléptica es menor que la segunda, 

con el fin de mejorar la calidad de taza y la resistencias a enfermedades se han 

realizado cruzas entre estas dos especies (Clifford y Willson, 1985; Lashermes 

et al., 1999; Davis y Rakotonasolo, 2008; Avelino et al., 2018). 

Las enfermedades más recurrentes del cultivo del café son la antracnosis, el ojo 

de gallo, mancha de hierro y principalmente la roya del café, ocasionadas por 

Colletotrichum coffeanum, Mycena citricolor, Cercospora coffeicola y H. vastatrix 

respectivamente (SAGARPA, 1993; Barrera, 2017; SENASICA, 2017; Avelino et 

al., 2018). 

Debido a la susceptibilidad de C. arabica a enfermedades, se desarrollaron 

variedades que son resistentes o tolerantes a ellas; durante el desarrollo de estos 

cultivares se busca que tengan las características organolépticas de C. arabica, 

mayores rendimientos, así como una alta variabilidad genética que permita la 

búsqueda de genes que confieran resistencia a enfermedades (Anthony et al., 

2011).  

2.3. Variedades de café 

En el mundo se cultivan múltiples variedades de café en diferentes países, sin 

embargo, las principales características que se requieren para establecerlas son 

alto rendimiento, calidad y resistencia a enfermedades, principalmente a la roya 

del café, es por ello que las variedades desarrolladas a lo largo del tiempo han 

sido de acuerdo a las características destacadas que se toman de sus progenies 

(Wintgens, 2004, Waller et al., 2007; Van der Vossen et al., 2015). 

Las cruzas resultantes tanto de la hibridación natural como las hechas por el 

hombre tan solo de C. arabica son alrededor de 200 variantes, de las cuales se 

derivan diferentes cualidades como rendimiento, calidad o resistencia a algunas 

enfermedades, en la figura 3 se pueden observar las variedades comerciales que 

derivan de las diferentes cruzas, cabe señalar que las hibridaciones han sido 
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también entre las variedades de C. arabica y con las otras especies comerciales 

C. canephora, C. liberica y C. mauritania (Anthony et al., 2011; Zamarripa y 

Escamilla, 2016)  

En México, las principales variedades de café comerciales son Blue Montani, 

Bourbón amarillo/rojo, Catimores, Catuaí amarillo/rojo, Caturra amarillo/rojo, 

Colombia BC, Colombia BV, Costa Rica 95, Garnica, Geisha, Maracatú, 

Magarogipe, Mundo Novo, Oro Azteca, Pacamara, Pluma Hidalgo, Typica y 

Typica Xanthocarpa, estas se encuentran depositadas en el banco de 

germoplasma perteneciente al Centro Regional Universitario de Oriente 

(Escamilla et al. 2016), sin embargo no todas las variedades enlistadas son 

resistentes a roya, algunas carecen de esta característica sin embargo la calidad 

del grano es mejor, el rendimiento varía desde bajo a un alto rendimiento, en el 

cuadro 1 se resumen algunas características de estas variedades. 

 

Debido a la necesidad de obtener cultivares resistentes a la roya del cafeto, se 

han hecho estudios desde el siglo XIX en cuanto a la interacción planta – 

Figura 3.Líneas genéticas comerciales de café. Variedades de café obtenidas por cruzas 

artificiales, mutaciones o selecciones que son susceptibles y resistentes a Hemileia vastatrix. 

Zamarripa, A. y Escamilla, E. 2016. Origen de las variedades comerciales de Coffea arabica L. 

Imagen recuperada de Variedades de café en México Origen, características y perspectivas. 
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patógeno, y se ha encontrado una relación entre genes de resistencia del 

hospedante y los genes de virulencia del patógeno, por lo que se sabe que los 

genes presentes en las variedades de Coffea van a variar según el linaje al que 

pertenezcan y por ende la resistencia que presenten. Se conocen nueve genes 

dominantes en el café, Sн1, Sн2, Sн3, Sн4, Sн5, Sн6, Sн7, Sн8 y Sн9 y uno 

desconocido (?), distribuidos en los diferentes linajes, a los cuales se les atribuye 

resistencia a H. vastatrix, para el caso de C. arabica y sus variantes, lo genes 

presentes que le dotan de resistencia son Sн1, Sн2, Sн4 y Sн5, sin embargo, 

solo presentan resistencia a ciertas razas del patógeno; los genes Sн6, Sн7, Sн8 

y Sн9 se identificaron en C. canephora y el Sн3 en C. liberica (Noronha-Wagner 

y Bettencourt, 1967; Bettencourt y Noronha-Wagner, 1971; Bettencourt et al. 

1980). 

Derivado de estos estudios es que se conocen las cruzas naturales y se pueden 

llevar a campo las cruzas artificiales de las tres especies de café, además de que 

se han ido seleccionando las variedades de cada especie según sea la 

característica de importancia. Como se observa en la figura 4, estas cruzas dieron 

origen a las diferentes variedades, tal es el caso del Hibrido de Timor, el linaje 

ancestral de esta variedad encontrada en la isla de Timor es de un cruce natural 

entre C. arabica y C. canephora, el resultado de este evento fue la obtención de 

los genes Sн5, Sн6, Sн7, Sн8 y Sн9, los cuales le proporcionan resistencia a la 

roya del café, además de otras enfermedades como la antracnosis, nematodos 

del nudo de la raíz y al tizón bacteriano ocasionado por la bacteria Pseudomonas 

syringae pv. garcae (Chaves 1976; Hiroshi-Sera et al., 2007; Bertrand et al, 2008; 

Ito et al, 2008; Hindorf y Omondi , 2011; Rezende et al., 2013; Romero et al., 

2014; Gichimu et al., 2014; Moreira-Sobreira et al., 2015). 

Procedentes de esta cruza, las variedades resistentes que se utilizan en México 

son las enlistadas en el cuadro 1 y figura 4, de este grupo se destaca la variedad 

Oro Azteca, la cual deriva del Hibrido de Timor y Caturra Rojo, fue introducida en 

el país en 1981, primero de forma experimental para después introducirla en los 

cafetales de los estados productores de café tendiendo un comportamiento en 

campo de 37 % más rendimiento que su progenitor (Zamarripa y Escamilla, 
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2016). El objetivo de la introducción de esta variedad fue el de contrarrestar los 

efectos de la roya del café en México, debido a que fue en los años 80´s cuando 

se publicaron los primeros reportes de la presencia del patógeno en el territorio 

cafetalero del país, la presencia del hongo tuvo como resultado en esos años una 

incidencia del 100 %, por lo que era necesario el uso de variedades resistentes 

(Mora-Aguilera et al., 2014; Zamarripa y Escamilla, 2016).  

Figura 4. Genes de resistencia de Coffea. Genes de resistencia a H. vastatrix por linaje de 

especies comerciales de Coffea.  
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Cuadro 1. Principales variedades de café en México. Cualidades agronómicas de las variedades comerciales resistentes y 

susceptibles a la roya. 

Genética Variedad 
Resistencia a 

roya 

Resistencia a otros 

patógenos 
Calidad Rendimiento 

Typica Blue Montain Susceptible Colletotrichum sp. Alta Bajo 

Typica Bourbón Rojo Susceptible Susceptible Media Alto 

Bourbón - Typica 
Bourbón 

Amarillo 
Susceptible Susceptible Alta Medio 

Híbrido de Timor - Caturra rojo Catimores Resistente Variado Variada Variado 

Mundo Novo - Caturra Amarillo Catuaí Amarillo Susceptible Susceptible Media Medio 

Mundo Novo - Caturra Rojo Catuaí Rojo Susceptible Susceptible Media Medio 

Bourbón 
Caturra 

Amarillo 
Susceptible Susceptible Media Medio 

Bourbón Caturra Rojo Susceptible Susceptible Media Alto 

Híbrido de Timor - Caturra Colombia BC Resistente Susceptible Baja Alto 

Híbrido de Timor - Caturra Colombia BV Resistente Susceptible Baja Alto 

Catimor Costa Rica 95 Resistente Susceptible Baja Alto 

Mundo Novo 15 - Caturra Amarillo 

13 
Garnica Susceptible Susceptible Alta Variado 

T2722  Geisha 
Resistente a raza 

II 
Susceptible Excelente Medio 

Maragogipe - Caturra Maracatú Susceptible Susceptible Media Medio 

Typica Maragogipe Susceptible Susceptible Alta Bajo 

Bourbón - Typica Mundo Novo Susceptible Susceptible Media Alto 

Información de Escamilla et al., 2016; Zamarripa y Escamilla, 2016; World Coffee Research, 2018. 
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Continuación cuadro 1. 

Genética Variedad Resistencia a roya Resistencia a otros patógenos Calidad Rendimiento 

Hibrido de Timor - Caturra Rojo Oro Azteca Resistente Susceptible Media Alto 

Pacas - Maragogipe Pacamara Susceptible Susceptible Excelente Medio 

Typica Pluma Hidalgo Susceptible Susceptible Alta Alto 

Typica Typica Susceptible Susceptible Alta Bajo 

Información de Escamilla et al., 2016; Zamarripa y Escamilla, 2016; World Coffee Research, 2018.  
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2.4. Roya del café: Hemileia vastatrix 

Los cultivos de café a nivel mundial tienen diferencias en el manejo agronómico, 

la productividad o la calidad del producto final, sin embargo tienen en común las 

plagas que se presentan en menor o mayor medida, de éstas, la que mayor 

perdidas al cultivo causa es la roya del café ocasionada por el hongo Hemileia 

vastatrix (Avelino et al., 2018), esta condición fue descrita por vez primera en 

1869 en Sri Lanka, sitio donde ocasiono devastación en las plantaciones de café 

de aquel país y debido a que el café se fue dispersando por todo el mundo, la 

enfermedad se fue presentando paulatinamente (Ward, 1882; Waller et al., 2007). 

Los síntomas característicos de la enfermedad son pequeñas manchas amarillas 

cloróticas de aproximadamente dos a tres milímetros de diámetro inicialmente, y 

con el tiempo aparecerán esporas que se asemejan a un polvo naranja, estas se 

conocen como pústulas y se encuentran en el envés de las hojas 

subsecuentemente las lesiones se tornaran necróticas y el follaje caerá (Figura 

5), teniendo un impacto negativo en el proceso de fotosíntesis y por ende en la 

reducción del rendimiento del cafeto (Agrios. 2005; Waller et al., 2007). 

El ciclo biológico de este patógeno se lleva a cabo bajo condiciones de humedad, 

es decir durante la época de lluvias, las gotas que salpican durante esta 

Figura 5. Síntomas de roya en café. Manchas amarillas en el envés de las hojas (1) y pústulas 
color naranja/amarillo (2 y 3) ocasionadas por H. vastatrix. 

1 2 3 
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temporada favorecen la dispersión del patógeno, la temperatura idónea para la 

infección oscila de 21 a 25 °C, así como un periodo de oscuridad o baja 

luminosidad (SENASICA, 2019; Avelino et al., 2018). El proceso para que el 

hongo comience a infectar consiste en la formación de apresorios (hifas) que 

entran a través de los estomas de la planta, una vez ahí se forman unas 

estructuras llamadas haustorios, siendo estos los encargados de proporcionar al 

hongo nutrientes que obtienen de las células del hospedante, posteriormente el 

hongo inicia la producción de uredosporas que van emergiendo a través de los 

estomas, las uredosporas se van aglomerando hasta formar soros, dando como 

resultado el polvo naranja característico de la enfermedad (Agrios. 2005; Waller 

et al., 2007; SENASICA, 2019).  

De acuerdo con los estudios antes mencionados, se conoce que H. vastatrix ha 

coevolucionado con su hospedante y provoca daños en todas las especies del 

género Coffea, siendo C. arabica la más susceptible (Waller et al., 2007). 

2.4.1. Variabilidad genética del hongo. 

Dentro del género Hemileia se han descrito cerca de 40 especies, de las cuales 

16 especies causan daños en la familia de las rubiáceas, se ha deducido que el 

género coevolucionó con este grupo de plantas; con base a lo anterior se 

considera que Hemileia vastatrix fue evolucionando como patógeno de las 

especies de Coffea sp; debido a que el centro de origen del café se registró en 

África, este también pudo ser el del hongo, a su vez también se presentaron 

diferentes razas fisiológicas con patogenicidad diferencial hacia los linajes de 

Coffea sp (Waller, 1972). 

De las diferentes razas identificadas, la raza II es la de mayor distribución y la 

que mayor daños causa en la especie C. arabica y en todas las variedades que 

de ella derivan (como se observa en la figura 5, el gen presente en este linaje es 

el Sн5 análogo al gen de virulencia V5 del hongo), aunado a ello tiene una alta 

especialización y gran variabilidad genética que ha sido descrita a nivel mundial 

(Solano, 1996; Várzea y Marques 2005; Talhinhas et al., 2017).  

La variabilidad genética entre las poblaciones del patógeno que han sido 

identificadas como razas fisiológicas indica una combinación de genes de 
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virulencia que participan en la especialización para cada hospedante, para el 

caso de H. vastatrix se han identificado alrededor de 50 razas fisiológicas en 

hospedantes diferenciales (Talhinhas et al., 2017; Bhat et al., 2013). Se ha 

reportado que la tasa de generación de nuevas razas está relacionada con la 

generación de nuevas variedades de café, debido a que el patógeno tiene la 

capacidad de romper la resistencia de esas variedades (Alvarado y Moreno, 

2005).  

De acuerdo con la teoría gen a gen (Flor, 1971) lo anterior se cumple en las 

poblaciones de H. vastatrix, debido a que se tiene gen de resistencia en el 

hospedante al que le corresponde un gen de virulencia del patógeno, sin 

embargo, el grado de especialización de H. vastatrix no solo se puede deber a 

las razas fisiológicas del patógeno sino también a un polimorfismo en sus 

poblaciones, Cabral et al., (2016) encontraron que en diferentes sitios de 

muestreo en Brasil, la especialización del patógeno se debía a un polimorfismo 

en las poblaciones de cada zona. 

Las razas fisiológicas se han descrito en la mayoría de los patógenos que atacan 

a los cultivos, por lo que se sabe que este mecanismo de especialización les 

confiere una alta variabilidad genética, una raza fisiológica se puede definir como 

aquellas variaciones de una cepa y que tiene la capacidad de infectar a una o 

ciertas variedades especificas en una planta (Agrios, 2005), en el caso de H. 

vastatrix se han descrito 50 razas fisiológicas, sin embargo, se ha reportado la 

existencia de más razas desconocidas, esto debido a que Coffea sp., presenta 

por lo menos 10 genes de resistencia vertical y a la rápida especialización del 

patógeno a las variedades que se han ido desarrollando (Solano, 1996; Várzea y 

Marques, 2005).  

Debido a lo anterior se desarrolló una nomenclatura que identificara a las razas 

presentes en los diferentes patosistemas, por lo que se han identificados con 

números romanos (I, II, III, etcétera ) y se han reportado las razas nuevas bajo 

este esquema (Rodrigues Jr. et al., 1975; Rodrigues Jr. et al., 1993; Várzea y 

Marques, 2005). Por otro lado Solano (1996) reportó una nomenclatura en base 

a un sistema binomial y calcula el número de patotipos presentes en poblaciones 
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de H. vastarix, los cuales serían análogos a las razas fisiológicas del patógeno, 

bajo esta metodología se puede inferir que el comportamiento de la 

especialización del hongo cumple la relación gen por gen, este recurso contribuye 

con la descripción de las poblaciones distribuidas en los patosistemas de Coffea 

sp. 

2.5. Estudios moleculares en Hemileia vastatrix 

Los estudios moleculares en las últimas décadas han contribuido a la 

comprensión a nivel genético de campos como sistemática, biología de la 

conservación y en específico de la genética a nivel poblacional, lo que ha 

permitido determinar la estructura genética de las poblaciones de casi todos los 

organismos (Fetzner Jr y Crandall, 2001).  

En torno a este enfoque se han hecho investigaciones relacionadas con la 

genética de poblaciones en organismos patógenos de plantas, por lo que H. 

vastatrix no ha sido la excepción, desde los estudios de sistemática hasta los 

más específicos como variaciones genéticas, identificación de razas patogénicas, 

mecanismos de interacción planta – patógeno como proteínas, etcétera (Gouveia 

et al., 2005; Herrera et al., 2009; Carvalho et al., 2011; Santana et al., 2018).  

Los estudios que más se han implementado en este hongo son de identificación 

molecular, por lo que se ha utilizado la técnica de la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa, PCR por sus siglas en inglés, la cual mediante una serie de reactivos 

permite amplificar una región de ADN de interés (Velázquez et al., 2014; 

Maddocks y Jenkins, 2017). La región que se utiliza para la identificación de 

hongos son conocidas como Internal transcribed spacer (ITS) las cuales se 

consideran universales para este grupo de organismos, y en el caso de la roya 

del café se han utilizado principalmente los ITS 1 y 4 (Schoch et al., 2012; 

Santana et al., 2018). 

Por otro lado, estudios más específicos se han implementado en las poblaciones 

H. vastatrix, ejemplo de ello, son los marcadores moleculares como SRAP, AFLP, 

microsatélites (Kosaraju et al., 2017; Herrera et al., 2009). Además de estas 

metodologías se pueden derivar análisis estadísticos como redes de haplotipos 

que determinan variaciones genéticas a nivel poblacional o el uso de enzimas de 
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restricción, estas últimas permiten diferenciar visualmente y estadísticamente las 

poblaciones de organismos (Quispe-Apaza et al., 2017). El mecanismo de las 

enzimas o endonucleasas de restricción se da mediante la unión a sitios 

específicos en este caso a un patrón de secuencia especifico de ADN en donde 

realizan un corte, para el caso de H. vastatrix se han utilizado las enzimas EcoRI, 

MseI para realizar análisis de diversidad genética (González y Bueno, 2013; 

Cabral et al., 2016; Quispe-Apaza et al., 2017; Villanueva, 2018). 
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CAPITULO 3. VARIABILIDAD GENÉTICA DE Hemileia vastatrix 

(BERK. & BR.) EN ZONAS CAFETALERAS DE VERACRUZ, 

MÉXICO 

 

Resumen 

Las exportaciones de café en México representan junto a las de Centro América 
la tercera parte de la producción mundial, las especies que más se siembran son 
Coffea arabica y C. canephora. La principal plaga que afecta al cultivo, es 
Hemileia vastatrix, la especialización de este patógeno se debe a la gran 
variabilidad genética que presenta, logrando romper las barreras de la resistencia 
que ciertas variedades comerciales de Coffea sp. presentan. Por lo que es 
necesario conocer si existe variabilidad genética en países donde no se han 
reportado nuevas razas. El objetivo de esta investigación fue determinar la 
posible variabilidad genética de Hemileia vastatrix en variedades de café en el 
estado de Veracruz, México. Mediante la amplificación de las regiones ITSs, 
sometidos a análisis filogenéticos y de haplotipos, los resultados mostraron 
evidencia de variabilidad genética, el dendograma presentó seis clústeres entre 
las secuencias de ADN del hongo presente en las variedades Bourbon 
Amarillo/Rojo, Catuai, Geisha, Oro Azteca, Typica y colectas de campo, así como 
secuencias de Brasil, Colombia y México, se observa similitud entre las 
secuencias de las razas II y XXII con la secuencia de la variedad Garnica; las 
secuencias del resto de las variedades y colectas de campo son agrupadas en 
otros clados, lo anterior aunado a los genes de resistencia presentes en Oro 
Azteca y Geisha podría indicar la presencia de otras razas diferentes a la II; 
además se presentaron doce haplotipos entre secuencias del patógeno en 
Veracruz, el análisis expresó un grado de diversidad alta 0.978 y una diversidad 
nucleotídica de 0.049, lo que significa que las poblaciones del hongo son 
diferentes entre cada colecta. Las endonucleasas MscI y KpnI no mostraron sitios 
de corte, mientras que la EcoRI presenta un sitio de corte, sin embargo con estas 
enzimas no se logró evidenciar diferencias visuales entre las poblaciones del 
patógeno cada variedad y plantaciones de campo.  
 
 
Palabras clave: Variedades, secuencias de ADN, filogenia, resistencia y 
endonucleasas.  
 

_________________________ 
Tesis de Maestría en Ciencias, Universidad Autónoma Chapingo. 
Autor: Elena Selik Pérez Viveros. 
Director de Tesis: Marcelo Acosta Ramos. 

  



25 
 

CHAPTER 3. GENETIC VARIABILITY OF Hemileia vastatrix 

(BERK. & BR.) IN COFFEE ZONES OF VERACRUZ, MEXICO 

 

Abstract 

Coffee exports in Mexico represent, along with those of Central America, a third 
of world production, the most widely planted species are Coffea arabica and C. 
canephora. The main pest that affects the crop is Hemileia vastatrix, the 
specialization of this pathogen is due to the great genetic variability it presents, 
managing to break the resistance barriers that certain commercial varieties of 
Coffea sp. present. Therefore , it is necessary to know if there is genetic variability 
in countries where any new breeds have been reported. The objective of this 
research is to determine the possible genetic variability of Hemileia vastatrix in 
coffee varieties in the state of Veracruz, Mexico. Through the amplification of the 
ITSs regions, subjected to phylogenetic and haplotype analyzes, the results 
showed evidence of genetic variability, the dendogram showed six clusters 
between the DNA sequences of the fungus present in the Bourbon Yellow / Red, 
Catuai, Geisha, Gold varieties Azteca, Typica and field collections, as well as 
sequences from Brazil, Colombia and Mexico, there is a similarity between the 
sequences of races II and XXII with the sequence of the Garnica variety; the 
sequences of the rest of the varieties and field collections are grouped into other 
clades, the above added to the resistance genes present in Oro Azteca and 
Geisha could indicate the presence of other different races from race II ; In 
addition, twelve haplotypes were presented between pathogen sequences in 
Veracruz, the analysis expressed a high degree of diversity of 0.978 and a 
nucleotide diversity of 0.049, which means that, the populations of the fungus are 
different between each collection. The endonucleases MscI and KpnI did not 
show cut sites, while the EcoRI presented a cut site, however with these enzymes 
it was not possible to show visual differences between the populations of the 
pathogen for each variety and field plantations. Key words: Varieties, DNA 
sequences, phylogeny, resistance and endonucleases. 
 
Key words: Varieties, DNA sequences, phylogeny, resistance and 
endonucleases. 
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1. INTRODUCCIÓN 

A nivel mundial, durante el ciclo 2018/2019 se tuvo una producción de café de 

170 millones de sacos (60 kg), Brasil es el principal país productor y exportador, 

Vietnam ocupa el segundo lugar, Centro América y México el tercero, seguidos 

de Colombia e Indonesia (USDA, 2019). Coffea arabica y C. canephora, son las 

especies que mayoritariamente se cultivan en el mundo (Waller et al., 2007). La 

roya del café es la principal enfermedad que condiciona la producción cada 

cosecha, Hemileia vastatrix, es un hongo biotrófico, agente causal de esta 

enfermedad (Kosaraju et al., 2017). Aunque existen cultivares resistentes a la 

enfermedad, estos se vuelven susceptibles a causa de la gran diversidad 

genética que presenta el patógeno (Várzea y Marques, 2005). A pesar de la 

importancia de la variabilidad genética en las poblaciones de H. vastatrix, el 

conocimiento acerca de la diversidad en las diferentes variedades de café, 

aislamientos o sitios geográficos es limitado (Cabral et al.,2016).  

Las plantas diferenciales de café se utilizan para identificar las razas del 

patógeno, sin embargo este tipo de estudios requieren demasiado tiempo 

(Kosaraju et al., 2017). Los análisis moleculares son una alternativa a los 

procedimientos tradicionales de identificación del hongo, así como estudios más 

específicos de diversidad genética (Gautam, et al., 2016; Garfinkel et al., 2019; 

Hamouda, 2019); ejemplo de ello son análisis filogenéticos y de haplotipos, 

implementando secuencias de ADN, los cuales permiten agrupar secuencias 

obtenidas de diferentes organismos o sitios (Yang y Rannala, 2012; Aragón-

Magadán, 2019). 

El uso de espaciadores transcritos internos (ITS: Internal transcribed spacer) en 

análisis filogenéticos, así como en redes de haplotipos para el estudio de análisis 

de diversidad genética se han utilizado en H. vastatrix (Cristancho et al., 2007; 

Santana et al., 2007; Quispe-Apaza et al., 2017; Santana et al., 2018), además 

este tipo de estudios se pueden combinar con el uso de enzimas de restricción 

para un análisis más discriminativo y confiable ya que solo reconocen secuencias 

especificas en el ADN de un organismo (Ewens et al., 1981; Moysés y Almeida-
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Toledo, 2002; González y Bueno, 2013), lo que favorece el estudio del patógeno 

a mayor escala y menor tiempo, es por ello que los objetivos de este estudio 

fueron determinar si existe variabilidad genética en poblaciones H. vastatrix 

presentes en cultivos de café y de seis variedades de un banco de germoplasma, 

así como utilizar enzimas de restricción para visualizar diferencias entre las 

poblaciones de cada colecta. 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

La zona de estudio se ubicó en el estado de Veracruz, en la zona perteneciente 

a los municipios de Coatepec, Huatusco, Teocelo y Xico, así como en el banco 

de germoplasma del Centro Regional Universitario Oriente (CRUO) ubicando 

también en esa región (Figura 6). El CRUO tiene introducciones de café de 

diferentes variedades resistentes y susceptibles a la roya del café y se 

encuentran establecidas en lotes bien diferenciados. La colecta de las muestras 

se realizó en dos etapas, la primera durante el periodo septiembre – octubre de 

2019, la cual correspondió a la fase de campo para tener hojas infectadas por H. 

vastatrix y la otra en laboratorio para la recolección de uredosporas durante el 

mismo periodo.  

Figura 6. Sitio de estudio. Mapa de los municipios muestreados, el Centro de germoplasma 
CRUO se ubica en el municipio de Huatusco. 
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2.1. Etapa de campo 

La colecta de hojas se inició en el banco de germoplasma del CRUO, estas 

parcelas no tenían historial de aplicación de fungicidas para ese ciclo productivo, 

los muestreos se realizaron de forma dirigida en cafetos de las variedades 

Bourbon rojo, Catuaí, Garnica, Geisha, Oro azteca y Typica, con hojas infectadas 

de roya, los síntomas presentes en las hojas fuero pústulas de color amarillo o 

anaranjado, descartando las hojas infectadas con presencia de hiperparásitos. El 

total de hojas recolectadas fueron 50 por variedad y fueron colocadas en bolsas 

de plástico herméticas y etiquetadas con los campos: origen y nombre de la 

variedad (Cuadro 2). 

Cuadro 2. Concentrado de muestras. Etiquetas utilizadas para identificar las muestras en 

campo y laboratorio clasificadas de acuerdo al sitio de colecta. 

Origen Coordenadas Nombre Código Etiqueta 

CRUO LT: 19° 10' 35.353'' N 

LG: 96° 57' 45.794 O 

Typica Ty Ty 

CRUO LT: 19° 10' 35.353'' N 

LG: 96° 57' 45.794 O 

Geisha GH GH 

CRUO LT: 19° 10' 35.353'' N 

LG: 96° 57' 45.794 O 

Bourbon rojo Br Br 

CRUO LT: 19° 10' 35.353'' N 

LG: 96° 57' 45.794 O 

Catuai 20 Ct20 27 

CRUO LT: 19° 10' 35.353'' N 

LG: 96° 57' 45.794 O 

Garnica 20 Gr20 26 

CRUO LT: 19° 10' 35.353'' N 

LG: 96° 57' 45.794 O 

Bourbon Amarillo 20 Ba20_a_b 20 

CRUO LT: 19° 10' 35.353'' N 

LG: 96° 57' 45.794 O 

Oro Azteca Oa20_H1_H2 5 

CAMPO LT: 19° 7' 56.76'' N 

LG: 96° 55' 40.56'' O 

Sabana-Typica-

Huatusco - 20 SEP 19 

SaTH20 33 

CAMPO LT: 19° 24' 04.08'' N 

LG: 96° 59' 0.6'' O 

Lote 6-Teocelo LgT21_N 30 

CAMPO LT: 19° 14' 45.18'' N 

LG: 96° 59' 12.66'' O 

Typica Huguapa HgT21_a_b 28 
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Continuación. Cuadro 2. 

Origen Coordenadas Nombre Código Etiqueta 

CAMPO LT: 19° 14' 45.18'' N 

LG: 96° 59' 12.66'' O 

Huguapa - Bourbon - 

21 SEP 2019  

HgBr21_a_b 12 

CAMPO LT: 19° 25' 19.80'' N 

LG: 96° 58' 22.14'' O 

Variedad 2 - Lote 5 - 21 

SEP 2019 

Va2L521_a 11 

CAMPO LT: 19° 07' 29.58'' N 

LG: 96° 53' 11.52'' O 

Ocote Lote 3 - 21 SEP 

2019 

OcL321_a_b 9 

CAMPO LT: 19° 25' 52.68'' N 

LG: 96° 57' 34.02'' O 

VARIEDAD A - 21 SEP 

19 -Lote 4  

A21L4_a_b 7 

CAMPO LT: 19° 25' 19.80'' N 

LG: 96° 58' 22.14'' O 

Variedad 1- Lote 5- 21 

SEP 2019 

Va1L521_a_b 1 

 

Posteriormente se realizó un muestreo en la zona Coatepec – Huatusco en 

parcelas establecidas por productores, debido a que en estos sitios es difícil 

diferenciar por variedades las etiquetas tuvieron los siguientes campos: origen, 

coordenadas geográficas y nombre (posible variedad). Los datos de identificación 

fueron ordenadas en base a las características antes mencionadas y a la forma 

en que serían a ser identificadas en laboratorio (Cuadro 2). Una vez conjuntadas 

todas las muestras fueron almacenadas bajo refrigeración a temperatura 

estándar (± 10 °C) del equipo en los laboratorios pertenecientes al Departamento 

de Parasitología Agrícola de la Universidad Autónoma Chapingo.  

2.2. Etapa de laboratorio 

Se procedió a la colecta de esporas de H. vastatrix, para este proceso se 

seleccionaron hojas que tuvieran pústulas libres de basura, hiperparásitos o 

cualquier insecto, para lo cual se utilizó un estereoscopio marca OLYMPUS; con 

ayuda de cápsulas de plástico se realizó un barrido en la superficie de las 

pústulas, colectando las uredosporas del hongo para colocarlas en un tubo 

eppendorf de 1.5 ml previamente etiquetado (Figura 7).  

2.2.1. Extracción de ADN 

Las esporas colectadas en lo tubos se procesaron mediante el protocolo 

Dellaporta Mini (Dellaporta y Hicks,1983) con modificaciones, el cual también ha 
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sido utilizado para extracción de DNA en hongos (Laurentin y Martínez-Hilders, 

2012). La extracción de ADN se realizó de la siguiente manera: 

1. En los tubos eppendorf se adicionó 1 mL de buffer de lisis (urea 3M; NaCl 

0.35 M; tris 0.05 M; EDTA 0.02 M y 1% sarcosina), y se dejaron en reposo 

durante 10 minutos, los tubos se colocaron en un ultracongelador a una 

temperatura de -70 °C por 12 horas.  

2. Las muestras fueron colocadas a temperatura ambiente y se agitaron con 

ayuda de un Vortex durante un minuto. Posteriormente fueron colocadas 

a centrifugación a una velocidad de 12 000 rpm por 1 minuto. 

3. El sobrenadante fue colocado en un tubo nuevo y se adicionaron 500 µL 

de fenol cloroformo (12:4), se mezclaron ejerciendo cinco vueltas de 

campana. Se aplicó otra centrifugación a la misma velocidad durante tres 

minutos. 

4. Se agregaron 2 µL de ARNasa para eliminar moléculas de ARN en las 

muestras y se incubaron a 37 °C por 20 minutos, posteriormente se 

colocaron en la centrifugadora a 12 000 revoluciones durante cinco 

minutos. 

5. El contenido del tubo se dividió en tres fases, la fase acuosa fue 

recuperada y se colocó en un tubo nuevo al que se le agregaron 200 µL 

de cloroformo y se centrifugó por 20 minutos. 

6. Los ácidos nucleicos fueron recuperados a un tubo nuevo y precipitados 

con 500 µL isopropanol y 50 µL de acetato de sodio (10 M) e incubados 

por 20 minutos en frío. 

7. Al término del periodo las muestras se volvieron a centrifugar durante 15 

minutos a 12 000 rpm; al sacar las muestras se observó en algunas 

muestras una pastilla (ADN). El sobrenadante fue eliminado 

cuidadosamente. 

8. La pastilla fue lavada con 50 µL de etanol al 70 % y se centrifugó (12 000 

rpm) por cinco minutos, y nuevamente se eliminó el sobrenadante, este 

proceso se realizó dos veces. 
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9. Finalmente se adicionaron 50 µL de agua grado PCR. Las muestras fueron 

conservadas a – 20 °C. 

Una vez terminada la extracción de ácidos nucleicos se procedió a verificar la 

calidad del ADN mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % (Sambrook y 

Russell, 2001; Velázquez et al., 2014). Conjuntamente se verificó la 

concentración y pureza del ADN en un NanoDrop marca Thermo Scientific 

Spectrophotometer. 

 

Figura 7. Recolecta de uredosporas de H. vastatrix. Procesamiento de muestras 1) Secado 
de las hojas después de sacarlas de refrigeración, 2/3) observación de pústulas en el microscopio 
estereoscopio (4X), 4) uredosporas observadas al microscopio estereoscopio (4X), 5) recolecta 
de uredosporas con la cápsula y 6) transferencia de las esporas al tubo eppendorf.  

 

2.2.2. Secuenciación de ITSs 

Las regiones amplificadas fueron las zonas conocidas como Espaciadores 

Internos Transcritos (ITS), que se utilizan para identificación molecular de 

hongos, en este caso para H. vastatrix correspondientes a las regiones del 

espaciador interno trascrito 1, 58S y el ITS 2, y parte de la región 28S (White et 

al., 1990; Cristancho et al., 2007; Quispe-Apaza et al., 2017). La mezcla de 

reacción fue calculada a 25 µL y se utilizaron los iniciadores ITS 1 (5´-
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CTTGGTCATTTAGAGGGAAGTAA-3´) e ITS 4 (5´-TCC TCC GCT TAT TGA TAT 

GC-3´) (Cuadro 3).  

Cuadro 3. Concentraciones para la reacción de la PCR.  

Reactivo Concentración Cantidad por reacción (µL) 

Buffer 1 X 5 µL 

dNTP´s 0.2 mM 0.5 µL 

MgCl2 2 mM  2 µL 

ITS 1 10 mM 0.5 µL 

ITS 4 10 mM 0.5 µL 

GoTaq DNA polimerasa 2 Unidades 0.4 µL 

Agua grado PCR  14.1 µL 

ADN* 80 nanogramos 2 µL 

* Se utilizaron 16 muestras, de las cuales 15 correspondieron al patógeno y una muestra blanco 

a un volumen total de 25 microlitros.  

Las condiciones de amplificación fueron modificadas, tomando como base a lo 

propuesto por Cristancho et al., (2007): una desnaturalización inicial 94 °C 

durante 3 minutos, 35 ciclos de desnaturalización a 94°C por 30 segundos, una 

temperatura de alineamiento de 55 °C por 1 minuto, extensión de 72 °C durante 

1 minuto y una extensión final de 72°C por 6 minutos (termociclador BIO-RAD 

T100 Thermal Cycler). Posteriormente se comprobó la calidad de la amplificación 

mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % (Sambrook y Russell, 2001). 

Las muestras fueron enviadas a secuenciar al laboratorio Macrogen © Korea,  

2.2.3. Análisis de datos. 

Una vez recibidas las secuencias, se utilizó el programa DNA Baser Assembler 

v5.15.0 para la limpieza de secuencias, posteriormente se compararon las 

secuencias con las disponibles en el banco de genes en la plataforma GenBank 

de la National Center for Biotechnology Information (NCBI), mediante 

alineamiento básico local (Basic Local Alignment Search Tool) en la sección 

Nucleotide BLAST (Altschul et al., 1990). Se consideraron los de mayor 

porcentaje de similitud y cobertura, además de la información disponible de cada 

secuencia. 
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Las secuencias del GenBank previamente obtenidas, así como las de campo y 

el CRUO, fueron utilizadas para realizar un análisis filogenético mediante el 

programa MEGA 7.026, para lo cual, inicialmente fueron alineadas con la 

herramienta MUSCLE de dicho programa, posteriormente se procesaron 

mediante el análisis estadístico de Máxima verosimilitud (Maximum Likelihood 

Tree) con 1000 repeticiones (bootstrap)  

Adicionalmente se realizó un análisis de haplotipos mediante el programa DnaSP 

5.10 DNA Sequence Polymorphism con el paquete DNA polymorphism y los 

resultados fueron visualizados en el programa PopART. 

2.2.4. Enzimas de restricción 

Se realizó la digestión de la región ITS del hongo para diferenciar las poblaciones 

por variedad de café, tanto de las muestras obtenidas del CRUO como de las 

obtenidas en campo debidamente etiquetadas, las enzimas utilizadas fueron las 

EcoRI-HF (N° Catalogo: R3101T, 10000 Unidades), MscI (N° Catalogo: R0534S, 

250 U) y KpnI-HF (N° Catalogo: R3142S, 4000 U) de la marca NEW ENGLAND 

BioLabs Inc. La metodología seguida fue la establecida por el fabricante (Cuadro 

5). La enzima EcoRI se ha utilizado en estudios de diversidad genética en H. 

vastatrix (Maia et al., 2009; Cabral et al., 2016; Quispe-Apaza et al., 2017) 

mientras que la MscI y la KpnI, se agrega en este estudio (Cuadro 4). 

Cuadro 4. Protocolo de endonucleasas. Cantidad por reacción a 25 µL volumen total. 

Reactivo / orden Condiciones de la reacción 

Enzima de restricción 1µL 

ADN 1 µg 

10 X NEBuffer 5 µL (1X) 

Total de la reacción 50 µL* 

Temperatura de incubación 37 °C 

Tiempo de incubación 5 – 15 minutos ** 

Stop de la reacción MscI: 60 minutos a 80° C. EcoRI-HF: 20 

minutos a 65 °C. KpnI-HF: 10 µL de 6X gel 

loading dye.  
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La mezcla de reacción de cada muestra fue colocada en un tubo para PCR y 

puestas a incubar en un termociclador (BIO-RAD T100 Thermal Cycler), 

posteriormente las muestras fueron almacenadas en refrigeración a – 20 °C para 

su posterior análisis.  

Obtenidas todas las reacciones de cada enzima se procedió a realizar un gel de 

agarosa al 2 %, el gel fue teñido con bromuro de etidio a una concentración de 

0.5 µg/ml según lo recomendado por Sambrook y Russell (2001). Posteriormente 

los geles fueron visualizados en un foto documentador MiniBIS PRO para 

observar las bandas formadas a partir de la digestión del ADN por las enzimas 

de restricción.  
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

En la figura 8 se muestran las hojas colectadas por variedad en campo y en el 

Centro Regional Universitario de Oriente (CRUO), con síntomas de roya, pústulas 

amarillas/anaranjadas en el envés de la hoja. 

 

Figura 8. Variedades colectadas. Hojas de café con síntomas provocados por H. vastatrix, A) 
Geisha, B) Lote 2 (campo), C) Typica, D) Oro Azteca, E) Select 12 y F) Catuai. 

 

Lo observado en el banco de germoplasma (CRUO) para el caso de Oro Azteca, 

difiere con lo reportado por la literatura, ya que esta variedad se considera 
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resistente a la roya del café, debido a que su linaje proviene del Hibrido de Timor 

el cual ha sido la fuente principal del desarrollo de variedades resistentes a H. 

vastatrix (Cortina y Castro, 2015; Escamilla et al., 2015; World Coffee Research, 

2018); para el caso Geisha (Figura 8), se infiere la susceptibilidad a raza o razas 

fisiológicas diferentes a la II, debido a que esta variedad presenta los genes Sн1 

y Sн5, los cuales otorgan la resistencia a esta raza (Hiroshi-Sera et al., 2007).  

En México solo se ha reportado la presencia de la raza II (NOM-019-FITO-1995) 

pero se sabe que este hongo tiene distintos mecanismos que le confieren gran 

variabilidad genética, por lo que sus poblaciones están en constante cambio 

(Várzea y Marques, 2005; Cristancho et al., 2007; Carvalho et al., 2011; Santana 

et al., 2018). La raza II tiene la mayor distribución a nivel mundial y en la mayoría 

de los reportes de presencia de otras razas, fue la inicialmente reportada, por lo 

que en todos los países cafetaleros este comportamiento ha sido generalizado 

(Zambolim et al., 2005). En este sentido y de acuerdo con lo observado se puede 

inferir que en México el comportamiento sería similar, por lo que es necesario 

encontrar metodologías que permitan identificar la posible evolución de las 

poblaciones del patógeno, por lo que este trabajo es una contribución a esta 

búsqueda. 

La identificación y caracterización de razas a nivel mundial se ha reportado 

mediante genotipos diferenciales de café, sin embargo estos análisis resultan 

complicados debido a que las variedades diferenciales se encuentran en otros 

países, además de llevar demasiado tiempo para su realización (Kosaraju et al., 

2017), en este sentido, se buscó caracterizar las poblaciones de H. vastatrix 

mediante el uso de técnicas moleculares, las pruebas realizadas por medio de la 

PCR resultaron positivas a las bandas amplificadas con las regiones ITS 1 y 4 de 

otros trabajos y que corresponden a H. vastatrix (Cristancho et al., 2007; Santana 

et al., 2018; Villanueva, 2018), en la figura 9 se presentan los resultados 

obtenidos del producto de PCR que amplificó las regiones ITS-rDNA visualizados 

en el gel de agarosa de las variedades obtenidas del muestreo en campo y en el 
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CRUO, obteniendo bandas de peso molecular de entre 900 a 1000 pares de 

bases, en los carriles se observa las bandas amplificadas para cada variedad. 

 

Figura 9. Gel de agarosa al 1.5 % de las regiones ITS 1 Y 4. Carril 1 marcador de peso 
molecular (Mpm) de 100 pares base (pb), carril 2 (positivo), carril 3 (1_campo), carril 4 (5_Oro 
azteca), carril 5 (7_campo), carril 6 (9_campo), carril 7 (11_campo), carril 8 (12_campo), carril 9 
(20_Bourbon Amarillo), carril 10 (26_Garnica), carril 111 (27_Catuai), carril 12 (28_campo); carril 
13 (30_campo), carril 14 (33 campo), carril 15 (Br Bourbon Rojo), carril 16 (GH Geisha), carril 17 
(blanco), carril 18 (negativo), carril 20 (Ty Typica). 

 

Los resultados procedentes de la secuenciación del laboratorio, así como del 

alineamiento en el banco de genes del NCBI (Zheng - Zhang et al., 2000; Morgulis 
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et al., 2008) determinó secuencias similares a H. vastatrix, las secuencias con las 

que fueron comparadas provenían de México, Brasil y Colombia, en el cuadro 5 

se muestran los porcentajes de similitud (Per. Ident.) y cobertura (Query Cover) 

de cada una de las muestras. 

Cuadro 5. Porcentajes de cobertura e identidad.  

Muestra Cobertura (%) Identidad (%) 

1_Campo_ITS 1 99 85.52 

5_Oro Azteca_ITS 1 100 87.54 

7_Campo_ITS4 100 97.96 

9_Campo._ITS4 100 92.34 

11_Campo_ITS1 100 85.61 

12_Campo_ITS4 92 89.81 

20_Bourbon Amarillo_ITS4 100 92.45 

26_Garnica_ITS1 100 86.57 

27_Catuai_ITS4 99 97.98 

28_Campo_ITS4 100 98.77 

30_Campo_ITS1 99 88.96 

33_Campo_ITS1 98 88.76 

Br_Bourbon Rojo_ITS1 100 98.75 

GH_Geisha_ITS1 99 99.69 

 

Con base a lo anterior, el árbol filogenético construido con el Test Maximum 

Likelihood Tree (Figura 10), donde se incluyeron las secuencias de campo y del 

CRUO, así como las depositadas en la plataforma del NCBI de los países antes 

mencionados, dentro de las cuales se tenían dos secuencias correspondientes a 

la raza XXII (genes de virulencia 5, 6) y a la raza II (gene de virulencia 5), además 

se agregaron dos secuencias del hongo Fusarium oxysporum como grupo 

externo para buscar y separar las relaciones evolutivas del clado interno. 

Cómo se puede observar las secuencias se agruparon en seis clústeres 

(Figura10), las muestras de campo se distribuyeron en diferentes grupos, lo que 

indica que cada población (alineamiento) de H. vastatrix tiene una relación 

filogenética, ejemplo de ello es el clúster donde se encuentra la variedad Catuai, 
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la cual esta emparentada con una secuencia de campo, lo mismo sucede con la 

variedad Bourbon Rojo, con lo que se infiere que tienen relación filogenética con 

las variedades que se encuentran en ese clúster, siendo estas las de historia 

evolutiva más reciente.  

Por otro lado, la variedad Garnica se encuentra en el clúster con las secuencias 

descargadas del GenBank, lo que sugiere que la población que infecta a esta 

variedad se encuentra relacionada genéticamente con esos aislamientos y como 

se observa en la figura 10, las secuencias pertenecen a las razas II y XXII. Estas 

razas fueron reportadas por Cristancho et al., (2007), los cuales realizaron un 

estudio de caracterización de razas con el set de plantas diferenciales, sus 

resultados indicaron la presencia de ambas razas en las poblaciones de H. 

vastatrix, aunado a ello, secuenciaron las regiones ITS 1 y 4, mismas regiones 

que fueron secuenciadas en este trabajo, es por ello que la secuencia de la 

variedad Garnica obtenida en esta investigación se agrupa con las secuencias 

obtenidas por el trabajo anteriormente mencionado. Además estos resultados 

son reforzados con el genotipo de esta variedad, ya que la raza XXII puede 

romper resistencia al gen Sн6 y las variedades como Garnica solo presentan 

genes de resistencia a las razas que posean genes Sн1, Sн2, Sн4 y Sн5 

(Bettencourt y Carvalho, 1968; Noronha-Wagner y Bettencourt, 1967) por lo que 

se presume la presencia de la raza XXII en México, además de la raza II (NOM-

019-FITO-1995).  

Todos los agrupamientos observados en el dendograma muestran una gran 

variabilidad genética, principalmente en los aislamientos de las variedades 

identificadas en el CRUO, la mayoría de las muestras de campo se agruparon 

con al menos una de las variedades identificadas, ejemplo de ello es el clúster II 

en donde se encuentran las variedades Oro Azteca y Geisha, en este también se 

observa un aislamiento de campo (11_Campo_ITS1), lo que representa una 

relación filogenética estrecha entre estas secuencias. El dendograma sugiere 

una relación filogenética alejada entre las secuencias comparadas con las de 

otros países, por lo que se deduce un distanciamiento genético entre las 
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secuencias; sin embargo también podría deberse a la falta de estudios enfocados 

a este tipo de análisis; Garfnkel et al., (2019) realizaron un estudio utilizando el 

mismo método de Máxima Verosimilitud (Maximum Likelihood Tree) en el género 

Botrytis, en el cual encontraron diferencias entre los aislados del mismo huésped, 

teniendo una gran diversidad entre sus poblaciones.  

La presencia H. vastatrix en estas variedades representa el rompimiento de 

resistencia en estos cultivares para algunas razas, por lo que, al no tener 

variedades diferenciales resulta difícil identificar la o las razas fisiológicas 

presentes en estas variedades, es por ello que Solano (1996) describió modelos 

basados en patotipos en los cuales toma 10 genes de resistencia vertical, nueve 

conocidos y uno desconocido, reportando al menos 1024 combinaciones de 

genes. Si se consideran solo 9 genes de resistencia conocidos, se obtendrían 

512 razas fisiológicas posibles, con los genes de virulencia en diferentes 

combinaciones, si la variedad Geisha presenta los genes Sн1 y Sн5 (Hiroshi-Sera 

et al., 2007) los patotipos correspondientes serían 128.  

Dentro de ese mismo clúster (II), las secuencias del hongo pertenecientes al 

aislado 11_campo y a Oro Azteca presentan una gran similitud y una historia 

evolutiva más alejada al clúster o clado I, lo que expresa un diferenciación entre 

esas secuencias. Siguiendo lo reportado por Solano (1996), se puede inferir, que 

la variedad Oro azteca al derivar del Híbrido de Timor, el cual tiene presente los 

genes de resistencia Sн5 – 9 (Bettencourt, 1973; Clarindo et al., 2013; Moreira-

Sobreira et al., 2015), las posibles razas presentes serian 16, de las cuales 

podemos descartar la raza II y XXII, dado que el dendograma las separa de esas 

poblaciones (Figura 10), además que no posee los genes de virulencia 6, 7, 8, 9 

y otro desconocido. 

La gran diversidad genética que se presenta en las poblaciones de H. vastatrix 

evaluadas en este estudio corresponde al comportamiento que el patógeno tiene 

en los sitios donde se han reportado nuevas razas, así como la presencia de las 

mismas variedades como hospedantes (Rodrigues JR et al., 1975; Cristancho et 

al., 2007; Garfnkel et al., 2019). 
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Figura 10. Análisis filogenético de ITSs de Hemileia vastatrix por el método de Máxima 
Verosimilitud con 1000 boostrap. Historia evolutiva que se infiere utilizando el modelo de Jukes-
Cantor. Se muestra el árbol con la mayor probabilidad de registro (-237.66). 
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Sin embargo, la teoría de Selección estabilizante propone que los patotipos con 

mayor complejidad, es decir los que mayor genes de virulencia presentan, son 

menos capaces de sobrevivir que los que son más simples (Van der Plank, 1968; 

Rodríguez y Moreno, 2002), por lo que en los genotipos descritos en este trabajo, 

las razas con mayor supervivencia, serían las menos complejas, es decir las que 

tienen menos genes de virulencia en su genoma. 

Por otro lado, al analizar la estructura genética mediante los análisis de haplotipos 

de cada aislamiento de H. vastatrix por cada variedad, los resultados mostraron 

una diversidad de haplotipos igual 0.978 y una diversidad nucleotídica de 0.04900 

lo que indica que las poblaciones del patógeno tienen un alto grado de 

cruzamiento así como una gran diversidad, en el cuadro 8 se presenta el 

agrupamiento por haplotipos presentes en campo y en el CRUO, los haplotipos 

con mayor frecuencia son los Hap_5 y Hap_9, Garnica - Catuaí y Oro Azteca - 

Geisha respectivamente.  

 

Cuadro 6. Haplotipos presentes en Campo y CRUO. Haplotipos distribuidos en los sitios de 
recolecta. 

Hap Frec Secuencia Bases nucleotídicas  

Hap_1 1 11_Campo A A C A A A G G T G T C T 

Hap_2 1 12_Campo G G C C C A G T G G T C G 

Hap_3 1 1_Campo A A C A A G T T T G T C T 

Hap_4 1 20_Bourbon Amarillo A G C A A A G T T G T T T 

Hap_5 2 26_Garnica; 27_Catuai A G C A A A G T T G T C T 

Hap_6 1 28_Campo A G A A C A G T T T T C T 

Hap_7 1 30_Campo A G C A A A G T T G G C T 

Hap_8 1 33_Campo A G C A A A G T T G C C T 

Hap_9 2 5_Oro Azteca; GH_Geisha A A C A A A G T T G T C T 

Hap_10 1 7_Campo A G C A C A G T G G T C G 

Hap_11 1 9_Campo A G C A C A G T T G T C T 

Hap_12 1 Br_Bourbon Rojo A A C A A A G T T G C C T 

 

La estructura genética de las poblaciones se puede observar en la figura 12, la 

distribución de los haplotipos muestran cómo se han ido derivando; esta red de 

haplotipos permite observar las relaciones entre las secuencias (Paradis, 2018), 
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por lo que se presenta la genealogía de cada una de las regiones ITS, los 

haplotipos con mayor frecuencia (Cuadro 8) se consideran las poblaciones 

iniciales, y los restantes son los haplotipos que derivaron de ellos, es decir todas 

las veces que dos o más poblaciones diferentes han intercambiado genomas y 

las rutas genéticas que han seguido estas poblaciones (Tajíma, 1989). Los 

resultados indican que a partir de los haplotipos ancestrales se registraron varios 

cambios en las poblaciones, para el Hap_5 se observa un cambio para generar 

el Hap_11, el cual dio origen a las poblaciones en campo (Hap_10, Hap_2 y 

Hap_6), el Hap_11 formo las poblaciones de los haplotipos 1 y 3 también 

correspondientes a muestras de campo; sin embargo para el resto de los 

haplotipos comparten parecidos con las secuencias de campo y de las 

variedades restantes del CRUO.  

 

Figura 11. Red de Haplotipos de poblaciones de H. vastatrix. Estructura genética del hongo, 
los haplotipos 5 y 9 como poblaciones ancestrales de las que derivaron otras poblaciones, las 
líneas transversales negras indican el número de cambios que ha sufrido cada haplotipo. 
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Quispe-Apaza et al., (2017) realizaron un estudio de diversidad genética en 

poblaciones cafetaleras del Perú, en el que analizaron las mismas regiones ITS 

para H. vastatrix, teniendo tasas similares de diversidad haplotípica. 

En la literatura se reportan estudios en los que se realizan análisis de haplotipos 

en aislamientos de roya, en ellos se ha observado que los mayores índices de 

diversidad se han dado en los sitios en donde el patógeno comenzó a 

diversificarse debido a las variedades de café presentes (Gouveia et al., 2005; 

Maia et al., 2009; Cabral et al., 2016). 

Aunado a los análisis anteriores también se realizó un corte enzimático para 

determinar visualmente la posible variación que existe en los fragmentos de ADN 

de las regiones ITS 1 y 4 de las poblaciones de H. vastatrix (Figura 13). Aunque 

inicialmente se habían propuesto tres enzimas de restricción se reporta que las 

endonucleasas MscI y la KpnI – HF no tuvieron sitios de corte en la región 

analizada, esto podría deberse a que no se encuentran sitios específicos de 

digestión en las regiones ITSs amplificadas en el presente estudio. 

La enzima EcoRI fue la única enzima con la que se observó un sitio de corte, 

Quispe-Apaza et al., (2017) y Cabral et al., 2016 utilizaron esta endonucleasa 

para realizar la red de haplotipos que reportaron, por lo que se sabe que si tiene 

sitios de corte en las secuencias ITSs de H. vastarix, sin embargo en este estudio 

no se observaron diferencias visuales, todas las muestras presentan el mismo 

sitio de corte, por lo que no se pueden diferenciar las poblaciones al realizar la 

digestión con esta enzima, sin embargo esto podría deberse a que el sitio de 

variación se encuentre entre los cortes enzimáticos debido a que se obtuvieron 

dos bandas con pesos moleculares entre 600 y 700 así como la de menor tamaño 

de 300 a 400 pares base, y el fragmento completo mide entre 900 y 1000 pares 

de bases. 
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Figura 12. Endonucleasa Eco RI. Cortes enzimáticos de la enzima Eco Ri en poblaciones por 

variedad de H. vastatrix. Las muestras se observan en el orden : Carril 1 (marcador de peso 

molecular 100 pb), carril 2 (1 campo), carril 3 (5 Oro azteca), carril 4 (7 campo), carril 5 (9 campo), 

carril 6 (11 campo), carril 7 (12 campo), carril 8 (20 Bourbon Amarillo), carril 9 (26 Garnica), carril 

10 (27 Catuai), carril 11 (28 campo); carril 12 (30 campo), carril 13 (33 campo), carril 14 (Bourbon 

Rojo), carril 15 (Geisha), carril 16 (marcador de peso molecular 100 pb.). Se observan dos 

fotografías del mismo gel para observar con mayor precisión las bandas. 

Finalmente es necesario realizar más estudios a nivel molecular en poblaciones 

de roya a nivel nacional, para conocer el grado diversidad que se presenta, ya 

que se espera se tenga el mismo comportamiento que en el estado de Veracruz. 

3.1. Sugerencias  

✓ Se sugiere continuar con estudios enfocados a distribuciones geográficas, 

por estados así como aislamientos por variedades resistentes y 

susceptibles. 

✓ Utilizar otras enzimas de restricción que permitan diferenciar visualmente 

entre poblaciones de roya de manera sencilla y rápida.  
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4. CONCLUSIONES 

El análisis filogenético de H. vastatrix mostró una gran variabilidad genética entre 

las colectas obtenidas del CRUO y de plantaciones de campo (1_Campo, 

7_Campo, 9_Campo, 11_Campo, 12_Campo, 28_Campo, 30_Campo y 

33_Campo). De acuerdo con el análisis de secuencias, las variedades Oro azteca 

y Geisha fueron atacadas por razas diferentes a las razas II y XXII.  

Las poblaciones de H. vastatrix mostraron una alta tasa de intercambio genético 

dentro del banco de germoplasma (CRUO) y las plantaciones comerciales de 

café (campo) cultivadas en el estado de Veracruz. 

En concordancia con lo anterior, la red de haplotipos indicó una gran diversidad 

en las poblaciones del hongo en el CRUO y en campo, los resultados muestran 

una diversidad de haplotipos: 0.978 y diversidad nucleotídica de 0. 049 siendo 

los aislamientos de las variedades Garnica, Catuai, Oro Azteca y Geisha los 

haplotipos (Hap_5 y Hap_9) más ancestrales mientras que los obtenidos en 

campo así como de las variedades Bourbon Amarillo y Rojo las poblaciones más 

recientes (Hap_1, Hap_2, Hap_3, Hap_4, Hap_6, Hap_7, Hap_8, Hap_10, 

Hap_11 y Hap_12). 

Las enzimas MscI y la KpnI no tuvieron sitios de corte, mientras que con la enzima 

EcoRI solo se observó un sitio de corte en las regiones ITS 1 y 4 de todas las 

muestras. Esto indica que con la enzima EcoRI no se observaron diferencias 

visuales entre cada población. 
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