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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue analizar la diversidad genética y la resistencia asociada
a roya amarilla (Hemileia vastatrix), mediante el uso de marcadores moleculares de 54
muestras, correspondiente a 18 variedades del germoplasma de café del Fundo Santa
Teresa del Distrito de Villa Rica en la Region de Pasco, Peru. El analisis molecular se
realizd en el laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional Agraria La
Molina, a partir del ADN gendmico extraido de hojas tiernas de los arbustos de café. En el
estudio, se emplearon 19 marcadores SSR (Microsatélites o Secuencias Simples Repetidas)
de diversidad genética y 5 SSR asociados a la resistencia a H. vastatrix. Los fragmentos
amplificados fueron visualizados en geles de poliacrilamida, registrandose en total 100
alelos, de los cuales 97 fueron polimorficos. El dendograma elaborado a un coeficiente de
similitud de 0.79 mostré dos grupos, uno que contenia a las variedades de C. arabica y el
otro a la variedad Robusta de C. canephora. Al reducirse el coeficiente a 0.56, las
variedades de C. arabica se diferenciaron en tres grupos. EI AMOVA (Analisis de
Varianza Molecular) de la poblacion, mostré que la mayor variacion genética de la
poblacion estuvo presente entre las variedades y no dentro de ellas; el valor de FST fue
0.67, que sugiere una significativa diferenciacion genética entre las variedades. Los
marcadores SSR asociados a la resistencia de H. vastatrix amplificaron bandas, mostraron
la caracteristica de resistencia, en algunos individuos de la variedad Robusta de C.
canephora; asi mismo, amplificaron bandas en individuos resistentes e inclusive en
susceptibles de C. arabica, lo cual es posible debido a que en el fundo las variedades
resistentes y no resistentes, no se encuentran lo suficientemente distanciadas, posibilitando
la polinizacion cruzada. En conclusion, las variedades de café del Fundo Santa Teresa,
muestran diversidad genética y se evidencia la existencia de alelos con caracteristicas de
resistencia a la Roya Amarilla en algunos de los individuos del fundo. Los marcadores
SSR que se amplificaron en los alelos asociados a la resistencia en individuos de la
poblacion, podrian ser usados en la implementacion de un programa de mejoramiento

genético del café.

Palabras claves: roya amarilla, diversidad genética, marcadores SSR, café.



ABSTRACT

The objective of the current work was to analyze the genetic diversity and the resistance
related to Coffee Leaf Rust (CLR) (Hemileia vastatrix), by using molecular 54 marker
samples, corresponding to 18 varieties of coffee germplasm from Santa Teresa farmland at
Villa Rica District in the Pasco Region of Peru. The molecular analysis was performed, in
the Molecular Biology laboratory at Universidad Nacional Agraria La Molina, taken from
genomic DNA extracted from new leaves from coffee plants. In the study, 19 SSRs
markers (Microsatellites or Simple Sequence Repeat) of genetic diversity and 5 SSRs
associated with resistance to H. vastatrix were used. The amplified fragments were
visualized in polyacrylamide gels, registering a total of 100 alleles, from which 97 were
polymorphic. The dendrogram developed at a similarity coefficient of 0.79, showed one
group contained the varieties of C. arabica and the other one the Robusta variety of C.
canephora. When the coefficient was reduced to 0.56, C. arabica varieties were
differentiated into three groups. The AMOVA (Analysis of Molecular Variance) showed
high genetic variation among varieties of coffee population. The value of FST was 0.67,
which suggested a significant genetic differentiation among the varieties. The SSR markers
associated with the resistance to H. vastatrix amplified bands showed that character in
some individuals from Robusta variety of C. canephora. Similarly, amplified bands were
found in resistant individuals and even in those susceptible to C. arabica. The latter was
possible due to the fact that resistant and non-resistant varieties were not planted at enough
distance among them, making cross-pollination possible. In conclusion, the coffee varieties
from Santa Teresa farmland showed a high genetic diversity and the existence of alleles
with some resistance characteristics to CLR in some of individuals of the farm was
evident. The SSR markers related to resistance in individuals within populations could be
used to implement a coffee breeding program.

Keywords: Coffee Leaf Rust, genetic diversity, SSR markers, coffee.



I. INTRODUCCION

El café es uno de los productos agricolas méas comercializados en los mercados
internacionales. Se produce en América Latina, Africa y Asia, y su agroindustria se ha
diversificado en todo el mundo, constituyendo una importante fuente de empleo, ingresos y
divisas para muchos paises productores. En Pert el café es uno de los principales
productos de agroexportacion de cuyo cultivo dependen mas de 200000 familias de

pequefios productores.

Debido a su forma de produccién, el Perd se ha convertido en uno de los principales
productores de cafés especiales en el mundo, sin embargo, en la norma técnica para la
produccion de este tipo de cafés, requiere que se mantenga la homogeneidad del producto
en cada lote de exportacién (Comision de Reglamentos Técnicos y Comerciales 2003). No
obstante, por el sistema de siembra practicada en la caficultura peruana, es dificil evitar la
heterogeneidad porque generalmente no se delimitan las diferentes variedades en parcelas,
dificultdndose la cosecha selectiva y la separacion de los granos por tamafios, aspecto,
maduracion, etc. Ademas, para la produccion de este tipo de café, es de gran importancia el
origen varietal del grano, lo que en el Pert no es claro adn, ni siquiera para los principales
cultivares. De manera que seria necesario, la caracterizacion y el anlisis de la variabilidad

del café arabico que se cultiva en las zonas cafetaleras del pais.

Las técnicas actuales empleadas para realizar estudios de variabilidad y diversidad genética
en plantas, se valen de fragmentos de ADN, conoce como marcadores moleculares. Entre
ellos tenemos a los basados en secuencias simples repetidas (SSR) o microsatélites, los
cuales son muy utilizados, y permiten analizar de manera eficiente mediante ensayos
rapidos y simples utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Anthony et al.
2002b). Usando este tipo de marcador once loci fueron identificados recientemente para la
caracterizacion molecular de genotipos de café, de los cuales seis fueron polimorficos
dentro de C. arabica (Combes et al. 2000).



Otro de los problemas que viene afectando a la caficultura peruana son las plagas y
enfermedades que influyen de manera negativa en los rendimientos y la produccion. Segun
la central piurana de cafetaleros (CEPICAFE) de Perq, las enfermedades son las causantes
de las mayores pérdidas econdmicas en los Gltimos tiempos. Una de las méas importantes es
la enfermedad conocida como la roya amarilla del café, ocasionada por el hongo Hemileia
vastatrix, la cual afecta a las hojas y provoca la defoliacion de las plantas, reduciendo
indirectamente el crecimiento y la capacidad de produccién de frutos. La magnitud del
dafo depende de: las condiciones ambientales, la edad de la planta, el estado de desarrollo

de los frutos, la respuesta de genotipo y la severidad de la epidemia (Alvarado et al. 2002).

Una alternativa eficiente para el control de la roya amarilla del café, es la obtencién de
cultivares resistentes, portadores de genes que confieran resistencia especifica. No
obstante, por tratarse de una planta perenne y de periodo juvenil largo, el mejoramiento
genético en el cultivo de café toma mucho tiempo y se necesitan técnicas que faciliten y
aceleren la seleccion de genotipos (Teixeira-Cabral et al. 2004). Para tal objetivo, las
técnicas de biologia molecular son instrumentos prometedores que permiten reducir el
tiempo de creacion de los nuevos cultivares y aumentan la eficiencia de los programas de
mejora (Sera et al. 2002, Fazuoli et al. 2005). Sin embargo, requieren del estudio y
caracterizacion de los potenciales genotipos progenitores en base a la resistencia genética a

nivel molecular.

El Fundo Santa Teresa ubicado en el distrito de Villa Rica, provincia de Oxapampa, region
Pasco, poseedor de una amplia coleccion de “variedades de café”, estd dedicado a la
produccién de grano y semillas de café, que se comercializan dentro y fuera de su region.
La variabilidad de cultivares que se mantienen en un mismo ambiente, representan a los
principales cultivares que se siembran a nivel nacional, de ahi su potencial uso para
ensayos de mejoramiento genético. Por lo tanto, la importancia del conocer la diversidad
genética de dicha coleccién y analizar sus fuentes de resistencia a la roya del cafeto que

presente.



Il. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Los objetivos que persiguid la presente tesis fueron los siguientes:

2.1 Objetivo general
Analizar mediante marcadores moleculares de tipo SSR Y SCAR la coleccién de cafetos
del Fundo Santa Tersa de Villa Rica, para su potencial uso en el mejoramiento genético

frente a la roya amarilla.

2.2 Objetivos especificos

Analizar mediante marcadores moleculares microsatélites la diversidad genética de la
coleccion de cafetos del Fundo Santa Teresa de Villa Rica.

Utilizando marcadores moleculares especificos de resistencia a la roya amarilla, evaluar el
estado de la diversidad génica en relacion a la resistencia a roya amarilla, como fuente

potencial para el mejoramiento.



I1l. REVISION DE LITERATURA

3.1 Generalidades
El cultivo de café representa para la mayoria de paises productores, uno de sus principales
producto de exportacion y a nivel mundial, ocupa después del petroleo, el segundo lugar en

el comercio.

El café pertenece a la familia Rubiaceae y al género Coffea (Puerta 1998), cuyas especies
de mayor importancia son Coffea arabica L y C. canephora Pierre, las cuales son
responsables del 65 y 35% de la produccion mundial de granos de café, respectivamente
(Rodrigues et al. 1975).

La especie Coffea arabica es originaria de las montafias de Etiopia. El inicio de su cultivo
se estima que fue a comienzos del siglo VIII, luego, por varios siglos se mantuvo como un
monopolio de los arabes en las cercanias del mar Rojo. En el siglo XIV se produce una
fuerte expansién hacia Yemen (ex Arabia del Sur), y durante el siglo XV al Oriente Medio
(Anthony et al. 1999).

Desde el inicio de la caficultura se reconocen dos variedades de Coffea arabica: variedad
arabica también llamada variedad typica, la cual se cultivé en los jardines botanicos
holandeses, desde donde fue llevada por los franceses al Caribe y de alli se difundi6 a los
paises de Centroamérica y Suramérica; y variedad bourbon que fue mantenida y cultivada
por los franceses en las islas Bourbon o Reunién. Todas las variedades de Coffea arabica
cultivadas en el mundo se derivan de estas dos variedades (Puerta 1998).

Las variedades americanas tienen su origen a partir de la introduccion de unas pocas
semillas pertenecientes a C. arabica var. Typica “Cramer”, introducida en el siglo XVIII a

partir de una Unica planta de Indonesia, cultivada en el jardin botanico de Amsterdam,



mientras que C. arabica var. Bourbon (B. Rodr.) fue introducido de la isla de Bourbon,
actual isla de la Reunidn, durante el siglo XIX (Smith 1985).

A consecuencia del origen de los cultivares americanos actuales, derivados de estos dos
grupos genéticos, su base genética es reducida; por lo tanto, son altamente susceptibles a
nuevas plagas y enfermedades, presentan baja adaptabilidad a nuevas condiciones de
cultivo (Wilches 1995), y son limitadas las posibilidades para el mejoramiento genético
(Anthony et al. 2002a).

Sin embargo, los agricultores han tenido la capacidad de crear nuevas variedades, con
rendimientos altos, a partir de la estrecha base genética existente. En 1930, en Brasil se
inicidé un programa de semillas, con la poblacion de la variedad Bourbon (Mendes 1939).
Posteriormente, en el afio 1935, también en Brasil se descubri6 un arbol de porte bajo, cuya
caracteristica es otorgada por un gen dominante, y la variedad se la denominé Caturra
(Carvalho et al. 1991).

En Peru el café se desarrolla con relativa facilidad desde los 600 hasta los 1800 metros
sobre el nivel del mar; sin embargo, el 75 por ciento de los cafetales esta sobre los 1000
metros sobre el nivel del mar. Los cafés del Per( pertenecen a Coffea arabica y presentan
distintos perfiles de sabor, aroma y acidez. Las variedades que se cultivan son
principalmente, Typica (70 por ciento) y Caturra (20 por ciento), ademas de otras como
Bourbon, Pache, Catimor, etc. (10por ciento). EI 90 por ciento del café peruano crece bajo
sombra, esencialmente de arboles de leguminosas, a una densidad promedio de 2000
plantas por hectarea (EXPO CAFE PERU 2017).

Los niveles de produccién y productividad son bajos, con una media inferior a 20 quintales
de café por hectareas. Asimismo, el 63 por ciento de los caficultores son pequefios
agricultores con propiedades de 2 a 3 hectareas que producen de 6 a 8 quintales por

hectarea (Origen Café). (Infocafes.com).

Hacia los afios 50 del siglo XX, el Centro de Investigacao das Ferrugens do Cafeeiro
(CIFC) de Portugal, realiz6 una de las mayores contribuciones a la caficultura

mundial mediante el descubrimiento del Hibrido de Timor (H.T.). El cual, postularon que



se trata de un hibrido natural, probablemente resultante del cruzamiento entre Coffea
arabica x Coffea canephora (Alvarado et al. 2002).

La estrecha base genética de C. arabica es uno de los factores que explica su elevada
susceptibilidad a enfermedades y plagas como la roya amarilla (Hemileia
vastatrix Berkeley & Broome) y la broca del café (Hypothenemus hampei Ferrari). Por
este motivo la mayoria de programas de mejoramiento han utilizado los
hibridos interespecificos, tanto naturales como artificiales, como fuentes principales de

genes de resistencia para las nuevas variedades (Romero et al. 2014).

3.2 Genética del cafe

Por el nimero cromosémico el género Coffea se divide en dos grupos: Coffea arabica
comunmente conocida como “arabica” que es una especie autdgama alotetraploide, con un
complemento cromosémico de 2n=4x=44 (Regalado 2006), y un comportamiento meiético
de tipo disémico, comparable al de un diploide funcional; y las demas especies de Coffea,
que incluye a Coffea canephora, las cuales son diploides con 2n=2x=22 cromosomas y con

un mecanismo de reproduccion autoincompatible (Romero et al. 2014).

Mediante el analisis molecular citogenético, Lashermes et al. (2000), demuestra que C.
arabica es una especie anfidiploide, resultante de la hibridacion natural de especies

diploides convergentes, C. canephora y C. eugenioides.

Coffea arabica presenta una baja diversidad genética atribuida a su origen alotetraploide
reciente, su naturaleza autogamica y particularmente por la forma como fue dispersada en

el mundo desde su centro de origen (Lashermes et al. 1996).

3.3 Clasificacién taxonémica
Segun Leroy (1980) y Davis et al. (2007), el café arabico se clasifica en:

Division - Angiospermae
Clase . Eudycotiledoneae
Subclase :  Asteridae
Orden : Gentianales
Familia : Rubiaceae, citado por Davis et al. (2007)
Subfamilia : Ixoroideae
Tribu : Coffeeae



Género : Coffea, citado por Leroy (1980)
Subgénero : Coffea

Especie : Coffea arabica L

3.4 Morfologia
Coffea arabica es un arbusto o arbol pequefio, puede alcanzar un tamafio de cuatro a
cinco metros y tiene un habito dimoérfico de ramificacion que consiste en ramas verticales

(ortotropicas) y horizontales (plagiotrdpicas) (Aga et al. 2003).

3.4.1 La Semilla
La semilla de café es una nuez, oblonga, plano convexo, de tamafio variable (10 - 18 mm
de largo y 6,5 — 9,5 mm de ancho) (Arcila et al. 2007). En la semilla se pueden distinguir

tres partes: pelicula plateada, endospermo y embrion.

Pelicula plateada: constituida por células esclerenquimaticas (gruesas y de sostén)
fusiformes (en forma de huso), de tamafio pequefio, que recubren al endospermo
(Velasquez et al. 2003).

Endospermo: constituye el principal tejido de reserva de la semilla, utilizado por el

embrion como fuente de nutriente en los primeros estadios de su desarrollo.

Embrion: se encuentra conformado por un hipocoétilo que da origen a la radicula y un

epicotilo del cual se originan los dos cotiledones (Velasquez et al. 2003).

La semilla de café es de tipo recalcitrante, pero si es posible su conservacion bajo ciertas
condiciones especificas (Van der Vossen 1979), no presenta el mecanismo de dormancia
en sus semillas, y su viabilidad se pierde normalmente en un plazo de tres a seis meses

después de la cosecha (Aga 2005).

3.4.2 LaFlor
Las inflorescencias se desarrollan a partir de yemas en serie, que se forman principalmente

en las ramas horizontales, conformadas de una a cinco flores con pedicelo corto y caliz
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rudimentario (Aga 2005). La flor del café estad compuesta por una corola con cinco I6bulos,
un céliz, cinco estambres y el pistilo (Ovario, estilo y estigma). El ovario esta en la base de
la corola (infero) y contiene dos ovulos, que una vez fertilizados, normalmente van a
producir dos semillas de café. La flor sc une a la inflorescencia mediante el pedicelo
(Arcila 2004).

Las flores son blancas, se abren temprano en la mafiana y permanecen abiertas entre 2 y 3
dias aproximadamente. Una vez fertilizadas, las anteras se tornan de color café; dos dias
después la corola y todas las demas partes de la flor caen, dejando el ovario al descubierto,
dando inicio a la formacién del fruto. Esta etapa es conocida como “pétalos caidos”. Si la
fertilizacion falla, los estigmas y la corola permanecen adheridos al ovario (Wintgens
2004).

3.4.3 El Fruto

El fruto es una drupa globular u ovoide de peciolo corto. Tiene una longitud y un didametro
de 10 a 15 mm y de 11.5 a 14.5 mm, respectivamente, y se le denomina cereza. En el
desarrollo del fruto del café se pueden distinguir cinco etapas (Arcila y Jaramillo 2003), el
desarrollo del fruto empieza desde la fertilizacion del 6vulo, alcanzando la madurez
cuando el endospermo llena el grano, provocando un cambio de color, posteriormente el

fruto sobremaduro adquiere un color violeta oscuro y finalmente se seca.

La estructura del fruto, estd conformada por un pedicelo, que une el fruto con el tallo. La
pulpa del fruto, estd conformada por el pericarpio, el cual a su vez esta conformado por el

exocarpio o epidermis y el mesocarpio (Gast et al. 2013).

3.5 Variedades de café

El género Coffea se compone de méas de 100 especies (Bridson y Verdcourt 1988). Cafés
Arabica y Robusta representan el 65 por ciento y el 35 por ciento respectivamente, del café
que se produce en todo el mundo. En algin momento de los ultimos 100.000 afios, C.
arabica fue formada a partir de las dos especies estrechamente relacionadas C.canephora y
C. eugenioides ( Lashermes et al. 1999).

Actualmente para describir la diversidad de las especies cultivadas autdégamas, se utiliza el

término cultivar, como esta indicado por el Codigo Internacional de Nomenclatura de
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Plantas Cultivadas (ICNCP), que define al cultivar como un axdn que ha sido seleccionado
por un atributo particular o combinacién de atributos, que es claramente distinto, uniforme
y estable en sus caracteristicas y que cuando es propagado por medios apropiados

mantienen sus caracteristicas distintivas (Sevilla y Holle 2004).

Se puede hacer una distincion de las variedades de café en base a sus caracteristicas
morfologicas como longitud de la planta, el angulo que posee entre las ramas y el tronco
principal, el color del fruto, el color de la hoja, y otras caracteristicas como la
productividad, el rendimiento, la adaptabilidad a diferentes altitudes, la resistencia a plagas
y enfermedades, etc., en referencia a caracteristicas observables y medibles.

Principales variedades de café Arabica:

Typica: es la base desde la cual se han desarrollado muchas variedades de café. Las plantas
de café Typica tienen una forma conica con un tronco vertical principal y varios
secundarios que crecen con una ligera inclinacién. Typica es una planta alta que alcanza
3.5 - 4 metros de altura. Las ramas laterales forman angulos de 50 - 70 grados con el
vastago vertical. EI café Typica tiene una produccion muy baja, pero tiene una excelente
calidad de taza (Coffeeresearch.org 2018).

Bourbon: sus plantas producen 20 - 30% mas de café que Typica, pero tienen una cosecha
mas pequefia que la mayoria de las variedades de café. Bourbon tiene una forma menos
conica que las plantas de café Typica, pero tiene mas ramas secundarias. Los angulos entre
las ramas secundarias y el tallo principal son mas pequefios, y los puntos de ramificacién
en el tallo principal estan muy juntos. Las hojas son anchas y onduladas en los bordes. La
fruta es relativamente pequefia y densa. Las cerezas maduran rapidamente y corren el
riesgo de caerse durante los fuertes vientos o las lluvias. Los mejores resultados para el
café Bourbon se obtienen entre 1067-1980 metros de altura. La calidad de la taza es

excelente y similar a Typica (Coffeeresearch.org 2018).

Caturra: Mutacion de la variedad Bourbon que fue descubierta en Brasil, se caracteriza por
elevada produccién y calidad, pero requiere un gran cuidado y fertilizacion. Su rama
principal es corta, con un nicleo grueso y tiene muchas ramas secundarias. Tiene hojas
grandes con bordes ondulados similares al café Bourbon. Se adapta bien a casi cualquier

medio, pero tiene mejor rendimiento entre 458 - 1675 metros de altura, con precipitacion
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anual entre 2500 - 3500 mm. A mayor altitud la calidad aumenta, pero la produccion

disminuye (Coffeeresearch.org 2018).

Maragogipe: Esta variedad es una mutacion del café Typica y fue descubierto en Brasil. La
planta de café Maragogipe es grande y es méas alta que Bourbon o Typica. La produccion
es baja, pero las semillas son muy grandes. Maragogipe se adapta mejor entre 610 - 762
metros de altura. Las caracteristicas de la taza son muy apreciadas en ciertos mercados de

café (Coffeeresearch.org 2018).

Catimor: Esta variedad es un cruce entre el Hibrido de Timor (resistente a la roya amarilla)
y Caturra, fue creado en Portugal en 1959, la maduracion es temprana y la produccion es
muy alta con rendimientos iguales o mayores a otras variedades comerciales de café. Los
descendientes Catimor T-8667 son relativamente pequefios en estatura, pero tienen grandes
frutas y semillas de café. La linea Catimor T-5269 es fuerte y se adapta bien a regiones
mas bajas entre 610 - 915 metros de altura con una precipitacion anual de mas de 3000
mm. La linea Catimor T-5175 es muy productivo y robusto, pero puede tener problemas a
altitudes muy altas o muy bajas. En altitudes bajas, casi no hay diferencia en la calidad de
la taza entre Catimor y los otros varietales comerciales de café, en altitudes bajas Catimor
obtiene una buena calidad de taza, lo que no pasa en altitudes superiores a los 1220 metros
de altura, donde variedades como Bourbon, Caturra y Catuai obtienen mejor calidad de

tasa. (Coffeeresearch.org 2018).

Catuai: Variedad de café de alto rendimiento resultante del cruce entre Mundo Novo y
Caturra. La planta es relativamente corta, y las ramas laterales forman angulos cercanos
con las ramas primarias. La fruta no se cae facilmente de la rama, lo cual es favorable en
areas con fuertes vientos o lluvia; sin embargo, necesita suficiente fertilizacion
(Coffeeresearch.org 2018).

Mundo Novo: Descubierta en Brasil en los afios 40, arbol fuerte, de porte alto, y muestra
gran resistencia a las enfermedades, a los suelos de composicion pobre y a las sequias. Sus
ramas forman un angulo de 45 grados con respecto al tronco, con una distancia corta de
entrenudos y muestra poca resistencia al viento. Produce una gran cantidad de cereza, pero
su maduracion es un poco mas lenta que otras variedades, lo que se refleja en la taza final.

Otra caracteristica de esta variedad es que posee tendencia a producir gran cantidad de
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granos vanos dentro de la cereza, pudiendo ser controlado con una buena seleccion a nivel
de campo (S.L. 2018).

Pache: La planta destaca por su porte bajo, con la distancia ente nudos corta y con gran
cantidad de ramas secundarias. El color de la guia es rojo vinoso al igual que el color de las
cerezas al madurar. Estas destacan por ser muy resistentes a la caida de las cerezas después
de su maduracion. En la actualidad hay dos variedades de Pache: el Pache Comun
(mutacion del Typica) que fue descubierta en la granja El Brito, en Santa Cruz del Naranjo,
Guatemala, y el Pache Colis que es resultado de una hibridacion natural entre el Pache
Comun y el Caturra (S.L. 2018).

Pacamara: Hibrido resultante del cruce del Pacas con el Maragogype Rojo, creado por el
Instituto Salvadorefio para Investigaciones del Café (ISIC). La planta es de porte alto, de
ramas laterales largas y con abundantes ramas secundarias y terciarias en la parte inferior y
media. Los entrenudos del eje vertical y bandolas son cortos. Las hojas son de color verde
oscuro y acurrujadas, con brotes verdes y/o bronceados. El aspecto denso y compacto la
hace resistente al viento y tolerante a los problemas de sequia. El fruto es de tamafio
grande y de color rojo, con una calidad de bebida excepcional (S.L. 2018). En taza
destacan su gran equilibrio, con notas florales, dulces y citricas, que se muestran de mayor
manera si el café es producido en zonas de gran altitud. Al cultivarla entre 1200 y 1500
metros de altura, se obtienen rendimientos de 57 a 85 quintales por hectarea con frutos de
mayor tamafo (S.L. 2018).

Villa Sarchi: Es una mutacién natural del Bourbdn, fue descubierto en 1952 en el pueblo
costarricense de Villa Sarchi, en la provincia de Alajuela, en la zona de West Valley. La
mejor calidad de esta variedad se encuentra en plantaciones a la sombra y al no necesitar
suelos muy fértiles, es ideal para plantaciones con metodos organicos de produccion. En
taza destaca su dulzura, aroma agradable, buen balance y sabor, y sobre todo por su intensa
acidez, esta no es tan fina o elegante como en las Tipicas, pero su intensidad se mantiene

incluso en plantaciones a altitudes tan bajas como los 1200 metros (S.L. 2018).

Geisha: Fue descubierta en 1931 en Gesha, una aislada cadena montafiosa al Suroeste de
Etiopia. Originalmente se la conocié como variedad Abisinia, fue trasladada primero a

Kenya y mas tarde (alrededor de 1935) a Tanzania. Desde alli, a través de Costa Rica,
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Ileg6 a Panama, y de ahi crecio su fama y prestigio mundial. Se caracteriza por sus arboles
de gran altura, con bonitas hojas largas, su manejo es mucho mas complicado que las
demas variedades, una peculiaridad es que sus ramas se desarrollan en un angulo de 45°
cuando lo normal es que lo hagan en un angulo de 90°. Las cerezas y los granos son
especialmente largos, y se ha demostrado que la mejor calidad se da a gran altitud. La
variedad se destaca por su gran dulzura, sabor limpio y brillante, con notas afrutadas,
también pudiéndose encontrar notas de cacao y canela, y aromas florales a jazmin (S.L.
2018).

Pacas: Hibrido natural de Bourb6n que fue descubierto en 1949 en la finca San Rafael,
Canton Palo Campana (Volcan de Santa Ana), departamento de Santa Ana, El Salvador, el
fruto es de color rojo y su tamafio es mediano. El arbusto es de porte bajo, con ramas
laterales que forman un angulo de 45°, su follaje es abundante con hojas de color verde
oscuro brillosas y ligeramente consistentes. Los entrenudos son cortos que le dan un
aspecto compacto. Desarrolla una gran tolerancia a los problemas de sequia, viento y sol.
Se adapta mejor a altitudes de 500 a 1000 metros sobre el nivel del mar y tolera suelos de

baja capacidad de retencién de agua (S.L. 2018).

Colombia: La variedad fue generada en 1980 en Cenicafé, como resultado de un proyecto
de investigacion iniciado a finales de la década de los afios 60. Es una variedad compuesta
formada al mezclar la semilla proveniente de las progenies mas sobresalientes
seleccionadas en un proceso basado en varias generaciones, considerando caracteristicas
tales como calidad de la bebida y del grano, porte bajo, alta produccion, uniformidad
fenotipica razonable, adaptabilidad y resistencia a la roya amarilla (Moreno y Alvarado
2000).

Limani: Linea de la variedad Sarchimor probada experimentalmente por la Estacion
Experimental Agricola en el barrio Limani de Adjuntas, Puerto Rico. La variedad
Sarchimor es producto del cruce artificial entre la variedad Villa Sarchi y el Hibrido de
Timor. Es de porte similar al del Caturra. Su tronco es grueso y poco flexible. Las ramas
laterales se forman entrenudos cortos a lo largo del tallo, son de mayor longitud y se
ramifican abundantemente. Las hojas son anchas, gruesas y de color verde oscuro. Las

hojas nuevas pueden ser verdes o bronceadas. Los frutos son de buen tamafio y maduran de
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color rojo. Esta variedad es resistente a la roya del café. La calidad de la bebida es buena,
se recomienda la siembra a partir de los 305 metros de altura (Monroig 2014).

3.6 Origenes de Villa Rica
Las poblaciones nativas que habitaron en la zona que comprende actualmente el distrito de
Villa Rica son los “Yanesha” o “Amuesha”, quienes hoy en dia representan alrededor del

2.9 por ciento de la poblacion de la zona (Barrientos 2006).

En el afio 1921 el gobierno peruano otorga 4000 hectareas al aleman Leopoldo Krause, con
el objetivo de que él y un grupo de colonos austro-alemanes las trabajaran e hicieran
productivas. Cuatro afos después, estos colonos impulsaron la fundacion de Villa Rica,
inicialmente con el nombre de Colonizacion Rada y Gamio. Posteriormente, en 1942,
Leopoldo Krause ve la necesidad de poblar estas tierras y anima a sus vecinos austro-
alemanes de Pozuzo y Oxapampa a unirsele en la tarea de colonizacion. Con esfuerzos
propios los nuevos colonos en poco tiempo hacen posible la construccion de una escuela,
de un templo y de la carretera Villa Rica — Puente Paucartambo, que une a Villa Rica con

La Merced (Chanchamayo) (Desco.org.pe 2018).

El 27 de noviembre de 1944, mediante Ley N°10030, se legaliza a Villa Rica como
distrito, y no es hasta 1950 que la actividad cafetalera adquiere un ritmo constante,

favorecida por el alza de los precios internacionales (Desco.org.pe 2018).

El distrito de Villa Rica concentra una poblacién heterogénea y con caracteristicas muy
marcadas: un grupo mayoritario proviene de los Andes, las familias descendientes de los
primeros migrantes austro-alemanes, y en el area rural cercano, las poblaciones originarias

del lugar (Yaneshas) (Desco.org.pe 2018).

3.7 Informacion geopolitica de Villa Rica

El distrito de Villa Rica estd ubicado en la provincia de Oxapampa, region Pasco, a una
altitud de 1500 metros sobre el nivel del mar y con una extension territorial de 896.42 km?,
tiene una poblacion de 16931 habitantes (Desco.org.pe 2018).

El distrito esta constituido por zonas de selva alta y selva baja, y se ubica entre los 75° 15°
00" y 75° 16" 20" de longitud oeste, y entre los 10° 42" 30" de latitud sur. Villa Rica
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posee una altitud méxima de 2068 metros sobre el nivel del mar, y una altitud minima de
750 metros sobre el nivel del mar; ademas este distrito delimita territorialmente por el este
con el distrito de Puerto Bermudez (Oxapampa - Pasco), por el oeste con el distrito de
Oxapampa (Oxapampa - Pasco), por el norte con el distrito de Palcazo (Oxapampa - Pasco)
y por el sur con la provincia de Chanchamayo (Junin) (Ponce 2008). El nucleo urbano de
Villa Rica, est constituido por tres centros poblados: San Miguel de Enefias, San Juan de

Cacazu y Puente Paucartambo (Desco.org.pe 2018).
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Figura 1. Delimitacion de la zona productora de Café Villa Rica.
Fuente: INDECOPI (2010).
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3.8 El cultivo de café en el contexto de Villa Rica

Gracias a la construccion de la carretera marginal de la Selva, se impulsaron mejoras y
cambios en la zona. De esta manera se generaron flujos migratorios desde la sierra. Los
migrantes llegan para la cosecha del café como jornaleros, con estadias limitadas, pero
posteriormente se fueron asentando en el distrito de Villa Rica (Desco.org.pe 2018).

La economia del distrito gira en torno a la produccion y comercializacion del café,
principal actividad agricola del distrito. EI 90 por ciento de las familias villaricenses se
dedican esta actividad (Ponce 2008) y el 90 por ciento de la produccién agricola es
cafetalera (Barrientos, 2006). Es tal la importancia del café para el distrito, que se ha
introducido en todas sus actividades, incluyendo festivales, monumentos, desarrollo
turistico (la ruta del café), el logotipo de identificacién del Municipio, los certdmenes de
belleza, etc. (Ponce 2008).

3.9 Mejoramiento genético del café

Los métodos convencionales de mejoramiento son basados en la seleccién de individuos
superiores, que son escogidos de la progenie provenientes de cruces sexuales. La seleccion
que se realiza se basa en caracteristicas fenotipicas, como por ejemplo el vigor de la planta,
la apariencia general, y también por caracteristicas de tipo cuantitativas como rendimiento
y la composicién quimica del fruto. Los factores medioambientes pueden afectar le
eficiencia de la seleccidn por caracteres fenotipicos y por la complejidad de la herencia de

caracteres poligénicos (Wilches 1995).

Actualmente, los programas de mejoramiento en café buscan combinar propiedades de
resistencia presentes en el Hibrido de Timor, con la buena productividad y calidad de los
genes de C. arabica. En centros de investigacion alrededor del mundo, las caracteristicas
de resistencia a los nematodos, roya (Leguizamén, 1983) y al CBD (antracnosis de frutos)
han sido ampliamente demostradas tanto en las lineas pura del Hibrido de Timor como en

sus descendientes, los Catimores (Carvalho 1988, Anzueto 1993, Aguilar et al. 1996).

Utilizados datos de la distribucion geografica, observaciones citoldgicas, datos
taxondmicos, caracteristicas agro-morfologicas y bioquimicas, se ha analizado la variacién

genética del café. Se ha demostrado la existencia de relacion entre la cantidad de acidos
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clorogénicos, cafeina y otros compuestos quimicos, con el origen biogeografico de algunas
especies de Coffea sp. (Anthony et al. 1993, Rakotomalala et al. 1993).

Los marcadores moleculares son una herramienta, que permite reducir las limitaciones
basadas en la seleccion por el fenotipo. Un marcador molecular de ADN es una
representacion de un gen en particular que se cosegrega con los genes de interés (Rafalski
et al. 1991). Los primeros trabajos de caracterizacion a nivel molecular realizados en café

se hicieron de isoenzimas.

Las isoenzimas son proteinas que pueden presentar formas estructurales diferentes. Al ser
colocadas en un medio idoneo (gel de almidon, agarosa o poliacrilamida), dentro de un
campo de migracién se pueden separar las diferentes formas de la enzima, la separacion se
produce por el peso molecular y la carga eléctrica que posean, de esta manera se pueden
distinguir diferencias en la composicion quimica de los individuos. Los ensayos se ven
limitados por el numero de loci polimdrficos detectados, como en el caso de C. arabica.
En especies tetrapoliedes como en C. arabica se observan la acumulacién de bandas, sin
mucha variacion, estas bandas observadas corresponden a los progenitores, lo que produce
que el indice de polimorfismo encontrado con este método sea bajo para esta especie, en
comparacion con otras especies de Coffea sp (Berthou y Trouslot 1977); diferenciandose

del nivel de variacion morfoldgica que existe dentro del germoplasma (Louarn 1978).

3.10 Diversidad genética

La diversidad de una especie esta constituida por todas las variaciones genéticas. La
variacion entre poblaciones de una especie, mas la variacion dentro de las poblaciones
constituye la diversidad genética total de una especie. El conocimiento de la base genética
de las diferencias es indispensable para entender la diversidad genética, prerrequisito para
colectarla, conservarla, caracterizarla y utilizarla. A las especies se las subdivide en
categorias intraespecificas como razas, ecotipos, morfotipos y variedades; la diversidad
genética relativa de una especie en una determinada region se basa en el nimero de

categorias intraespecificas (Sevilla y Holle 2004).

3.11 Variabilidad genética
La variabilidad genética es una caracteristica de las poblaciones dentro de una especie, la

cual se aplica a los caracteres; por ejemplo, la variabilidad genética de un ecotipo de camu-
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camu para el contenido de &cido ascorbico del fruto, puede ser cuantificada en términos de
variancia genética aditiva y no aditiva. Si no hay variancia genética para una caracteristica
dentro de una poblacidn, este caracter no podra ser modificado por la seleccion, y si se
produce un cambio en las condiciones medioambientales y este afecta a un caréacter, este

podria desaparecer de la poblacion (Sevilla 'y Holle 2004).

La variabilidad genética de una especie es originada por mutacion, producida por el
cambio en un nucledtido en el sector de la cadena de ADN que codifica un gen. En la
naturaleza son muy comun los genes con alelos multiples. El polimorfismo derivado de la
interaccion de alelos de un mismo gen es la base de muchos métodos para estimar la

variabilidad genética (Sevilla y Holle 2004).

3.12 Caracterizacion molecular

La caracterizacion es el acto de determinar las caracteristicas peculiares de alguien o de
algo, de modo que se pueda distinguir de los demas. Para este estudio el caracter es
cualquier peculiaridad o atributo que varia en la Unidad Taxondémica Operativa (OTU) en
estudio (Sneath y Sokal 1973).

La caracterizacién morfologica y/o molecular de individuos permite determinar el grado de
diversidad genética y su distribucion, entre y dentro de poblaciones de una determinada

especie; asi como, el establecimiento de relaciones filogenéticas (Garcia-Carrion, 2008).

En la Genética Molecular los caracteres o atributos estan relacionados a puntos de
referencia en los cromosomas y técnicamente son denominados marcadores moleculares.
Los marcadores moleculares permiten detectar variaciones en las secuencias de ADN
cuando se comparan distintos individuos (genotipos), poblaciones o especies con los que se
pueden estimar la variabilidad genética y otros parametros poblacionales; ademas de hallar

el grado de diversidad genética de una especie (Garcia-Carrién, 2008).

3.12 Aislamiento del ADN
La extraccion del ADN en plantas es el primer paso al uso de técnicas con marcadores
moleculares. Es necesario tomar en cuenta tres factores para la extraccion del ADN

vegetal:
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El tipo de planta y de tejido que se va a emplear como fuente, debido a que los tejidos
tiernos contienen mas ADN que los tejidos viejos. También hay que tener en cuenta la
composicion bioguimica de los tejidos. Por ejemplo, deben de ser diferentes los métodos
de extraccion del material genético proveniente de tejidos ricos en compuestos fenolicos, al
de los tejidos ricos en carbohidratos o aceites.

1. El tipo de ADN a extraer, en las plantas existe tres tipos de ADN, el nuclear,
mitocondrial y el cloroplastico, su nombre es recibido por el organelo que lo
contiene, los distintos tipos de ADN tienen caracteristicas bioquimicas similares,
pero codifican diferente informacion biologica.

2. El tipo de anélisis a realizar, con base en la cantidad y la calidad del ADN se
pueden desarrollar diversas técnicas de andlisis, como pueden ser: RFLP, RAPD,
AFLP, SSR, ISSR, secuenciacion, etc.

El objetivo de la extraccién del ADN es obtener una preparacién de buena calidad y en
gran cantidad. La calidad se refiere a la posibilidad de almacenar el ADN por tiempo
indefinido, manteniendo su estructura y propiedades y es la calidad del ADN el factor
responsable de la reproducibilidad en experimentos posteriores. En tanto que la cantidad es
un concepto relativo que depende, entre otros, del nimero y estado de las células propias
del tejido a estudiar. Una buena extraccion debe mantener la integridad fisica y bioquimica

del ADN e incrementar sus rangos de pureza y concentracion (Rocha 2002).

Rocha (2002), indica que los protocolos de extraccién de ADN vegetal, deben incluir
cuatro pasos indispensables que son:

1. Ruptura de tejidos y paredes celulares. Este paso consiste en pulverizar el material
vegetal a bajas temperaturas, generalmente empleando nitrégeno liquido o hielo
seco (Rogers y Bendich, 1988). También existe la pulverizacion en seco, que es un
proceso en el cual los tejidos se deshidratan por secado en un horno o con silicagel.

2. Ruptura de membranas. Una vez el tejido es disgregado en células, se hace
necesario romper las membranas celulares para liberar el ADN. Esto puede ser
llevado a cabo quimicamente con detergentes como, por ejemplo: SDS
(dodecilsulfato sddico), Triton X-100, CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetil
amonio) o detergentes comerciales.

3. Inhibicién de enzimas que destruyen al ADN. Como un mecanismo de defensa

natural, las células contienen enzimas llamadas DNasas, que destruyen el ADN.

18



Estas enzimas deben ser inactivadas para garantizar la calidad de las preparaciones
de ADN. La inhibicion puede realizarse mediante métodos fisicos, tales como
desnaturalizacion por calor (65 °C) o con métodos quimicos, estos ultimos incluyen
tratamiento con solventes organicos (fenol y cloroformo), con antioxidantes
(Ditiothreitol y B-mercaptoetanol), con agentes quelantes (EDTA, EGTA) que
capturan los iones magnesio necesarios para la funcionalidad de las DNasas, 0 con
agentes caotropicos que actuan removiendo el agua estructural de las proteinas
(Rogers y Bendich 1988).

4. Extraccion de contaminantes. El objetivo de extraer ADN es obtener preparaciones
enriquecidas en esta molécula. Los reactivos empleados en los procesos iniciales de
purificacion se convierten en agentes contaminantes. Las metodologias para retirar
los contaminantes de una preparacion de ADN incluyen: la centrifugacion a altas
velocidades, la electroforesis, la separacion a través de columnas e incluso la
utilizacion de imanes (biomagnética) para obtener preparaciones de alta pureza. Un
contaminante generalmente presente en preparaciones de ADN es el ARN (&cido

ribonucleico). Esta molécula se degrada por incubacién con la enzima RNasa.

3.14 La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction) fue
concebida por Kary Mullis a mediados de la década del 80 (Mullis y Faloona 1987). La
reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccion ciclica dirigida enzimaticamente que
permite la amplificacion in vitro de una regién del acido desoxirribonucléico (DNA),
localizada entre dos regiones de secuencia conocida. Utiliza dos oligonucle6tidos que
funcionan como “iniciadores”, que se hibridan a las cadenas opuestas de DNA de
secuencia complementaria, flanqueando a la secuencia de interés. (Camarena et al. 2014).
Estos iniciadores son sintetizados artificialmente de manera que sus secuencias de
nucledtidos sean complementarias a las secuencias especificas que flanquean la region

“blanco” (Ferreira y Grattapaglia 1998).

Un ciclo de PCR consta de tres etapas: desnaturalizacion, apareamiento y elongacion
0 polimerizacion. En la primera, el ADN de doble cadena es desnaturalizado mediante el
aumento de la temperatura que puede variar de 92 °C a 95 °C. En la segunda etapa, la
temperatura es rapidamente reducida entre 35 °C y 60 °C, dependiendo del tamafio y la

secuencia del cebador utilizado, que permite la hibridacion ADN - ADN de cada cebador
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con las secuencias complementarias que flanquean la region “blanco”. Enseguida la
temperatura es elevada a 72 °C para que la enzima ADN polimerasa realice la extension de
la cadena a partir de cada terminal 3’ de los cebadores mediante la incorporacion de
nucleotidos utilizando como molde la secuencia - blanco. Este ciclo se repite algunas
decenas de veces. Una vez que la cantidad de ADN de la secuencia - blanco se duplica en
cada ciclo, la amplificacidn sigue una progresion geométrica de manera que, después de
unos 20 ciclos, se produce méas de un millon de veces la cantidad inicial de la secuencia -

blanco (Ferreira y Grattapaglia 1998).

Los productos de amplificacién (amplicones) del primer ciclo serian el resultado de la
sintesis de DNA del patron original, de longitud indefinida. La polimerasa del DNA
sintetizaria nuevas moléculas (a partir de tales moldes o patrones) hasta que fuese
interrumpida por el inicio del siguiente ciclo. A partir del tercer ciclo, los productos de
amplificacion poseerian una longitud definida, pues Unicamente se sintetizan los
fragmentos de la secuencia "objetivo”, cuya longitud correspondiera a las posiciones de
alineamiento (anillamiento, ensamblaje) de los iniciadores con el patron original. En lo
consecutivo, la secuencia "objetivo™ se amplificard exponencialmente (Camarena et al.
2014).

Las técnicas basadas en la PCR (RAPD, SSR, ISSR, AFLP), utilizan minimas cantidades
de material genético. Estas técnicas difieren entre si en la longitud y secuencia de los
cebadores empleados, condiciones de la PCR y en el método de separacion y deteccion de
los fragmentos. Los marcadores moleculares basados en la PCR emplean cebadores de

secuencia arbitraria, semiarbitraria o especifica (Velasco 2005).

3.15 Marcadores Moleculares

Un marcador es considerado como un caracter cuyo patron de herencia puede definirse en
un nivel morfoldgico o fenotipico, bioquimico o molecular. Se le utiliza para obtener,
aunque de manera indirecta, informacion con respecto de las bases genéticas de los

caracteres o rasgos de interés en el organismo sujeto a estudio (Camarena et al. 2014).

Los marcadores moleculares o marcadores del DNA se entienden como regiones o
segmentos del DNA cuya funcién codificadora generalmente se desconoce, pudiéndose

ubicar en las inmediaciones de un gen y determinar un caracter de interés agronémico que
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pueda evaluarse en cruzas genéticas. Al asociar un marcador con un determinado locus es
posible verificar con gran precision la segregacion de los alelos que se ubican en tal locus.

La distribucion uniforme de estos marcadores a todo lo largo del genoma ha permitido su
uso en estimaciones de la contribucion genética de cada progenitor a cada miembro de una
poblacion segregante. De tal manera, que ha sido posible emplear los polimorfismos entre
individuos para el mapeo genético. Consecuentemente, se han transformado de manera

radical el estudio y la practica de la genética

Los parametros a considerar para la evaluacion y eleccién del marcador molecular més
apropiado para la investigacion y manipulacion de caracteres cuantitativos, son:

e Base molecular. Los eventos moleculares responsables de los polimorfismos
observados son considerados como la base molecular. La simplicidad o
complejidad de la modificacion de ésta se encuentra en funcion de los cambios en
el nivel de la secuencia de nucleotidos y del numero de eventos moleculares.

e Polimorfismo. Los marcadores Utiles e informativos son aquellos marcadores que
registran el mayor nimero de alelos por locus.

e Distribucion gendémica. El sistema de marcadores deberd detectar el mayor nimero
de loci o de grupos de ligamiento a todo lo largo del genoma.

e Mapa. La asociacién y segregacion de dos (0 mas) marcadores permite la
construccion de un mapa de ligamiento.

e Estabilidad ambiental y experimental. Las fluctuaciones ambientales no afectan
tedricamente el analisis de marcadores moleculares de manera significativa. La
estabilidad experimental y reproducibilidad son fundamentales para contar con la
plena certeza de que las diferencias observadas son en realidad genéticas.

e Factibilidad. El analisis sobre un gran nimero de individuos o lineas requiere que
los métodos de marcadores moleculares sean rapidos, eficaces y 1o menos costoso

posible (Camarena et al. 2014).

Un gran numero de técnicas moleculares puede ser utilizado para obtener marcadores de
diversidad mediante la deteccién de polimorfismo a nivel de ADN (Tautz 1989). Estas
técnicas moleculares pueden dividirse en dos grupos: Las técnicas que emplean sondas
para la deteccion de los marcadores y las que necesitan la amplificacion del ADN mediante
PCR para identificar a los marcadores.
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3.15.1 Marcadores microsatélites

Los microsatélites, también conocidos como SSRs (“Simple Sequence Repeats™) o STRs
(“Short Tandem Repeats™), fueron descritos por Tautz (1989), como secuencias cortas de
DNA constituidas por motivos de 1 a 6 nucleo6tidos repetidos en tandem. En genomas
eucariontes son frecuentes estas secuencias cortas, arbitrariamente estan mejor distribuidas,
constituyen la clase mas polimorfica de marcadores moleculares (Ferreira y Grattapaglia
1998).

La existencia de marcadores microsatélites en plantas habia sido sugerida cuando se
observd que oligonucledtidos compuestos por elementos repetidos de tipo TG y
GATA/GACA, mostraban polimorfismo cuando se utilizaban como sonda RFLP (Weising
et al. 1989, Beyermann et al. 1992). Una blsqueda en bancos de datos de secuencia de
ADN publicadas revel6 que los sitios microsatélites estan ampliamente distribuidos con
una frecuencia de uno cada 50 mil pares de bases. Su frecuencia se constatd en 34 especies
vegetales, siendo el elemento repetido mas coman el dinucledtido AT (Morgante y Olivieri
1993).
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Figura 2. Microsatélites: desarrollo, distribucion, funciones y aplicacién.
Fuente: Kalia et al. (2011).

22



3.15.2 Base genética de los marcadores microsatélites (SSR)

Las regiones que contienen secuencias sencillas repetidas son amplificadas
individualmente a través de PCR por medio de un par de “primers” especificos
complementarios a las secuencias unicas que flanquean al microsatélite. Los segmentos
que se amplifican de estos sitios presentan un extenso polimorfismo resultante de la
presencia de diferentes nimeros de elementos simples repetidos, de esta manera cada
microsatélite constituye un locus genético altamente variable, multialélico de gran
contenido informativo. Cada segmento amplificado de tamafio diferente representa un alelo

diferente del mismo locus (Ferreira y Grattapaglia 1998).

La deteccion de secuencias SSR via PCR se realiza en geles de poliacrilamida o agarosa
especial de alta resolucidn, la visualizacion puede hacerse directamente por coloracion con
bromuro de etidio, nitrato de plata o a través de autorradiografia utilizando primers
marcados con radioisétopos en la reaccion de PCR (Ferreira y Grattapaglia 1998).

Cada locus de microsatélite es analizado individualmente al utilizarse cada par de primers
construido especificamente para su amplificacion, se pueden analizar mas de un locus a la
vez, siempre que los alelos de cada locus tengan tamarios diferentes y migren hacia zonas

separadas del gel (Ferreira y Grattapaglia 1998).

3.15.3 Ventaja de los marcadores microsatélites

Teniendo en cuenta la expresion codominante y el multialelismo, los marcadores SSR son
los que poseen el mas elevado contenido de informacion de polimorfismo o PIC, de
manera que cualquier poblacién segregante puede ser usada como referencia para estudios

de ligamiento y mapeo genético (Ferreira y Grattapaglia, 1998).

Al ser muy frecuentes y estar distribuidos al azar, permiten completa cobertura de
cualquier genoma eucarionte. En genomas animales los sitios microsatélites estan bien
conservados entre especies relacionadas, 1o que permite en algunos casos la transferencia
de marcadores entre especies e incluso entre géneros usando primers heterélogos (Moore et
al. 1991, Pepin et al. 1995, Menotti-Raymond y O’Brien 1995).
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3.15.4 Limitaciones de los marcadores microsatélites

Su mayor limitacion es la gran cantidad de trabajo necesario para su desarrollo previo, su
construccién comprende los siguientes pasos: Primero la construccion de una biblioteca
gendémica de fragmentos pequefios (300 a 500 pb). Estos clones son seleccionados por la
presencia de microsatélites, usando sondas sintéticas complementarias a los elementos
repetidos mas comunes en el organismo. Los clones positivos son secuenciados y
finalmente se construyen pares de primers especificos para secuencias unicas
cuidadosamente seleccionadas, mediante programas informaticos, que se amplifican para

verificar el nivel de polimorfismo (Ferreira y Grattapaglia, 1998).

Para reducir el trabajo en el desarrollo de un marcador, en vez de secuenciar las cuatro
bases, se puede secuenciar sélo una de las bases presente en el elemento repetido, como
ejemplo solamente A o T para elementos AT en el caso de las plantas. La limitacion basica
estd relacionada con la gran cantidad de trabajo que se necesita, exigiendo personal
especializado y equipamiento sofisticado para el secuenciamiento automatico (Ferreira y
Grattapaglia, 1998).

3.15.5 Uso de marcadores microsatélites para el analisis de la diversidad genética

En los ultimos afios los microsatélites han cobrado importancia en estudios que van desde
caracterizacion individual hasta mapeo genémico. Debido al alto nivel de polimorfismo,
caracter codominante, facilidad de aplicacion y alta reproducibilidad, son marcadores
ampliamente utilizados y muy informativos. En la identificacion de individuos
estrechamente relacionados, clones o cultivares se estima que los microsatélites tienen

poder de discriminacion siete veces mayor que los RAPD (Kraic et al. 1998)

En general, la amplificacion de microsatélites ha demostrado que éstos son mas variables
que isoenzimas, RFLP, AFLP y RAPD. Por ejemplo, en Cucumis 29 isoenzimas no
mostraron polimorfismo entre dos genotipos comerciales (Perl-Treves et al. 1985). Dentro
del mismo género RAPD detecté un 38 por ciento de polimorfismo, mientras que los
microsatélites detectaron un 71 por ciento, e incluso detectaron diferencias genéticas entre
cultivares altamente emparentados que mediante otras técnicas no habian podido ser
distinguidos (Katzir et al. 1996).
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Trabajos sobre caracterizacion de diversidad genética vegetal sugieren que los
microsatélites son Utiles para identificar duplicados en bancos de germoplasma, para
establecer grupos o asociaciones entre individuos de una poblacion de acuerdo con la

especie, localizacion geografica, relaciones filogenéticas, entre otras (Mufioz et al. 2008).

La evaluacion de la diversidad genética y las relaciones filogenéticas ha resultado en la
identificacion de algunas accesiones mal clasificadas que fueron reclasificadas. La
evaluacion de la diversidad genética y la construccion de relaciones filogenéticas
proporcionaran informacion importante para elegir lineas parentales para programas de
mejoramiento, clasificacion de accesiones de germoplasma vegetal y mayor curacion y

adquisicion de nuevas accesiones de germoplasma vegetal (Wang et al. 2009).

La diversidad genética existente en 43 introducciones de una coleccion de uchuva Physalis
peruviana L, fue estudiada por Bonilla et al. (2008), para ello utilizaron la técnica
molecular RAM (Microsatélites amplificados al azar). El andlisis de similitud diferencid
cuatro grupos y 24 haplotipos. La heterocigosidad calculada fue alta, la cual puede estar
asociada con la probable naturaleza aldgama de la especie, 0 a la introduccién de parientes
silvestres. EI Analisis de correspondencia multiple, separd cuatro grupos con coeficiente de
similitud de 86 por ciento. Las 39 introducciones del grupo 1 pertenecieron a P. peruviana
L.; las introducciones de fruto rojo se reunieron en el grupo 2 y las introducciones

recolectadas en el departamento del Valle en los grupos 3y 4.

3.15.6 Uso de marcadores microsatélites para resistencia a estreses

Los marcadores moleculares vinculados al gen o genes de interés (resistencia) facilitarian
la seleccion indirecta de las regiones ligadas a la resistencia en las poblaciones
reproductoras, mediante estrategias de seleccion asistida por marcadores (MAS). Tanto el
polimorfismo de longitud de fragmento amplificado (AFLP) como los marcadores de
repeticion de secuencia simple (SSR) se han usado ampliamente para identificar regiones
gendmicas que influyen en la resistencia a enfermedades en diferentes cultivos (Herrera et
al. 2009)

Simko et al. (2004), indican gue la asociacion entre un marcador de microsatélite y QTL
para la resistencia a Verticillium dahliae se identificd en cultivares de papa que condujeron

a la clonacién de QTL por resistencia a V. dahliae.
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Romero et al. (2014), haciendo una revision de trabajos sefiala que, en los Ultimos diez
afios, los estudios moleculares sobre la resistencia a la roya del café han desarrollado
marcadores que estan estrechamente relacionados con algunos genes de resistencia a la
roya amarilla. Por ejemplo, estudiando el gen SH3 de la especies C. liberica, Prakash et al.
(2004) y Mahé et al. (2008), desarrollaron los primeros marcadores especificos de locus
estrechamente vinculados a esta region, mientras que Lashermes et al. (2010), emprendio

Su mapeo genético Y fisico.

Herrera et al. (2009), identificaron siete marcadores (5 AFLP y 2 SSR) que muestran una
estrecha asociacion con la resistencia parcial a roya amarilla, en una poblacion segregada a
partir de un cruce entre Caturra y el Hibrido de Timor. Estudiando la misma poblacion,
Romero et al. (2010), analizaron el determinismo genético de tales resistencias e identifico
casi 40 secuencias de café que exhiben una alta homologia con diferentes genes candidatos
de resistencia y defensa. Mas recientemente, también utilizando una poblacion F2 derivada
del Hibrido de Timor, de Brito et al. (2010), identificaron una regién gendmica
involucrada en la resistencia a la raza Il que aparentemente es conferida por un gen
dominante relacionado con el factor SH5. Aunque todos estos informes han abierto nuevas
posibilidades para la implementacién futura de la seleccién asistida por marcadores
(MAS), todos los principales genes resistentes a enfermedades transportados por el Hibrido
de Timor y derivados de la especie C. canephora (es decir, SH6 a SH9, y tal vez mas)

quedan por identificar.

Prakash et al. (2004) mapearon marcadores moleculares vinculados a los genes de
resistencia de H. vastatrix, en una poblacién F2, el andlisis de introgresion del gen de
resistencia SH3 de C. liberica en C. arabica dio como resultado 21 marcadores ligados al

polimorfismo de la longitud del fragmento (AFLP).

Mahé et al. (2008) en un estudio para mapear marcadores moleculares vinculados a los
genes de resistencia de H. vastatrix, hallaron dos marcadores genéticos caracterizados por
secuencia, que se cosegregaron perfectamente con el gen SH3, por lo que son adecuados
para el MAS y la piramidacion de genes.
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3.15.7 Marcadores SCAR

Las técnicas de marcadores arbitrarios (RAPD, AFLP, etc.) son sensibles a los cambios en
las condiciones de reaccion. Con el fin de cerrar la brecha entre la capacidad de obtener
marcadores vinculados a un gen de interés en un corto tiempo y el uso de estos marcadores
para los enfoques de clonacion basados en mapas y para los procedimientos de deteccion
de rutina, se desarroll6 y aplico la técnica de secuencias caracterizadas de regiones
amplificadas (SCAR) (Agarwal et al. 2008).

Los SCAR se basan en la PCR vy representan fragmentos de ADN gendémico en loci
genéticamente definidos, que se identifican mediante amplificacion por PCR usando
cebadores de oligonucleotidos especificos de secuencia (Paran y Michelmore 1993,
McDermott et al. 1994).

El polimorfismo aparece por la presencia o ausencia de amplificacion de la banda o puede
aparecer cuando los polimorfismos de longitud convierten los loci marcadores primarios
arbitrarios dominantes en marcadores SCAR codominantes, siendo estos mas informativos
para el mapeo genético que los marcadores moleculares dominantes arbitrarios, ya que se
pueden usar para seleccionar bibliotecas gendmicas agrupadas mediante PCR y mapeo
fisico (Chelkowski y Stephen 2001), definiendo la especificidad del locus (Paran y
Michelmore 1993) también como mapeo comparativo (Guo et al. 2003) y estudios de

homologia entre especies de plantas relacionadas.

Diola et al. (2011), desarrollaron marcadores SCAR para la raza dos de Hemilea vastatrix,
derivada del hibrido de Timor, los que flanquean el gen SH2 a 0.7cM (CaRHvII 1533) y
0.9 cM (CaRHvIl 3459), cosegregan con el gen de resistencia y pueden contribuir

eficazmente a programas de mejoramiento de café.

3.16 Roya amarilla del café

La roya amarilla del café es la enfermedad mas destructiva del cafeto y la de mayor
importancia econdmica a nivel mundial, debido a que esta enfermedad provoca la caida
prematura de las hojas, propiciando la reduccion de la capacidad fotosintética, asi como el

debilitamiento de arboles enfermos y en infecciones severas puede ocasionar muerte
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regresiva en ramas e incluso la muerte de los arboles (The American Phytopathological
Society 2011).

La enfermedad causada por el hongo Biotréfico Hemilea vastatrix Berk, es una de las mas
importantes patologias del cultivo de café. Aparecio inicialmente en el continente africano
y se extendid por casi todas las areas de cultivo, con excepcion de Australia y Hawai. En
Brasil, la enfermedad fue diagnosticada en 1970. En los nuevos lugares, la presion de
seleccion provocada por el ambiente sobre el patdgeno aceler6 la evolucion y la formacion
de nuevas variantes de razas (Varzea y Marques 2005). Méas del 75 por ciento de las
plantaciones son susceptibles al ataque de las principales razas fisiol6gicas del patdégeno, y
cuando no es controlada, provoca pérdidas que se situan entre el 30 y el 50 por ciento de la

produccién (Zambolim et al. 2005).

En 1983 se tuvo el primer registro de esta enfermedad en Colombia, con pérdidas de
hasta un 30 por ciento en cultivos donde no se realizaron acciones de manejo. Mas
recientemente, en este mismo pais, durante el periodo de 2008 a 2011, en algunas de las
variedades comerciales susceptibles de las principales zonas cafetaleras del pais, se
present6 un inusual incremento en la incidencia de esta enfermedad, asi como una mayor

severidad en hojas infectadas (> 30 por ciento) (Cristancho et al. 2012).

La sintomatologia de la enfermedad se caracteriza por la presencia de manchas de color
anaranjado en el envés de la hoja, al inicio de la infeccion las lesiones son pequefias de
color amarillo claro y translucidas, a los pocos dias aparecen las uredosporas, dando a la
lesion un color anaranjado intenso. Con el tiempo las lesiones aumentan de tamafio
dejando en el centro un area necrética donde la esporulacion disminuye. La apariencia de

una lesion puede variar dependiendo de la variedad de café (Rayner 1972).

La temperatura, la humedad y en menor grado la radiacion solar, son los factores
microclimaticos que afectan el ciclo de vida de H. vastatrix. El factor de mayor incidencia
en el periodo de incubacion y periodo de latencia de la enfermedad es la temperatura
(Becker et al. 1991, Kushalappa y Eskes 1989).
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3.16.1 El patogeno
Hemileia vastatrix, hongo de la familia de las uredinales, se especializa en parasitar células
vegetales vivas (hongos Bitrofico); por lo tanto, es un parésito obligado que no puede

sobrevivir en suelo 0 materia inerte (Gast et al. 2013)

El ciclo de vida del hongo consta de las etapas de diseminacion, germinacion, colonizacion
y reproduccion (Kushalappa y Eskes 1989), citado por (Gast et al. 2013).

a. Diseminacion: Realizada por medio de urediniosporas, producidas en grandes
cantidades y corresponden al polvillo amarillo o naranja del envés de las hojas.

b. Germinacion: Proceso en el que la espora depositada en el envés de las hojas, emite
los tubos germinativos, entre 6 a 12 horas, requiriendo agua libre, poca luminosidad
con temperaturas inferiores que oscilan entre 28 a 16 °C.

c. Colonizacion: Forman estructuras en el interior de las hojas denominadas
haustorios, son las que entran en contacto con las hojas y extraen los nutrientes para
su crecimiento, momento en el que aparecen zonas clororticas en la hoja.

d. Reproduccion: Pasado 30 dias, el hongo madura y se diferencias estructuras
Ilamadas soros, que se encargan de producir nuevas urediniosporas, en una
proporcion de 1600 urediniosporas por cada mm? de hoja durante 4 a 5 meses (Gast
et al. 2013).

3.16.2 Genes de resistencia

Los genes dominantes de resistencia del café a H. vastatrix, han sido designados como
“SH” y el correspondiente factor de virulencia del patdgeno es el gene “v”. En analogia con
la identificacion de la raza del patdgeno, los genotipos del huésped con espectros de
resistencia similares se han clasificado en el CIPF en grupos de resistencia por grupos
fisiologicos (Kushalappa y Eskes 1989). Los genes Sul, Sn2, Sn4, SH5 provienen de C.
arabica, los genes Sn6, SH7, SH8 ¥ SH9 de C. canephora, el gene Sn3 de C. liberica (Diola
etal. 2011).

Los genes Sh de resistencia como el Sp4, cuando se encuentran en estado heterocigoto,
confiere una reaccion de resistencia incompleta, en tanto que el gen Sh3 muestra
variabilidad de resistencia a razas que tienen una virulencia baja o intermedia (Kushalappa
y Eskes 1989).
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3.16.3 Control genético de la enfermedad

Los Hibridos de café que muestran tolerancia a la roya amarilla son los Catimores,
obtenidos de la cruza de las variedades Timor y Caturra. Mediante la evaluacion de los
niveles de susceptibilidad a la enfermedad de los cafetales cultivados en el distrito de Rio
Negro de la provincia de Satipo en la selva central de Pert, y segun la escala propuesta por
Campos et al. (2013), se determinaron la existencia de cafetales susceptibles y resistentes,
la mayoria de los campos estan cultivados con variedades susceptibles, debido a la mayor
demanda en el mercado por su calidad de taza y aroma, como la variedad Caturra y en
menor proporcion las variedades con caracteristicas de ser tolerantes y resistentes, las
principales variedades susceptibles sembradas son Caturra, Typica, Bourbon, Geisha y
Pache, las variedades resistentes sembradas son Catimor, Costa Rica 95, Castillo, Gran

Colombia y Pacamara (Gamarra et al. 2015).

3.17 Analisis de datos

3.17.1 Tablas de datos

La informacion molecular se analiza de acuerdo al tipo de marcador y de organismo.

Para marcadores codominantes como aloenzimas, RFLPs o SSRs donde los genotipos
pueden ser homocigotos o heterocigotos, hay dos posibilidades 1) los fragmento
amplificados pueden ser codificados con datos binarios indicando la ausencia/presencia de
cada alelo o 2) ingresando el genotipo, ya sea diploide, por ejemplo, homocigoto=AA,

heterocigoto=AB o0 haploide, por ejemplo, alelo A y alelo B (Balzarini et al. 2006).

Los datos obtenidos de la evaluacion se presentan en una Matriz de Datos (MBD), es una
matriz tipo n X t, donde n (columnas) representa a los caracteres vy, t (filas) a los OTU
OTUs. Es necesario también asignarles un simbolo a los datos no obtenibles, los que se

descartan durante su procesamiento (Crisci y Lopez 1983).

3.17.2 Distancia Genética

Los indices de distancias genéticas se dividen en dos grupos: El primero incluye las
distancias geométricas, que reflejan la similitud entre poblaciones con respecto a las
frecuencias alélicas, que éstas presentan en determinados sistemas geneéticos, sin asumir a
priori supuesto evolutivo alguno (Demarchi 2009). La medida mas utilizada y apropiada
para microsatélites es la distancia Da de Nei, que representa las relaciones poblacionales, a

partir de datos generados por computadora, como datos generados empiricamente
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(Takezaki y Nei 1996, 2008). El segundo grupo incluye aquellas que se basan en modelos
evolutivos, donde la variacién es atribuida principalmente a la accion de la mutacion y la
deriva, asumiendo que los marcadores utilizados no estan sujetos a la seleccion natural.
Estas distancias se ajustan al modelo de alelos infinitos (IAM), la distancia mas utilizada
basada en el modelo 1AM es la distancia estandar Da de Nei (1972), que también ha
demostrado ser adecuada para el anlisis de microsatélites (Takezaki y Nei 2008).

3.17.3 Proporcion de loci polimérficos

Un locus es considerado polimorfico si se observan variaciones en la poblacion para ese
locus y si la frecuencia del alelo mas comdn no supera 099 o 0.95. La
proporcion de loci polimorfico se calcula como el nimero de loci polimérfico sobre el
numero total de loci. Cuando existen mdltiples loci y cada locus se clasifica como
polimérfico o no, es posible calcular el porcentaje de loci polimérfico. La proporcion de
loci polimorficos se calcula como el numero de loci polimorficos/nimero total de loci
(Balzarini et al. 2006).

3.17.4 Heterocigosis

Una medida simple de variacion genética en una poblacién es la proporcion de individuos
heterocigotas observados, la cual puede ser calculada para cada locus o como un promedio
a traves de todos los loci. La heterocigosis de un locus estima la probabilidad de que un

individuo sea heterocigota para ese locus en la poblacion (Balzarini et al. 2006).

La heterocigosis se puede calcular de dos maneras: (1) por conteo directo, como la
proporcion de individuos muestreados que son heterocigotas y (2) realizando una
estimacion insesgada basada en el valor esperado condicional de las frecuencias alélicas

(Heterocigosis esperada o insesgada de Nei) (Nei 1978).

3.17.5 Contenido de informacion polimorfica (PIC)

Para cuantificar el polimorfismo también es comun utilizar el contenido de informacién
polimorfica (PIC) (Botstein et al. 1980). Un valor de PIC alto indica mayor contenido de
informacion de ligamiento. Cuando el ndmero de alelos es grande, el contenido de
informacién polimérfica se aproxima a la heterocigosis. Cuando todos los alelos tienen

igual frecuencia, el PIC es menor que la heterocigosis (Liu 1998).
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3.17.6 Numero de alelos efectivos por locus
Se calcula como el reciproco de la suma de frecuencias alélicas al cuadrado para el locus

en cuestion, se la obtendra usando la siguiente ecuacion (Balzarini et al. 2006):

3.17.7 Analisis de conglomerados

El Andlisis Cluster, conocido como Anélisis de Conglomerados, es una técnica estadistica
multivariante que busca agrupar variables (marcadores) tratando de lograr la méaxima
homogeneidad en cada grupo y la mayor diferencia entre los grupos (De la Fuente 2011).
Los conglomerados bayesianos se han utilizado para el estudio de mezclas de datos de

microsatélites de distintas poblaciones (Pritchard et al. 2000).

En el analisis de conglomerados para agrupar casos, si se utiliza una matriz de datos nxm
(casos x variables), se calcula primero una matriz de distancias (nxn) que contiene las
interdistancias entre todos los pares de casos y luego sobre esa matriz se aplica un
procedimiento de conglomeracién o agrupamiento, luego el algoritmo de conglomeracién
trabajara sobre una matriz de interdistancias m x m. (Balzarini et al. 2006). Para realizar el
analisis de conglomerado, es necesario seleccionar una medida de distancia o similitud

entre los objetos a agrupar y un criterio o algoritmo de agrupamiento.

3.17.8 Medida de asociacién
Para poder unir variables o individuos es necesario tener algunas medidas numéricas que
caractericen las relaciones entre las variables o los individuos, la medida de asociacion

puede ser una distancia (distancia euclidea), o una similaridad.

Es importante seleccionar una medida de asociacion que se adecue al tipo de datos
(cuantitativo o cualitativo). Cuando las variables poseen naturaleza binaria, como puede
ser el caso de presencia/ausencia de determinadas bandas de amplificacion para
marcadores moleculares se propone la similaridad:

a. Numero de caracteres donde ambas muestras coinciden en el 1.

b. Numero de caracteres donde la primera muestra tiene un 1 y la otra un 0.

c. Numero de caracteres donde la primera muestra tiene un 0 y la otra un 1.

d. Numero de caracteres donde ambas muestras coinciden en el O.
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La suma de estos 4 valores dard el total de caracteres medidos (De la Fuente 2011,
Echenique et al. 2004).

UTo 1
1 0
1 a b
UToO 2
0 c d

Figura 3. Caracterizacion de dos OTUs donde se generan 4 diferentes posibilidades.
Fuente: Zirilli (2009).
3.17.9 Técnica claster
La técnica cluster puede dividirse en métodos jerarquicos y no jerarquicos, el método
jerarquico se clasifica en:
Asociativo o aglomerativo, el cual parte con una situacion en que cada observacion forma
un conglomerado y en sucesivos pasos se van uniendo, hasta que finalmente todas las

situaciones estan en un Unico conglomerado.

El jerarquico disociativo sigue el sentido inverso, parte de un gran conglomerado y en
pasos sucesivos se va dividiendo hasta que cada observacion gueda en un conglomerado
distinto (Balzarini et al. 2006, De la Fuente 2011).

El método no jerarquico esta disefiado para la clasificacion de individuos (no de variables)
en K grupos. El procedimiento es elegir una particion de los individuos en K grupos e
intercambiar los miembros de los clusters para tener una particion mejor (De la Fuente
2011).

3.17.10 Algoritmos para el analisis de cluster
Existen diversas formas de medir la distancia entre clusters que producen diferentes
agrupaciones y diferentes dendogramas, dentro de los principales métodos encontramos:
e Método de la Media: La distancia entre clusters se calcula como la distancia media
entre pares de observaciones, una de cada cluster.
e Método del vecino mas préoximo: La distancia entre dos clusters es el minimo de las
distancias entre un objeto de un cluster y un objeto del otro.
e Método del vecino mas lejano: La distancia entre dos clusters es el maximo de las

distancias entre un objeto de un cluster y un objeto del otro (De la Fuente 2011).
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3.17.11 Estadisticos F
Los estadisticos F de Wright miden la variacion en la heterocigosidad comparando el valor

observado con el esperado si las poblaciones estuvieran en equilibro Hardy-Weinberg
(Wright, 1921).

Wright establecid tres indices (Peakall y Smouth, 2006):
e Fis: considera la heterocigosidad de un individuo en promedio respecto a la de la
subpoblacion en promedio.
e Fr: considera la heterocigosidad de un individuo respecto a la poblacion total.

e Fst: considera la heterocigosidad de una subpoblacion respecto a la poblacion total
(Peakall y Smouth, 2006).

El indice mas utilizado para el analisis de secuencias de ADN es el FIS, mismo que sera

empleado en el presente estudio.

3.17.12 Analisis molecular de varianza

El método de particién de sumas de cuadrados, en el contexto de informacion molecular
multivariada, se conoce como AMOVA (Excoffier et al. 1992) y es ampliamente usado ya
que no depende de tantos supuestos biolégicos como las técnicas de analisis basadas en

frecuencias alélicas (Balzarini et al. 2006).

El AMOVA es importante cuando se pretende estudiar la variabilidad de una respuesta
(multivariada de datos binarios) y conocer la influencia de ciertos factores de clasificacion
(que generan categorizaciones en los datos) sobre esa respuesta, concluye sobre la
significancia de uno o mas factores de clasificacion de los elementos individuales
(muestras o haplotipos) y provee estimaciones por el método de los momentos de las
componentes de varianza asociadas a cada uno de estos factores. En el caso de existir dos o
mas factores de clasificacion, eéstos deben presentar una estructura jerarquica o anidada
(Balzarini et al. 2006).
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IV. METODOLOGIA
4.1 Material vegetal
Se tomaron muestras, de hojas tiernas, sin aparentes sintomas de estrés en plantas adultas
de todas las variedades de Coffea arabica L. y de Coffea canephora Pierre ex Froehner,

presentes en la coleccion del Fundo Santa Teresa, Los datos fueron registradas en la ficha
de datos pasaporte (Anexo 1).

Figura 4. Variedades de plantas de café del Fundo Santa Teresa en Villa Rica,
Departamento de Pasco - Per(. a) Pache, b) Gran Colombia, ¢) Limani, d) Catuai.



4.2 Material para la toma de muestras

Para la recoleccion de hojas de café se utilizaron los siguientes materiales:
. Ficha de datos pasaporte

. Equipo de posicionamiento global (GPS)

. Papel toalla

. Lapicero rotulador indeleble

. Léapiz de papel

. Etiquetas
. Bolsas de plastico
. Caja de Tecnopor

4.3 Lugar de muestreo

Las muestras fueron recolectadas en el Fundo Santa Teresa, ubicado en el Distrito de Villa
Rica, perteneciente a la provincia de Oxapampa, Regidn Pasco, en la zona central del Peru.
El Fundo se caracteriza por tener una amplia coleccién de variedades de café y por

producir semillas de las distintas variedades.

VILLA RICA
&

-

Figura 5. Mapa de Peru, que indica la ubicacion de la region Pasco y mapa del Distrito de
Villa Rica, mostrando la ubicacion del Fundo Santa Teresa.
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Cuadro 1: Material vegetal del fundo Santa Teresa utilizado en el estudio (17 variedades arabicas, una variedad de C. canephora).

N° CODIGO VARIEDAD ESPECIE N° CODIGO VARIEDAD ESPECIE N° CODIGO VARIEDAD ESPECIE
1 JBrackl Juan Brack C.arabica 19 Pchl Pache C.arabica 37 Cauil Catuai C. arabica
2 JBrack2 Juan Brack C.arabica 20  Pch2 Pache C.arabica 38 Caui2 Catuai C. arabica
3 JBrack3 Juan Brack C.arabica 21  Pch3 Pache C.arabica 39 Caui3 Catuai C. arabica
4 Catl Catimor 8667  C.arabica 22 CatAl  Caturra Amarilla C.arabica 40 TypAl  Typica Amarilla  C. arabica
5 Cat2 Catimor 8667  C.arabica 23 CatA2  Caturra Amarilla C.arabica 41 TypA2  Typica Amarilla  C. arabica
6 Cat3 Catimor 8667  C.arabica 24 CatA3  Caturra Amarilla C.arabica 42 TypA3  Typica Amarilla  C. arabica
7  Margl Maragogipe C.arabica 25 GeiR1 Geisha Roja C.arabica 43 Liml Limani C. arabica
8 Marg2 Maragogipe C. arabica 26 GeiR2 Geisha Roja C.arabica 44  Lim2 Limani C. arabica
9 Marg3 Maragogipe C.arabica 27 GeiR3 Geisha Roja C.arabica 45 Lim3 Limani C. arabica
10 Pacl Pacamara C.arabica 28 BorR1 Bourbon Rojo  C. arabica 46  Robl Robusta C. canephora
11  Pac2 Pacamara C.arabica 29 BorR2 Bourbon Rojo  C.arabica 47  Rob2 Robusta C. canephora
12 Pac3 Pacamara C.arabica 30 BorR3 Bourbon Rojo  C. arabica 48  Rob3 Robusta C. canephora
13 BorAl  Bourbon Amarillo C.arabica 31 CatR1 Caturra Roja C.arabica 49 PchAl Pache Amarillo  C. arabica
14 BorA2  Bourbon Amarillo C.arabica 32 CatR2 Caturra Roja C.arabica 50 PchA2 Pache Amarillo  C. arabica
15 BorA3  Bourbon Amarillo C. arabica 33 CatR3 Caturra Roja C.arabica 51 PchA3 Pache Amarillo  C. arabica
16 Visarl Villa Sarchi C.arabica 34 GrC1 Gran Colombia  C.arabica 52 GeiAl  Geisha Amarilla  C. arabica
17  Visar2 Villa Sarchi C.arabica 35 GrC2 Gran Colombia  C.arabica 53 GeiA2  Geisha Amarilla  C. arabica
18 Visar3 Villa Sarchi C. arabica 36 GrC3 Gran Colombia  C.arabica 54 GeiA3  Geisha Amarilla  C. arabica

(Juan Brack) Denominacién que otorga el agricultor.



4.4 Materiales y equipos de laboratorio

4.4.1 Materiales para la extraccion y cuantificacién del ADN

Solucién tampon CTAB 2X (CTAB 3%, 2.1mM NaCl, 250mM Tris HCI pH 8,
50mM EDTA pH 8)

Solucion tampon CTAB al 10% (en NaCl, 0.7 M)

B-mercaptoetanol

Cloroformo

Isopropanol

Etanol absoluto

Alcohol isoamilico

Solucién tampon Tris-EDTA (TE) (Anexo 2)

Enzima RNAsa

Nitrogeno liquido

4.4.2 Materiales para la amplificacion por PCR

Set de Desoxiribonucleétidos trifosfatados (100 mM de dATP, dCTP, dGTP y
dTTP)

Enzima Tag ADN Polimerasa

Solucién tampo6n de PCR 10X

Cebadores SSR y SCAR (Anexo 3)

Cloruro de Magnesio (MgCl.)

Agua libre de nucleasas (NFW)

4.4.3 Materiales para la electroforesis y deteccion de bandas

Agarosa

Marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder

Xilencianol

Solucién tampén TBE (Tris Base 0.9 M, Acido Bérico 0.9 M, EDTA 0.5 M, Agua
destilada)

Trizma Base

EDTA (acido etilendiaminotetraacético)

Acido Borico

Bromuro de etidio
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e Solucion tampodn de carga (Anexo 5)
e Acrilamida al 6%

e Acido acético glacial

e Etanol Absoluto

e Nitrato de Plata

e Hidrdxido de sodio (NaOH)

e Formaldehido

e Agua Destilada

4.4.4 Otros materiales
e Tubosde 1,5y 2 ml (Eppendorf)
e Morteros y pilones
e Tubos para PCR de 0.2 ul
e Puntas para micropipetas de 0,5a 10 pul, de 10 a 100 pul y de 100 a 1000 pl
e Guantes de nitrilo
e Papel toalla
e Papel aluminio
e Probetas de 250, 500 y 1000 ml
e Matraz de Erlenmeyer de 250 y 500 ml
e Papel bond
e Cinta Masking Tape

4.4.5 Equipos
e Micropipetores graduables de 0,5 a 10 pl, de 2 a 20 pl, de 20 a 200 pl y de 100 a
1000 pl
e Equipo de Bafio Maria
e Congeladora (-20 °C)
e Centrifuga refrigerada J. P. Selecta
e Refrigeradora
e Espectrofotometro Epoch (Biotek)
e Termociclador Applied Biosystems™ Veriti™ 96

e Balanza analitica
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e Camaras de electroforesis horizontales

e Camaras de electroforesis verticales (Figura 6)

e Horno Microondas

e Fuente de poder, Hoefer 600 Volt

e Foto documentador de geles, SmartView Pro UVCI-1000
e Autoclave

e Computadora

e Impresora

e Agitador magnetico, New Brunswick Scientific

Figura 6. a. Equipo de electroforesis vertical, b. Termociclador

4.5 Extraccion de ADN

El procedimiento de extraccion del ADN se realizd mediante un protocolo con solucién
tampén CTAB establecido por Doyle y Doyle (1990), con algunas modificaciones,
resumidas en el Anexo 2. Este protocolo se ha estandarizado en el laboratorio de Biologia
Molecular del IBT para obtener ADN genémico puro, no degradado, libre de ARN vy de
inhibidores de la PCR. (Palomino et al. 2014; Pérez et al. 2011).

4.6 Cuantificacién y determinacion de la calidad del ADN

Para cada muestra stock de ADN obtenida se determiné la concentracién, en un

espectrofotdmetro Epoch (Biotek), se realizaron dos repeticiones por muestra stock,

aplicando 2 ul de ADN en cada pocillo de la placa take3 del equipo Epoch. El equipo

proporciond la concentracion en ng/ul y la relacion A260/A280 (tasa de absorbancias a 260

nm sobre 280 nm), como pardmetro de pureza del ADN, debiendo estar cercana a dos para
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una éptima calidad. Luego de este procedimiento se prepararon diluciones de las muestras
stock de ADN a una concentracion de 30 ng/ul, necesaria para las reacciones de PCR.

4.7 Amplificacion mediante PCR de marcadores SSR y SCAR

El andlisis molecular se realiz6 mediante la técnica SSR y SCAR. Las secuencias de los
iniciadores fueron obtenidas de la bibliografia revisada. Se seleccionaron 17 pares de
iniciadores, que en su uso se habia logrado obtener una mayor cantidad polimorfismo para
diversidad (Geleta et al. 2012, Teressa et al. 2010, Baruah et al. 2003, Silvestrini et al.
2007, Combes et al. 2000). Ademaés de 10 pares de iniciadores asociados a resistencia, a la
roya del cafeto (Diola et al. 2011, Romero et al. 2014, Pestana et al. 2015, Herrera et al.
2009).

Se realizd un tamizado de los pares de iniciadores utilizando cinco muestras de ADN
(cuatro variedades arabicas escogidas por caracteristicas de resistencia y susceptibilidad a
la roya del cafeto y una de variedad Robusta).

El volumen total de reaccion de PCR que se usO fue de 10 ul, la mezcla de reactivos
(Master Mix) fue de 8 pl y se adicion6 2ul de ADN gendmico de cada muestra. Las
proporciones de los componentes del Master Mix, fueron establecidas para cada par de
iniciadores mediante pruebas de amplificacion en geles de poliacrilamida, tomando como
punto de partida lo descrito por los autores de los iniciadores.

De igual manera los programas de amplificacion, fueron establecidos, modificando las
condiciones establecidas por los autores de los iniciadores, hasta obtener el perfil de

amplificacion deseado.

4.8 Electroforesis en geles de agarosa

Para la observacién de la integridad de los acidos nucleicos producto de la extraccion de
ADN, asi como, para la separacion de los productos de PCR durante el tamizado, se
utilizaron geles de agarosa al 1y 1,5 % respectivamente, mediante electroforesis horizontal
(Anexo 4). Las diluciones de ADN y los productos de PCR fueron preparados de la
siguiente manera: 2 pl de buffer de carga y 15 pl del producto de amplificacion, para luego
depositar cada mezcla en los pocillos del gel. EI marcador de peso molecular se preparo
colocando en un tubo Eppendorf, 6 ul de tampdn de carga y 1 ul del marcador 100 bp
DNA Ladder, y finalmente esta mezcla se depositd en el primer pocillo del gel, o
separando dos grupos de muestras. La electroforesis se realizd por un lapso de tiempo de
90 minutos, a una potencia de 90 voltios.
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4.9 Electroforesis en geles de poliacrilamida
La separacién de los productos de amplificacion se realizd mediante electroforesis vertical

en geles de poliacrilamida.

4.9.1 Preparacion de geles de poliacrilamida

Se prepararon geles de poliacrilamida al 6 por ciento, usando dos vidrios de 25 cm x 28 cm
y de 4 mm de espesor, uno con muesca y el otro sin muesca. Ambos vidrios fueron
limpiados y pulidos con la ayuda de etanol al 96 por ciento y frotado con papel tissue.
Seguidamente, al vidrio con muesca se le aplicé un repelente de lluvia (“Rain X”) para
evitar que el gel de poliacrilamida se adhiera al vidrio, mientras que, el vidrio sin muesca
fue tratado con una solucion adherente (12 ul de Bind Silano, 12 pl de acido acético glacial
y 1.5 ml de etanol absoluto). Los vidrios fueron pulidos con papel tissue y se dejaron secar
por 10 minutos. Transcurrido ese tiempo se colocaron los separadores en medio de los dos
vidrios y hacia sus extremos, fueron asegurados con binder clips, luego se procedié a
colocar el peine entre los vidrios, asegurando que la presion para introducir el peine sea
pareja, luego con ayuda de un nivel fueron nivelados los vidrios en posicion horizontal,
para asegurar la adecuada formacion del gel con sus pocillos. Para preparar el gel se
mezclé y homogenizo, 70 ml. de acrilamida, 42 pl de TEMED y 420 pl de APS (1g
Persulfato de amonio/10 ml de agua miliQ); la solucién de poliacrilamida fue vertida entre

los vidrios, se colocé el peine y se dejé polimerizar por 30 minutos, para la formacion del

gel.

4.9.2 Instalacién del equipo de electroforesis

La camara de electroforesis vertical se instald6 colocando verticalmente los vidrios que
contenian el gel de acrilamida gelificado, luego se afiadi6 solucién tampén TBE 0.5X en la
parte superior de la cdmara (catodo) y solucién tampén TBE 1X en la parte inferior
(4nodo) (Figura 6a). La pre-corrida se realiz6 por 45 minutos a 600 voltios. Finalizada la
pre-corrida de cada pocillo se elimind la Grea con ayuda de una jeringa, para luego colocar
15ul de la mezcla: ADN producto de la amplificacién, con solucion tampon de corrida
(Dye) (Anexo 5). Por ultimo, se conecto la camara a la fuente de poder a 600 V, por un

tiempo de tres a cuatro horas.
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4.9.3 Tincidn y revelado de los geles de poliacrilamida

Para la visualizacion de los fragmentos de ADN amplificados, se realizé la tincion y
revelado de los geles de poliacrilamida con nitrato de plata. Este procedimiento consiste de
las cuatro siguientes etapas: fijacion, tincion, revelado y secado del gel; las cuales fueron
efectuados de acuerdo al protocolo establecido por el laboratorio de Biologia Molecular de
la UNALM (Anexo 6).

4.9.4 Deteccion y evaluacion de bandas

El patrén de bandas se visualizd y registr6 mediante la luz emitida por una lampara led,
cada gel fue documentado mediante fotografias.

Los fragmentos amplificados fueron cuantificados, comparandolos con un marcador de
peso molecular de 100 bp DNA. Para los cebadores de diversidad, se determind el patron
de bandas caracteristico para cada cebador, se contabilizaron las bandas polimorficas y se
hallaron sus tamafios moleculares en pares de bases, para los cebadores asociados a
resistencia se efectud el mismo procedimiento y se compard en todos los genotipos el

patrén de banda asociado a la resistencia.

4.10 Analisis de los datos

Para el andlisis se eligieron como OTUs (Unidades Taxonomicas Operativas) 54 genotipos
diferentes, que corresponden a 17 variedades de C. arabica y una a C. canephora. Como
caracteres, a los datos de presencia o ausencia del marcador molecular, mediante la
cuidadosa visualizacion de los geles, lo que permitié la generacion del perfil de
identificacion molecular para cada individuo. Las anotaciones corresponden al nimero uno
0 cero, para la presencia o ausencia, respectivamente; y para los datos con dudas le
correspondié el nimero nueve. También se obtuvo el tamafio de los fragmentos
microsatélites al ser comparados con el perfil de amplificacion de marcador de peso
molecular 100 bp DNA Ladder.

Mediante este anélisis se construyd la matriz basica de datos, informacion que fue

ingresada en hoja de célculo de Microsoft Excel.

4.10.1 Similitud genética
Partiendo de la matriz basica de datos y utilizando el indice de similitud de Jaccard para
observaciones multivariadas binarias, se estimd la similitud para cada par de genotipos

posibles, con esta informacion se elabord la matriz de similitud, como se observa en el
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Anexo 7. El coeficiente de Jaccard, no tiene en cuenta el evento de ausencia simultanea, su
férmula es la siguiente: a (1,1) /a (1,1) + b (1,0) + ¢ (0,1).

4.11 Andlisis de variabilidad
4.11.1 Numero de alelos por locus
Se determind el nuimero de alelos por locus, cuando los alelos fueron claramente

distinguibles, pudiendo ser usados para determinar presencia o ausencia de bandas.

4.11.2 Proporcion de loci polimdrficos
Mediante el numero de loci polimérficos, se obtuvo el porcentaje de ellos, al dividir el

namero de loci polimorficos para el nimero total de loci.

4.11.3 Contenido de informacion polimérfica (PIC)

El valor PIC puede estar entre 0 y 1, y este refleja cuan informativo es un marcador en la
poblacién. Es considerado un locus altamente informativo si el PIC es mayor a 0.5,
razonablemente informativo si el valor oscila entre 0.5 y 0.25 y ligeramente informativo si
es menor de 0.25 (Botstein et al. 1980). Mediante la siguiente ecuacion, se hallé el valor
PIC para cada marcador:

PIC=1-) p’

I

donde pi es la frecuencia poblacional del alelo i-ésimo (Nei 1973).

4.11.4 Heterocigosis

La proporcién de individuos heterocigotas observados, puede ser calculada para cada locus

o como promedio de todos los loci, siendo este una mediada de variacién genética en la

poblacion (Balzarini et al. 2006). La heterocigosis se obtuvo de dos maneras:

1. Por conteo directo, como la proporcion de individuos muestreados que son
heterocigotas

2. Mediante la heterocigosis esperada o insesgada de Nei, usando la siguiente ecuacion:
A r
H=2 Iu/r

donde hi es el valor de h para el kth locus (Nei 1978).

44



4.11.5 Estadisticos F

Los estadisticos F Wright permiten medir la distancia genética entre subpoblaciones, y
determina el grado de diferencia genética que existe entre las subpoblaciones y dentro de la
poblacién (de Vicente et al. 2004).

El indice de fijacion Fst determina el nivel de diferencia genética entre las subpoblaciones,
debido a la deriva génica (Garcia y Cafion, 2008), se estima mediante los componentes de
varianza obtenidos del AMOVA de la siguiente manera:

Fst=1- (HS/HT)
Donde:
HS = la heterocigosidad promedio esperada, estimada a partir de cada subpoblacién.
HT = la diversidad génica total o la heterocigosidad esperada en la poblacién total,

estimada a partir de las frecuencias alélicas combinadas.

La interpretacion de valores Fsr es la siguiente (de Vicente et al. 2004):

Diferenciacién

Valor Fst Genética
de 0a0.05 pequeria
de 0.05a0.15 moderada

de 0.15a0.25 grande
> 0.25 muy grande

4.11.6 Analisis molecular de variancia

Se realizo el andlisis molecular de variancia (AMOVA) con el programa Arlequin V. 3.5
(Excoffier y Lischer, 2010), y se determind la variacion genética existente, medida por los
marcadores moleculares SSR de diversidad. La variacion genética total se dividié en dos
componentes: la variacion genética entre variedades, y la variacion genética dentro de las
variedades, que forman parte de la coleccion de cafetos del Fundo Santa Teresa.

Para el analisis se trabajé con datos binarios, de los cuales se crea la matriz de distancias

entre cada par de individuos, con la finalidad de medir la estructura genética de las

variedades que fueron muestreadas.
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4.11.7 Analisis de conglomerados

A partir de la matriz basica de datos, y seleccionando una medida de distancia y algoritmo
de agrupamiento jerarquico, se construyo la matriz de similitud genética (Anexo 7) y el
dendograma (Figura 12), mediante el método de encadenamiento promedio 0 UPGMA vy el

indice de similitud de Jaccard, que son empleados para el caso de variables binarias.

Sneath y Sokal (1973) empiricamente demostraron que valores superiores a 0,8 de
correlacion cofenética, muestran una buena representacion de la matriz de similitud por
parte del dendograma y que la técnica de ligamiento promedio es la que origina menor

distorsion.

4.11.8 Analisis de la estructura poblacional

Para el andlisis de la estructura de la poblacién, se utilizé el programa Structure versién 2.3
(Pritchard et al. 2000), el cual utiliza un algoritmo bayesiano, basados en modelos que se
usan ampliamente para agrupar datos genéticos (Pritchard et al. 2000; Falush et al. 2003;
Falush et al. 2007). El programa utiliza el método de cadenas de Markov Monte Carlo
(MCMC) para integrarse en el espacio de parametros y realizar asignaciones de cluster
(Hubisz et al. 2009).

4.12 Identificacién de resistencia a roya amarilla, mediante marcadores moleculares

La evaluacién de los marcadores asociados a la resistencia de la roya amarilla, se efectu6
mediante comparacion del tamafio de los productos de amplificacion, con el de los
fragmentos que identificaban la resistencia en cada uno de los trabajos de investigacion de

donde fueron los marcadores seleccionados (Anexo 3).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Extraccion y cuantificacion de ADN

Para la extraccion del ADN de las plantas de café se utilizaron, hojas de los brotes y hojas
adultas. Los valores de concentracion que se obtuvieron de las 54 muestras presentaron
elevada variacion. La calidad de ADN fue adecuada, como se puede apreciar en la relacion

260/280 del Cuadro 2, porque se encuentran cercanos a 1.8.

Cuadro 2: Valores de la relacion 260 nm/280 nm y la concentracion obtenidos mediante

espectrofotometria del ADN extraido de las muestras de café.

N° Cobdigo 260/280 ng/ul N°  Codigo 260/280  ng/pl
1 JBrackl 1.8 1446 28 BorR1 1.9 1250
2 JBrack2 1.8 2527 29 BorR2 1.8 1359
3 JBrack3 1.8 2347 30 BorR3 1.8 2364
4 Catl 1.8 1754 31 CatR1 1.9 1116
5 Cat2 1.8 682 32 CatR2 1.8 1090
6 Cat3 1.9 1248 33 CatR3 1.9 1325
7 Maigl 1.8 891 34 GiC1l 1.8 1331
8 Marg2 1.9 1846 35 GrC2 1.8 925
9 Marg3 1.9 1487 36 GrC3 1.8 2834

10 Pacl 1.8 888 37 Cauil 1.8 1009

11 Pac2 1.9 1896 38 Caui2 1.9 1110

12 Pac3 1.8 2517 39 Caui3 1.7 3335

13 BorAl 1.8 1069 40 TypAl 1.8 2478

14 BorA2 1.8 2695 41 TypA2 1.8 2373

15 BorA3 1.8 2639 42 TypA3 1.8 1927

16  Visarl 1.8 905 43 Liml 1.8 2108

17  Visar2 1.8 3122 44 Lim2 1.8 1313

18 Visar3 1.8 2483 45 Lim3 1.8 1572

19 Pchl 1.8 2751 46 Rob1l 1.9 1288

20 Pcli2 1.9 1322 47 Rob2 1.8 3086

21 Pch3 1.8 2194 48 Rob3 1.9 852

22 CatAl 1.9 778 49 PchAl 1.9 1912

23  CatA2 1.7 3401 50 PchA2 1.8 2045

24  CatA3 1.7 2508 51 PchA3 1.9 1005

25 GeiR1 1.8 2961 52 GeAl 1.9 2620

26  GeiR2 1.9 3551 53 GeA2 1.8 1940

27 GeiR3 1.8 3574 54 GeA3 1.9 2001
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El ADN obtenido de las muestras fue integro. La integridad del ADN se pudo determinar
mediante la electroforesis en gel de agarosa al 1 por ciento, concentracion utilizada para
generar poros de mayor tamafio, que permite separar moléculas grandes como las de ADN
gendémico (Wilson y Walker, 2000). En la Figura 7, se puede observar a 36 muestras de
ADN integros, que no se presentan “smear” en los carriles, lo cual es caracteristica de

ADN fragmentado.

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

-— Se——— - . Bl S B B e e S

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

L e - o . D q— e —

T e S T T TR s T wew TP e e TEE T -

Figura 7. Gel de agarosa al 1 por ciento donde se muestras las bandas del ADN gendémico

producto de la extraccion realizada de las muestras de cafe.

Los valores de concentraciones de ADN y de la proporcion de absorbancia 260/280 que se
obtuvieron en el presente trabajo de investigacion, fueron similares a los obtenidos por
Palomino et al. 2014. Debido a que en ambos trabajos se utilizo el protocolo de extraccion
establecido por Doyle y Doyle (1990) con modificaciones, necesarias para ser utilizado en

el laboratorio de Biologia Molecular IBT (Anexo 2).

Después de realizar la dilucion, la concentracion de ADN obtenida alcanz6 los valores
recomendados para las reacciones de PCR, y generar la huella molecular de las muestras
evaluadas, ademas que los marcadores tipo microsatélites no requieren de altas

concentraciones del ADN para su amplificacion (Martinez, 2015).
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5.2 Anélisis de marcadores SSR utilizados

Se evaluaron 17 pares de iniciadores para el andlisis de la diversidad, y 10 asociados a la
resistencia a roya amarilla. Para el analisis de diversidad se utilizé el programa InfoGen
2016 (Balzarini y Rienzo 2016), los datos fueron analizados por el programa como
provenientes de organismos diploides, debido al origen anfidiploide de la especie C.
arabica. El par de iniciadores del marcador de diversidad CMA 233 amplificd fragmentos
monomorficos por lo que fue descartado para él andlisis, los 16 restantes mostraron
fragmentos polimdrficos. De los pares de iniciadores para marcadores asociados a
resistencia tres no presentaron amplificado alguno durante el tamizado (SSR 071, ETCA-
EATG 560, ETCA-EAGA 530), por lo que fueron excluidos para el analisis. Dos pares de
iniciadores microsatélites (SFcan 022c y 05RM1) no amplificaron los fragmentos
esperados, correspondientes a la resistencia a roya amarilla, sin embargo, amplificaron

fragmentos polimérficos, por lo que fueron utilizados como marcadores de diversidad.

En la amplificacién de las 54 muestras con los 18 pares iniciadores seleccionados para el
analisis de diversidad, al menos un fragmento polimérfico fue encontrado por par de
iniciadores, como lo indica el Cuadro 4. Este elevado nimero de marcadores polimoérficos
hallados contrasta con los reportados por Maluf et al. (2005), y Vieira et al. (2010) quienes
obtuvieron solo 22 marcadores polimdrficos de los 127 evaluados, Herrera et al. (2009)
reportaron 3 de 13 marcadores, y Geleta et al. (2012) reportaron 8 de los 12 marcadores;
gran parte del polimorfismo obtenido en el presente trabajo se produce por la presencia en
la poblacion de genotipos pertenecientes a C. canephora, ademas, porque en el presente
trabajo se seleccionaron los marcadores mas polimorficos para C. arabica reportados en la

bibliografia.
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Cuadro 3: Relacion de marcadores microsatélites, con sus caracteristicas de amplificacion,

utilizados para la evaluacion de las muestras de cafeé.

THO. THM. Numero Rangode Rango de

Iniciador  Objetivo "oy "(co) " e ciclos alelos! (pb)  alelos? (pb)

M24 Diversidad 55 55 30 140-146 132-212
CMA199 Diversidad 50 55 35 112-153 137-163
AY2434  Diversidad 50 55 35 178-199 186-200

Sat207 Diversidad 51 56 32 82-97 78-98

SSR03 Diversidad 56 56 32 142-148 161-189

CM5 Diversidad 54 54 32 188-194 188-270
E12-3CTG Diversidad 60 65 30 150 149-187

471 Diversidad 54 58 32 293-320 300-362
CMAO055  Diversidad 50 58 35 292-320 89-109
CaMo03 Diversidad 62 64 32 82-97 170-200

SSR09 Diversidad 56 5S 32 124-130 129-153
CMA198 Diversidad 50 56 35 195-236 195-251

CM8 Diversidad 60 57 35 159-183 172-222

AY 2449  Diversidad 50 60 35 273-194 296-333

CaM16 Diversidad 62 62 32 188-194 211-222
CMA233 Diversidad 50 55 35 255-270 255-273
CM16 Diversidad 55 62 35 95-129 106-128
SFcan022c¢ Diversidad 53 50 35 225 593-630
05RM1 Diversidad 53 61 35 300 792-891
Sat225 Resistencia 55 50 35 300 270-308
Sat259 Resistencia 55 56 30 159, 183 179-226
SSR016  Resistencia 55 45 30 140, 146 132-149
SFcan0105b Resistencia 53 58 35 190 161-194
SFcan0105d Resistencia 53 54 35 244 239-251

Donde TH O. es la temperatura de hibridacion original y TH M. la modificada. ! Rango o
tamafio de alelos indicado en las publicaciones, ? Rango de alelos obtenidos de las
variedades del fundo Santa Teresa.

Para reducir la presencia de artefactos no deseables, se modificaron las temperaturas de
hibridacion en 16 de los 19 microsatélites como se aprecia en el Cuadro 3. La modificacion
en los perfiles de amplificacion de la PCR, permitieron presentar resultados robustos y

precisos para la caracterizacion como se aprecia en las Figuras 8 y 9.
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Figura 8. Patron de bandas SSR obtenido con el iniciador AY2434 en la amplificacién de 54 muestras. La flecha roja indica polimorfismo en
un individuo de la variedad Pache, las flechas amarillas indican polimorfismo en 2 individuos de C. canephora.
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Figura 9. Patron de bandas SSR obtenido con el iniciador CMA199 en la amplificacion de 54 muestras. La flecha roja indica polimorfismo

en un individuo de la variedad Catimor, las flechas amarillas indican polimorfismo en 3 individuos de C. canephora y la flecha azul
resalta polimorfismo en un individuo de la variedad Pacamara.



El par de iniciadores CaMO03 fue el que mayor nimero de alelos diferentes amplifico (14
bandas), este marcador se amplificé en una proporcion del 14.55 por ciento, para las 54
muestras. Los pares de iniciadores con mayor contenido de informacién polimdrfica
fueron: 471 y M24, con valores PIC de 0.33 y 0.25 respectivamente; estos valores indican
que son marcadores razonablemente informativos, para la poblacion evaluada, segun
pardmetros establecidos por Botstein et al. 1980; El iniciador que presenta la menor
proporcion de loci polimorficos fue CaMO03, revelando que es el iniciador con la menor
capacidad discriminatoria, fueron hallados 14 loci con el iniciador CaM03. Sin embargo,
se puede decir que los marcadores utilizados en el presente trabajo son ligeramente
informativos. La menor probabilidad que dos individuos compartan el mismo alelo por
iniciador, fue encontrada para el par de iniciadores CMA 198, (PDICMA 1.10E-02),
indicando que dicho iniciador presenta un elevado grado de confianza para la
identificacion de hasta 54 muestras de café comparadas simultaneamente, por los valores
P1C mostrados en el Cuadro 4.

Por el poder discriminante de un locus, se obtuvieron valores de diversidad genética
similares entre los iniciadores utilizados. Los marcadores que detectaron mayor diversidad
genética fueron: 471, M24, CMA055 y CMA199 con valores de 0.42, 0.30, 0.27 y 0.26
respectivamente, el valor promedio de diversidad genética que se obtuvo de todos los
marcadores fue 0.17, que difieren al reportado por (Cubry et al. 2007), que fue de 0.30
para C. arabica y 0.60 para C. canephora, y de 0.35 reportado por Geleta et al. (2012). Las
diferencias podrian deberse a las poblaciones evaluadas, ya que en dichos trabajos fueron
evaluadas colecciones mayores y de diferentes paises, y por el contrario la poblacion
evaluada en el presente trabajo, solamente correspondié a la de un fundo de una de las

principales regiones cafetaleras de Peru.



Cuadro 4: Descripcion de los datos obtenidos del andlisis de marcadores SSR con las
muestras de café del Fundo Santa Teresa.

Iniciadores BP BM BT PMF (95) PIC E.E. AMP PDICMA DG

AY2434 4 0 4 0.50 0.08 0.01 50.00 8.40E-03 0.09
CM5 6 0 6 1.00 010 0.00 50.00 3.50E-03 0.11
SSR09 4 0 4 1.00 015 0.00 50.00 8.40E-05 0.17
CM8 4 0 4 1.00 0.19 2.90E-03 49.07 230E-06 0.21
AY2449 4 0 4 0.50 0.08 2.30E-03 50.00 9.10E-03 0.09
471 6 0 6 1.00 033 0.01 45.68 4.00E-15 0.42
CMA198 5 0 5 040 0.07 3.80E-03 39.63 1.10E-02 0.08
M24 6 0 6 1.00 025 0.02 37.96 8.90E-09 0.30
CMA199 6 0 6 1.00 022 0.04 3488 3.10E-08 0.26
E12-3CTG 2 1 3 033 0.08 3.40E-03 66.05 3.90E-02 0.06
CMA 055 6 0 6 067 022 0.04 33.64 3.00E-08 0.27
CaM16 3 0 3 1.00 017 0.01 33.33 8.50E-06 0.19
05RM1 6 0 6 067 013 0.01 3241 4.60E-05 0.15
Sat 207 7 0 7 057 0.09 0.02 29.10 4.60E-03 0.10
SSR 03 7 0 7 057 014 0.03 28.04 7.70E-05 0.16
CM16 3 2 5 060 020 0.02 73.33 2.20E-04 0.15
SFcan022c 4 0 4 050 011 0.01 2593 1.20E-03 0.12
CaM03 14 0 14 029 0.09 0.02 1455 1.90E-03 0.10

Total 97 3 100 0.34 37.74 5.10E-83 0.17

Donde BP es bandas polimérficas, BM bandas monomorficas, BT bandas totales, PMF es
la proporcion de loci polimorficos, PIC es el contenido de informacion polimérfica, E.E es
el error estandar del PIC, AMP es el porcentaje de amplificacion, PDICMA es la
probabilidad que dos individuos compartan el mismo alelo, y DG es la diversidad genética.

5.3 Anélisis de varianza molecular

El andlisis de varianza molecular (AMOVA) se realizd por medio del programa Arlequin
V. 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010) (Cuadro 5). En dicho andlisis se dividié la variacion
genética total en dos fuentes de variacion: varianza molecular entre variedades, y varianza
molecular dentro de las variedades. Se muestra que existe mayor grado de variabilidad
genética entre las variedades que, dentro de las variedades, el porcentaje de variacién entre
las variedades es 66.58 por ciento y el porcentaje de variacion dentro de las variedades es
de 33.42 por ciento, estos resultados son muy parecidos con los mostrados por Missio et al.
(2009) en la que obtuvieron aproximadamente un 64 por ciento de variacion entre las
poblaciones y 36 por ciento dentro de las poblaciones, en variedades comerciales de C.
arabica, seis genotipos de C. arabica, cinco de C.canephora, tres del Hibrido de Timor y

tres triploides (C. arabica x C. racemosa), por lo tanto, la variacion hallada en la coleccion
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estudiada es similar a las de otras colecciones, y podria ser utilizada en programas de

mejoramiento genético.

El coeficiente Fstconsidera la heterocigosidad de una subpoblacion respecto a la poblacion
total. Frankham et al. (2002) afirma que valores superiores a 0.15 son indicadores de una
significativa diferenciacion genética entre subpoblaciones. El valor Fst medio que se
obtuvo con los iniciadores empleados es de 0.67, parecido al valor reportado por Missio et
al. (2009) (Fst = 0.637). Por lo tanto, los marcadores SSR utilizados detectaron una alta

tasa de polimorfismo genético o diferenciacion genética entre las variedades evaluadas.

El anélisis AMOVA vy el valor Fst obtenido, nos indican que existe una significativa
diferenciacion genética entre las variedades, posiblemente porque los marcadores
moleculares seleccionados estrian permitiendo encontrar diferencias moleculares entre las

variedades, ademas en el Fundo Santa Teresa habria muy baja mezcla entre las variedades.

Al efectuar el AMOVA sin la presencia de los individuos de C. canephora, se obtuvo una
pequefia reduccion de la variacion entre las variedades, lo que demuestra que los
marcadores utilizados podrian permitir diferenciar genéticamente a los individuos por
variedades dentro de la misma especie, el nuevo valor obtenido fue 61.02 por ciento como
se observa en el Anexo 10, la variacion obtenida dentro de las variedades, sin individuos
de C. canephora sufrié un incremento al 38.98 por ciento. Demostrando que dentro de la
variedad Robusta existe mayor variacion genética, que se puede explicar por el tipo de

polinizacidn cruzada, tipica de especies aldgamas como es la especie C. canephora.

Cuadro 5: Analisis AMOVA (indice de fijacion Fst = 0.67).

Fuente de Gradosde Sumade Componentes Porcentaje

variacion Libertad Cuadrados de varianza de variacion
Entre 17 345981 5.81173 Va 66.58
variedades
Dentro de 36 105000 291667 Vb  33.42
variedades
Total 53 450.981 8.7284

indice de Fijacion Fst: 0.66584
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5.4 Estructura poblacional

Mediante el uso de 18 marcadores SSR se evaluo la estructura de la poblacion de cafés del
Fundo Santa Teresa. Se utilizo el algoritmo bayesiano con el programa Structure 2.3
(Pritchard et al. 2000), que permite realizar mediante el nimero de cllster K, un analisis de
agrupamiento de los individuos. Ademas, estima las frecuencias alélicas en cada grupo y
miembros de la poblacion para cada individuo, el programa puede realizar las estimaciones
de dos maneras: el “modelo sin mezclas”, asume que cada individuo pertenece a un solo
grupo, mientras que en el "modelo de mezcla™ mas general, estima las proporciones de
mezcla para cada individuo. Utiliza la cadena de Markov Monte Carlo (MCMC) para
integrarse en el espacio de parametros y realizar asignaciones de clister (Hubisz et al.
2009).

En la Figura 11, se pueden apreciar multiples barras verticales, cada barra corresponde a un
individuo o muestra, si la barra tiene un solo color, significa que el 100 por ciento del
genoma del individuo pertenece al cluster de ese color, pero si la barra tiene méas colores

significa que el individuo comparte el genoma con otro cllster (Martinez 2008).

Se ha utilizado un periodo de “burn-in” de 4000 repeticiones y un largo de corridas de
4000, estas se realizaron en 10 valores de K de manera independiente, y fueron repetidas
tres veces para corroborar la consistencia de los resultados, el K optimo se lo obtuvo
mediante el programa en linea Structure Harvester (Earl y vonHoldt, 2012). Dicho
programa utilizando el método Delta K (Evanno et al. 2005), permite obtener valores para
graficar el K optimo, que representara la estructura de la poblacion. El valor de K 6ptimo

fue dos (Figura 10 y Cuadro 6).

En la Figura 11A se observa la estructura de la poblacion de café del Fundo Santa Teresa a
un valor de K = 2; en donde se aprecia claramente la diferenciacion genética entre las
variedades arabicas y los tres individuos de robusta. En algunos individuos de las
variedades arabicas se aprecia en proporciones variables la presencia del genoma de la
variedad Robusta, como en el caso de los individuos de la variedad Catimor, variedad
descendiente del Hibrido de Timor.
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En la Figura 11B, se observa la estructuracion de la poblacién a un valor de K = 3, donde
se puede apreciar, que dentro de las variedades ardbigas se forman dos grupos, los cuales
corresponden a los formados en el andlisis de conglomerados cuando se hace un corte en el
dendograma a un coeficiente de similitud de 0.56. Se puede apreciar que los individuos de
la variedad Colombia, y Catuai 1, presentan en su genoma parte de la variedad Robusta; y
de dos muestras de la variedad Maragogipe, una tercera parte genoma de sus genomas

corresponderian a Robusta.

Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L(K})

120 |

100

Delta K
Z

20

Figura 10. Curva de Delta de K para determinar el K 6ptimo en el analisis de estructura

poblacional de las muestras de café.
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Cuadro 6: Mejor valor para Delta de K.

K Reps Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) |ILn"(K)| Delta K
1 3 -1635.06667 0.321455 — — —

2 3 -1234.73333 1.386843 400.333333 165.133333 119.071402
3 3 -999.53333 43.693287 235.200000 47.300000 1.082546
4 3 -811.63333 12.788406 187.900000 65.500000 5.121827
5 3 -689.23333 77.655221 122.400000 61.000000 0.785523
6 3 -627.83333 5.834667 61.400000 71.300000 12.220064
7 3 -637.73333 5.361281 -9.900000 61.000000 11.377878
8 3 -708.63333 111.629491 -70.900000 127.033333 1.137991
9 3 -652.50000 31.793553 56.133333 39.266667 1.235051
10 3 -635.63333 18.348115 16.866667 — —
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Figura 11. Estructura poblacional de 54 muestras del café del Fundo Santa Teresa. A (2K), B (3K).



5.5 Analisis de conglomerados

La Figura 12 muestra el dendograma resultante del anélisis de las 54 muestras de café, el
alto valor de la correlacion cofenética (r = 0.939) entre la matriz de similitud y la matriz
cofenética, indico hasta qué punto la agrupacion de genotipos representaba con precision
las estimaciones de similitudes genéticas entre los individuos estudiados. La tendencia
principal del dendograma fue a separar los genotipos en dos grupos principales (Figura 12),
a un punto de corte, con un coeficiente de similitud de 0.79, donde, el primer grupo esta
constituido por los individuos de la variedad Robusta y el segundo esta formado por los
individuos de las variedades de C. arabica. Dentro del grupo constituido por las variedades
de C. arabica, al realizar un segundo corte, a un coeficiente de similitud de 0.56, se puede
apreciar la formacion de tres grupos, este patrén de agrupamiento es consistente con la
distribucion de los individuos en los ejes 1 y 2 en el analisis de coordenadas principales

(Figura 13) y el andlisis de la estructura poblacional (Figura 11).

Los tres grupos que se forman en este Ultimo corte estan conformado por los individuos:
grupo uno, Marg2 y Marg3; grupo dos, GrC3, GrC2, GrC1, Cauil, PchAl, PchA2, Lim3,
Lim2, Lim1, PchA3, Pac3, Pacl, Caui2, Cat3, Cat, Catl, Pac2, Pchl, Pch2, Pch3, Marg1l,
Visar2, CarR2, CatR1, CatA3, TypAl, Visar3, Visarl, TypA2, CatR3, CatA2, CatAl,
BorR3 y BorR2; y grupo tres, BorR1, JBrack3, JBrack2, GeiR3, GeiR2, GeiR1, TypA3,
BorA2, GeiA2, GeiA3, GeiAl, BorA3, JBrackl, BorAl.

En el dendograma se puede apreciar que en algunos casos los individuos de una misma
variedad no se agrupan, encontrandose junto a individuos de otras variedades. En el caso
del individuo Margl (Maragogipe), se agrupa con los individuos de la variedad Pache; los
tres individuos de la variedad Catuai (Caui) se agrupan con diferentes variedades, Caui 1,
con individuos de la variedad Gran Colombia, Caui 2 con dos individuos de Pacamara y
Caui 3 con los individuos de la variedad Caturra Rojo. Esta forma de agrupamiento de
algunas variedades se puede atribuir a una falta de pureza en dichas variedades, por la
posibilidad de cruzamientos entre variedades, debido a que en la mayoria de los casos la

distancia de separacion entre lotes con distintas variedades es muy escasa.

La matriz de distancia a partir del cual se gener6 el dendograma nos muestra, que las
mayores distancias genéticas estan entre las variedades de C. arabica y las variedades

Robustas, con un valor de distancia genetica que va desde 0.95 a 0.90, cabe mencionar que



se observa un alto grado de divergencia genética de 0.78 entre las variedades Robustas 1 y
2 con la 3, esto podria deberse al sistema de reproduccion alégamo que tiene la especie C.
canephora. (Klein et al. 2003). Dentro de las variedades de C. arabica, las que presentan
mayor divergencia genéticas son los individuos 2 y 3 de la variedad Maragogipe con el
resto de individuos de las variedades arabicas, los valores de distancia genética van desde
0.84 a 0.69; por el contrario, el individuo 1 de Maragogipe estd altamente relacionado con
los individuos de la variedad Pache, los valores de distancia genética van desde 0.0 hasta
0.17 esta relacion podria deberse al origen de ambas variedades, ya que Pache y
Maragogipe se originaron por mutaciones de Typica. El individuo Caui3 de Catuai, esta
altamente relacionado con los individuos de la variedad Caturra Roja con una distancia
genética de 0.0; esto podria deberse al origen de la variedad Catuai, que fue generada por
el cruce de las variedades Mundo Novo y Caturra. Los individuos Visar3, Visarl, CatR1,
CatR2, CatR3, BorR3 y TypA2 presentan 0.0 en su distancia genética esto se debe al
origen de la variedad Villa Sarchi y Caturra, ambas son mutaciones naturales de Bourbon.
Los tres individuos de la variedad Limani y PacheA2 comparten una alta relacion, con una
distancia genética de 0.0, esta relacién podria entenderse por sus origenes, Limani es una
linea de Sarchimor, esta a su vez se origina de la variedad Villa Sarchi que esta
emparentada a Typica y Pache tiene su origen en una mutacion de Typica.

El alto grado de diferenciacion genética entre los individuos de la variedad Robusta y las
variedades de C. arabica, son facilmente apreciables en la Figura 12, la mayor distancia
genética que se obtuvo entre un individuo Robusta y uno de C. arabica es 0.91, valor
mayor al reportado por Maluf et al. (2005), en el que obtuvo un 30 por ciento de
divergencia genética al hacer la comparacion entre la variedad Apoatd de C. canephora y
algunas variedades de C. arabica, esta diferencia en las distancias genéticas se podrian
explicar al origen de las colecciones, Maluf et al. (2005), empled variedades mejoradas de
C. arabica, provenientes del Instituto Agronémico de Campinas (IAC), la obtencion de
estas variedades se derivan del cruces con variedades de C. canephora, o hibridos
interespecificos como el hibrido de Timor, a diferencia de las variedades del Fundo Santa
Teresa. En otra investigacion se presentan resultados mas cercanos al obtenido en la
presente investigacion, Steiger et al. (2002) hicieron un estudio de diversidad genética
entre variedades de C. arabica y una variedad de C. canephora, cuya diversidad genética
fue de 54 por ciento, este resultado se puede explicar al origen de las variedades de C.

canephora, estas provienen de colectas en Kunia, Oahu, perteneciente al archipiélago de
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Hawaii, a diferencia del origen de las variedades utilizadas por Maluf et al. (2005),

provenientes de programas de mejora genética.

Palomino et al. (2014) reporté aproximadamente un 12 por ciento de diversidad genética
entre individuos de la variedad C. canephora y variedades de C. arabica, colectadas en
distintos fundos de Villa Rica, este resultado difiere al obtenido para la presente
investigacion, muy probablemente debido al tipo de marcador molecular utilizado. En la
presente tesis se seleccionaron marcadores microsatélites que habian demostrado presencia
de polimorfismos entre genotipos de C. arabica; mientras que Palomino et al. (2014)

utilizaron marcadores RAPDs aleatorios.
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Distancia: (Jaccard (sqrt(1-S)))
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Figura 12. Dendrograma de 54 muestras de Coffea del Fundo Santa Teresa basado en distancia genética obtenido de marcadores SSR utilizando el
método UPGMA.



5.6 Analisis de coordenadas principales
Con el objetivo de analizar observaciones multidimensionales, se emple6 el Andlisis de
Coordenadas Principales, que es muy utilizado para realizar ordenaciones de datos

provenientes de marcadores moleculares (Balzarini et al. 2006).

En la Figura 13 se observa el diagrama de dispersion, y se muestran las dos primeras
coordenadas, en la que se presentan las ordenaciones o relaciones de distancia genética
entre las 54 muestra. Se aprecia una distribucion consistente con el dendograma mostrado
anteriormente, formandose cuatro grupos, el grupo formado por los individuos de la
variedad Robusta se separa de forma considerable en el diagrama. Utilizando el coeficiente
de Jaccard y como se observa en el Anexo 9, el CP 1 explica un 21.7 por ciento de la
variabilidad total, mientras que el CP 2 explica un 18.2 por ciento de variabilidad; los
componentes que explican una diversidad genética considerable son CP1, CP2, CP3, CP4
que presentan una proporcion acumulada de 61 por ciento de la diversidad genética en los

individuos evaluados.

Distancia: (Jaccard (sqri(1-S)))
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Figura 13. Andlisis de coordenadas principales de 54 muestras de Coffea del
Fundo Santa Teresa.

63



Teressa et al. (2010) analizando 133 genotipos de C. arabica, que comprenden 54
accesiones obtenidas del Centro de Investigacion Agropecuaria Jimma, Instituto Etiope de
Investigacion Agropecuaria, y 24 accesiones etiopes y genotipos cultivados, se obtuvieron
de Nestlé R&D Tours, Francia. Con 32 marcadores moleculares SSR, mediante el analisis
de coordenadas principales obtuvo un 28.7 por ciento de variacion genética parael CP 1y
el 8.2 por ciento de variacion genética con el CP 2, representando un total del 36.9 por

ciento de la variacién genética total.

5.7 Amplificacion de marcadores moleculares asociados a resistencia a roya del cafeto
5.7.1 Marcadores SFcan0105d y SFcan0105b

El marcador SFcan0105d y SFcan0105b permitié la amplificacion de fragmentos
polimorficos para una region QTL (QCLR_4) asociados a resistencia parcial de roya
amarilla, esta region fue identificada en la variedad multilinea Castillo (Alvarado et al.
2005), la regién QCLR_4 procede de C. canephora, heredada al Hibrido de Timor, esta
region no esta asociada a ninguno de los factores SH conocidos, e identificados

previamente en el Hibrido de Timor.

Analizando los resultados de la amplificacién con el marcador SFcan0105d podemos
observar que la banda de interés ligada al QTL QCLR_4, correspondiente al amplicén de
244 pb (Romero et al. 2014), fue observado en los individuos 2 y 3 de la variedad
Maragogipe, en el individuo uno de las variedades Gran Colombia y Catuai, y en los tres
individuos de la variedad Robusta (Figura 14). En tanto que para el marcador SFcan0105b
la banda de interes, correspondiente al amplicon de 190 pb segun lo reportado por Romero
et al. (2014), fue observada en los individuos Marg2, Cauil, y en los individuos 1y 2 de
Robusta (Figura 15).

La presencia de las bandas de interés de estos dos marcadores en los individuos 2 y 3 de
Maragogipe y Catuai 1, se puede deber a un proceso de cruza varietal, porque Romero et
al. (2014), report6 la presencia de la region QCLR_4 en la linea élite DI.200, resistente a
roya amarilla, que corresponde a una progenie F4 proveniente del cruce entre Caturra x TH
CIFC1343 (Hibrido Timor), y variedades comerciales como IAPAR 59 y RUIRU 11. La
presencia de la banda en el individuo de la variedad Gran Colombia, se debe a su origen, al
ser una cruza entre la variedad Caturra y el Hibrido de Timor, ademas que esta variedad

fue base para el desarrollo de la variedad Castillo, en la que se reporta la presencia de la
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region QCLR_4. Ademas, se explica la presencia de la banda en los individuos de la
variedad Robusta de C. canephora porque el Hibrido Timor tuvo su origen también en esta

especie.

También, se puede relacionar este resultado con lo observado en la Figura 11B de la
estructura poblacional, en la que se aprecia la combinacién de colores, en la barra que
representa a los individuos Marg2, Marg3, GrCl, y Cuail, compartiendo en gran
porcentaje sus genomas con el de la variedad Robusta. Por lo tanto, el factor de resistencia
identificado con los marcadores SFcan0105d y SFcan0105b podrian estar identificando
genotipos que presentan en su genoma genes de resistencia a la roya del cafeto,
provenientes de C. Canephora, los cuales deben ser evaluados, para determinar si estos

corresponden a las variantes de la enfermedad presentes en Villa Rica.
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Figura 14. Patron de bandas SSR obtenido con el iniciador SFcan0105d en la amplificacion de 54 muestras de café del Fundo Santa Teresa.
Se muestran bandas de interés asociados a resistencia a roya amarilla, con un peso de 244 pb.

190 pb 190 pb 190 ph

Figura 15. Patron de bandas SSR obtenido con el iniciador SFcan0105b en la amplificacion de 54 muestras de café del Fundo Santa Teresa.
Se sefialan fragmento de ADN de interés asociados a resistencia a roya amarilla, con un peso de 194 pb.
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5.7.2 Marcadores Sat 225 y Sat 259

Los marcadores Sat 225 y Sat 259 permitieron la amplificacion de fragmentos con pesos
aproximados a los esperados, asociados a las variables incidencia de la roya (RI) y
severidad en defoliacién (DEF), variables vinculadas a la resistencia parcial a roya amarilla
(Herrera et al. 2009), en la Figura 16, se puede observar que el marcador Sat 225, presento
una banda polimoérfica con un tamafio de 308 pb exclusiva para los individuos 1 y 2 de
Robusta, presentd otra banda polimdrfica con un tamafio de 286 pb, que amplificd a los
individuos de las variedades Catimor, Limani, y a los individuos 1 y 2 de la variedad Pache
Amarillo, los dos primeros provenientes del Hibrido Timor. En la figura 17 se aprecia que
el marcador Sat 259 presenta una banda polimdrfica con un tamafio de 179 pb, muy
cercano a 183 pb reportado por Baruah et al. (2003) para resistencia, el marcador amplifico
la region de interés en los individuos de la variedad Gran Colombia y Robusta, asi como en

el individuo Catuai 1.

Herrera et al. (2009), reportaron polimorfismo con los marcadores Sat 225, Sat 229 y Sat
259 en progenies F2, de la cruza entre Caturra y la linea DI.200, que se deriva del cruce

entre Caturra y una accesion del Hibrido de Timor.

Se presume resistencia asociada a roya amarilla en los individuos Rob 1 Rob 2, PachAl,
PachA2, Cat y Lim, debido a la amplificacién de una banda de 308 pb en Rob 1, Rob 2 y
de 286 pb en PachAl, PachA2, Cat y Lim, mostrada con el marcador Sat 225, de igual
manera se puede suponer por la amplificacion de una banda de 179 pb en los individuos
GrC, Cauil y Rob mostrada por el marcador Sat 259, lo mostrado por los marcadores Sat
225 y Sat 259 se podria suponer un proceso de cruzamiento de los individuos PachAl,
PachA2 y Cauil con variedades resistentes, originando individuos con resistencia a roya
amarilla, se explica también la presencia de la banda en los individuos de la variedad
Robusta, debido a que esta variedad pertenece a la especie C. canephora, que se
caracteriza por su resistencia a la roya amarilla, y la presencia de la banda asociada a
resistencia en los individuos Catimor, Limani y Gran Colombia por ser variedades arabicas

con la caracteristica de resistencia a roya amarilla.

El andlisis realizado mediante las bandas amplificadas en las variedades producidas en el
Fundo Santa Teresa con los marcadores Sat 225 y Sat 259, indican aparente resistencia a

roya amarilla. Esta posible resistencia se podria validar, mediante evaluaciones en campo
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del indice de roya y severidad de defoliacidn, con el objeto de emplear los marcadores Sat
225 y Sat 259 en la implementacion de una estrategia MAS, lo que mejoraria la eficiencia

en programas de mejoramiento de café en Peru.

5.7.3 Marcador SSR 016

El marcador SSR 016 permitio la amplificacion de fragmentos con pesos aproximados a
los esperados que estarian asociados a la resistencia parcial a la roya amarilla. De acuerdo
a lo reportado forma parte de un grupo de ligamiento (LG), que contiene tres QTL’s
asociados a la resistencia a las razas 1, 2, y al patotipo 001 de roya amarilla,
respectivamente, reportado por Pestana et al. (2015), los cuales se encuentra a distancias
entre 0 y 37 cM del marcador SSR 016. En la Figura 18, se muestra que el marcador SSR
016 presenta tres bandas polimdrficas con tamafios de 132, 136 y 140 pb, préximos a los
140 y 146 pb reportados por Combes et al. (2000); la banda con un peso de 132 pb, estaria
identificando a los individuos con resistencia a roya amarilla. Las muestras que presentan
dicha banda son: Catl, Cat2, Cat3, GrC1, GrC2, GrC3, Marg2, Marg3, Cauil, Caui2,
Lim1, Lim2, PchAl y Pach3, los individuos de las variedades Maragogipe, Catuai y Pache
Amarillo, al igual que en los marcadores SFcan0105d, SFcan0105b, Sat 225 y Sat 259
presentaron todas la banda asociada para resistencia a roya amarilla, las cual llegaron a
estos posiblemente por un proceso de cruzamiento con las variedades resistentes en la

coleccién del fundo.

La presencia de la banda de 132 pb, amplificada por el marcador SSR 016, en individuos
resistentes a roya amarilla, nos indicaria la presencia de los 3 QTL’s asociados a
resistencia parcial, esta informacidn se podria complementar con evaluaciones fenotipicas
de presencia o0 ausencia de uredosporas, de esta manera se podria sugerir el uso de dicho

marcador para ser usados en procesos de seleccién en el mejoramiento genético del café.
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Figura 16. Patron de bandas SSR obtenido con el iniciador Sat 225 en la amplificacion de 54 muestras de café del Fundo Santa Teresa. Se
sefialan fragmento de ADN de interés asociados a resistencia a roya amarilla, con un peso de 308 pb en Robustas y 286 en los
individuos de las variedades Catimor, Limani y Pache Amarillo 1y 2.

Figura 17. Patron de bandas SSR obtenido con el iniciador Sat 259 en la amplificacion de 54 muestras de café del Fundo Santa Teresa. Se
sefialan fragmento de interés asociados a resistencia a roya amarilla, con un peso de 179 pb en Robustas, tres muestras de la
variedad Gran Colombia y en Catuai 1.



Figura 18. Patron de bandas SSR obtenido con el iniciador SSR 016 en la amplificacion de 54 muestras de café del Fundo Santa Teresa. Se
sefialan fragmento de ADN de interés asociados a resistencia a roya amarilla, con un peso de 132 pb en tres muestras de la
variedad Gran Colombia, Caturra, Maragogipe 2, Maragogipe 3, Catuai 1, Catuai 2, Limani 1, Limani 2, Pache Amarillo 1y

Pache Amarillo 3.



Cuadro 7: Individuos amplificados con marcadores asociados a resistencia.

MARCADORES SSR SCAR
(] (]
- a 0 s
g 8 v g & & &
c c N N o < <
S 3 s s % L Ll
L s w w N < <
n wn O I(;)
ITRT
Catimor 1 (R) X X
Catimor 2 (R) X X
Catimor 3 (R) X X
Margogipe 2 (S) X X X
Margogipe 3 (S) X X
Gran Colombial (R) X X X
Gran Colombia 2 (R) X X
n ) @) o)
o1 Gran Colombia 3 (R) X X O O
2 Catuai 1 (T) X X X T T
) — —
Q  Catuai 2 (T) X 2 2
E Limani 1 (R) X X < <
> Limani 2 (R) X X 9 9
Limani 3 (R) X
Robusta 1 (R) X X X X
Robusta 2 (R) X X X X
Robusta 3 (R) X X
Pache Amarillo 1 (S) X X
Pache Amarillo 2 (S) X
Pache Amarillo 3 (S) X

Los individuos que amplificaron bandas asociadas a resistencia a roya amarilla, son
mostrados en el Cuadro 7, estos individuos pertenecen a variedades, que presentan en campo

caracteristicas de resistencia, tolerancia y susceptibilidad a la roya amarilla.
El Cuadro 7 muestra al iniciador SSR 016, amplificando bandas en individuos de variedades

arabicas, y excluye a los individuos de la variedad Robusta, mostrando ser un buen iniciador

para identificar resistencia en variedades arabicas.
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VI. CONCLUSIONES

Los marcadores moleculares microsatélites empleados para la evaluacion de
genotipos de Coffea, presentaron polimorfismos permitiendo distinguir individuos
emparentados y la evaluacion de la diversidad genética.

Con los 18 marcadores moleculares microsatélites utilizados en las variedades de
café del Fundo Santa Teresa se obtuvo un indice de fijacion Fst=0.67, por lo tanto,
existe una alta diferenciacidn genética entre las variedades de café.

Del andlisis de la estructura poblacional, se identifican dos grupos dentro de las
variedades arabicas, por la presencia en uno de ellos, del genoma de C. canephora,
por lo tanto, es posible que contengan también genes de resistencia a la roya
amarilla del café.

Del anélisis de conglomerados los genotipos de café evaluados mostraron dos
grupos, formados por los individuos de las especies C. arabica y C. canephora.
Ademas, dentro del grupo de las variedades de C. arabica, los individuos se
agruparon por sus indices de similitud en tres diferentes subgrupos.

Los marcadores SFcan0105d y SFcan0105b asociados a la resistencia parcial a la
roya amarilla del café, sugieren la presencia del QTL denominado QCLR_4 en
individuos de las variedades Maragogipe, Catuai, Gran Colombia y Robusta,
perteneciente a la coleccién del fundo Santa Teresa.

Los marcadores Sat 225 y Sat 259, sugieren la presencia de resistencia parcial a la
roya amarilla en individuos de las variedades Catimor, Limani, Pache Amarillo,
Gran Colombia, Robusta y Catuai del fundo Santa Teresa.

El marcador SSR 016 vinculado a la resistencia parcial de la roya amarilla, sugiere
que tres QTL’s asociados a la resistencia a las razas 1 y 2, y al patotipo 001 de roya
del café, estan presentes en individuos de las variedades Catimor, Gran Colombia,
Maragogipe, Catuai, Limani y Pache Amarillo, procedentes de la coleccion del
Fundo Santa Teresa.



VII. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar la caracterizacion de las accesiones con una estrategia de
muestreo que abarquen fundos de diferentes provincias, con la finalidad de cubrir
las principales regiones productoras de café y utilizar un nimero de individuos que
permitan detectar la diversidad dentro y entre las variedades.

Efectuar la caracterizacion fenotipica en diferentes etapas fenoldgicas y dos veces
al afio para reducir el efecto ambiental, y asegurar mayor certeza en la
correspondencia entre marcadores moleculares y morfologicos.

Ampliar el nimero de marcadores moleculares asociados a resistencia a roya
amarilla, en las futuras variedades evaluadas.

Implementar en condiciones controladas, evaluaciones de variables fenotipicas
asociadas a resistencia a roya amarilla, en las variedades que se detectaron aparente
resistencia parcial.

Profundizar en el estudio de los marcadores, que presentaron asociacion a
resistencia a roya amarilla, con la finalidad de buscar nuevos marcadores que se
encuentren cercanos a genes de resistencia, caracteristica que permitira dar inicio a

la seleccidn asistida por marcadores moleculares en Café.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1. Ficha de datos pasaportes.

FICHA DE DATOS PASAPORTES Y DE ALGUNOS DESCRIPTORES PARA CAFE

Adaptado del “Descriptors for coffee” (IPGRLs/f)

I.DATOS GENERALES

N° Accesion: [Fecha:

Nombre del Donante:

Localidad: | Distrito: Provincia: | Departamento:
Ubicacion del lugar: Campo N°:

Altitud: [ Latitud: Longitud: [ Topografia:

Color de la matriz del suelo:

Erosion de suelo:

Disponibilidad agua:

Fuente de recoleccion:

1.CARACTERISTICAS DEL CAFE

General

Género: |Especie:

ISubespecie: |Variedad:

Nombre del cultivar:

Tipo de muestra:

Tamario de la accesion:

Fecha de plantacion:

Fecha de la ltima cosecha:

Fecha de la ultima poda:

Densidad ( plantas /hectareas):

Manejo

Tipo de fertilizante:

Tipo de riego:

Proteccion plantas:

Sistema de cultivo:

Flora asociada:

Estreses dominantes:

2.1.PART E VEGETATIVA

Habito de la planta:

Altura de la planta:

Desarrollo vegetativo:

Forma de estipula:

Color de la hoja joven:

Forma de la hoja:

Forma del apice de la hoja:

Pilosidad del Domacio:

Forma del Domacio:

2.2.INFLORESCENCIA

Posicion de la inflorescencia:

Presencia en tronco viejo:

Numero de flores por axila:

NUmero de flores por fasciculo:

Numero de fasciculos por nudo:

Longitud del tallo de la inflorescencia (mm):

Longitud del tubo de la corola (mm):

NUmero de pétalos por flor:

Insercion de las anteras:

NUmero de estambres por flor:

2.3.FRUTO

Color del fruto:

Forma del fruto:

Longitud del fruto (mm):

Ancho del fruto (mm):

Grosor del fruto (mm):

2.4.SEMILLA

Longitud de la semilla (mm):

Ancho de la semilla (mm):

Grosor de la semilla (mm):

Color de la semilla:

Forma de la semilla:

IILNOTA:
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Anexo 2. Protocolo de extraccion con solucion tampdn CTAB establecido por Doyle &
Doyle (1990), con algunas modificaciones.

1. En un mortero triturar con ayuda de un pilén una hoja sin la nervadura central, ambos

implementos deben de ser previamente, enfriados con nitrogeno liquido, hasta lograr

un polvo fino.

2. Transferir el polvo a un tubo eppendorf de 2ml. Afiadir 700ul de solucién tampén de
extraccion CTAB 2X (CTAB 3%, 2.1mM NaCl, 250mM Tris HCI pH8, 50mM EDTA

pH 8) y 4ul de B-mercaptoetanol, mezclar bien agitando los tubos por inversion.

Incubar a 65°C durante 30 minutos, agitando suavemente cada 10 a 15 minutos. Dejar

enfriar a temperatura ambiente por 2 a 5 minutos.

3. Agregar a cada tubo 700ul de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Mezclar

suavemente por inversion para no dafiar el ADN hasta lograr una consistencia lechosa.

4. Centrifugar las muestras a 14000 rpm por 5 minutos a 4°C. Transferir el sobrenadante

a un nuevo tubo, no absorber la interfase.

5. Agregar 70ul de tampon CTAB al 10% (en Nicle, 0.7 M), agitar suavemente hasta

obtener una mezcla uniforme. Luego agregar 700ul de cloroformo: alcohol isoamilico

(24:1) y mezclar suavemente. Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos y transferir el

sobrenadante a un nuevo tubo.

6. Afadir igual volumen (400-500ul) de isopropanol frio (-20°C) y mezclar suavemente

hasta visualizar el pellet de ADN. Incubar a -20°C una hora o toda la noche.

7. Centrifugar las muestras a 14000 rpm por 15 a 20 minutos, eliminar el sobrenadante.

El ADN precipitado se deja secar invirtiendo los tubos abiertos por 2 minutos.

8. Lavar una vez el ADN precipitado en 1ml de etanol 70% por 3 minutos. Centrifugar

las muestras a 14000. Eliminar el etanol y agregar 1ml de etanol absoluto. Volver a

centrifugar las muestras a 14000 rpm por 3 minutos y eliminar el etanol. Dejar que el

precipitado seque a temperatura ambiente por 12-14 horas.

9. Diluir el ADN precipitado en 50-100ul de TE, agregar 1ul de RNAsa 10mg/ml por

cada 100ul de TE (libre de DNAsa) agitando suavemente y llevar a incubar las

muestras a 37°C por 1 hora.

10. Almacenar las muestras a 4°C 6 -20°C.
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Anexo 3. Cebadores SSR y SCAR evaluados.

Cédigo Objetivo Secuencia Forward y Revers Bibliografia
CM5  Diversag | GTAACCACCACCTCCTCTGC. Geleta ot al. 201
Sat207 Diversidad 1 OO T LIS ot Geleta et al. 2012
CaMo3 Diversitan F: CGCOCTTGCTCCCTCTGTCTCT Geletatal. 201
ssRos  Diversiag . TTOGCTTTTGTCCCTCCTTCCTETE Geletatal 2012
SSR03 Diversidad 1 o T Geleta et al. 2012
caM16 Diversidad 1+ A L o Geleta et al. 2012
471 Diversidad 1 £ e  GeA Geleta et al. 2012
AY?2434 Diversidad ; %GCCA':€¢¥§PG—LAGTCGCTF?AAX§FTCCC Teressa et al. 2010
AY?2449 Diversidad ; %%éﬁﬁélé;ﬁ%%%ﬁ%%&% Teressa et al. 2010
CMAO55 Diversidad ; 1.;;%@%%2???2%%2-&?5: A Teressa et al. 2010
CMA198 Diversidad ; ?gg’:’i&;%%é%;ﬁ%%%ﬁg{ Teressa et al. 2010
CMA199 Diversidad ; %?;g%i’:g%?g%’;ﬁg;%ﬁfc ce Teressa et al. 2010
CMA233 Diversidad ; %ﬁﬁ%ﬁiﬁﬁﬁﬁf\l@giﬁ$§;ﬁ GAACG Teressa et al. 2010
CM8 Diversidad ; i??’éﬁl;gg%%’éﬁ? g_? CC'-rrT Baruah et al. 2003
CM16 Diversidad ; gi%%%gggéiﬁﬁggé;iﬁiiéiﬁﬁeAG Baruah et al. 2003
M24 Diversidad 1 CSCTCSASATATEISTITAS Combes et al 2000
E12-3CTG Diversidad ; Ei%g?%%ii%i%?cfﬁéiiﬁ Silvestrini et al 2007
SSR 016 Resistencia ; égi%im(é?é? g CiI'AAC(,:A??'éG Pestana et al. 2015
SSR 071 Resistencia ; g%gﬁ?i;?g?g;ﬁ?gggﬂ;iT Pestana et al. 2015
SFcan022c Resistencia ; Eﬁ?g¥£€;ﬁfﬁg§§; (-:r_f_:_l(_: G Romero et al. 2014
SFcan0105d Resistencia ; gﬁgg}ﬂ%%fg_}r gig;géﬁ'll—' A Romero et al. 2014
SFcan0105b Resistencia ; gigﬁégggﬁigﬁﬁ$gg$g¥$ Romero et al. 2014
05RM1 Resistencia ; gEQGACA%CGAGEC:I"TGTg;;,S-C?? C Romero et al. 2014
Sat 259 Resistencia ; iggéﬁlggg%ccéﬁ_? g_? grrT Herrera et al. 2009
Sat 225 Resistencia ; gﬁ;g?gélgi?%’;ﬁig%%@; Herrera et al. 2009
ETCA-EATGS60  ReSiStencia | Sanoccan st rer s Diola et al. 2011
ETCA-EAGA530 Resistencia ; %;ié;ﬁ%iggiﬁgzizgﬁzc Diola et al. 2011
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Anexo 4. Preparacion del gel agarosa 1,5%.

1. Pesar 1,8 g de agarosa

2. Llevar a un Erlenmeyer y agregar 120 ml de Buffer TBE 1X

3. Calentar en un horno microondas por intervalos de 30 segundos

4. Verificar si la agarosa se ha disuelto completamente, sino calentar nuevamente hasta

que esté completamente disuelta la agarosa

o

Agitar y dejar que empiece la ebullicion

6. Dejar enfriar un poco y verter en la bandeja con el peine y los extremos sellados en
una mesa nivelada

7. Dejar solidificar el gel

8. Luego de 30 minutos esta listo para usar

9. Retirar con cuidado el peine y sumergir la bandeja en la cAmara de electroforesis

conteniendo buffer TBE 1X

Anexo 5. Preparacion de tampon de carga (Dye corrida).

Tampdn de Carga

Reactivos [CC. final] 10 ml
Formamida 1M 9.6 mi
EDTA 0.2 Molar 0.2M 300 pl
Dye (Stock) 100 pl

Anexo 6. Soluciones utilizadas para la tincion y revelado del gel de poliacrilamida.

Fijacion y Stop:

Solucién de Fijacién y Stop

) Reactivo Volumen ml.
Acido Acético Glacial 5 ml.
Etanol Absoluto 100 ml.
Agua destilada 985 ml.
Tincion:
Solucioén de tincion
Reactivo Peso mg./Volumen pl.
Nitrato de Plata 24.
Agua destilada 1000 ml.
Revelado:
Solucioén de revelado
Reactivo Peso g./Volumen pl.
NaOH 30 gr.
Formaldehido 6 ml.
Agua destilada 1000 ml.
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Anexo 7. Matriz de similitud genética de 54 muestras de café del Fundo Santa Teresa

(indice de Jaccard).

BorAl
BorA2
BorA3
BorR1
BorR2
BorR3
Catl
Cat2
Cat3
CatAl
CatA2
CatA3
CatR1
CatR2
CatR3
Cauil
Caui2
Caui3

BorAl 0.00

BorA2 0.43 0.00

BorA3 0.41 0.40 0.00

BorR1 0.54 0.53 0.44 0.00

BorR2 0.54 0.53 0.44 0.00 0.00

BorR3 0.50 0.49 0.32 0.32 0.32 0.00

Catl 0.65 0.65 0.59 0.56 0.56 0.56 0.00

Cat2 0.65 0.65 0.59 0.52 0.52 0.52 0.23 0.00

Cat3 0.65 0.64 0.58 0.51 0.51 0.51 0.28 0.16 0.00

CatAl 050 0.49 0.32 0.32 0.32 0.00 0.56 0.52 0.51 0.00

CatA2 0.50 0.49 0.32 0.32 0.32 0.00 0.56 0.52 0.51 0.00 0.00

CatA3 052 0.52 0.35 0.35 0.35 0.16 0.58 0.54 0.53 0.16 0.16 0.00

CatRl 0.52 0.52 0.35 0.35 0.35 0.16 0.58 0.54 0.53 0.16 0.16 0.00 0.00

CatR2 0.52 052 0.35 0.35 0.35 0.16 0.58 0.54 0.53 0.16 0.16 0.00 0.00 0.00

CatR3 0.50 0.49 0.32 0.32 0.32 0.00 056 0.52 0.51 0.00 0.00 0.16 0.16 0.16 0.00

Cauil 070 0.69 0.61 0.61 0.61 0.55 0.64 0.64 0.63 0.55 0.55 0.57 0.57 0.57 0.55 0.00

Caui2 0.60 0.60 0.48 0.48 0.48 0.38 0.44 0.38 0.35 0.38 0.38 0.41 0.41 0.41 0.38 0.55 0.00
Caui3 0,52 0.52 0.35 0.35 0.35 0.16 0.58 0.54 0.53 0.16 0.16 0.00 0.00 0.00 0.16 0.57 0.41 0.00
GeiAl 0.35 0.40 0.31 052 052 0.43 0.64 0.64 0.63 0.43 0.43 0.46 0.46 0.46 0.43 0.66 0.55 0.46
GeiA2 0.35 0.40 0.32 0.52 0.52 0.44 0.65 0.65 0.64 0.44 0.44 0.46 0.46 0.46 0.44 0.67 0.56 0.46
GeiA3 0.35 0.45 0.23 0.48 0.48 0.38 0.62 0.62 0.61 0.38 0.38 0.41 0.41 0.41 0.38 0.64 0.52 0.41
GeiR1 052 0.51 0.54 0.65 0.65 0.60 0.74 0.74 0.73 0.60 0.60 0.59 0.59 0.59 0.60 0.74 0.68 0.59
GeiR2 053 0.56 0.58 0.69 0.69 0.64 0.76 0.76 0.76 0.64 0.64 0.63 0.63 0.63 0.64 0.75 0.71 0.63
GeiR3 0.54 0.53 0.38 0.56 0.56 0.48 0.67 0.67 0.66 0.48 0.48 0.46 0.46 0.46 0.48 0.67 0.59 0.46
GrC1 0.67 0.66 0.58 0.58 0.58 0.51 0.68 0.68 0.67 0.51 0.51 0.53 0.53 0.53 0.51 0.46 0.61 0.53
GrC2 0.60 0.60 0.48 0.48 0.48 0.38 0.62 0.62 0.61 0.38 0.38 0.41 0.41 0.41 0.38 0.42 0.52 0.41
GrC3 0.60 0.60 0.48 0.48 0.48 0.38 0.62 0.62 0.61 0.38 0.38 0.41 0.41 0.41 0.38 0.42 0.52 0.41
JBrackl 0.35 0.40 0.38 0.55 0.55 0.48 0.66 0.66 0.65 0.48 0.48 0.50 0.50 0.50 0.48 0.69 0.58 0.50
JBrack2 0.56 0.49 0.52 0.61 0.61 0.58 0.71 0.71 0.70 0.58 0.58 0.57 0.57 0.57 0.58 0.73 0.66 0.57
JBrack3 0.60 0.59 0.55 0.66 0.66 0.61 0.69 0.69 0.68 0.61 0.61 0.60 0.60 0.60 0.61 0.75 0.69 0.60
Liml 0.60 0.65 059 0.44 0.44 0.52 0.48 0.44 0.41 052 052 054 054 0.54 0.52 0.64 0.38 0.54
Lim2 0.60 0.65 0.59 0.44 0.44 0.52 0.48 0.44 0.41 0.52 0.52 0.54 0.54 0.54 0.52 0.64 0.38 0.54
Lim3 0.60 0.65 059 0.44 0.44 0.52 0.48 0.44 0.41 052 052 054 054 0.54 0.52 0.64 0.38 0.54
Margl 058 0.58 0.45 0.45 0.45 0.32 0.53 0.49 0.47 0.32 0.32 0.28 0.28 0.28 0.32 0.52 0.32 0.28
Marg2 0.80 0.79 0.75 0.75 0.75 0.71 0.71 0.71 0.70 0.71 0.71 0.70 0.70 0.70 0.71 0.57 0.64 0.70
Marg3 0.78 0.77 0.72 0.72 0.72 0.68 0.68 0.68 0.67 0.68 0.68 0.67 0.67 0.67 0.68 0.60 0.60 0.67
Pacl 0.60 0.60 0.52 0.48 0.48 0.44 0.44 0.38 0.35 0.44 0.44 041 041 0.41 0.44 058 0.23 041
Pac2 0.63 0.62 0.51 0.51 0.51 0.42 0.55 0.51 0.49 0.42 0.42 0.39 0.39 0.39 0.42 0.54 0.36 0.39
Pac3 0.58 0.58 050 0.46 0.46 0.41 0.41 0.35 0.32 0.41 041 044 0.44 0.44 0.41 056 0.16 0.44
Pch1 0.60 0.59 0.47 0.47 0.47 0.36 0.55 0.51 0.49 0.36 0.36 0.32 0.32 0.32 0.36 0.54 0.36 0.32
Pch2 0.58 0.58 0.45 0.45 0.45 0.32 0.53 0.49 0.47 0.32 0.32 0.28 0.28 0.28 0.32 0.52 0.32 0.28
Pch3 0.56 056 0.42 0.42 0.42 0.28 0.55 0.51 0.49 0.28 0.28 0.23 0.23 0.23 0.28 0.54 0.36 0.23
PchAl 0.58 0.63 0.57 0.41 0.41 0.50 0.50 0.46 0.44 0.50 0.50 0.52 0.52 0.52 0.50 0.65 0.41 0.52
PchA2 0.60 0.65 059 0.44 0.44 0.52 0.48 0.44 0.41 0.52 0.52 054 0.54 0.54 0.52 0.64 0.38 0.54
PchA3 0.55 0.61 0.50 0.50 0.50 0.41 0.50 0.46 0.44 0.41 0.41 0.44 0.44 0.44 0.41 0.60 0.27 0.44
Rob1l 0.93 0.92 093 091 091 091 0.92 0.92 0.93 0.91 091 091 091 0.91 0.91 0.95 0.94 0.91
Rob2 0.93 0.92 093 091 091 091 092 0.92 0.93 0.91 091 091 091 091 0.91 0.95 0.94 0.91
Rob3 0.91 0.93 092 092 0.92 0.92 0.93 0.93 0.94 0.92 0.92 0.92 0.92 0.92 0.92 0.94 0.95 0.92
TypAl 052 0.52 0.35 0.35 0.35 0.16 0.54 0.54 0.53 0.16 0.16 0.23 0.23 0.23 0.16 0.53 0.41 0.23
TypA2 050 0.49 0.32 0.32 0.32 0.00 0.56 0.52 0.51 0.00 0.00 0.16 0.16 0.16 0.00 0.55 0.38 0.16
TypA3 0.41 0.40 052 052 0.52 0.59 0.69 0.69 0.69 0.59 0.59 0.61 0.61 0.61 0.59 0.75 0.67 0.61
Visarl 050 0.49 0.32 0.32 0.32 0.00 056 0.52 0.51 0.00 0.00 0.16 0.16 0.16 0.00 0.55 0.38 0.16
Visar2 0.54 0.53 0.38 0.38 0.38 0.23 0.59 0.56 0.54 0.23 0.23 0.28 0.28 0.28 0.23 0.55 0.44 0.28
Visar3 0.50 0.49 0.32 0.32 0.32 0.00 056 0.52 0.51 0.00 0.00 0.16 0.16 0.16 0.00 0.55 0.38 0.16
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Anexo 7. Matriz de similitud genética

GeiAl

GeiA2

GeiA3

GeiR1

GeiR2

GeiR3

GrC1

GrC2

GrC3

JBrackl

JBrack?2

JBrack3

Liml

Lim2

Lim3

Marg1l

Marg2

Marg3

0.00
0.22
0.22
0.45
0.51
0.48
0.63
0.55
0.55
0.37
0.55
0.61
0.58
0.58
0.58
0.53
0.77
0.75
0.58
0.58
0.56
0.54
0.53
0.51
0.56
0.58
0.49
0.92
0.92
0.92
0.46
0.43
0.48
0.43
0.48
0.43

0.00
0.32
0.50
0.52
0.48
0.63
0.56
0.56
0.43
0.55
0.61
0.62
0.62
0.62
0.53
0.78
0.76
0.59
0.58
0.57
0.55
0.53
0.51
0.60
0.62
0.54
0.92
0.92
0.92
0.46
0.44
0.48
0.44
0.48
0.44

0.00
0.50
0.55
0.44
0.61
0.52
0.52
0.38
0.55
0.58
0.56
0.56
0.56
0.49
0.76
0.74
0.56
0.55
0.54
0.51
0.49
0.47
0.54
0.56
0.46
0.93
0.93
0.91
0.41
0.38
0.48
0.38
0.44
0.38

0.00
0.45
0.46
0.73
0.68
0.68
0.49
0.45
0.56
0.70
0.70
0.70
0.64
0.82
0.81
0.68
0.68
0.69
0.65
0.64
0.63
0.69
0.70
0.64
0.92
0.92
0.91
0.62
0.60
0.57
0.60
0.63
0.60

0.00
0.55
0.73
0.71
0.71
0.55
0.55
0.61
0.73
0.73
0.73
0.68
0.82
0.83
0.71
0.69
0.71
0.69
0.68
0.66
0.71
0.73
0.67
0.92
0.92
0.92
0.65
0.64
0.58
0.64
0.64
0.64

0.00
0.63
0.59
0.59
0.52
0.38
0.48
0.67
0.67
0.67
0.53
0.76
0.76
0.59
0.58
0.60
0.55
0.53
0.51
0.65
0.67
0.60
0.92
0.92
0.91
0.51
0.48
0.62
0.48
0.52
0.48

0.00
0.37
0.37
0.65
0.69
0.71
0.68
0.68
0.68
0.59
0.60
0.56
0.63
0.63
0.62
0.60
0.59
0.57
0.67
0.68
0.62
0.91
0.91
0.90
0.49
0.51
0.72
0.51
0.55
0.51

0.00
0.00
0.58
0.66
0.69
0.62
0.62
0.62
0.49
0.66
0.63
0.56
0.55
0.54
0.51
0.49
0.47
0.60
0.62
0.54
0.92
0.92
0.91
0.35
0.38
0.67
0.38
0.44
0.38

0.00
0.58
0.66
0.69
0.62
0.62
0.62
0.49
0.66
0.63
0.56
0.55
0.54
0.51
0.49
0.47
0.60
0.62
0.54
0.92
0.92
0.91
0.35
0.38
0.67
0.38
0.44
0.38

0.00
0.55
0.51
0.64
0.64
0.64
0.56
0.79
0.77
0.61
0.61
0.60
0.58
0.56
0.54
0.62
0.64
0.56
0.93
0.93
0.92
0.50
0.48
0.48
0.48
0.52
0.48

0.00
0.43
0.71
0.71
0.71
0.63
0.81
0.80
0.64
0.66
0.65
0.64
0.63
0.61
0.69
0.71
0.67
0.91
0.91
0.92
0.60
0.58
0.61
0.58
0.61
0.58

0.00
0.75
0.75
0.75
0.65
0.82
0.81
0.69
0.69
0.69
0.66
0.65
0.64
0.73
0.75
0.69
0.91
0.91
0.91
0.63
0.61
0.66
0.61
0.64
0.61

0.00
0.00
0.00
0.49
0.71
0.68
0.38
0.51
0.35
0.51
0.49
0.51
0.16
0.00
0.35
0.94
0.94
0.94
0.54
0.52
0.59
0.52
0.56
0.52

0.00
0.00
0.49
0.71
0.68
0.38
0.51
0.35
0.51
0.49
0.51
0.16
0.00
0.35
0.94
0.94
0.94
0.54
0.52
0.59
0.52
0.56
0.52

0.00
0.49
0.71
0.68
0.38
0.51
0.35
0.51
0.49
0.51
0.16
0.00
0.35
0.94
0.94
0.94
0.54
0.52
0.59
0.52
0.56
0.52

0.00
0.68
0.64
0.32
0.29
0.36
0.17
0.00
0.17
0.51
0.49
0.42
0.93
0.93
0.95
0.36
0.32
0.66
0.32
0.39
0.32

0.00
0.23
0.64
0.66
0.65
0.68
0.68
0.68
0.71
0.71
0.67
0.95
0.95
0.93
0.70
0.71
0.84
0.71
0.71
0.71

0.00
0.60
0.65
0.61
0.65
0.64
0.65
0.69
0.68
0.64
0.94
0.94
0.92
0.67
0.68
0.82
0.68
0.70
0.68
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Anexo 7. Matriz de similitud genética.

— (V] o™

o o [a X8 o a o g g g 04 o 04 |2~ l} ﬁ\ S S S
0.00
0.36 0.00
0.16 0.39 0.00
0.36 0.33 0.39 0.00
0.32 0.29 0.36 0.17 0.00
0.36 0.33 0.39 0.24 0.17 0.00
0.41 0.53 0.38 0.53 0.51 0.49 0.00
0.38 0.51 0.35 0.51 0.49 0.51 0.16 0.00
0.35 0.44 0.31 0.44 0.42 0.39 0.31 0.35 0.00
0.94 094 094 0.92 0.93 0.92 0.93 0.94 0.93 0.00
0.94 094 094 0.92 0.93 0.92 0.93 0.94 0.93 0.00 0.00
0.95 0.95 095 0.95 0.95 0.94 0.93 0.94 0.93 0.78 0.78 0.00
0.46 0.45 0.44 0.39 0.36 0.32 0.52 0.54 0.44 091 0.91 0.92 0.00
0.44 0.42 041 0.36 0.32 0.28 0.50 0.52 0.41 091 0.91 0.92 0.16 0.00
0.67 0.69 0.65 0.67 0.66 0.64 0.57 0.59 0.63 0.93 0.93 0.91 0.61 0.59 0.00
0.44 0.42 041 0.36 0.32 0.28 0.50 0.52 0.41 091 0.91 0.92 0.16 0.00 0.59 0.00
0.48 0.36 0.46 0.42 0.39 0.36 0.54 0.56 0.46 0.92 0.92 0.92 0.28 0.23 0.62 0.23 0.00
0.44 0.42 041 0.36 0.32 0.28 0.50 0.52 0.41 091 0.91 0.92 0.16 0.00 0.59 0.00 0.23 0.00
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Anexo 8. Bandas monomorficas producidas.

Primer Banda Patron
E12-3CTG #149pb 11111..
CM16 #128pb 11111..
CM16 #116pb 11111..
Anexo 9. Andlisis de coordenadas principales.

Autovalores Valor Proporcion Proporcion
Lambda Acumulada
1 1.93 0.22 0.22
2 1.62 0.18 0.4
3 1.13 0.13 0.52
4 0.8 0.09 0.61
5 0.55 0.06 0.68
6 0.38 0.04 0.72
7 0.36 0.04 0.76
8 0.31 0.04 0.8
9 0.26 0.03 0.82
10 0.21 0.02 0.85
11 0.17 0.02 0.87
12 0.15 0.02 0.88
13 0.13 0.01 0.9
14 0.12 0.01 0.91
15 0.1 0.01 0.92
16 0.07 0.01 0.93
17 0.07 0.01 0.94
18 0.07 0.01 0.95
19 0.07 0.01 0.95
20 0.06 0.01 0.96
21 0.05 0.01 0.97
22 0.05 0.01 0.97
23 0.04 4.40E-03 0.98
24 0.04 4.00E-03 0.98

53 Autovalores no mostrados
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Anexo 10. AMOVA sin muestras de C. canephora.

Fuente de  Grados de Sumade  Componentes Porcentaje de
variacion Libertad Cuadrados de varianza variacion
Entre 16 229.608  3.94363 Va 61.02
variedades
Dentro de 34 85667  2.51961Vb  38.98
variedades
Total 50 315.275 6.46324

indice de Fijacion FST: 0.61016
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