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RESUMEN

El café es fundamental para muchas familias agricultoras del Pert y sirve como principal
fuente de ingresos y desarrollo, en los Ultimos afios ha ido obteniendo mayor reconocimiento
a nivel internacional; sin embargo, existen algunos problemas por atender como baja
rentabilidad, problemas fitosanitarios, entre otros. Estos problemas pueden ser mitigados con
el uso del material vegetal adecuado. Este estudio buscé evaluar la diversidad y estructura
genética del café proveniente de las principales regiones productoras como Cajamarca,
Amazonas, Junin, Pasco, Ucayali y Huanuco. Se trabajo con 169 muestras de la coleccion
de germoplasma de café del INIA y con marcadores moleculares tipo SSR marcados con
cola M13, ademas se emplearon tres muestras de ADN de Coffea liberica, Coffea canephora
y el hibrido S288 como outgroup. Se identifico un total de 70 alelos, con una media de 5.3
alelos por locus y rangos desde 117 hasta 488 pb. Cuatro de los marcadores empleados
reportaron un PIC alto, demostrando su utilidad para este tipo de estudios. EI promedio de
la heterocigosidad observada fue 0.537 y la esperada fue 0.517. Los valores de Fst obtenidos,
indicaron un bajo grado de diferenciacion genética entre las regiones evaluadas, el mayor
valor de Fst fue de 0.151 correspondiente a la region Ucayali y el outgroup. El anélisis
AMOVA permitio determinar una alta variacion genética dentro de los grupos evaluados,
regiones y variedades, y una baja variacion entre estas. En el analisis de estructura genética
con enfoque bayesiano, se encontré un K=5 empleando todos los loci, pero al retirar los loci
con una frecuencia elevada de alelos nulos se obtuvo un K=3, ambos resultados no muestran
una asociacion correspondiente a las regiones de origen de las accesiones ni a las
denominaciones varietales; sin embargo, permitié determinar una marcada diferenciacion

entre las muestras de arabica y no arabica.

Palabras clave: Coffea arabica, marcador, microsatélite, diversidad, poblacion, variedades.



ABSTRACT

Coffee is essential crop for many farmers in Peru and acts as main source of income and
development, over the last years coffee has been gaining more recognition worldwide.
However, there are still some remaining problems that need attention, such as low revenue,
phytosanitary issues, among others. Those problems can be mitigated by the use of proper
germplasm. The genetic diversity and genetic structure of coffee from some of the main
peruvian coffee producer’s regions (Cajamarca, Amazonas, Junin, Pasco, Ucayali y
Huénuco) was evaluated, 169 individuals from the INIA’s collection were amplified via PCR
with a set of 15 pairs of microsatellite markers labelled with a M13-tag and three DNA
samples from C. canephora, C. liberica and the hybrid S.288 (C. arabica x C. liberica) were
used as outgroup. A total of 70 different alleles were found, with an average of 5.3 alleles
per locus and ranges from 117 to 488 bp. M32, SSR03, SSRCal8 and M20 markers showed
PIC values above 0.5 showing their utility for his kind of studies, the average observed
heterozygosity was 0.537 and the average expected heterozygosity was 0.517, the Fst
indexes showed low degree of genetic differentiation among the evaluated regions, the
highest Fst value was 0.151 obtained between Ucayali region and the outgroup. The analysis
of molecular variance (AMOVA) showed a high variation within groups formed by regions
and varieties, and low variation between those groups. In the Bayesian analysis of genetic
structure, a value of K=5 was found using all the loci, but, when retiring from the analysis
loci with high null allele frequencies, the value of K reduced to K=3, both results do not
show association between the origin regions of the samples nor to varietal denominations,

however, it showed separation between Arabica and non-Arabica individuals.

Keywords: Coffea arabica, microsatellite marker, diversity, population, varieties.



. INTRODUCCION

El café es uno de los cultivos comerciales mas relevantes a nivel mundial, no solo por los
volimenes de venta, sino también por la gran cantidad de personas involucradas que
dependen de este cultivo alrededor del mundo (Syafaruddin et al. 2014). A nivel global los
principales paises productores de café son: Brasil, Vietnam, Colombia y Etiopia
(AMECAFE, 2017).

Pert en el afio 2017 ocupd el octavo lugar a nivel mundial como pais exportador de este
producto, con 3.946 millones de sacos de 60 kg (ICO, 2018). A nivel nacional, el café se
ubica en los primeros lugares de las exportaciones agricolas y también dentro de los 10
primeros productos de exportacion después de algunos minerales, petréleo, gas natural,
harina de pescado, entre otros. Ademas, de acuerdo con el Plan Nacional de accion del café
(MINAGRI, 2017) el Peru se encuentra en el segundo lugar como productor y exportador de

café organico a nivel mundial.

La calidad del café peruano cuenta con buen reconocimiento y gran aceptacion a nivel
internacional, se estima que en el Peru el cultivo de café es el sustento econdmico de mas de
223 mil familias involucradas (MINAGRI, 2017) y se reportan ingresos de exportaciones de
$ 703,408.3 (Délares americanos) como valor FOB (Free on Board) para el afio 2017, el
precio FOB se refiere al valor de la mercancia cuando esta se encuentra en el puerto de
embarque (Camara Peruana de café y cacao, 2019). Si bien el café es un cultivo de gran
importancia social y econdmica, el escenario nacional actual presenta baja rentabilidad,;
problemas fitosanitarios sin atencién; aumento de escasez hidrica; carencia de un adecuado
manejo agronomico (JNC, 2016). Sumado a estas probleméticas se encuentra la
denominacion incorrecta de variedades y/o mezcla de éstas, causada posiblemente por el
ingreso informal de germoplasma; transferencia de material de diferentes zonas cafetaleras
y en menor medida por segregacion y polinizacion cruzada, posibilitada por el uso de
diferentes variedades en areas pequenas (Blas et al., 2011).



Ante la gran importancia del café en el Peru, es necesario determinar la diversidad genética
presente en los cafetos provenientes de las principales regiones productoras del pais a través
del empleo de marcadores moleculares y con la informacién generada servir de base para
poder hacer uso del material vegetal en programas de mejoramiento que puedan mitigar los
efectos que causan principalmente los problemas fitosanitarios y de estrés abiético. Con el
uso de material genético con buenas caracteristicas agronémicas y el manejo adecuado, se

podria contribuir a garantizar la sostenibilidad econdmica en el sector cafetalero peruano.

En el presente trabajo de investigacion se emplearon muestras provenientes de algunas de
las principales regiones cafetaleras en Perl como: Cajamarca (21.04%), Amazonas
(12.94%), Junin (18.77%), Pasco (6.58%), Ucayali (3.47%) y Huanuco (3.40%), estas
regiones en conjunto representaron 66.21% del total de la produccion de café pergamino
para el afio 2021 (JNC, 2022).

Para el fin del estudio, se requirié obtener ADN gendmico de café de buena calidad para
generar un proceso de amplificacién multiplex con marcadores moleculares tipo SSRs
(Simple Sequence Repeats) basados en secuencias simples repetidas, que permitan reducir

tiempo y costos en contra parte a la amplificacion individual.

El uso de marcadores genéticos basados en polimorfismos de ADN (&cido
desoxirribonucleico) son una alternativa para la determinacion de la diversidad genética
debido a que estos marcadores no se ven influenciados por el ambiente (Blas, 2010; Sanchez,
2017). Sin embargo, el empleo complementario de marcadores morfoldgicos, a pesar de
verse influenciados por el ambiente, enriquecen en gran medida la data generada en la
busqueda de caracterizar y obtener la mayor informacion del material vegetal para su

potencial uso.

El objetivo del presente estudio consistio en analizar la diversidad y estructura genética del
cultivo de café de algunas de las principales regiones productoras del pais, mediante el uso

de marcadores moleculares tipo SSRs 0 microsatélites.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Elcafé

2.1.1. Aspectos generales

El café es uno de los productos agricolas mas valiosos, generador de importantes fuentes de
divisas para muchos paises y se comercia en los principales mercados de materias primas y
de futuros en donde se realizan contratos de compra o venta en una fecha futura con un
precio ya acordado, como los de Londres y Nueva York (International Coffee Organization,
s.f.). El café comercial se origina principalmente de Coffea arabica, en menor medida de C.
canephora y en cantidades muy pequefias de C. liberica (Ledn, 2000). C. arabica pertenece
a la familia Rubiécea y debido a que resalta ampliamente desde el punto de vista mercantil,

es la especie mas importante de esta familia a nivel econémico.

Gran parte de las especies de café son diploides, pero C. arabica (arabica) es tetraploide y
posee 4 x 11 = 44 cromosomas, el doble que C. canephora (robusta). Las plantas de arabica
son autdgamas, aunque hay la posibilidad de alogamia en un porcentaje minimo, estas
plantas se propagan por semillas usualmente en alméacigos. Mientras que las plantas de
robusta son alégamas es decir son autoestériles y requieren polinizacion cruzada para el
desarrollo de semilla, debido a esto dichas plantas usualmente se propagan por esquejes. A
diferencia de las plantas de arabica, las robustas se desarrollan mejor a menores altitudes,
resiste elevadas temperaturas y precipitaciones. Ademas, son mas resistentes a plagas y

enfermedades, de ahi viene el nombre comun de “robusta” (Clarke, 2003).

a. Origen del Café

El café tiene como lugar de origen a Etiopia, donde aln es posible encontrarlo en estado
silvestre. No se conoce la fecha exacta del inicio del cultivo, pero se presume que podria
haberse dado a comienzos del siglo VIII. El cultivo se mantuvo como exclusivo para los
arabes cercanos al Mar Rojo y posteriormente se expandio a la actual Yemen (Anthony et
al., 1999).



El descubrimiento de las propiedades estimulantes de las semillas de café puede deberse al
antiguo habito de masticarlas, para posteriormente conllevar a la preparacion de bebidas y
luego la extension del uso moderno del café como estimulante, gracias al contenido de

cafeina en sus semillas (Ledn, 1987).

Ledn (1987) menciona que la expansion del café hacia Arabia desde Etiopia se dio durante
la edad media y es a fines del siglo XVIII que se introduce a Java de Yemen. Mientras que
Chevalier y Dagron (1928), citado por Anthony et al. (1999) indican que la introduccién del
café al continente americano se inici6 en el siglo XVIII, con plantas enviadas desde los
jardines botanicos de Amsterdam y Paris hacia lo que hoy es Surinam y Las Antillas.
Rapidamente fue migrando hacia la Guyana Francesa y la Guyana Holandesa, para

finalmente llegar a Brasil en 1727.

El café llegd a la selva central del Per( traido por migrantes europeos, especialmente
italianos, esto debido a la colonizacion. También comenzaron a cultivar otras especies
tropicales como la cafia de azlcar, el cacao y la coca (Julca et al., 2010). Asimismo, se
menciona que el café fue introducido en el afio 1760 desde Guayaquil hacia Huanuco (JNC,
2016)

b. Produccién de café en el Peru

En el afio 2019 se reportaron 370,000 hectareas de café de las 425,000 registradas en el censo
Nacional Agropecuario del 2012, distribuidas en 210 distritos rurales ubicados en 10
departamentos. Junin es la region cafetalera tradicional, pero actualmente Amazonas y San
Martin conforman el 42% de la produccion nacional mientras que Junin representa un 18.8%
(JNC, 2021). En el Peru, se produce casi exclusivamente café arabica y la variedad Tipica
corresponderia al 70% de la produccion, seguida por Caturra con 20% y un 10%
correspondiente a otras variedades. La densidad de siembra promedio corresponde a unas
2,000 plantas por hectéarea y el 70% de las areas de cultivo se sitlan a una altura comprendida
entre los 1,000 y 1,800 m.s.n.m. El rendimiento promedio de café en el Per( en campafa
comercial 2019/2020 se estimo en unos 752 kilogramos por hectarea, aproximadamente 16
quintales (JNC, 2020).



La produccion de café en el Pert es manual, es decir, no tecnificada y la cosecha se realiza
de forma selectiva o escalonada conforme a la maduracion del fruto, por lo cual solo cerezos
maduros seran cosechados, luego como parte del proceso poscosecha se puede optar por un
beneficio “natural” o seco donde se procede a secar los cerezos para su posterior trillado o
remocion de la pulpa, mientras que en el beneficio himedo se realiza un despulpado
inmediatamente después de la cosecha, luego pasa a un proceso de fermentacion donde se
produce la descomposicién del mucilago que cubre el pergamino del café, luego se lava
para separar el mucilago y finalmente se realiza el secado, el beneficio himedo es el més
empleado en el Peru. Para el proceso de secado, algunos caficultores optan por secarlo
directamente al sol en pisos de cemento o lozas cubiertas de plastico, otros hacen uso de
secadores solares. Finalmente, existe otro método de secado de manera artificial en
secadores de café, empleando temperaturas que no sobrepasen los 50°C para evitar la
cristalizacion de los granos, la humedad del grano que se busca con el proceso de secado se
encuentra entre 10% y 12% (UNALM, 2013).

c. Clasificacion Taxonémica APG IV (The Angiosperm Phylogeny Group, 2016)
Clado: angiospermas (Angiospermae)

Clado: mesangiospermas (Mesangiospermae)
Clado: eudicotiledoneas (Eudicotyledonae)
Clado: gunnéridas (Gunneridae)

Clado: pentapétalas (Pentapetalae)

Clado: superastéridas

Clado: astéridas

Clado: euastéridas (geniacidas)

Clado: lamidas

Orden: Gentianales

Familia: Rubiaceae

Género: Coffea

Especie: Coffea arabica L.



2.1.2. Aspectos botanicos

a. Familia Rubiaceae

La familia Rubiacea incluye individuos de distintos portes, comprendiendo desde herbaceas
hasta arboreas. Si bien el café es el cultivo més importante de esta familia, también podemos
encontrar a la quina, especie utilizada como planta medicinal. Los individuos de esta familia
poseen céliz y corola regulares con piezas unidas, los pétalos forman una estrella, la parte
inferior de la corola forma un tubo y de ella salen los estambres. El ovario generalmente es
bilocular, aunque pueden presentar mas léculos. Entre los frutos podemos encontrar bayas,
capsulas y drupas (Ledn, 2000).

b. Coffea arabica

El porte de C. arabica se caracteriza por presentar dimorfismo de ejes, de ahi viene el
caracteristico eje vertical u ortotropico de donde se desprenden los ejes laterales o
plagiotropicos, este dimorfismo se puede encontrar en las especies del género Coffea, las
ramas ortotropicas muy raramente forman inflorescencias, mientras que las ramas
plagiotropicas son las que llevan las yemas florales. Debido a este dimorfismo en las ramas,
la planta al crecer toma una forma piramidal o conica, este porte no corresponderia al de un
arbusto, pero generalmente se le denomina asi. No es comun encontrar plantas con su porte
natural, ya que estas son podadas como medidas de manejo agrondmico del cultivo,

facilitando asi también la recoleccion de semillas (Ledn, 2000).

Las hojas tienen disposicién opuesta en las ramas plagiotropicas y la ldmina levemente
coriacea y los margenes un poco ondulados, poseen forma variada de eliptica a lanceolada,
con tamafios que van desde 12 a 24 cm de largo por cinco a 12 cm de ancho. En el envés de
las hojas, en el angulo formado por la nervadura central y las secundarias, se forma una
pequefia cavidad con entradas de forma irregular denominadas domacias, se desconoce la

funcion de estas cavidades y en ellas se alojan acaros muy pequefios (Leo6n, 1987).

La formacién de las flores se da en las yemas localizadas en las axilas foliares, en los nudos
de las ramas. Cada nudo de una rama posee dos axilas foliares opuestas en las cuales se

forman de tres a cuatro yemas y de cuatro a cinco flores en cada una (Arcila, 2007). Las



flores se abren en las primeras horas de la mafiana, las anteras desprenden polen antes de la
antesis y como en C. arabica no hay mecanismos conocidos de autoesterilidad, se asume

que la autofecundacion ocurre normalmente (Ledn, 1987).

El fruto del café es una drupa de forma esférica la cual esta compuesta de dos semillas
planoconvexas, en el caso una aborte se forma el grano de café “caracolillo” el cual pierde
su lado plano y pasa a ser redondo (Nosti, 1963; citado en Vargas, 2017). El epicarpio y
mesocarpio conforman lo que se conoce como “pulpa”, y el endocarpo es el “pergamino”
que una vez alcanzada la maduracion se separa y recubre la semilla; también podemos
encontrar una pelicula plateada delgada (tegumento seminal) que recubre el grano, la cual se
desprende al momento del tostado. La epidermis del fruto toma coloraciones verdosas,
amarillas, rojizas e incluso violaceas o negras dependiendo de las variedades y el grado de
madurez (Leon, 1987; Arcila, 2007).

2.1.3. Variedades de cafe

Dos de las principales variedades de C. arabica son: a) Tipica, esta variedad fue cultivada
en jardines botanicos holandeses y de alli fue llevaba por franceses al Caribe, posteriormente
a paises centroamericanos y sudamericanos. b) Bourbon, esta variedad fue cultivada y
mantenida en las islas Bourbon o Reunion (Puerta, 1988). Ambas variedades han dado origen
a muchas variedades comerciales, ya sea por mutacion, cruzamientos espontaneos o
inducidos.

e Tipica: Considerada como una de las bases del desarrollo de la caficultura en
América central, esta variedad posee forma cénica y un porte alto pudiendo llegar
hasta los cuatro metros. Tiene un solo tronco vertical y ramas laterales que forman
un angulo de 50 a 70 grados. Su fruto es alargado, grande y de maduracion tardia. Es
considerada como una variedad de bajo rendimiento, tiene un comportamiento bienal
y es susceptible a la roya. A pesar de su bajo rendimiento es una variedad muy
considerada por su alta calidad de taza (ANACAFE, 2016).

e Bourbon: Posee una forma cénica menos acentuada que la variedad Tipicay presenta
un rendimiento superior en 20% a 30% comparado con esta, Sus ramas primarias
forman un angulo de 45 grados con el eje principal. Es una variedad precoz en

maduracion por lo cual las cerezas tienen riesgo de caerse frente a fuertes vientos o



lluvias, tiene un porte alto llegando a los tres metros y es susceptible a roya. Posee
una excelente calidad de taza (ANACAFE, 2016).

Caturra: Es una mutacion natural de la variedad Bourbon descubierta en Brasil, posee
un porte bajo de aproximadamente 1.80 metros, las ramas jévenes forman un angulo
de 45 grados con el eje principal y posee entrenudos cortos, tiene maltiples ramas
secundarias dandole una apariencia compacta. Sus frutos tienen una maduracién
precoz, es demandante en manejo y fertilizacion. Posee una excelente calidad de taza
(ANACAFE, 2016).

Maragogipe: Mutacion natural de tipica descubierta en Brasil, posee un porte méas
alto que el de Tipica y Bourbon, sus ramas laterales forman un angulo de 75 grados
con el eje central. Tiene bajo rendimiento, pero una muy buena calidad de taza.
Presenta susceptibilidad a roya. Se adapta mejor a zonas comprendidas entre los
1,300 a 1,800 m.s.n.m (ANACAFE, 2016).

Catimor: Es el nombre que se les da a las variedades provenientes del cruce de
Caturra e Hibrido de Timor CIFC 832/1. En general son variedades muy productivas
y demandantes en el manejo, principalmente en la fertilizacion. Poseen resistencia a
la roya, conferida gracias al Hibrido del Timor. Algunas variedades como CR95 o
Lempira han reportado perdida de la resistencia a la roya en los paises donde han
sido generados (Costa Rica y Honduras). Los catimores muestran susceptibilidad a
la enfermedad denominada como ojo de gallo, la cual tiene como agente causal a
Mycena citricolor (ANACAFE, 2016).

Catuai: Proviene del cruce artificial realizado en Brasil entre la variedad Mundo novo
y Caturra. Tiene un porte bajo con un promedio de 2.25 metros, sus ramas laterales
forman un angulo de 45 grados con el eje principal. Es muy vigorosa y sus frutos
poseen maduracion tardia, pero estos no se desprenden con facilidad lo cual es
ventajoso en zonas lluviosas. Posee excelente calidad de taza, alto rendimiento y es

susceptible a la roya (WCR, s.f.).



Mundo Novo: Originada en Brasil por un cruce natural entre la variedad Sumatra
(Tipica) y la variedad Bourbon. Posee un porte alto de hasta tres metros, sus ramas
laterales forman un angulo de 45 grados con el eje principal. Es muy vigorosa y sus
frutos poseen maduracion tardia, los frutos son medianos con coloracion roja o
amarilla. Tiene buen comportamiento en alturas entre 1,070 a 1,680 m.s.n.m. Tiene
una excelente calidad de taza y es susceptible a la roya (ANACAFE, 2016).

Pache: Es una mutacion natural de Tipica, que le confiere enanismo. Tiene buena
calidad de taza y un rendimiento medio. Se adapta bien a alturas mayores a los 1,200
m.s.n.m., es susceptible a laroya (WCR, s.f.). Existe una variedad denominada Pache
Colis, la cual se presume proviene del cruce entre las variedades Pache y Caturra,
posee una altura menor que Pache, presenta cierta tolerancia a la enfermedad
denominada como Phoma, pero es susceptible a roya y al ojo de gallo (ANACAFE,
2016).

Pacamara: Proviene del cruce de Pacas y Maragogipe, realizado por el Instituto
Salvadorefio de Investigacion del Café (ISIC). Tiene un porte bajo como el de Pacas,
entrenudos cortos y buen rendimiento. Posee excelente calidad de taza y tiene
potencial de muy buen rendimiento, es susceptible a roya. También posee frutos
grandes y alargados similares a los de Maragogipe. Se adapta muy bien en alturas
entre 1,000 a 1,500 m.s.n.m (WCR, s.f.).

Colombia: Es una variedad de café resistente a la roya, producida por el Cenicafé en
1980 proveniente del cruce de Caturra con el Hibrido de Timor, lo cual lo hace
pertenecer al grupo de los catimores, tiene mucha similitud en tamafio y forma con
la variedad Caturra. Es una variedad compuesta o multilinea seleccionada en base a
su resistencia a roya, buena adaptacién, alto rendimiento y excelente calidad de taza.
Posee resistencia vertical y horizontal frente a la roya, por lo cual esta es méas

duradera en el tiempo (Cenicafe, 2000).

Castillo: Fue liberada en el afio 2005 por la Federacion Nacional de cafeteros de

Colombia, es de porte bajo, posee alto rendimiento y excelente calidad de taza. Para



su generacién se empled la misma estrategia que la utilizada para dar origen a la
variedad Colombia, por lo cual posee una resistencia a roya mas duradera. También
se generaron variedades regionales, seleccionadas segin su adaptacion y
comportamiento sobresaliente en regiones especificas, por lo que también se pueden
encontrar siete variedades regionales: Castillo Naranjal, Castillo Paraguaicito,
Castillo Santa Barbara, Castillo Pueblo Bello, Castillo El Rosario, Castillo La
Trinidad y Castillo El Tambo (ANACAFE, 2016).

e Villa Sarchi: Originada a partir de una mutacion natural de Bourbon, fue
seleccionada a través de generaciones sucesivas por el Instituto de café de Costa Rica
(ICAFE). Es de bajo porte, posee buena calidad de taza y rendimiento. Es susceptible
a laroya (WCR, s.f.).

e Costa Rica 95: Es un catimor proveniente del cruce de Hibrido de Timor 832/1 y
Caturra, posee bajo porte, alta productividad y buena adaptabilidad en alturas entre
800 a 1,400 m.s.n.m. Actualmente se ha reportado la perdida de resistencia a la roya
en Costa Rica, asi como el caso de pérdida de resistencia de la variedad Lempira en
Honduras (WCR, s.f.).

2.1.4. Diversidad Genética molecular

La diversidad genética esta considerada como el componente mas basico de la biodiversidad
y esta conformada por las variaciones genéticas; que son heredadas y que suceden en cada
organismo; entre los individuos que conforman una poblacion y entre las poblaciones dentro
de una especie en condiciones mas o menos estables. Ademas, la diversidad genética esta
influenciada por factores ambientales que son responsables de que los individuos de una

especie difieran en caracteristicas fenotipicas (Rimieri, 2017; Sevilla y Holle, 2004).

La informacidn sobre la diversidad genética de los cultivos es fundamental y hay distintas
maneras de evaluarlo. A lo largo del tiempo se han usado como descriptores a los rasgos
morfoldgicos con el fin de cuantificar la variabilidad genética. Si bien es una herramienta
muy util para la seleccion de genotipos para mejoramiento, pueden mostrar ciertas limitantes

debido a su numero y a que pueden ser modificadas por factores ambientales y ser
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controladas por genes con efectos pleiotropicos o epistaticos (Jiménez, 2006; como se citd
en Allende, 2017).

a. Marcadores Moleculares

Los marcadores moleculares son secciones del ADN que se pueden localizar e identificar
con precision. Se puede analizar de ADN proveniente del nucleo, del cloroplasto o de las
mitocondrias. Para que estos marcadores sean de utilidad, deben encontrarse distribuidos en
todos los cromosomas. Los marcadores moleculares se fundamentan en dos técnicas basicas:
las enzimas de restriccion y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). (Sevillay Holle,
2004).

Estos marcadores posibilitan la identificacién o diferenciacién de genotipos, tienen una
locacién cromosomica fija y pueden presentar diversas variantes o alelos que determinan su
elevado polimorfismo. Son una herramienta ampliamente utilizada en estudios filogenéticos,
variabilidad genética de poblaciones, mapas gendémicos, entre otros (Paredes, 2013). Los
marcadores moleculares tipo RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphisms), RAPDs
(Random Amplified Polymorphic DNA) y AFLPs (Amplified fragment length
polymorphisms), no necesitan de conocimiento previo del genoma a analizar, mientras que
los SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) y SSRs (Simple Sequence Repeats) si lo

requieren.

El uso eficiente de los recursos fitogenéticos estd enteramente ligados a su adecuada
caracterizacion. Historicamente estas se han realizado utilizando descriptores fenotipicos,
principalmente de tipo morfologico o agronémico. Esto ha permitido diferenciar muchos
materiales, desafortunadamente en algunos casos estas diferenciaciones no han sido muy
precisas, debido a la interaccidn del genotipo con el ambiente (Brown, 1979 y Glotieb, 1977.
citado en CATIE, 1995).

Como menciona Becerra y Paredes, (2000) citado por Allende (2017), los marcadores
moleculares se han convertido, en los Gltimos afios, en herramientas complementarias muy
importantes para los estudios de diversidad y de mejoramiento, ademas de permitir alcanzar

los objetivos de mejora de manera mas rapida.
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La identificacion genética con el uso de marcadores moleculares permite un uso 6ptimo de
los recursos de los bancos de germoplasma y de colecciones nucleares para fines de
mejoramiento. El uso de softwares adecuados para estos analisis facilita al mejorador tener
una base idénea para la seleccion de individuos como progenitores, ya que se analiza la
proximidad o divergencia genética entre estos. Optimizando asi los cruzamientos y la

obtencion de hibridos con las caracteristicas de interés en menor tiempo (Blas et al., 2011).

b. Polimorfismos

Se considera que hay polimorfismos cuando estan presentes formas alternativas de un mismo
gen para una poblacién determinada y de haber un mayor namero de alelos, mayor es el
polimorfismo. Cuando un alelo en un locus para una determinada poblacion se presenta en
una frecuencia mayor al uno por ciento, ésta se denomina polimorfico. Un polimorfismo es
considerado neutro si su presencia 0 ausencia no confiere una ventaja o desventaja al
individuo (Salazar et al., 2013). Los polimorfismos confieren variacion alélica entre los
individuos. Existen varios tipos de polimorfismos como las inserciones, las deleciones y los

cambios de nimeros en secuencias repetidas, donde se encuentran los microsatélites.

c. Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)

Blas (2010) describe la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) como una reaccion ciclica
dirigida enziméaticamente, que permite la amplificacion in vitro de un segmento de ADN, el
cual esta ubicado dentro de dos regiones cuyas secuencias ya se conocen. Se hace uso de dos
oligonucle6tidos (10-30 nucledtidos), los cuales flanquean el segmento de interés. Estos
oligonucle6tidos o primers, se hibridan a las partes terminales de una secuencia especifica
de la cadena de ADN Yy se efectta la amplificacion por medio de la ADN polimerasa. Los
componentes para la realizacion de la PCR son: ADN polimerasa, ADN molde,
Desoxinucleotidos, amortiguador o buffer, Cloruro de magnesio y oligonucleétidos

(primers).

Los ajustes en cantidades de componentes y tiempo han permitido que se desarrollen
diversas variantes de este método, como la PCR-multiplex, donde con una sola reaccion se

puede amplificar diferentes regiones de interés (Bolivar et al., 2013).
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d. Marcadores Moleculares empleados en café

Entre los trabajos desarrollados en café, Maluf et al., (2005) realizaron un estudio de
diversidad con el uso de marcadores RAPDs y con cultivares de café del IAC (Instituto
Agronomico de Campinas), donde reportaron un bajo polimorfismo entre el material de C.
arabica trabajado. En Per(, se realizé un estudio de diversidad de café, basado en
marcadores moleculares tipo RAPDs, con material de Villa Rica realizado por Palomino et
al., (2014), en el cual reportaron un bajo grado de diversidad genética atribuido a la biologia
reproductiva autdgama y al proceso de establecimiento del cultivo en el pais a través de

pocos individuos.

Adicionalmente, Steiger et al., (2002) evaluaron la diversidad genética de 61 accesiones,
compuestas por C. arabica y dos especies diploides del género Coffea, con marcadores
moleculares tipo AFLP, estas accesiones estaban compuestas por seis cultivares, los cuales
reportaron un promedio de similaridad genética de 0.93 entre los cultivares de C. arabica y
un promedio de 0.54 con C. canephora. En otros estudios, Anthony et al., (2002), Cubry et
al., (2008) y Geleta et al., (2012), reportaron un bajo polimorfismo en las muestras de café
cultivado analizadas, usando marcadores moleculares tipo microsatélites SSRs. Estos
resultados coincidieron con el trabajo reportado por Blas et al., (2011), que obtuvieron con
los marcadores moleculares SSR y un polimorfismo ligeramente mayor con el uso de
marcadores tipo AFLP. Ante lo mencionado, la baja variabilidad podria atribuirse a la
caracteristica autdgama de C. arabica y que las variedades cultivadas en el Peru tienen un
origen geografico comun. Entre los trabajos més recientes, como el realizado en Costa Rica
por Sanchez (2017), reportd un PIC (Polymorphism Information Content) de 0.5183 con el

uso de marcadores tipo SSR y muestras de café arabica.

Diversos estudios han demostrado la baja diversidad genética de arabica comparado con
robusta, esto es debido a su comportamiento autbgamo, a su evolucion histérica y a su
domesticacion, esto se ve representado en la falta de genotipos resistentes a distintas plagas
y enfermedades. En América la base genética es aun mas estrecha ya que esta representa
solo a un subconjunto total de arabica debido a la introduccion de pocos individuos. Por ello
es de mucha importancia la obtencién de individuos con resistencia a plagas y enfermedades

para asegurar una produccién sostenible. (Geleta et al., 2012).
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e. Marcadores microsatélites (SSR)

Los marcadores moleculares microsatélites, tambien llamados simple sequence repeats
(SSRs) o short tAndem repeats (STRs), son secuencias de ADN las cuales estan conformadas
por uno a seis nucledtidos que se repiten en tandem y generalmente las repeticiones de dos
nucledtidos son las mas comunes (Hamad, et al., 1982, citado por Blas 2010). Los SSRs han
sido reportados en muchas especies vegetales, incluyendo el café (Combes et al., 2000;
Baruah et al., 2003; Maluf et al., 2005; Vieira et al., 2010; Sanchez 2017). Estos son
utilizados como marcadores para multiples aplicaciones debido a su naturaleza codominante;
extensiva cobertura del genoma; alta reproducibilidad, costo accesible y baja demanda
técnica (Onysk y Boczkowska, 2017). Ademas, otra de las ventajas de los SSRs es la
automatizacion, como la que se puede realizar por medio de un analizador genético; donde
se realiza la electroforesis capilar que permite la separacion de fragmentos amplificados por
su tamafio (pb) y por los fluoroforos utilizados; de este modo facilitando la deteccién de los

alelos.

f.  Electroforesis capilar

La electroforesis es la separacién de moléculas en un campo eléctrico, esta se da en un medio
liquido y una matriz porosa usualmente un gel como los de agarosa. Esta separacion depende
del tamafio de la particula o fragmento de ADN, por lo cual fragmentos mas grandes
migraran mas lentamente y viceversa. Esta técnica es usada para separar e incluso purificar
macromoléculas, la migracion de &cidos nucleicos se da del electrodo negativo (catodo) al
positivo (&nodo) (Blas et al., 2011). Por su parte la electroforesis capilar se basa en el mismo
principio de la electroforesis en agarosa, donde se separan moléculas grandes y pequefias
con diferentes velocidades de migracion bajo la accion de un campo eléctrico, pero en este
caso, se realiza a través de un capilar de un didametro bastante pequefio (10-200 pm). Dentro
de las ventajas que posee, destaca su gran capacidad de resolucion con lo cual permite
diferenciar con mayor precision el tamafio de los productos o fragmentos a migrar, elimina
la necesidad de la utilizacion de un gel de soporte como medio, tiene una disipacion de calor
muy efectiva y es viable el uso de altos voltajes para conseguir una reduccion en el tiempo

del proceso (Osatinsky, 2007).

Durante la migracion de los fragmentos al electrodo positivo, un laser incide en ellos,

ocasionando la emision de fluorescencia por parte de los fluor6foros. Las sefiales son
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detectadas por una cdmara CCD (Charge-coupled device), las cuales se basan en la
conversion de sefiales luminosas a sefiales eléctricas. Estas sefiales se pasan a formato digital

para su visualizacion en forma de picos a través de un electroferograma (Via y Rada, 2015).

g. ColaM13

Para analizar el tamario de los productos de PCR mediante electroforesis capilar, es necesario
el marcaje de los primers con tintes fluorescentes. Pero, esto puede incrementar
considerablemente los costos del analisis ya que se necesitan probar muchos primers y no
todos serén polimorficos en los individuos evaluados, ademas se debe considerar que dichos
primers seran usados solo para algunas reacciones y luego al no darles mas uso seran
refrigerados hasta su perdida (Schuelke, 2000). Esto se puede superar con la adicién de una
cola M13 la cual es como menciona David (1993), una secuencia derivada de un vector

bacterial.

El uso de la cola M13 afadido en el extremo 5 del primer forward, el primer reverse
correspondiente y la misma cola M13 marcada con fluorescencia, nos permite obtener el
producto amplificado marcado con fluorescencia, para esto se debe hacer uso de menor
cantidad de primer forward con cola M13 ya que en los primeros ciclos de la PCR se generara
el producto esperado y posteriormente al agotarse el primer forward, la cola M13
fluoromarcada trabajara como dicho primer para los siguientes ciclos de amplificacion, de
esta manera el producto amplificado contara con fluorescencia (Onysk y Boczkowska,
2017).

2.1.5. Estimacion de la Diversidad genética

a. Variabilidad genética

La variabilidad genética alude a la variacidn en los genotipos de una poblacién o especie.
Esta variacion es la base de la evolucion ya sea guiada por seleccion natural o por deriva
génica. Los estudios de variacion genética han permitido conocer mejor la diversidad
bioldgica, las relaciones filogenéticas, historia evolutiva, entre otros (Tomasco y Lessa,
2015).
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Frecuencia alélica: también conocida como frecuencia génica, determina las frecuencias de
los genotipos individuales en una poblacién mediante la proporcion relativa de alelos y se
expresa mediante el porcentaje o la unidad (Hernandez y Trejo, 2014).

#alelos observados
#total de alelos

f(4) =

Heterocigosidad observada: se refiere a la proporcion de individuos heterocigotos
observados entre el total de individuos evaluados en un locus determinado (Frankham et al.,
2002).

H(obs) = 1 — Xfrecuencias

Heterocigosidad esperada: es la probabilidad de que dos alelos tomados al azar de la
poblacion sean diferentes entre si (Hernandez y Trejo, 2014). Se estima a partir de las
sumatorias de las frecuencias obtenidas para cada uno de los alelos; bajo la suposicion de
estar en equilibrio Hardy — Weinberg (H-W), que postula que la composicion genética de
una poblacion natural se mantiene en equilibrio mientras no actle la seleccion natural, ni
otros factores como la deriva génica o la mutacién (Paredes, 2013).

H(esp) = 1 — Xfrecuencias?

Contenido de informacion polimorfica (PIC): es un valor que puede estar entre 0 y 1, el cual
refleja el poder informativo de un marcador en la poblacion. El caracter de informativo esta
relacionado a la probabilidad de que la progenie cargue un alelo que permita deducir el
genotipo de su progenitor en un determinado locus. Se considera a un locus como altamente
informativo si el PIC obtenido es mayor a 0.5, razonablemente informativo si el valor se

encuentra entre 0.5-0.25 y ligeramente informativo si es menor a 0.25 (Botstein et al., 1980).

b. Estructura genética de las poblaciones

Las diferencias en las proporciones de los alelos para un gen determinado o frecuencias
alélicas entre poblaciones constituyen la estructura genética. Cuando se encuentran marcadas
diferencias en las frecuencias alélicas entre poblaciones de una especie, se puede considerar
como una especie con alta estructura genética. Por otro lado, cuando las poblaciones son casi
idénticas, es decir poseen muy pocas o0 no poseen diferencias en las frecuencias alélicas, se

puede considerar como una especie con baja estructura genética (Eguiarte et al., 2010).
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(Fst): indice que mide el grado de diferenciacion genética entre subpoblaciones (Paredes,
2013). Si hay flujo génico, es decir si hay una transferencia de alelos dentro de las
subpoblaciones, esta probabilidad es baja; mientras que, si hay una baja tasa de flujo génico,
las poblaciones divergen, ocurre mayor endogamia y el Fst incrementa. Toma valor de 0
cuando no hay diferenciacion y de 1 si las poblaciones son completamente distintas
(Frankham et al., 2002).

(Fis): Describe la distribucion de los genotipos dentro de las poblaciones e indica que tan
distanciada se encuentra una poblacion del equilibrio H-W, que se daria con las frecuencias
genotipicas obtenidas de un apareamiento al azar. Si la Fis es 0 indica un apareamiento al
azar, si es 1 indica que los individuos son homocigotos, si es negativo hay un exceso de

heterocigosis (Eguiarte et al., 2010).

(Fit): Mide la falta de heterocigosidad total y la desviacién en las frecuencias genotipicas
observadas en la poblacion con relacion a las esperadas si estuviera en equilibrio H-W. Va

de -1 a1, indicando exceso o deficiencia de heterocigotos respectivamente (Paredes, 2013).
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I1l. METODOLOGIA

3.1. Material vegetal

Se utilizaron 166 muestras de C. arabica, las cuales fueron colectadas en el mes de abril de
2019 (Figura 1). Dichas muestras pertenecen a la coleccion de café del INIA, la cual se
encuentra establecida en Pichanaki, Junin (Anexo 7). En la colecta se obtuvo material fresco,
el cual fue transportado hacia Lima, para esto se empled papel toalla humedecido
recubriendo cada muestra foliar y fueron colocados en cajas de tecnopor, periddicamente se
volvian a humedecer los papeles toalla de ser requerido (Figura 2). También se hizo uso de
silica gel con el fin de secar otro juego de muestras que servirian como contra muestras. Las
esferas de silica gel fueron constantemente cambiadas cuando éstas iban tomando la
humedad de las muestras, y colocadas en estufas para secar las esferas y recuperar su poder
higroscopico. Ademas de ello se emplearon tres muestras adicionales de ADN,
correspondientes a C. canephora la cual fue colectada en Junin, y C. liberica y el hibrido
S288 cuyos ADN fue proporcionado por el Laboratorio de Biologia Molecular y Genémica
del INIA.

Figura 1: Colecta de tejido foliar de  Figura 2: Estado de hojas frescas al

café en la coleccion de café del INIA retornar a Lima



3.2. Extraccion de ADN de tejido foliar

Las extracciones de ADN de café se dieron en el laboratorio de Biologia Molecular y

Gendmica del INIA (Figura 3). Debido a que se obtienen mejores resultados en la obtencion

de ADN al usar material fresco, se priorizo el uso de este material para las extracciones y se

realizaron seguidamente al retorno del viaje de colecta, asegurando el buen estado de las

hojas mantenidas en fresco. En los casos en los que el ADN obtenido no fuera de la calidad

esperada y de no contar con mas tejido fresco, se hizo uso del tejido seco almacenado. El

ADN fue extraido usando un protocolo que se estandarizé para café, el cual se basa en el

método de CTAB (Doyle y Doyle, 1989), con modificaciones como el uso de un buffer de

lavado (Inglis, et al., 2018). Este protocolo fue probado en diversas muestras de café,

obteniendo resultados de calidad y cantidad que superaron los parametros requeridos.

Figura 3: Extraccion de ADN de café en el Laboratorio

de Biologia Molecular y Gendémica — INIA

3.2.1. Protocolo de extracciéon

1.

Elegir hojas frescas de la planta de café, trozarlas y depositarlas en un mortero. Afadir
nitrégeno liquido para su molienda, con ayuda de un pilon.

Etiquetar y enfriar los microtubos de 2 mL en un mortero con nitrégeno liquido.
Colocar el tejido pulverizado en los microtubos de 2 mL y afiadir 700 uL del buffer de
pre-lavado con sorbitol y 2 uLL de 3-mercaptoetanol.

Llevar al vértex durante 20 segundos.

Centrifugar a 14 000 rpm por 10 minutos.
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10.
11.
12.

13.

14.
15.
16.
17.

18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.

Descartar el sobrenadante que contiene polisacaridos y polifenoles y afiadir 700 uL de
buffer de extraccion CTAB 2X y 2uL de B-mercaptoetanol por muestra.

Incubar las muestras a 65°C por 45 minutos a 1 hora. Agitando los tubos constantemente
cada 20 minutos (Bafio Maria o Termomixer).

Retirar las muestras y dejar enfriar a temperatura ambiente por 2 min.

Agregar 700 pL de Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1), agitar los tubos ligeramente
hasta homogenizar el contenido (verde lechoso).

Llevar al vértex durante 20 segundos.

Centrifugar a 14 000 rpm por 10 minutos.

Transferir 600 pL del sobrenadante a nuevos microtubos de 2 mL, previamente
etiquetados.

Agregar 60 pL de CTAB 10X (precalentado a 65°C) y 700 pL de Cloroformo: Alcohol
Isoamilico (24:1) y agitar hasta homogenizar completamente.

Llevar al vértex durante 20 segundos.

Centrifugar a 14 000 rpm por 10 minutos.

Transferir 500 pL del sobrenadante a microtubos de 1.5 mL, previamente etiquetados.
Agregar 2/3 volumen de Isopropanol (330 pL), agitar suavemente e incubar a -20°C por
30 minutos.

Centrifugar a 14 000 rpm por 10 minutos.

Decantar el Isopropanol con cuidado de no perder el pellet.

Agregar 500 pL de Etanol al 70%. Despegar el pellet.

Centrifugar a 14 000 rpm por 10 minutos.

Decantar el etanol 70% con cuidado de no perder el pellet.

Repetir los pasos 20, 21y 22.

Llevar al concentrador (Speed Vac) a 60°C por 10 min (V-AL)

Agregar 50 pL T10E1. Homogenizar suavemente la muestra de ADN.

Afadir 2 pL de ARNasa A e incubar en el termomixer a 37°C. por 60 minutos.

Almacenar a 4°C y posteriormente a -20°C.

3.2.2. Evaluacion de calidad de ADN

Seguidamente a la extraccién, se evaluo la calidad de las muestras de ADN stock de las

accesiones extraidas, esto fue determinado a través de electroforesis horizontal en geles de

agarosa al 1 %. Se mezclaron 2 pL de ADN con 1 pL de 6X dye loading (buffer de carga)
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el cual otorga mayor densidad al ADN e indicadores de migracion mediante coloracién. Se
utilizé un marcador de peso 1 Kb (MP 1 kb). La corrida electroforética se dio a 100-120
voltios en buffer 1X TAE por 30-40 minutos y fue fotografiado bajo luz UV en un sistema
de fotodocumentacion Chemidoc™ MP (BIO-RAD). La edicion de las fotos se realiz6 con
el programa Quantity One v. 4.6.3 (Biorad, Hercules, CA, USA) (Figura 4).

MP 39
1KB 402 417

Figura 4: ADN extraido de 38 muestras de café, pertenecientes a la coleccion de café
del INIA en gel de agarosa al 1% (m/v) (MP 1KB: Marcador de peso molecular
GeneRuler™ 1kb (Thermo Scientific)

3.2.3. Cuantificacién de ADN
Posterior a la extraccion y evaluacion de calidad de ADN de las hojas de café, se realizo la
cuantificacion mediante el espectrofotémetro NanoDrop™ 8000c.

La relacion de las absorbancias A260/A280 permite conocer la pureza del ADN obtenido.
Se considera que el ADN es de calidad 6ptima cuando la relacion 260/280 es mayor de 1.8.
Una relacion A260/280 > 2.1 indica la presencia de ARN en la muestra. Si esta relacion es
baja (A260/280 < 1.6) indica contaminacion por proteinas o fenoles.
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Una segunda valoracion de la pureza de acidos nucleicos es la proporcion 260/230. Los
valores aceptados se encuentran en el rango de 1.5 a 2.2, si la relacion es menor de 1.5

indican la presencia de contaminantes en la muestra, tales como sales y carbohidratos.

Las cantidades obtenidas de las muestras trabajadas fueron variables, éstas se situaron en un
rango aproximado que va desde 250 ng/uL hasta mas de 2000 ng/uL, siendo estos valores

adecuados para los procesos requeridos (Tabla 1).

Tabla 1: Valores de absorbancia y concentracion de 20 muestras de ADN,

obtenidos mediante espectrofotometria

Cod. Cod. N° de Réplica Conc.
Trabajo  Accesion extraida (1-10) 260/280 260/230 (ng/ul)
1 1 4 1,94 1,91 2070
2 2 1 1,91 1,81 585,6
3 3 6 1,92 1,86 4777
4 4 6 1,97 1,88 692,7
5 5 5 1,96 1,87 1204
6 6 5 1,93 1,83 532,2
7 7 4 1,91 1,71 402,5
8 8 5 1,94 1,78 1989
9 9 3 1,92 1,68 425
10 10 10 1,96 1,82 530,9
11 1 3 1,88 1,57 628
12 12 3 18 0,96 274,3
13 13 6 1,91 1,58 348,6
14 14 3 1,93 1,9 566,5
15 15 8 1,99 2,01 1369
16 16 3 19 1,72 261
17 17 3 2,04 1,91 657,9
18 18 5 1,97 1,91 1241
19 19 5 1,97 1,97 781
20 20 4 1,87 1,33 339,8

3.2.4. Dilucion de muestras

Posterior a las evaluaciones de calidad en geles de agarosa, cuantificaciones por
espectrofotometria y repeticiones de extraccion de muestras que no cumplieron con los
estandares requeridos, se procedid a realizar las diluciones de todas las muestras a una
concentracion de 12 ng/uL para lo cual se usé agua libre de nucleasas (NFW), la cual esta
libre de enzimas que puedan degradar el ADN, alicuotas de las diluciones fueron colocadas
en placas de PCR para facilitar su uso. Para los calculos de concentraciones finales y
cantidades, se hizo uso de las concentraciones iniciales del ADN stock, obtenidas mediante

el espectrofotometro (Tabla 2). Ademas, también se hizo uso de NFW estéril para la re
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suspension y dilucion de los primers hasta una concentracion de 10 mM que fue la

concentracion requerida para la amplificacion por PCR.

Tabla 2: Cantidades de ADN stock de café y NFW para diluciones a una

concentracion de 12 ng/uL en un volumen final de 200 uL

Cod. Cod. Conc. 1 Vol.
Trabajo  Accesion 260/280  260/230 (ng/ul) Vol. ADN NEW?
1 1 1,94 1,91 2070 1,16 198,84
2 2 1,91 1,81 585,6 4,10 195,90
3 3 1,92 1,86 477,7 5,02 194,98
4 4 1,97 1,88 692,7 3,46 196,54
5 5 1,96 1,87 1204 1,99 198,01
6 6 1,93 1,83 532,2 4,51 195,49
7 7 1,91 1,71 402,5 5,96 194,04
8 8 1,94 1,78 1989 1,21 198,79
9 9 1,92 1,68 425 5,65 194,35
10 10 1,96 1,82 530,9 4,52 195,48
11 11 1,88 1,57 628 3,82 196,18
12 12 1,8 0,96 274,3 8,75 191,25
13 13 1,91 1,58 348,6 6,88 193,12
14 14 1,93 1,9 566,5 4,24 195,76
15 15 1,99 2,01 1369 1,75 198,25
16 16 1,9 1,72 261 9,20 190,80
17 17 2,04 1,91 657,9 3,65 196,35
18 18 1,97 1,91 1241 1,93 198,07
19 19 1,97 1,97 781 3,07 196,93
20 20 1,87 1,33 339,8 7,06 192,94

1. Volumen de ADN stock para un volumen de dilucién de 200 pl a una concentracion de 12 ng/uL.
2. Volumen de NFW para un volumen de dilucion de 200 pl a una concentracién de 12 ng/uL.

3.3. Amplificacion por PCR

Para las amplificaciones se utilizd un grupo de primers seleccionados (Tabla 3), los cuales
fueron reportados con altos indices de contenido polimoérfico (PIC) en investigaciones en
café (Baruah et al., 2003; Hendre et al., 2008; Missio et al., 2010; Sanchez, 2017;
Syafaruddin et al., 2014; Vieira et al., 2010). Se utilizaron cuatro distintos fluoréforos
(FAM, VIC, PET y NED), estos fueron asignados a grupos determinados de primers que
poseian temperaturas de annealing similares y distintos tamafios de productos amplificados,
estos fluoréforos fueron agregados al mix de PCR para su anclaje en los primers y la
posterior deteccion del producto amplificado mediante fluorescencia (Figura 5). Las
cantidades y concentraciones finales de los componentes para el mix de PCR fueron
ajustadas con el fin de permitir la realizacion de PCR multiplex, es decir reacciones con mas
de un par de primers en un mismo tubo, reduciendo asi el tiempo y los costos, por la menor

cantidad de componentes empleados (Tabla 6, 7 y Anexo 2).

23



Tabla 3: Lista de Primers empleados con la cola M13 afiadida en la secuencia forward

N°  Nombre Forward Primer Reverse Primer Fuente

1 SSR03 CACGACGTTGTAAAACGACGACAAAACACCGCCCAAAATA AGCGAGACAGAGGAAGGGAATATT Sanchez. 2017

2 CaM46 CACGACGTTGTAAAACGACTGGTGCGGTGTTTTTCAGTTTGGAGA AACCACCCACGCCCACCAATTAAAT  Hendre et al., 2008
3 CarM105 CACGACGTTGTAAAACGACTGCTCCTACTAAATACCCAAACA ATATGCCCAAGAAAATTAGATGAAA Vieiraetal., 2010
4 Car M092 CACGACGTTGTAAAACGACAGGCCAGACTTGTTTGATTTTG GGCCCTTCTCGCTTTAGTTG Vieiraetal., 2010
5 SSRCal8 CACGACGTTGTAAAACGACGTCTCGTTTCACGCTCTCTC ATTTTTGGCACGGTATGTTC Séanchez. 2017

6 CaM16 CACGACGTTGTAAAACGACAAGGCAGCTGAAGCGGGACAAA TGGGGAGAGCTGCAGTTGGAGG Séanchez. 2017

7 CaM4l CACGACGTTGTAAAACGACCATCGTCTCCATCGTTGCTCTATC CCCTCCCCCTCTTTCCTATCTAAT Hendre et al., 2008
8 M20 CACGACGTTGTAAAACGACCTTGTTTGAGTCTGTCGCTG TTTCCCTCCCAATGTCTGTA Vieiraetal., 2010
9 M32 CACGACGTTGTAAAACGACAACTCTCCATTCCCGCATTC CTGGGTTTTCTGTGTTCTCG Séanchez. 2017
10 CaM49 CACGACGTTGTAAAACGACCCGGTTAATACATTGGTCTTT ATGACATTGTTGACTTTGCTATAA Hendre et al., 2008
11 CaM40 CACGACGTTGTAAAACGACTTGACACGAAACAGGAAATAAATATAG CCCTTCCCCTCATAGCCCTTT Hendre et al., 2008
12 M753 CACGACGTTGTAAAACGACGGAGACGCAGGTGGTAGAAG TCGAGAAGTCTTGGGGTGTT Séanchez. 2017
13 M24 CACGACGTTGTAAAACGACGGCTCGAGATATCTGTTTAG TTTAATGGGCATAGGGTCC Sanchez. 2017
14 CaM38 CACGACGTTGTAAAACGACGAAGCTGAAGCGGGAGGGTAGTAATT CCCATCCACCCAACCTTCATTTC Hendre et al., 2008
15 Car M050 CACGACGTTGTAAAACGACATCCCTCCACGGCAACCCAAAATA ATCCGCAGCCCTCACCATCCA Vieiraetal., 2010
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Figura 5: Agrupamiento de los primers segun los productos esperados y sus respectivas

temperaturas de annealing

Tabla 4: Componentes y cantidades para PCR multiplex con tres pares de primers

Componentes Concept_racién Conce_ntracién Vol. Final Vol. Final
Inicial Final para 1 Rx. para 45 Rx.
H20 - - 2.867 uL 129.015 pL
MgCl; 50 mM 2.5mM 0.5 uL 22.5 uL
Buffer 10 X 1X 1 ulL 45 uL
DNTPs 10 mM 0.2mM 0.2 uL 9 uL
ler Primer F 10 uM 0.03 uM 0.03 uL 1.35 uL
ler Primer R 10 uM 0.06 uM 0.06 uL 2.70 uL
2do Primer F 10 uM 0.03 uM 0.03 pL 1.35 uL
2do Primer R 10 uM 0.06 uM 0.06 uL. 2.70 uL
3er Primer F 10 uM 0.03 uM 0.03 uL. 1.35 uL
3er Primer R 10 uM 0.06 uM 0.06 uL 2.70 uL
Fluoréforo 10 uM 0.113 uM 0.113 uL 5.085 uL
Taq Pol 5U 025U 0.05 uL 2.25 uL
ADN 10 ng 50 ng 5.0
Volumen Final - - 10 450
Tabla 5: Condiciones de amplificaciéon
Pasos Temperatura (°C) Tiempo (min) Ciclos
Calentamiento inicial 94 5 1
Desnaturalizacion 94 1 30
Annealing Ta 1 30
Extension 72 1 30
Extension Final 72 5 1
Almacenamiento Temporal 4 ) -




3.4. Electroforesis capilar

Se realizo electroforesis capilar para evaluar los productos obtenidos por PCR multiplex,
mediante la fluorescencia emitida, en un analizador genético ABI 3130XL (Applied
Biosystems, USA). Para esto, se mezclaron 9.7 ulL de Formamida Hi-Di (Highly Deionized)
y 0.3 uL de un estandar de tamafio Liz 600, a esto se le agregd 1 pL de cada uno de los
productos de PCR para cada fluoroforo, dando un total de 4 uL de mezclas de productos.
Posteriormente la mezcla final fue sometida a un shock térmico, el cual consistio en someter
a las muestras a una temperatura de 95 °C por un periodo de 3 minutos e inmediatamente
fueron llevadas a -20 °C por tres minutos, luego fue migrado mediante electroforesis capilar

en el analizador genético.

3.5. Generacion de electroferogramas

La data obtenida luego de la electroforesis capilar, fue trabajada con el software
GeneMapper ™ V.4.0 (Applied BioSystems), que permitié generar electroferogramas donde
se muestran los tamafios de los alelos en pares de bases (pb), estos alelos se encuentran
representados en forma de picos y su altura depende de la intensidad de fluorescencia de
cada producto amplificado, la cual se mide en unidades de fluorescencia relativa (RFU). Con
el andlisis de los electroferogramas se detectaron y definieron como alelos verdaderos a

aquellos alelos que tuvieron un RFU mayor a 100 unidades (Figura 6y 7).
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Figura 6: Electroferograma con primer CaM16, con dos alelos de tamafio: 202 y 209 pb
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Figura 7: Electroferograma con primer SSR03, con tres alelos de 152, 158 y 164 pb

3.6. Andlisis de diversidad

3.6.1. Numero de alelos

Con el programa GeneMapper™ V.4.0, se identifico individualmente a cada alelo presente
por cada locus en los distintos individuos. De esta manera por observacion simple, se logro
identificar el nimero de alelos distintos totales, por locus y por subgrupos. Esto a su vez fue

confirmado mediante la funcion alleleDiversity del paquete estadistico Polysat.

3.6.2. Frecuencias alélicas de los SSR

Las frecuencias alélicas fueron estimadas empleando la funcion deSilvaFreq del paquete
estadistico Polysat que puede trabajar con datos de loci con dosaje alélico ambiguo, es decir
que no se conoce el numero de copias alélicas. Con las frecuencias se determind la
proporcion en la que estdn presentes distintos alelos para un locus especifico bajo
condiciones de herencia polisémica y una tasa de autogamia conocida, para el caso de café

arabica se empled 0.9 (Souza, et al., 2004).

3.6.3. Heterocigosidad
La estimacion de la Heterocigosidad Esperada y la Observada en las muestras analizadas,
fueron obtenidas mediante la funcién summary del paquete estadistico Adegenet, con la cual

a partir de un objeto genind se obtuvieron los valores de heterocigosidad observada y

27



esperada para todos los loci. Estos indices representarian una mejor medida la variacion

genética al no ser arbitraria (Hernandez y Trejo, 2014).

3.6.4. Indice de contenido Polimdrfico (PIC)

Inicialmente se realiz6 una comprobacion del polimorfismo con la funcion isPoly del
paquete estadistico Adegenet, con esta funcion se pueden evaluar los loci polimérficos en la
poblacion estudiada. Para el uso de esta funcion se tuvo una consideracion de frecuencia

alélica minima de 0.1 para dar lugar a un polimorfismo.

Posteriormente, se realizé una estimacion del polimorfismo, esto se realizé calculando el
indice de contenido polimdrfico para cada primer empleado en el presente analisis. De esta
manera se pudo conocer el poder informativo de cada marcador para la poblacién estudiada.
Este indice fue calculado con el uso del paquete Polysat 1.7 de uso libre, disponible para el

programa R (Clark y Jasieniuk, 2011).

3.6.5. Alelos Nulos

Se evalud la presencia de alelos nulos con el uso de la funcion deSilvaFreq del paquete
estadistico Polysat. Esta funcion sirve para hallar las frecuencias alélicas considerando
herencia polisémica, con un indice de autogamia conocido. Para el caso de café se emple6
un valor de 0.9 (Souza, et al., 2004).

3.7. Anadlisis de estructura poblacional

3.7.1. Indices de Fijacion

Se estim0 el Fst que mide el grado de diferenciacidn genética entre subpoblaciones, para este
calculo, se empled el paquete estadistico Polysat del programa Rstudio, con el fin de
determinar algun grado de diferenciacion genética entre esos grupos. Estos indices Fst (Tabla
16) fueron hallados en base a las frecuencias alélicas y para este fin se empled la frecuencia

simple hallada con la funcién simplefreq.

3.7.2. Andlisis de varianza molecular (AMOVA)
ElI AMOVA se realizd con la ayuda del programa Polygene. Esta herramienta es

ampliamente usada para estimar la contribucion de los distintos niveles de estructura de la
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poblacion a los patrones de variacion genética (Fitzpatrick, 2009; citado en Pacheco, 2015).
El AMOVA posibilita la division jerarquica entre poblaciones y regiones, también permite
estimar estadisticos F. Su base es una matriz de distancias genéticas (Acufia, 2016). Para este
analisis se empled un nimero de permutaciones de 9 999, la variacion genética total se
dividié en dos componentes: la variacion genética entre las regiones y las variaciones dentro
de las regiones. De la misma manera también se evalud la variacion genética entre las

variedades y dentro de las variedades.

3.7.3. Estructura Poblacional

Para la evaluacién de la estructura poblacional, se realizd un analisis de agrupamiento
empleando el programa STRUCTURE (Pritchard et al., 2000), este programa emplea un
método de agrupacion bayesiana para inferir la estructura genética de la poblacion. Se
asignan probabilidades de pertenencia a K grupos a los individuos, sin requerir conocer
previamente los limites poblacionales. Para este método se emplean las frecuencias alélicas
de cada locus y con ello realizar la estimacidn de los clusters genéticamente diferentes (K).
Ademas de ello, el programa también emplea MCMC (Markov Chain Monte Carlo) para la
ejecucion de iteraciones que permitan distribucién de probabilidad, dentro de este proceso
de iteraciones, la etapa inicial toma el nombre de burn-in o pre corrida. Un método alterno
empleado para identificar el mejor valor de K se hace mediante el método de Delta de K de
Evanno et al., (2005), donde se realiza una prueba de tasas de varianzas con las

probabilidades generadas por el programa.

Para ese andlisis se emplearon los siguientes pardmetros: longitud del burn-in (10 000),
nimero de MCMC (100 000) y el modelo de ancestralidad (Admixture). Se evalud desde
K=1 hasta K=10 y el nimero de iteraciones fue de 10. Con ayuda del paquete estadistico

Pophelper del programa Rstudio, se evaluaron los resultados.

3.7.4. Andlisis discriminante de componentes principales (DAPC)

Se utiliz6 el paquete estadistico Adegenet 2.0, disponible para el programa R cuyos scripts
fueron desarrollados por Jombart (2015). EI DAPC es un analisis multivariado para
identificar cluster genéticos. A diferencia del PCA, donde se describe la diversidad global,
en el DAPC se da mayor peso a las varianzas entre los cluster formados y se minimiza la

varianza dentro de éstos, con el fin de demostrar su relacién (Jombart, 2013). Con este
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método, inicialmente se realiza un Andlisis de Componentes Principales — PCA y luego se
identifican grupos mediante un analisis discriminante (DA). Para este analisis se empleo el
criterio “goodfit” para la generacion de grupos, ademas se tomaron en consideracion seis
componentes principales que acumulaban mas del 80% de la varianza de la data y cuatro

funciones discriminantes.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Material vegetal

Se evaluaron un total de 169 muestras, de las cuales 166 corresponden a la coleccion de
germoplasma de café del INIA (Anexo 7), siendo esta conformada por individuos de las
regiones de Cajamarca, Amazonas, Junin, Pasco, Ucayali y Huanuco (Figura 8). La
distribucion a nivel de regiones se detalla en la Figura 9. Las tres muestras restantes se
emplearon como outgroup y corresponden a muestras de: Coffea liberica, Coffea canephora
(ambos de naturaleza diploide) y el hibrido S.288 que corresponderia a un individuo

tetraploide, resultante del cruce entre C. arabicay c. liberica (Alkimim et al., 2017).

Se realizd la evaluacion y estandarizacion de los primers de manera individual, lo que
inicialmente permitié encontrar las temperaturas optimas para su amplificacion con el ADN
de las muestras trabajadas. Posteriormente, gracias a la identificacion de las temperaturas
Optimas de hibridacion en la cual los primers se alinean al templado previamente separado,
se organizaron los grupos para la amplificacion multiplex agrupados con los distintos
fluoréforos (Tabla 8).

Tamafio de muestra por poblacién

50

40

30

Nuimero de genotipos

20

Cajamarca Amazonas Junin Pasco Ucayali Huanuco

Figura 8: Cantidad de individuos de la coleccion de germoplasma de café del

INIA por region
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Figura 9: Puntos de colecta de café en cada region, correspondiente a la data

pasaporte de las accesiones trabajadas

4.2. Extraccion de ADN

Con el uso del protocolo anteriormente descrito (Materiales y métodos) con base en CTAB
(Doyle y Doyle, 1989) y con modificaciones (Inglis et al., 2018), se pudo obtener ADN de
buena calidad con concentraciones desde 250 ng/uL a 2000 ng/uL, la cual fue medida
mediante espectrofotometria y los valores de absorbancia 260/280 y 260/230 estuvieron

dentro de rangos esperados, adecuados para el posterior procesamiento de las muestras.

Ademas de la cuantificacion se realizé electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1%,
esto con el fin de obtener una adecuada resolucién para los acidos nucleicos, los resultados
de estas evaluaciones mostraron una buena migracion de ADN, pocillos de carga limpios lo
cual es indicador de ausencia de agentes contaminantes, y no se encontré presencia de

“smear” lo cual seria indicativo de una degradacion del ADN.

Dentro del proceso de adecuacion del protocolo para extraccion de ADN de café con una
calidad iddnea, se realizo la implementacion de un lavado previo con un buffer a base de
Sorbitol, PVP, Tris-HCIl y EDTA (Inglis et al., 2018), ya que el cultivo de café posee
metabolitos secundarios (polisacaridos) y presencia de polifenoles que interfieren con la
calidad de ADN extraido.
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Inicialmente empleando el método original de Doyle y Doyle et al., (1989), se obtuvo una
calidad de ADN no adecuada con presencia de compuestos distintos a acidos nucleicos y
valores de absorbancia fuera de los limites permisibles (Figura 10). Posteriormente, con la
implementacion del lavado previo con el buffer de Sorbitol y el ajuste de los demas pasos
de extraccion, se obtuvieron valores de absorbancia adecuados, incluso para técnicas de
genotipado mas modernas como el analisis de SNPs y el genotipado por secuenciamiento.
De esta manera se pudo contar con una metodologia mas accesible y econémica en

comparacién con el uso de kits de extraccion de ADN gendmico vegetal.

1kb ; :
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Figura 10: Gel de agarosa al 1% con ADN genémico de café con presencia de “smear”,

indicativo de degradacion

La mas alta calidad de ADN obtenido se consigui6 con el uso del método de extraccién
modificado, a partir de hojas frescas, adicionalmente, se emplearon hojas deshidratadas con
silica gel, con las cuales se consiguio extraer ADN con buena calidad, pero menor comparada

con las hojas frescas.

Finalmente, se realizaron las diluciones del ADN a los valores de concentracion apropiados
para las reacciones de PCR, las pruebas de cuantificacién y calidad de diluciones mostraron

lo esperado para continuar con los procedimientos posteriores (Figura 11).
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Figura 11: Gel de agarosa al 1% con ADN de café diluido a 10 ng/ul

4.3. Amplificacion por PCR

Se realiz6 la amplificacion individual de los marcadores empleando gradientes de
temperatura tomando como punto medio las temperaturas de annealing reportadas por los
autores que hicieron mencion a dichos marcadores. Posteriormente, mediante evaluacion en
geles de agarosa al 1.5% se confirmé la mejor temperatura de annealing, considerando una
adecuada visualizacion de los productos esperados y la generacion de productos
inespecificos (Figura 12). Con la eleccion de las temperaturas de annealing se procedio a
realizar electroforesis capilar y evaluar los electroferogramas obtenidos para conocer con
exactitud los rangos alélicos correspondientes a los marcadores empleados en la poblacién
estudiada, esto posibilitd el agrupamiento de marcadores cuyos productos esperados tengan

rangos distintos para evitar que se superpongan.

Figura 12: Gel de agarosa al 1.5% para la evaluacion de amplificacion de los productos
de PCR
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4.4. Andlisis de marcadores SSR empleados
Luego de evaluar los electroferogramas de las reacciones de PCR multiplex se tomaron en
consideracién 13 marcadores considerando una adecuada intensidad, la forma de los alelos,

su polimorfismo y que posean mas de un alelo por locus.

Existen diferencias entre los rangos alélicos obtenidos por otros autores y los obtenidos en
el presente estudio, estas diferencias pueden tener explicacion en primer lugar al grupo de
muestras empleadas, segundo lugar al hecho de agregar una secuencia universal (M13) para
la realizacion de electroforesis capilar, y finalmente a la presencia de los individuos del
outgroup, los cuales tienen alelos exclusivos y en la mayoria de casos de un tamafio mayor

a los encontrados en arabica (Tabla 8).

Tabla 6: Rangos alélicos segun literatura y rangos obtenidos en el presente estudio

AT (°C) AT Rango Rango

N°  Fluoréforo Nombre lit. (°C) literatura  obtenido Fuente

1 SSR03 55 55 134 156 153 175 Sanchez. 2017

2 O CaM46 55 55 208 228 224 241 Hendreetal., .2008
3 > Car M105 53 55 230 270 290 306 Vieiraetal, 2010
4 Car M092 53 55 200 300 450 488 Vieiraetal, 2010
5 A SSRCal8 55 55 110 126 117 143 Sanchez. 2017

6 % CaM16 55 55 184 200 204 220 Sanchez. 2017

7 M20 55 55 200 270 289 330 Vieiraetal, 2010
8 M32 55 55 99 131 118 149 Sanchez. 2017

9 <§( Cam41 55 55 232 243 249 252 Hendreetal., 2008
10 = M753 55 55 283 296 307 317 Sanchez., 2017
11 M24 55 55 150 180 167 190 Sanchez., 2017
12 E CaM38 55 55 214 226 242 262 Hendre etal., 2008
13 Car M050 55 55 150 190 294 320 Vieiraetal, 2010

AT lit: Temperatura de annealing correspondiente a la literatura

4.5. Diversidad Alélica
4.5.1. Numero de alelos
Con el programa GeneMapper™ V.4.0, se identificaron los alelos para las muestras
trabajadas con los 13 primers seleccionados (M32, CaM40, M753, SSR03, CaM46,
CarM105, CarM092, SSRCal8, CaM16, M20, M24, CaM38 y CarM050). Se evaluaron
todos los electroferogramas generados, como el resultante de la amplificacion con el primer

SSRO3y el fluoréforo VIC, donde se observd la presencia de dos alelos que poseen tamafios
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de 152 y 158 pares de bases, ademas de presentar valores entre 1000 y 1500 unidades de

RFU respectivamente (Figura 13).

1400
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Figura 13: Electroferograma generado con el marcador SSR03 mostrando dos

alelos de distinto tamano

En otros electroferogramas como el resultante de la amplificacion del primer M20 vy el

fluoréforo NED, se observo la presencia de dos alelos con tamafios de 302 y 310 pares de

bases, ademas poseen un valor de RFU mayor a 300 unidades. Adicionalmente se puede

observar que ambos alelos presentan la misma forma (Figura 14).
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Figura 14: Electroferograma generado con el marcador M20

En los 169 individuos de café analizados, el nimero total de alelos (A) encontrados fue de

70, con una media de 5.308 por locus; ademas, se identificaron los rangos en pares de bases

(pb) en los cuales se encuentran dichos alelos. La mayor diversidad de alelos se encontrd en

los loci: M20 con ocho alelos, los cuales van desde 289 hasta 330 pb, M32 con siete alelos
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que van desde 118 hasta 149 pb, y M24 con siete alelos que van desde 167 hasta 190 pb. Por
otro lado, el menor nimero de alelos se registro en el locus CaM40 en el cual solo se

identificaron tres alelos distintos, los cuales van desde 249 hasta 252 (Tabla 9).

Tabla 7: Namero de alelos por locus y rango de tamafio en pares de base

N° Nombre Namero de alelos Rango minimo Rango méximo
1 M32 7 118 149
2 CaM40 3 249 252
3 M753 5 307 317
4 SSR03 5 153 175
5 CaM46 4 224 241
6 CarM105 6 290 306
7 CarM092 6 450 488
8 SSRCal8 6 117 143
9 CaM16 4 204 220
10 M20 8 289 330
11 M24 7 167 190
12 CaM38 4 242 262
13 CarMO050 4 294 320

A nivel de regiones, la mayor cantidad de alelos se presentd en Cajamarca y Junin con un
total de 39 alelos para cada una, la menor cantidad se dio en la regién de Ucayali con un
total de 28 alelos. Dentro del outgroup se encontrd 17 alelos para C. canephora, 19 para C.
liberica 'y 23 para el hibrido S.288. Huanuco y Ucayali son las regiones con menor niUmero
de alelos con 30 y 28 alelos respectivamente, esto puede deberse a la baja cantidad de
individuos que contienen estas regiones, las cuales estan conformadas por 19 y seis
individuos respectivamente. La region Junin cuenta con 34 genotipos que corresponde al
20.19% de la poblacidn total y que posee la misma cantidad de alelos que la region de
Cajamarca, la cual estd conformada por un total de 52 genotipos y corresponden al 30.77%
de la poblacion total (Tabla 10).

Tabla 8: Numero de genotipos y alelos por grupos

Grupos NUmero de genotipos Namero de alelos
Cajamarca 52 39
Amazonas 30 38

Junin 34 39
Pasco 25 34

Ucayali 6 28

Huanuco 19 30
Canephora 1 19

S288 1 23

Liberica 1 17
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Segun lo reportado por Vieira (2010), los loci CarM105, CarM092 y CarM050 tendrian dos,
tres y dos alelos por locus respectivamente. Estos resultados difieren a los obtenidos en el
presente estudio donde se han encontrado seis, seis y cuatro alelos por cada locus y podria

atribuirse a los alelos exclusivos encontrados en los individuos del outgroup.

El estudio realizado por Sanchez (2017) en Costa Rica, indicé que algunos de los marcadores
que empled en su investigacion tuvieron altos numeros de alelos por locus a pesar de la
cantidad de individuos empleados. Algunos de los marcadores con mayor cantidad de alelos
son: M24 con ocho alelos, M32 con ocho alelos, SSR03 con ocho alelos. Por otro lado, en
el presente estudio esos marcadores reportaron cantidades de siete, siete y cinco. La principal
explicacion respecto a la gran cantidad de alelos por locus encontrada por Sanchez (2017)
en solo 54 muestras, se basa en que la mayor parte de las muestras empleadas en dicho

estudio corresponden a hibridos.

Otro estudio sobre diversidad de café en la region peruana, especificamente con genotipos
provenientes del distrito de Villa Rica y empleando marcadores tipo SSR, realizado por
Whiter (2019) report0 seis alelos para el marcador M24, tres para el marcador CaM16 y tres
para el marcador SSRO3, estos valores son cercanos a los obtenidos en la presente
investigacion, ya que con el marcador M24 se observaron siete alelos, con el marcador

CaM16 se observaron cuatro alelos, y con el marcador SSR03 se observaron cinco alelos.

Se realizo un gréafico correspondiente al nimero de alelos en el eje “X” y el tamafio de
poblacion en el eje “Y”, en dicho grafico se puede observar a las regiones con mayor
cantidad de alelos, las cuales son: Junin y Cajamarca con 39 alelos cada una, Amazonas con

38 alelos, Pasco con 34 alelos, Huanuco 30 alelos y Ucayali con 28 alelos (Figura 15).
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Figura 15: Grafico representado el nimero de alelos y la cantidad de individuos por

region

4.5.2. Frecuencias alélicas

A diferencia de los individuos diploides donde las frecuencias de alelos codominantes se
pueden obtener por el recuento de los distintos genotipos; en individuos poliploides, la
posibilidad de méas de dos alelos por locus y distintos patrones de herencia, ocasionan
inconvenientes al estimar las frecuencias alélicas, por lo cual se requiere emplear algoritmos
para inferirlas, y de acuerdo a lo planteado por De Silva et al., (2005), se obtuvieron los
siguientes resultados para cada locus evaluado (los graficos de estas se ubican en el Anexo
1):

a. CaM1l6
Para el locus CaM16, se obtuvieron los alelos de tamarios: 204, 206, 210 y 220 pb. La
frecuencia mas alta la tiene el alelo 204 con 0.46 y la mas baja el 206 con 0.04. Vale recalcar

que, para este locus, se obtuvo un alelo exclusivo para C. liberica con tamafio 220 pb.

Sanchez (2017) reporto alelos de tamarfio 184, 188, 191, 193, 197 y 200. La mayor frecuencia
fue de 0.54, mientras que la mas baja fue de 0.0202 dicha frecuencia no causaria que sea

catalogado como alelo raro.
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b. CaM38
Para el locus CaM38, se obtuvieron los alelos de tamafios: 242, 244, 248 'y 262. La frecuencia
mas alta la tiene el alelo 242 con 0.69 y la mas baja, el alelo 244 con 0.04. El genotipo C.

canephora mostro el alelo 248 y el C. liberica el 262.

c. CaM40

Para el locus CaM40, se obtuvieron los alelos de tamarios: 249, 250 y 252. La frecuencia
mas alta la tiene el alelo 249 con 0.71. El genotipo C. canephora mostro el alelo 252 y el C.
liberica el 250.

d. CaM46
Para el locus CaM46, se obtuvieron los alelos de tamafios: 224, 238, 239y 241. La frecuencia
mas alta la tiene el alelo 241 con 0.64. El genotipo C. canephora mostro el alelo 238 y el C.

liberica no mostro alelo alguno.

e. CarMo050

Para el locus CarM50, se obtuvieron los alelos de tamafios: 294, 300, 308 y 320. La
frecuencia mas alta la tiene el alelo 300 y 308 con 0.45. El genotipo el C. liberica mostro los
alelos 294 y 320.

f. CarM092
Para el locus CarM092, se obtuvieron los alelos de tamafios: 450, 458, 462, 463, 468 y 488.
La frecuencia mas alta la tiene el alelo 468 con 0.53. El genotipo C. canephora mostro el

alelo 458 y el C. liberica mostré el alelo 463.

g. CarM105
Para el locus CarM105, se obtuvieron los alelos de tamafios: 290, 291, 292, 296, 303 y 306.
La frecuencia mas alta la tiene el alelo 292 con 0.45. El genotipo C. canephora mostro los

alelos 291 y 303, C. liberica mostrd el alelo 290.
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h. M20
Para el locus M20, se obtuvieron los alelos de tamafios: 289, 292, 296, 302, 306, 310, 316 y
330. La frecuencia mas alta la tiene el alelo 292 con 0.25. El genotipo C. canephora mostro

el alelo 316 y el C. liberica el alelo 289.

i. M24
Para el locus M24, se obtuvieron los alelos de tamafios: 167, 170, 172, 176, 180, 182 y 190.
La frecuencia mas alta la tiene el alelo 182 con 0.31. El genotipo C. canephora mostro el

alelo 176 y el C. liberica mostro el alelo 172.

Sanchez (2017) report6 alelos de tamafio 149, 151, 153, 188, 160, 161, 164, 166, 167, 169.
La mayor frecuencia fue de 0.40, mientras que la mas baja fue de 0.0050 considerado como

alelo raro (<0.01).

j. M32
Para el locus M32, se obtuvieron los alelos de tamafios: 118, 119, 122, 125, 126, 143, 145y
149. La frecuencia mas alta la tiene el alelo 119 con 0.48. El genotipo C. canephora mostré

el alelo 118 y el C. liberica mostro los alelos 122 y 126.

Sanchez (2017) report6 alelos de tamafio 99, 102, 106, 114, 116, 120, 123, 127, 131. La
mayor frecuencia fue de 0.61, mientras que la méas baja fue de 0.0052 considerado como

alelo raro (<0.01).

k. M753

Para el locus M753, se obtuvieron los alelos de tamafos: 307, 309, 311, 315, y 317. La
frecuencia mas alta la tiene el alelo 307 con 0.45. El genotipo C. liberica mostré el alelo
309.

Sanchez (2017) reporto alelos de tamafio 283, 289, 290, 292, 296. La mayor frecuencia fue
de 0.467, mientras que la mas baja fue de 0.0457 dicha frecuencia no causaria que sea

catalogado como alelo raro.
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I. SSRO03

Para el locus SSR03, se obtuvieron los alelos de tamafos: 153, 158, 160, 165, y 175. La
frecuencia mas alta la tiene el alelo 153 con 0.35. El genotipo C. liberica mostré el alelo
175.

Sanchez (2017) reporto alelos de tamafio 134, 139, 141, 143, 145, 146, 148, 149, 153, 154,
156. La mayor frecuencia fue de 0.326, mientras que la méas baja fue de 0.0049 considerado

como alelo raro (<0.01).

m. SSRCal8
Para el locus SSRCal8, se obtuvieron los alelos de tamarios: 117, 130, 132, 137, 138 y 143.
La frecuencia mas alta la tiene el alelo 138 con 0.48. El genotipo C. canephora mostro los

alelos 117 y 137, C. liberica mostro el alelo 132.

Sanchez (2017) reportd alelos de tamafio 110, 111, 112, 118, 119, 124, 126. La mayor
frecuencia fue de 0.495, mientras que la méas baja fue de 0.0102 dicha frecuencia no causaria

que sea catalogado como alelo raro.

Los valores de frecuencias alélicas obtenidos en el presente estudio, muestran diferencias
con algunos de los valores obtenidos por Sanchez (2017) con el mismo marcador, esto puede
deberse a distintos factores siendo uno de los més relevantes la diferencia del origen de las
muestras, asi como también el empleo de una cola M13, el protocolo de electroforesis

capilar, entre otros.

Dentro del grupo total de muestras empleadas en este estudio, se encontraron 11 alelos que
son considerados como raros, debido a que cuentan con una frecuencia menor a 0.05;
asimismo, se observo la presencia de 32 alelos considerados muy raros, estos con una
frecuencia menor a 0.01. Una de las principales causas para la considerable cantidad de
alelos con muy baja frecuencia, se debe a que son exclusivos de los individuos del outgroup,

por lo tanto, muchos de estos no van a estar presentes en los individuos de arabica.
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4.5.3. Loci polimorficos

Se comprobo que de los 13 loci estudiados, cuatro de ellos no serian polimorficos y esos
corresponden a los loci: CaM40, CaM46, CarM092 y CaM38 (Tabla 11). Los nueve loci
restantes corresponderian al grupo de loci polimorficos en los cuales se evalud el nivel
informativo de los mismos determinando en cada locus el indice de contenido polimérfico

(PIC) y asimismo de estos en cada region de muestreo y en el outgroup (Tabla 12).

Tabla 9: Loci polimérficos en la poblacién evaluados

mediante la funcion isPoly del paquete estadistico Adegenet

N\ Locus Polimorfismo
1 M32 Verdadero
2 CaM40 Falso
3 M753 Verdadero
4 SSR03 Verdadero
5 CaM46 Falso
6 CarM105 Verdadero
7 CarM092 Falso
8 SSRCal8 Verdadero
9 CaM16 Verdadero
10 M20 Verdadero
11 M24 Verdadero
12 CaM38 Falso
13 CarM050 Verdadero

Tabla 10: Valores de indice de contenido polimdérfico (PIC) por loci, por region y
promedios, hallados mediante el paquete estadistico Polysat y el programa PolyGene

PIC
N° Loci Cajamarca Amazonas Junin Pasco Ucayali Huanuco Outgroup Promedio

PIC Nivel
PolyGene de Inf.

Polysat
1 M32 05451 05355 05241 05260 05355 05394  0,7438 _
2 CamM40 00000 00000 00000 00000 00000 00000 05355  0,0765 0117  Bajo
3 M753 04290 04141 03963 03750 03750 03750 05355 |  0,4143 03%  Medio
4 SSRO3 06251 06078 06707 065%4 05926 05926 06695 |NOGaIIN0/628 SENAIGN
5 CaMd6 00370  0,1638 01480 0,0739 00000 00000 03750 0,1139 0362  Bajo
6 CarM105 04276 04415 03963 03750 04768 03750  0,7438 | 04623 0415  Medio
7 CarM092 02243 02941 01094 0,0000 00000 02772 03750  0,1828 043  Bajo
8 SSRCals 05565 05478 05576 05576 05786 05427 07435 | OISGSNNN0/G0ANNATIONN
9 CaMl6 04276 03990 05185 04918 03750 04445 05355 | 0,560 0426  Medio
10 M2 07216 07337 07031 07031 07031 07117 07124 [AOASASSN024 Al
11 M24 05036 04478 05431 03784 02392 02306 06204 04233 0531  Medio
12 caM38 00725 00322 01676 0,1692 00000 00000 05926 01477 0313  Bajo
13 CarM050  0,3750 03750 03750 03750 03750 03750 06713 | 04173 0384  Medio

Outgroup = Grupo conformado por C. canephora, C. liberica y el hibrido S288.
Nivel de Inf. = Nivel de Informacién
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Figura 16: Estimacion del PIC promedio en poblacion total incluido el outgroup

Nota. Las lineas de corte separan los valores considerados bajos, medios y altos.

Con los resultados de los indices de contenido polimérfico (PIC) se determind que dentro
del grupo de loci empleados, los que cuentan con un nivel bajo de polimorfismo son: CaM40,
CaM46, CarM092 y CaM38, ya que tienen valores menores a 0.25. Los que cuentan con un
nivel de polimorfismo medio son M753, CarM105, CaM16, M24 y CarM050 con valores en
el rango de 0.25 a 0.50. Finalmente, los loci con un PIC alto son M32, SSR03, SSRCal8 y
M20 ya que cuentan con valores superiores a 0.50, esto demuestra que este Ultimo grupo de
primers mencionados posee una muy buena capacidad de discriminacion con el grupo de

muestras empleadas (Figura 16).

Los valores estimados de PIC para el locus M753 es de 0,4143 y para el locus SSRCal8 de
0,5835, cercanos a los reportados por Sanchez (2017) donde menciona valores de 0,4635 y
0,5758 respectivamente para una poblacion de arabicas. Asimismo, el valor del PIC para el
locus SSRO3 es de 0,6311, cercano al reportado por Sanchez (2017) con 0,6712.

Con respecto a los valores de PIC para el locus CaM16 es de 0,4560 y se acerca a lo obtenido
por Hendre et al. (2008) con 0,49. Por otro lado, los valores de PIC de los loci CaM40,
CaM46 y CaM38 contrastan con lo reportado por Hendre et al. (2008) ya que en su trabajo
indica que estos loci poseen valores de PIC que los harian ser considerados altamente
polimorficos en la poblacion estudiada; sin embargo, en el presente estudio se reporta que
para la poblacion trabajada los valores del PIC para dichos loci serian considerados con un

bajo nivel de polimorfismo. Este contraste significativo en los valores del PIC para este
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grupo de loci podria atribuirse al grupo de individuos con el cual se ha trabajado debido a
que las muestras evaluadas por Hendre et al. 2008 corresponden a individuos pertenecientes
al banco de germoplasma de café del Central Coffee Research Institure (CCRI - India),
mientras que las muestras empleadas en el presente estudio corresponden al banco de

germoplasma de café del INIA.

45.4. Alelos Nulos

Tomando en consideracion valores de frecuencia mayores a 0.19, se encontré que, de los 13
locus trabajados, cinco de ellos poseian una frecuencia superior al umbral, este grupo de loci
son CaM38, CaM40, CaM46, CarM092 y M24 (Tabla 13). (Razafinarivo et al., 2013). Los
alelos nulos son aquellos que no amplifican durante la PCR ya que pueden presentar
mutaciones en la region que flanquea la secuencia. Su presencia en la poblacion puede

ocasionar un déficit de heterocigotos (Tripp, 2009).

La frecuencia de alelos nulos puede ser considerada como un indicador de garantia sobre los
resultados de andlisis de microsatélites. Esta frecuencia se calcula en base a algoritmos que
emplean frecuencias esperadas y observadas de los genotipos evaluados para sus calculos
numeéricos (Van Oosterhout et al., 2004 citado por Acufia, 2016). Ademas, Barahona (2014)
postula que los rangos de probabilidad de alelos nulos se encuentran en rangos que van
desde: Prob. A.N < 0.05 (insignificante), 0.05 < Prob. A.N <0.20 (moderada), Prob. A.N >
0.2 (alta).

Tabla 11: Valores de frecuencia de alelos nulos con los marcadores empleados

N° Loci Frecuencia? FrecuenciaP®
1 CaM16.null 0.1094572 0.0
2 CaM38.null 0.2722633 0.178
3 CaM40.null 0.2832113 0.056
4 CaM46.null 0.3351903 0.301
5 CarM050.null 0.1059015 0.0
6 CarM092.null 0.4264495 0.456
7 CarM105.null 0.113516 0.0
8 M20.null 0.00684396 0.001
9 M24.null 0.5351034 0.560
10 M32.null 0.1217752 0.0
11 M753.null 0.1062501 0.0
12 SSRO3.null 0.04614497 0.0
13 SSRCal8.null 0.1224814 0.019

Frecuencia®: Hallada con el paquete estadistico Polysat
Frecuencia®: Hallada con el programa PolyGene
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4.6. Estructura genética
4.6.1. Heterocigosidad
El calculo de la heterocigosidad esperada y observada fue estimado para cada locus y en el

total de la poblacion estudiada (Tabla 14).

Los valores de heterocigosidad observada obtenidos, se muestran muy cercanos a 1 cuando
fueron evaluados mediante el paquete estadistico Adegenet, esto posiblemente se debe a que
el modelo empleado no seria el mas adecuado para el caso de un organismo poliploide como
lo es el café, sin embargo, al determinar los valores de heterocigosidad mediante el paquete
estadistico PolyGene, el cual es un programa para analisis de datos en especies poliploides
y con genotipos ambiguos, es decir, cuando no se puede determinar el nimero de copias
alélicas, los valores de heterocigosidad observada se encontraron en valores méas acordes a

lo que se esperaria para un organismo poliploide.

Tabla 12: Valores de Heterocigosidad observada y esperada.

N° Loci Ho-1 He-1 Ho -2 He-2
1 M32 0,9941 0,6222 0,564 0,566
2 CaM40 0,0059 0,0176 0,11 0,122
3 M753 0,9941 0,5217 0,568 0,513
4 SSRO3 0,9941 0,7085 0,799 0,686
5 CaM46 0,0000 0,1037 0,35 0,446
6  CarM105 0,9941 0,5366 0,565 0,525
7  CarM092 0,0000 0,2301 0,48 0,54
8 SSRCals 0,9882 0,6352 0,58 0,581
9 CaM16 0,9941 0,5567 0,565 0,528
10 M20 0,9882 0,7650 0,989 0,765
11 M24 0,1012 0,5245 0,56 0,592
12 CaM38 0,1018 0,1191 0,283 0,353
13 CarMO050 1,0000 0,5059 0,571 0,506
Prom. 0,6274 0,4498 0,5372 0,5172

Ho - 1y He - 1: Hallada con el paquete estadistico Adegenet
Ho - 2 y He - 2: Hallada con el programa PolyGene

Se realizd un segundo analisis de la heterocigosidad retirando los loci cuya frecuencia de
alelos nulos sea mayor a 0.15 segun los datos mostrados en la tabla 15, para esto se retiraron
los loci CaM38, CaM40, CaM46, CarM092 y M24. Con estos ajustes se obtuvo un valor de
He promedio de 0,595 en la poblacidn total y la Ho presento un valor mayor que la He (Tabla
15).
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La menor heterocigosidad observada fue obtenida con el marcador M24 con el que se
encuentran menor nimero de individuos heterocigotos, y M20 es el marcador con mayor
heterocigosidad observada pues con este marcador la vasta mayoria de individuos

presentaron 4 alelos distintos.

Tabla 13: Valores de heterocigosidad sin marcadores con alta frecuencia

de alelos nulos

Ne Loci Heterocigosidad Observada  Heterocigosidad Esperada
1 M32 0,564 0,5660
2 M753 0,568 0,513
3 SSRO3 0,799 0,686
4 CarM105 0,565 0,525
5 SSRCal8 0,58 0,581
6 CaM16 0,565 0,528
7 M20 0,989 0,765
8 M24 0,56 0,592
Promedio 0,649 0,595

En el analisis de heterocigosidad sin los loci con un indice de alelos nulos mayor a 0.15, el
promedio de la He es mayor que cuando se halla con todos los loci trabajados. Los valores
de heterocigosidad esperada son altos y se encontraron en un rango entre 0,513y 0,765, con
un promedio de 0,595. Esto muestra que la probabilidad de que dos alelos seleccionados al
azar sean diferentes es mayor al 50%. Este valor promedio de heterocigosidad esperada es
similar al reportado por el estudio en café en Costa Rica realizado por Sanchez (2017) (He=
0,5885).

4.6.2. Indice de Fijacion - Fst

Se realiz6 la estimacién del indice de fijacién Fst que mide el grado de diferenciacion
genética, tomando como subpoblaciones a las regiones de origen de las muestras de café
(Cajamarca, Amazonas, Junin, Pasco, Ucayali, Huanuco) y un outgroup conformado por
Coffea liberica, Coffea canephora y el hibrido S288 (Tabla 16). Se tomd en cuenta la
interpretacion de los rangos de Fst determinados por de Vicente et al. (2004) quienes
mencionan que valores entre 0 — 0.05 representan una pequefia diferenciacion, valores de
0.05 - 0.15 una diferenciacion moderada, de 0.15 — 0.25 una diferenciacion grande y valores

mayores a 0.25 una diferenciacion muy grande.
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Tabla 14: Tabla de indices Fst entre las regiones trabajadas

Fst Cajamarca Amazonas Junin Pasco Ucayali Huanuco Outgroup

Cajamarca 0 0,0014 0,0048 0,0041 0,0032 0,0065 0,0389
Amazonas  0,0014 0 0,0078 0,0068 0,0057 0,0078 0,0577
Junin 0,0048 0,0078 0 0,0038 0,0071 0,0092 0,0533
Pasco 0,0041 0,0068 0,0038 O 0,0066  0,0090 0,0730
Ucayali 0,0032 0,0057 0,0071 0,0066 0 0,0070 0,1509
Huéanuco 0,0065 0,0078 0,0092 0,0090 0,0070 0 0,0877
Outgroup 0,0389 0,0577 0,0533 0,0730 0,1509 0,0877 0

Se puede observar que los valores de Fst menores a 0.05 corresponderian a una poca
diferenciacion entre las regiones. Sin embargo, los valores Fst de la mayoria de las regiones
con el outgroup muestran valores mayores a 0.05, lo cual corresponderia a una
diferenciacion moderada, esto puede ser explicado debido a que el outgroup posee genotipos

correspondientes a otras especies del género Coffea y un hibrido.

Por otro lado, el Fst de la region de Cajamarca con el outgroup toma un valor de 0,039 lo
cual significaria poca diferenciacion, esto puede ser explicado porque esta region es la que
posee mayor cantidad de genotipos y también una de las que poseen mayor numero de alelos.
Finalmente, el valor de Fst entre la region de Ucayali y el outgroup es de 0.151, lo cual
evidencia una diferenciacion grande, y podria comprenderse por la poca cantidad de
genotipos que conforman esta region y ser la que posee menor cantidad de alelos. Los bajos

valores de Fst obtenidos podrian ser un indicativo de una alta tasa de flujo génico.

4.6.3. Anadlisis de conglomerados

Se realizé un dendrograma empleando la distancia de Nei y el método de agrupamiento
UPGMA, correspondiente a las regiones de origen de las muestras trabajadas, éste mostro
una cercania entre Pasco con Junin y entre Amazonas con Cajamarca (Figura 17), se debe
considerar que estas regiones son colindantes geograficamente, ademas los puntos de colecta

de las muestras para las regiones de Pasco y Junin son bastante cercanos (Figura 9).

Adicionalmente, se realiz6 un dendrograma con la distancia de Nei y el método de
agrupamiento UPGMA correspondiente a las denominaciones de variedades de los

genotipos evaluados. En este caso se tuvo que retirar a los individuos que no poseian
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informacion correspondiente a la denominacion de variedad dado que no podrian agruparse
en un solo grupo por ser posiblemente genotipos distintos y de esta manera el agruparlos
podria causar un sesgo en el analisis de los otros grupos. Debido al retiro de los NN para
este analisis, los individuos de las regiones de Pasco y Junin no formaron parte del analisis
(Figura 18).

Dendrograma

| { Amazonas

Huanuco
Ucayak
5288
Canephora

Libenca

20 15 10 05 00

Coeficiente de distancia

Figura 17: Dendrograma de regiones productoras de café evaluadas

Dendrograma

Costa Rica

Mundo novo
Pache
Caturra

Bourbor

Coeficiente de distancia

Figura 18: Dendrograma de variedades con distancia de Nei y agrupamiento UPGMA
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Se observd cercania entre los grupos denominados como Costa Rica y Catuai, se debe
considerar que la variedad Costa Rica 95 corresponde a un catimor el cual se genero a partir
de un Hibrido de Timor x Caturra, mientras que la variedad Catuai proviene del cruce Mundo
novo x Caturra, compartiendo asi a uno de los parentales y siendo ésta una de las posibles

explicaciones para su cercania.

También se observé que no hubo distancia entre los grupos denominados como Mundo novo
con Pache. Mundo novo proviene del cruce de Tipica x Bourbon, mientras que Pache es una
mutacion natural de Tipica. Por lo cual ambas variedades, Mundo novo y Pache, tendria

como parte de su origen a Tipica lo cual podria ser la razdn de mostrar tanta cercania.

El grupo denominado Maragogipe denoté cercania con el grupo denominado como
Nacional, el cual no corresponde a variedad alguna, sin embargo, CENICAFE s.f menciona
que en Colombia a la variedad Tipica también se le llama arabico, pajarito o nacional. La
variedad Maragogipe tiene origen en una mutacion natural de Tipica. Considerando que el
grupo denominado como Nacional podria estar compuesto por individuos de la variedad

Tipica, esta seria la razon para la cercania.

Los grupos denominados como Castillo y Gran Colombia se muestran separados, pero
considerando que las variedades de Castillo y Colombia tienen como origen cruces entre
Caturra e Hibrido de Timor, es decir son catimores, es de esperar que tengan mayor cercania
entre ellos y con el grupo denominado como Catimor. Esto puede deberse a que la
denominacion de variedad empleada no es la correcta o el set de marcadores empleados no

permite generar mayor cercania entre los grupos mencionados.

Un tercer dendrograma fue generado en base la distancia euclidiana y agrupamiento
UPGMA correspondiente a un analisis a nivel de individuos. Esta muestra baja diversidad
genética entre las variedades de C. arabica. No se logra observan agrupamiento entre
individuos de la misma variedad, lo que se observé fue agrupacion de mezclas de individuos
de distintas regiones y variedades los cuales tienen una distancia de cero ya que presentaron
el mismo perfil genético con el set de marcadores empleados en este estudio. Esto puede

tener una explicacion por una falta de pureza varietal o porque los marcadores empleados no
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son suficientes para realizar dicha discriminacion (Figura 19). En este analisis, la mayor
parte de los individuos mas distanciados corresponden a genotipos provenientes
principalmente de Junin, Amazonas y Cajamarca con denominaciones varietales como:

Bourbon, Caturra, Catimor, Gran Colombia y NN (sin denominacién varietal).

Muchas veces la denominacion varietal otorgada por el agricultor no corresponde a la
correcta. Esto se observa en estudios de caracterizacion morfolégica como el realizado por
Blas et al., 2011 donde se report6 que en el 26% de las entradas la denominacién otorgada
por el agricultor no seria la correcta y/o se podrian tratar de mezclas de variedades. Por otro
lado, los individuos C. canephora y C. liberica presentaron mayor diferenciacion genética
con los individuos de arabica. Esto debido a que ambos poseen perfiles genéticos distintos a

los de arabica gracias a la presencia de alelos exclusivos para estos individuos.
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Resultados de baja diversidad genética en café también han sido reportados como el de
Lashermes et al. (1996), donde menciona que las causas principales serian su reciente origen,
su biologia reproductiva autégama y la forma de dispersion desde su centro de origen. En
otro trabajo realizado por Steiger et al. (2002), reporto una muy alta similaridad genética en
cultivares de C. arabica, aunque el marcador empleado en este caso fue AFLP. Por otro lado,
Palomino et al. (2014), reportaron un bajo grado de diversidad genética y la falta de

agrupamiento en base a variedades de café arabica con marcadores moleculares tipo RAPD.

4.6.4. Andlisis de componentes principales - PCA

Se realiz6 un andlisis de componentes principales a partir de una matriz de frecuencias
alélicas individuales. Los resultados obtenidos a partir de este analisis no muestran
agrupamiento o estructuracion con respecto a las regiones de origen ni a la denominacion de
variedades (Figura 20). El grafico de sedimentacion muestra que los dos primeros
componentes principales acumulan una varianza de 34,5% (Figura 21). Adicional al grafico
correspondiente a los dos primeros componentes, también se evaluaron los graficos
formados en base al componente uno con el tres y otro con el componente dos y el tres

(Anexo 3). Determinando asi la no agrupacion especifica de estos individuos.

Se observad la presencia de algunos genotipos que divergen del grupo mas grande, entre ellos
tenemos una agrupacion de individuos sin denominacion varietal conocida (NN) que
pertenecen a las regiones de Junin y Ucayali: nn23, nn24, nn39, nn52, nn53, nn54, nn55 y
nn65. También se presentan alejados algunos individuos catalogados como Castillo, Caturra,
Catimor y Costa Rica 95, seria interesante evaluar si a nivel morfoldgico estos genotipos de

café arabica también son los mas alejados de la poblacion.

Debido a la naturaleza autdgama de C. arabica, es de esperar que se genere un bajo patron
de agrupamiento en base a las variedades. Ademas, el proceso por el cual las variedades han
sido generadas puede en parte explicar la falta de una clara diferenciacion entre grupos de
variedades, como ejemplo se puede tomar a la variedad Caturra, la cual proviene de una
mutacion natural de la variedad Bourbon, por lo cual una diferenciacion significativa entre
ambas variedades podria no generarse debido al relativamente corto tiempo transcurrido que
tiene la variedad Bourbon desde su generacion. Factores como cierto grado de flujo génico

entre variedades podrian contribuir en la estructuracion de las mismas (Geleta et al., 2012).
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Figura 21: Grafico de sedimentacion mostrando el aporte de cada componente

Otro enfoque de andlisis multidimensional empleado con datos moleculares es el realizado
con el uso del Anélisis de Coordenadas Principales — PCoA, con el cual se puede realizar

ordenamiento de datos originados por marcadores moleculares (Balzarini et al., 2006).

Se realiz6 un diagrama de dispersion con las dos primeras coordenadas empleando una
matriz de dispersion en base a la distancia genética de Lynch, la cual no se ve afectada por
el nivel de ploidia de los individuos, genotipos ambiguos ni frecuencias alélicas (Viay Rada,
2015), siendo todo lo anterior caracteristico de las muestras que pertenecen al presente
estudio (Anexo 4). Sin embargo, no se pudo identificar ningun tipo de agrupamiento
consistente al origen de muestreo, ni tampoco a la denominacion varietal (brindada por el
agricultor). Asimismo, se corrobord lo obtenido con el Analisis de componente Principales
-~ PCA.

El analisis de coordenadas principales (PCoA) evidencié una agrupacion de las muestras
correspondientes a café arabico y se pudo observar un aislamiento de C. canephoray C.
liberica pudiendo asi discriminar adecuadamente entre muestras de café ardbico y no
arébico. De la misma manera que el dendrograma de variedades y el de individuos, los
resultados graficos del PCoA respaldan una separacion evidente entre las muestras de café

arabico y no arabico.

55



4.6.5. Anadlisis Discriminante de Componentes Principales - DAPC

En el analisis DAPC (Anexo 6), se encontro un valor de K=5, empleando el criterio “goodfit”
en la basqueda de clusters para determinar la mejor agrupacion con el minimo nimero de
grupos formados. Se tomaron ocho componentes principales y cuatro funciones
discriminantes. En la gréfica realizada se observo que los cluster cinco y el dos mostraron

mayor distanciamiento de los otros cluster (uno, tres y cuatro).

En el cluster cinco se encuentran individuos de distintas denominaciones varietales, pero
basicamente estos pertenecen a las regiones de Cajamarca y de Junin, finalmente en este

cluster también se encontré al individuo C. liberica.

El cluster dos es uno de los méas grandes, ya que esta conformado por 44 individuos, de la
misma manera que el cluster cinco, este grupo esta conformado por individuos con distintas
denominaciones de variedad, sin embargo, principalmente se encuentran individuos

pertenecientes a las regiones de Cajamarca, Amazonas, Junin y Pasco.

-

DA eigenvalues

]

Figura 22: Analisis discriminante de componentes principales DAPC con 13 loci
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Realizando un nuevo analisis DAPC retirando los locus con una elevada frecuencia de alelos
nulos (Figura 23) y los mismos parametros ya empleados en el anterior DAPC, se formaron
cinco cluster, de ellos el méas alejado es el cluster uno donde se encuentran la menor cantidad
de individuos con solo siete y la mayoria de ellos pertenecen a las regiones de Cajamarca y

Amazonas.

Otro grupo distanciado, pero en menor medida es el tres, donde se encuentran individuos de
las regiones de Cajamarca, Junin y Pasco. Vale recalcar que, en este grupo, la gran mayoria
de individuos no contaban con denominacién de variedad alguna, es decir estan etiquetados

como NN.

DA eigenvalues

I
X
7

Figura 23: Analisis discriminante de componentes principales DAPC retirando cinco

loci con frecuencia de alelos nulos elevada

4.6.6. Andlisis de varianza molecular - AMOVA
El andlisis de varianza molecular (AMOVA) realizado en base a poblaciones segun la
procedencia de los individuos, mostrd que gran parte de la varianza genética perteneciente a

los grupos evaluados se encontrd dentro de las regiones, con valores superiores al 94% de la
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varianza total, lo que indica una alta variacion entre los individuos dentro de cada grupo
(Tabla 17 y 18). Mientras que la varianza genética entre los grupos se presento en valores
entre 3.3% y 5.6%. Estos resultados nos permitieron observar que hay muy poca variacion
entre las regiones, esto podria tener explicacion en la forma de distribucion del germoplasma

de una zona cafetalera hacia otra (Blas et al., 2011).

IAM hace referencia a infinite allele model donde se asume que todos los alelos posibles
comparten la misma probabilidad de ser formados en base a una mutacion, mientras que
SMM stepwise mutation model describe a los microsatélites como un proceso de mutacion
generado paso a paso afiadiendo y retirando unidades de repeticidn individuales, también
Ilamados motivos (Kosman & Jokela, 2019). En este analisis bajo ambos modelos (IAM -
SMM) se pudo observar que la mayor parte de la totalidad de varianza estaria presente dentro
de las poblaciones, es decir dentro de cada grupo de individuos segln la region de

procedencia.

Tabla 15: Analisis de varianza molecular (AMOVA) de las regiones de origen de las

accesiones de café, usando modelo IAM

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados Componentes

o)
variacion libertad cuadrados medios de varianza &
Dentro de 667 2125,723 3,187 3,187 94,397
Poblaciones
Entre Poblaciones 8 127,469 15,934 0,189 5,603
Total 675 2253,193 3,338 3,376 100

Tabla 16: Andlisis de varianza molecular (AMOVA) de las regiones de origen de las

accesiones de café, usando modelo SMM

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Componentes o
L, . . . )
variacion libertad cuadrados medios de varianza
Dentro de 667 1423262,592  2133,827 2133,827 96,733
Poblaciones
Entre Poblaciones 8 55916,144 6989,518 72,059 3,267
Total 675 1479178,736 2191,376 2205,886 100

Otro AMOVA fue realizado, y para este analisis se evalud la varianza genética presente entre
los grupos conformados por las variedades. Similarmente a lo obtenido en el anterior
analisis, se mostré un valor muy alto dentro las poblaciones (variedades), en este caso

valores de variabilidad superiores a 91% fueron los registrados (Tabla 19 y 20). Por otro
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lado, los valores de variabilidad genética entre estas poblaciones fueron 7.2% Yy 8.4%, lo cual
vuelve a demostrar una baja variabilidad entre los grupos formados por las denominaciones
varietales. Los resultados obtenidos en el presente estudio difieren con los reportados por
Whiter (2019), donde encontr6 un porcentaje de variabilidad entre variedades de 66.58%, se
debe tener en cuenta que las muestras usadas en ese estudio solo corresponden a individuos
del distrito de Villa Rica, mientras que en este estudio se emplearon muestras
correspondientes a diferentes zonas cafetaleras del pais, algunas de ellas corresponden a

caficultores de pequefia escala los cuales comparten semillas de unas parcelas a otras.

Por lo tanto, el analisis AMOVA indic6 que no existe una variabilidad genética considerable
entre las variedades, posiblemente porque los marcadores seleccionados no permitirian
encontrar diferencias moleculares entre las variedades o porque podria existir una
considerable mezcla entre las variedades. Ademés de ello, se debe considerar que la
denominacion de variedad se dio en base a informacion proporcionada por el agricultor al
momento de colecta y en algunos casos podria no corresponder a la correcta denominacion.
Por lo tanto, seria muy interesante el realizar una nueva evaluacion de la data con

informacion previa de una caracterizacion morfoldgica.

Tabla 17: Analisis de varianza molecular (AMOVA) de las denominaciones

varietales de las accesiones de café. Usando modelo 1AM

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Componentes o
R ., R . . 0
variacion libertad cuadrados medios de varianza
Dentro de 389 117485 3,02 3,02 91,648
Poblaciones
Entre Poblaciones 14 137,876 9,848 0,275 8,352
Total 403 1312,726 3,257 3,295 100

Tabla 18: Andlisis de varianza molecular (AMOVA) de las denominaciones

varietales de las accesiones de café. Usando modelo SMM

Fuente de Gradosde ~ Sumade  Cuadrados Componentes o
L . h . 0
variacion libertad cuadrados medios de varianza
Dentro de
. 389 206177,165 530,018 530,018 92,804
Poblaciones
Entre Poblaciones 14 21694,27 1549591 41,097 7,196
Total 403 227871,435 565,438 571,115 100
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4.6.7. Anadlisis de estructura poblacional

En el andlisis con el programa STRUCTURE, el nimero de poblaciones asumidas (K) varid
de 1a 10 (Anexo 6). Se pueden observar multiples barras correspondientes a cada individuo,
al tener un solo color en la barra esto nos indicaria una probabilidad de pertenencia de 100%
al cluster designado, si se presentaria mas de un color, este individuo compartiria genoma

con otro cluster (Martinez, 2008).

Un primer andlisis fue realizado con los 13 loci trabajados, empleando una longitud de burn-
in de 10,000 y un MCMC 100,000, con valores de K desde uno hasta diez y fueron repetidas
diez veces cada una. EI método Delta de K (Evanno et al., 2005), permite identificar el valor
optimo de K que representaria la estructura poblacional bajo dichas condiciones. Para este

caso el valor 6ptimo de K corresponderia a tres (Figura 24).

AK

25 50 75 10.0

Figura 24: Curva de Delta de K para la determinacién del 6ptimo

valor de K en la poblacion estudiada

En este analisis se observo que la estructura de la poblacion de café estudiada corresponderia
aun valor de K=3 (Figura 26A). La mayor parte de los individuos del segundo cluster poseen
una pertenencia cercana a 100%, se puede observar que los individuos correspondientes a C.
liberica y C. canephora poseen una contribucion de mas de un cluster en su estructura
genética bajo este analisis. Correspondiente a este enfoque bayesiano de analisis de
estructura no se estaria observando una clara diferenciacion genetica entre las muestras de

café arabico y no arébico, estos resultados difieren de los obtenidos por Whiter (2019), donde
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con un k = 2 y k = 3 muestra una marcada diferenciacion genética entre C. arabicay C.
canephora. Este resultado de baja diferenciacion genética, entre las muestras de café arabico
y no ardbico, obtenido en el presente analisis de estructura genética con un enfoque
bayesiano, puede deberse a la cantidad de alelos nulos presentes en los loci trabajados. Por
tal motivo, se planteo realizar un nuevo andlisis tratando de mitigar el efecto que podrian
estar produciendo los alelos nulos en este analisis. Un segundo anélisis de estructura fue
realizado, empleando los mismos parametros que el primero, pero con variaciones en la
cantidad de loci, retirando los loci con altas frecuencias de alelos nulos. Para este caso el

método delta de K mostré que el valor 6ptimo de K corresponderia a cinco (Figura 25).
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Figura 25: Curva de Delta de K determinando el 6ptimo valor de K
en la poblacién estudiada, correspondiente a K=5

Los resultados obtenidos de este otro analisis de estructura genética con métodos bayesianos,
pero esta vez retirando los loci con una frecuencia de alelos nulos mayor a 0.15, mostraron
que al evaluar un K =5 (Figura 26B), los individuos pertenecientes al outgroup se encuentran
casi exclusivamente en un solo cluster a excepcion del individuo S288, el cual posee
probabilidad de pertenencia a los 5 cluster, este resultado podria tener sustento en el origen
del hibrido S288 el cual proviene de un cruce de C. arabica y C. liberica. Este resultado
demuestra una clara diferenciacion genética entre los individuos de C. liberica y C.
canephora con los individuos de C. arabica.
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Figura 26: Estructura poblacional de las muestras de café evaluadas. A (3K), B (5K)
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Los resultados de diversidad y estructura genética en café peruano obtenidos por distintos
autores (Blas et al. 2010, Mansilla et al. 2021, Palomino et al. 2014 y Wither et al. 2019) y
comparados con los obtenidos en el presente estudio, pueden diferir por los distintos origenes
de las muestras empleadas, los marcadores y los enfoques utilizados para el analisis de la
data; sin embargo, se ha observado que es similar en cuanto a la estrecha diversidad genética
encontrada en el café arabica, esto de acuerdo a su naturaleza reproductiva autbgama asi

como también a su proceso de domesticacion.

Adicionalmente, de acuerdo a lo mencionado por Palomino et al. (2014), se debe tener en
consideracién que las muestras obtenidas de las colectas, muchas veces son el producto de
transferencia de semillas entre agricultores y que la variedad catalogada como tal por el
agricultor, no corresponde al genotipo o son mezclas, esto también puede darse debido al
tipo de introduccion del café al pais. Tomando en consideracion lo mencionado
anteriormente, se puede tener una explicacion probable hacia la falta de agrupamiento y de

estructura de las muestras en base a su denominacion varietal.
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V. CONCLUSIONES

Se obtuvo ADN con calidad y cantidad suficiente para los procedimientos de PCR.
Se establecieron procedimientos para la amplificacion via PCR multiplex logrando
amplificar 15 pares de primers en solo 4 reacciones, reduciendo costos y tiempos de
ejecucion.

Se encontraron 70 alelos distintos y una heterocigosidad (e) 0,595 indicando una baja
variabilidad genética para el café peruano. indice de fijacion (Fst) indica poca
diferenciacién entre las poblaciones de café cultivado en el Pert. Los marcadores M32,
SSR03, SSRCa018, y M20 mostraron un muy alto contenido de informacion
polimorfica (PIC), por lo cual muestran gran potencial y pueden llegar a ser de mucha
utilidad en este tipo de estudios moleculares en café peruano.

La estructura genética poblacional muestra 3 poblaciones diferenciadas (K=3). Sin
embargo, eliminando alelos nulos se generan 5 grupos o estructuras poblacionales de
café peruano (K=5). Ademas, las variedades cultivadas en distintas regiones no
forman necesariamente un mismo cluster, lo que indica diferenciacion por adaptacion

0 problemas de denominacion.



V1. RECOMENDACIONES

Debido a la baja diversidad genética, se recomienda la adicion de otros marcadores a
los encontrados con alta tasa de polimorfismo en el presente estudio. Ademas, podrian
usarse controles de variedades provenientes de productores certificados.

Realizar una caracterizacion morfologica que permita acercarnos a las correctas
denominaciones de la variedad y evaluar los perfiles genéticos de los individuos con
las caracteristicas agronémicas de mayor interés. Ademas, poder conocer que
variedades podrian ser los individuos de las regiones de Junin y Pasco cuyo total de
individuos estan etiquetados como NN.

Debido a la ambigliedad que generan los genotipos poliploides, se sugiere desarrollar
una metodologia que permita inferir el dosaje alélico para obtener resultados méas
precisos.

Realizar nuevos muestreos de otras regiones de importancia para la caficultura peruana
para lograr enriquecer la coleccion de germoplasma de café del INIA.

Continuar con las investigaciones que permitan encontrar individuos que sirvan de

base para programas de mejoramiento genético de café en el Perd.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1: Graficas de frecuencias alélicas por cada marcador en la poblacion estudiada.
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Anexo 2: Cantidad de componentes y concentraciones para reacciones de PCR

multiplex

Componentes y volumenes utilizados para 4 pares de cebadores

Concentracion Concentracion Vol Final Vol Final
Componentes Inicial Final paral Rx para45 Rx
H.0 - - 2.729 uL  122.805 pL
MgCl, 50 mM 2.5 mM 0.5 uL 22.5 ulL
Buffer 10 X 1X 1 uL 45 uL
DNTPs 10 mM 0.2 mM 0.2 uL 9 uL
ler Primer F 10 uM 0.03 uM 0.03 uL 1.35 uL
ler Primer R 10 uM 0.06 uM 0.06 uL 2.70 uL
2do Primer F 10 uM 0.03 uM 0.03 uL 1.35 ul
2do Primer R 10 uM 0.06 uM 0.06 uL 2.70 L
3er Primer F 10 uM 0.03 uM 0.03 uL 1.35 ul
3er Primer R 10 uM 0.06 uM 0.06 uL 2.70 uL
4to Primer F 10 uM 0.03 uM 0.03 uL 1.35 ulL
4to Primer R 10 uM 0.06 uM 0.06 uL 2.70 uL
Fluordéforo 10 uM 0.151 uM 0.151 uL 6.795 uL
Taq Pol 5U 0.3U 0.06 uL 2.7 uL
ADN 10 ng 50 ng 5.0
Volumen - - 10 450

Componentes y volumenes utilizados para 4 pares de cebadores (modificado)

Componentes Conceljt_racién Conce_ntracién Vol Final Vol Final
Inicial Final paral Rx para45 Rx
H20 - - 2.729 u.  122.805 puL
MgCl. 50 mM 2.5 mM 0.5 uL 22.5 uL
Buffer 10 X 1X 1 uL 45 uL
DNTPs 10 mM 0.2 mM 0.2 uL 9 uL
ler Primer F 10 uM 0.0225 uM 0.0225 uL.  1.0125 puL
ler Primer R 10 uM 0.045 uM 0.045 uL 2.025 uL
2do Primer F 10 uM 0.0375 uM 0.0375ulL  1.6875 uL
2do Primer R 10 uM 0.075 uM 0.075 uL 3.375 uL
3er Primer F 10 uM 0.0225 uM 0.0225 uL  1.0125 pL
3er Primer R 10 uM 0.045 uM 0.045 uL 2.025 uL
4to Primer F 10 uM 0.0375 uM 0.0375 uL  1.6875 uL
4to Primer R 10 uM 0.075 uM 0.075 pL 3.375 uL
Fluoroforo 10 uM 0.151 uM 0.151 pL 6.795 uL
Taq Pol 5U 0.3U 0.06 uL 2.7 uL
ADN 10 ng 50 ng 5.0
Volumen - - 10 450
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Anexo 3: Gréficas de analisis de componentes principales PCA
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Grafica de segundo y tercer componente
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Anexo 4: Gréficas correspondientes al Analisis de coordenadas principales — PCOA

PCoA con distancia de Lynch

PCoA with Lynch distance
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plot(pca[,1], pca[,2],col= rep(c("7", "2","3","4","5","6","1"),c(52,30,34,25,6,19,3)) , main = "PCoA with Lynch distance", type = "p", pch = 20)
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PCoA biplot
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Anexo 5: Tablas de analisis discriminante de componentes principales — DAPC

DAPC 169 ind, 13 loci, 6 componentes principales y 4 funciones discriminantes

Ind Cluster Ind Cluster Ind Cluster Ind Cluster
Cl7-caturd 1 J1-nn7 2 J11-nn17 3 J13-nn19 4
C35-cr2 1 J2-nn8 2 P4-nn43 3 J19-nn25 4
J17-nn23 1 J10-nn16 2 P10-nn49 3 J25-nn31 4
J18-nn24 1 J14-nn20 2 P17-nn56 3 J26-nn32 4
J33-nn39 1 J15-nn21 2 P19-nn58 3 J27-nn33 4
J34-nn65 1 J21-nn27 2 P20-nn59 3 J28-nn34 4
P12-nn51 1 J22-nn28 2 U1-nn66 3 J29-nn35 4
P13-nn52 1 P1-nn40 2 U2-catil9 3 J30-nn36 4
P14-nn53 1 P2-nn41 2 U3-cati20 3 J31-nn37 4
P15-nn54 1 P3-nn42 2 U6-caturl8 3 J32-nn38 4
P16-nn55 1 P5-nn44 2 H5-cati21 3 P6-nn45 4
U4-caturl6 1 P7-nn46 2 H9-cati23 3 P9-nn48 4
H1-mn4 1 P8-nn47 2 H12-cati24 3 P11-nn50 4
H3-tip4 1 P18-nn57 2 H20-cati25 3 P21-nn60 4
H14-nn68 1 P24-nn63 2 C4-cati2 4 P22-nn61 4
H16-bou8 1 U5-caturl? 2 C8-nnl 4 P23-nn62 4
H19-catu7 1 H4-tip5 2 C12-catur? 4 P25-nn64 4
C2-nacl 2 H10-mn5 2 C15-catur3 4 H2-tip3 4
C3-nac2 2 H17-tip6 2 C18-nn2 4 H6-nn67 4
C5-caturl 2 C10-gcl 3 C22-caturs 4 H7-bou7 4
Cé6-catul 2 Cll-crl 3 C30-pac2 4 H11-caturl9 4
C9-maral 2 C24-catib 3 C31-caturb 4 H13-catu6 4
C13-nac3 2 C28-vil 3 C33-mn2 4 H15-catur20 4
Cl14-nac4 2 C29-cati6 3 C36-bou2 4 H18-catur21 4
C19-boul 2 C34-cati7 3 C44-catur8 4 CAN 4
C21-pacl 2 C38-pacd 3 C45-pac6 4 S288 4
C23-nach 2 C39-cati8 3 C51-nn5 4 C7-cati3 5
C25-mnl 2 C41-cati9 3 C53-catu2 4 Cl6-gc2 5
C32-pac3 2 C42-catil0 3 AT-catur9 4 C20-cati4 5
C37-catur? 2 C43-pac5 3 Al4-caturl0 4 C26-gc3 5
C40-nac6 2 C50-nn4 3 Al6-crd 4 C27-casl 5
C48-nac8 2 C52-catil2 3 Al7-catilé 4 C46-nac? 5
Al-nac9 2 A2-catil3 3 A22-caturl3 4 C47-nn3 5
Ab6-pac? 2 A3-bou3 3 A23-caturl4d 4 C54-catu3 5
Al10-nacl0 2 A4-nn6 3 A26-boub 4 A8-cr3 5
Al2-pac8 2 Ab-catud 3 A27-caturls 4 A24-catub 5
Al13-pac9 2 A9-catil4 3 A28-mn3 4 J5-nn1l 5
Al8-caturll 2 All-catil5 3 J4-nn10 4 J9-nn15 5
A19-caturl? 2 Al15-boud 3 J6-nn12 4 J16-nn22 5
A21-tipl 2 A20-catil7 3 J7-nn13 4 J20-nn26 5
A29-boub 2 A25-catil8 3 J8-nn14 4 J23-nn29 5
A30-tip2 2 J3-nn9 3 J12-nn18 4 J24-nn30 5
LIB 5
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DAPC 166 ind, 8 loci, 6 componentes principales y 4 funciones discriminantes

Ind Cluster Ind Cluster Ind Cluster Ind Cluster
C7-cati3 1 P18-nn57 2 C22-caturb 5 J11-nnl7 5
C27-casl 1 P24-nn63 2 C24-cati5 5 J12-nn18 5

C53-catu2 1 U4-caturl6 2 C28-vil 5 J13-nn19 5
C54-catu3 1 U5-caturl? 2 C29-cati6 5 J25-nn31 5
Al3-pac9 1 H3-tip4 2 C30-pac2 5 J26-nn32 5
Al6-crd 1 H4-tip5 2 C31-catur6 5 J27-nn33 5
A24-catub 1 H10-mn5 2 C33-mn2 5 J28-nn34 5
J9-nn15 1 H14-nn68 2 C34-cati7 5 J29-nn35 5
C2-nacl 2 H16-bou8 2 C36-bou2 5 J30-nn36 5
C3-nac2 2 H17-tip6 2 C38-pacd 5 J31-nn37 5
C5-caturl 2 C26-gc3 3 C39-cati8 5 J32-nn38 5
C6-catul 2 C35-cr2 3 C41-cati9 5 P4-nn43 5
C9-maral 2 C46-nac? 3 C42-catil0 5 P6-nn45 5
C13-nac3 2 C47-nn3 3 C43-pach 5 P9-nn48 5
Cl4-nac4 2 J5-nnl1l 3 C44-catur8 5 P10-nn49 5
C16-gc2 2 J17-nn23 3 C45-pac6 5 P11-nn50 5
C17-caturd 2 J18-nn24 3 C50-nn4 5 P17-nn56 5
C19-boul 2 J20-nn26 3 C51-nn5 5 P19-nn58 5
C21-pacl 2 J33-nn39 3 C52-catil2 5 P20-nn59 5
C23-nach 2 J34-nn65 3 A2-catil3 5 P21-nn60 5
C25-mnl 2 P12-nn51 3 A3-bou3 5 P22-nn61 5
C32-pac3 2 P13-nn52 3 A4-nn6 5 P23-nn62 5
C37-catur? 2 P14-nn53 3 Ab5-catud 5 P25-nn64 5
C48-nac8 2 P15-nn54 3 AT7-catur9 5 U1l-nn66 5
Al-nac9 2 P16-nn55 3 A8-cr3 5 U2-catil9 5
A6-pac? 2 C40-nac6 4 A9-catil4 5 U3-cati20 5
Al10-nac10 2 Al8-caturll 4 All-catil5 5 U6-caturl8 5
Al2-pac8 2 J1-nn7 4 Al4-caturl0 5 H1-mn4 5
Al9-caturl2 2 J10-nn16 4 Al15-bou4d 5 H2-tip3 5
A21-tipl 2 J14-nn20 4 Al7-catil6 5 H5-cati21 5
A29-boub 2 J15-nn21 4 A20-catil7 5 H6-nn67 5
A30-tip2 2 J16-nn22 4 A22-caturl3 5 H7-bou7 5
J2-nn8 2 J19-nn25 4 A23-caturl4 5 H9-cati23 5
J21-nn27 2 P8-nn47 4 A25-catil8 5 H11-caturl9 5
J22-nn28 2 C4-cati2 5 A26-boub 5 H12-cati24 5
J23-nn29 2 C8-nnl 5 A27-caturls 5 H13-catu6 5
J24-nn30 2 C10-gcl 5 A28-mn3 5 H15-catur20 5
P1-nn40 2 Cli-crl 5 J3-nn9 5 H18-catur21 5
P2-nn41 2 Cl12-catur2 5 J4-nn10 5 H19-catu7 5
P3-nn42 2 C15-catur3 5 J6-nn12 5 H20-cati25 5
P5-nn44 2 C18-nn2 5 J7-nn13 5
P7-nn46 2 C20-cati4 5 J8-nn14 5
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Anexo 6: Gréficos de analisis de estructura genética con enfoque bayesiano

K =1 hasta K =10, 13 loci
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K=1yK =2, 13 loci
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K=3, K=4yK=5, 13 loci
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K=6,K=7yK =8, 13 loci
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K=9y K =10, 13 loci
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K =1 hasta K =10, 8 loci

Analisis de estructura poblacional en cafe
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K=1yK=2,08loci

Analisis de estructura poblacional en cafe
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K=3, K=4yK=5,08 loci
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K =9y K =10, 08 loci
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Anexo 7: Datos de colecta de las muestras de la coleccion de café del INIA

Agce)gibn ngé IIiDSailSra Variedad* Departamento Provincia Latitud Longitud  Altitud
2 C2-nacl Nacional Cajamarca San Miguel -6,893239  -79,065549 1137
3 C3-nac2 Nacional Cajamarca San Miguel -6,893239  -79,065549 1137
4 C4-cati2 Catimor Cajamarca Santa Cruz -6,857848  -79,107576 1293
5 C5-caturl Caturra Cajamarca Santa Cruz -6,857848  -79,107576 1293
6 C6-catul Catuai Cajamarca Santa Cruz -6,857848  -79,107576 1293
7 C7-cati3 Catimor Cajamarca Santa Cruz -6,857848  -79,107576 1293
8 C8-nnl NN Cajamarca Santa Cruz -6,858167  -79,108117 1305
9 C9-maral Maragogipe  Cajamarca Santa Cruz -6,858167  -79,108117 1305
10 C10-gcl Cofgrinbia Cajamarca  SantaCruz ~ -6,857233 -79,107533 1314
11 Cli-crl Costa Rica Cajamarca Santa Cruz -6,857926  -79,106752 1282
12 C12-catur? Caturra Cajamarca Santa Cruz -6,857926  -79,106752 1282
13 C13-nac3 Nacional Cajamarca San Miguel -6,880955 -79,113736 1205
14 Cl4-nac4 Nacional Cajamarca San Miguel -6,874023  -79,100736 1252
15 C15-catur3 Caturra Cajamarca San Miguel -6,876770  -79,080072 1402
16 C16-gc2 Cofgg”bia Cajamarca  San Miguel ~ -6,876770  -79,080072 1402
17 C17-caturd Caturra Cajamarca Santa Cruz -6,874057  -79,077604 1495
18 C18-nn2 NN Cajamarca Santa Cruz -6,874057  -79,077604 1495
19 C19-boul Bourbon Cajamarca Santa Cruz -6,874057  -79,077604 1495
20 C20-cati4 Catimor Cajamarca Jaén -5,977916  -79,125343 1882
21 C21-pacl Pache Cajamarca Jaén -5,977916  -79,125343 1882
22 C22-caturb Caturra Cajamarca Jaén -5,977916  -79,125343 1882
23 C23-nac5 Nacional Cajamarca Jaén -5,977916  -79,125343 1882
24 C24-cati5 Catimor Cajamarca Jaén -5,977916  -79,125343 1882
25 C25-mnl1 erllcj)?/((j)o Cajamarca San Ignacio -5,155069  -79,014954 1333
26 C26-gc3 Cofgs]”bia Cajamarca  SanIgnacio  -5,155069 -79,014954 1333
27 C27-casl Castillo Cajamarca SanIgnacio  -5,155069  -79,014954 1333
28 C28-vil Villasarchi Cajamarca San Ignacio  -5,155069  -79,014954 1333
29 C29-cati6 Catimor Cajamarca SanIgnacio  -5,155069  -79,014954 1337
30 C30-pac2 Pache Cajamarca San Ignacio  -5,207294  -78,996069 1350
31 C31-catur6 Caturra Cajamarca San Ignacio -5,207294  -78,996069 1350
32 C32-pac3 Pache Cajamarca San Ignacio  -5,315929  -78,913598 1348
33 C33-mn2 '\ﬂgcgo Cajamarca San Ignacio  -5,315929  -78,913598 1348
34 C34-cati7 Catimor Cajamarca San Ignacio -5,315929  -78,913598 1348
35 C35-cr2 Costa Rica Cajamarca San Ignacio  -5,315929  -78,913598 1348
36 C36-bou2 Bourbon Cajamarca San Ignacio -5,380434  -78,913551 1588
37 C37-catur? Caturra Cajamarca San Ignacio  -5,380434  -78,913551 1588
38 C38-pac4 Pache Cajamarca San Ignacio -5,380434  -78,913551 1588
39 C39-cati8 Catimor Cajamarca San Ignacio  -5,380434  -78,913551 1588
40 C40-nac6 Nacional Cajamarca San Ignacio  -5,380434  -78,913551 1588
41 C41-cati9 Catimor Cajamarca Jaén -5,742862  -78,841070 1218
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42
43
44
45
46
47
48
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

C42-catil0
C43-pach
C44-catur8
C45-pac6
C46-nac7
C47-nn3
C48-nac8
C50-nn4
C51-nn5
C52-catil2
C53-catu2
C54-catu3
Al-nac9
A2-catil3
A3-bou3
A4-nn6
Ab5-catud
Ab-pac?
AT-catur9
A8-cr3
A9-catild
A10-nacl0
All-catil5
Al2-pac8
Al13-pac9
Al4-caturl0
Al15-boud
Al6-crd
Al7-catil6

Al8-caturll
Al9-caturl2
A20-catil?
A21-tipl
A22-caturl3
A23-caturl4
A24-catus
A25-catil8
A26-bou5

A27-caturls

Catimor
Pache
Caturra
Pache
Nacional
NN
Nacional
NN
NN
Catimor
Catuai
Catuai
Nacional
Catimor
Bourbon
NN
Catuai
Pache
Caturra
Costa Rica
Catimor
Nacional
Catimor
Pache
Pache
Caturra
Bourbon
Costa Rica
Catimor

Caturra
Caturra
Catimor
Tipica
Caturra
Caturra
Catuai
Catimor
Bourbon

Caturra

Cajamarca
Cajamarca
Cajamarca
Cajamarca
Cajamarca
Cajamarca
Cajamarca
Cajamarca
Cajamarca
Cajamarca
Cajamarca
Cajamarca
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas

Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas
Amazonas

Amazonas

Jaén
Jaén
Jaén
Jaén
Jaén
Jaén
Jaén
Jaén
Jaén
Jaén
Jaén
Jaén
Bagua
Bagua
Bagua
Bagua
Bagua
Bagua
Bagua
Bagua
Bagua
Bagua
Bagua
Bagua
Bagua
Bagua
Bagua
Bagua
Bagua
Rodriguez de
Mendoza
Rodriguez de
Mendoza
Rodriguez de
Mendoza
Rodriguez de
Mendoza
Rodriguez de
Mendoza
Rodriguez de
Mendoza
Rodriguez de
Mendoza
Rodriguez de
Mendoza
Rodriguez de
Mendoza

Rodriguez de
Mendoza

-5,766499
-5,766499
-5,766499
-5,766499
-5,766499
-5,415697
-5,415697
-5,415697
-5,415697
-5,415697
-5,415697
-5,415697
-5,624908
-5,627491
-5,627491
-5,628032
-5,627491
-5,629586
-5,629586
-5,628635
-5,661479
-5,661479
-5,661479
-5,661479
-5,661479
-5,661479
-5,661479
-5,661479
-5,661479

-6,400636
-6,400981
-6,405139
-6,405139
-6,403632
-6,494957
-6,494957
-6,494957
-6,494957

-6,494957

-78,845051
-78,845051
-78,845051
-78,845051
-78,845051
-78,577386
-78,577386
-78,577386
-78,577386
-78,577386
-78,577386
-78,577386
-78,400403
-78,400085
-78,400085
-78,399920
-78,400085
-78,387654
-78,387654
-78,387126
-78,387126
-78,387126
-78,387126
-78,387126
-78,387126
-78,387126
-78,387126
-78,387126
-78,387126

-77,462606
-17,462346
-77,454641
-77,454641
-77,454137
-77,381227
-77,381227
-77,381227
-77,381227

-77,381227

1688
1688
1688
1688
1688
1688
1688
1688
1688
1688
1688
1688
1221
1199
1199
1181
1199
1410
1410
1415
1442
1442
1442
1442
1442
1442
1442
1442
1442

1614

1615

1622

1622

1640

1445

1445

1445

1445

1445
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82 A28-mn3 erllécgo Amazonas R?\(:gr?;gzzade
83 A29-bou6 Bourbon Amazonas Rodriguez de
Mendoza

84 A30-tip2 Tipica Amazonas Rc;\(/jlrelr?;gzzade
98 J1-nn7 NN Junin Satipo
100 J2-nn8 NN Junin Satipo
101 J3-nn9 NN Junin Satipo
103 J4-nn10 NN Junin Satipo
104 J5-nn1l NN Junin Satipo
105 J6-nn12 NN Junin Satipo
106 J7-nn13 NN Junin Satipo
108 J8-nnl4 NN Junin Satipo
110 J9-nn15 NN Junin Chanchamayo
112 J10-nn16 NN Junin Chanchamayo
113 J11-nn17 NN Junin Chanchamayo
114 J12-nn18 NN Junin Chanchamayo
117 J13-nn19 NN Junin Chanchamayo
119 J14-nn20 NN Junin Chanchamayo
120 J15-nn21 NN Junin Chanchamayo
122 J16-nn22 NN Junin Chanchamayo
123 J17-nn23 NN Junin Chanchamayo
124 J18-nn24 NN Junin Chanchamayo
125 J19-nn25 NN Junin Chanchamayo
130 J20-nn26 NN Junin Chanchamayo
131 J21-nn27 NN Junin Chanchamayo
133 J22-nn28 NN Junin Chanchamayo
134 J23-nn29 NN Junin Chanchamayo
135 J24-nn30 NN Junin Chanchamayo
136 J25-nn31 NN Junin Chanchamayo
137 J26-nn32 NN Junin Chanchamayo
138 J27-nn33 NN Junin Chanchamayo
139 J28-nn34 NN Junin Chanchamayo
140 J29-nn35 NN Junin Chanchamayo
141 J30-nn36 NN Junin Chanchamayo
142 J31-nn37 NN Junin Chanchamayo
143 J32-nn38 NN Junin Chanchamayo
144 J33-nn39 NN Junin Chanchamayo
172 J34-nn65 NN Pasco Oxapampa
145 P1-nn40 NN Pasco Oxapampa
146 P2-nn41 NN Pasco Oxapampa
147 P3-nn42 NN Pasco Oxapampa
149 P4-nn43 NN Pasco Oxapampa
150 P5-nn44 NN Pasco Oxapampa
152 P6-nn45 NN Pasco Oxapampa

-6,494957
-6,494957

-6,487746

-11,021171
-11,021171
-11,021171
-11,021171
-11,021171
-11,022690
-11,022690
-11,034052
-10,862954
-10,862954
-10,862954
-10,862954
-10,862954
-10,862954
-10,872511
-10,872511
-10,872511
-10,875350
-10,875350
-10,862860
-10,862860
-10,862860
-10,858325
-10,858325
-10,851412
-10,851412
-10,851412
-10,851412
-10,851412
-10,851412
-10,841381
-10,841381
-10,813484
-10,722395
-10,726009
-10,726009
-10,726009
-10,726009
-10,726009
-10,726009

-77,381227
-77,381227

-77,378952

-74,304642
-74,304642
-74,304642
-74,304642
-74,304642
-74,301891
-74,301891
-74,303226
-75,152605
-75,152605
-75,152605
-75,152605
-75,152605
-75,152605
-75,169375
-75,169375
-75,169375
-75,161271
-75,161271
-75,193945
-75,193945
-75,193945
-75,191076
-75,191076
-75,197764
-75,197764
-75,197764
-75,197764
-75,197764
-75,197764
-75,205385
-75,205385
-75,218724
-75,249478
-75,257364
-75,257364
-75,257364
-75,257364
-75,257364
-75,257364

1445

1445

1316

1408
1408
1408
1408
1408
1383
1383
1399
1366
1366
1366
1366
1366
1366
1357
1357
1357
1311
1311
1600
1600
1600
1486
1486
1458
1458
1458
1458
1458
1458
1337
1337
1390
1546
1607
1607
1607
1607
1607
1607
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153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
171
173
174
183
199
200
203
205

212

213

214

216

218

219

220

226

228

229

230

232

233

P7-nn46
P8-nn47
P9-nn48
P10-nn49
P11-nn50
P12-nn51
P13-nn52
P14-nn53
P15-nn54
P16-nn55
P17-nn56
P18-nn57
P19-nn58
P20-nn59
P21-nn60
P22-nn61
P23-nn62
P24-nn63
P25-nn64
U1-nn66
U2-catil9
U3-cati20
U4-caturl6
U5-caturl?
U6-caturl8

H1-mn4
H2-tip3
H3-tip4
H4-tip5
H5-cati21
H6-nn67
H7-bou7
H9-cati23
H10-mn5
H11-caturl9
H12-cati24
H13-catu6

H14-nn68

NN
NN
NN
NN
NN
NN
NN
NN
NN
NN
NN
NN
NN
NN
NN
NN
NN
NN
NN
NN
Catimor
Catimor
Caturra
Caturra

Caturra

Mundo
novo

Tipica
Tipica
Tipica
Catimor
NN
Bourbon

Catimor

Mundo
novo

Caturra
Catimor
Catuai

NN

Pasco
Pasco
Pasco
Pasco
Pasco
Pasco
Pasco
Pasco
Pasco
Pasco
Pasco
Pasco
Pasco
Pasco
Pasco
Pasco
Pasco
Pasco
Junin
Ucayali
Ucayali
Ucayali
Ucayali
Ucayali
Ucayali

Huéanuco
Huéanuco
Huénuco
Huénuco
Huanuco
Huanuco
Huanuco
Huéanuco
Huéanuco
Huénuco
Huéanuco
Huénuco

Huanuco

Oxapampa
Oxapampa
Oxapampa
Oxapampa
Oxapampa
Oxapampa
Oxapampa
Oxapampa
Oxapampa
Oxapampa
Oxapampa
Oxapampa
Oxapampa
Oxapampa
Oxapampa
Oxapampa
Oxapampa
Oxapampa
Chanchamayo
Padre Abad
Padre Abad
Padre Abad
Padre Abad
Padre Abad

Padre Abad
Leoncio
Prado
Leoncio
Prado
Leoncio
Prado
Leoncio
Prado
Leoncio
Prado
Leoncio
Prado
Leoncio
Prado
Leoncio
Prado
Leoncio
Prado
Leoncio
Prado
Leoncio
Prado
Leoncio
Prado
Leoncio
Prado

-10,726009
-10,726009
-10,726009
-10,726009
-10,726009
-10,726009
-10,726009
-10,726009
-10,726009
-10,726009
-10,722395
-10,722395
-10,722395
-10,722395
-10,722395
-10,722395
-10,722395
-10,722395
-10,872511
-9,174139

-9,174583

-9,174222

-9,173667

-9,147889

-9,147806

-9,192389
-9,186167
-9,186111
-9,189000
-9,189000
-9,189056
-9,185111
-9,401944
-9,401833
-9,401833
-9,401750
-9,401806

-9,402750

-75,257364
-75,257364
-75,257364
-75,257364
-75,257364
-75,257364
-75,257364
-75,257364
-75,257364
-75,257364
-75,249478
-75,249478
-75,249478
-75,249478
-75,249478
-75,249478
-75,249478
-75,249478
-75,169375
-75,807250
-75,807167
-75,810139
-75,809528
-75,788000
-75,788139

-75,815778
-75,817500
-75,817444
-75,819972
-75,820083
-75,820139
-75,825000
-75,918917
-75,918972
-75,919056
-75,919167
-75,919000

-75,918528

1607
1607
1607
1607
1607
1607
1607
1607
1607
1607
1546
1546
1546
1546
1546
1546
1546
1546
1357
1483
1493
1373
1399
1245
1249

1428

1357

1360

1409

1410

1417

1410

1591

1587

1585

1579

1583

1581
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236

237

242

245

248
249

H15-catur20 Caturra
H16-bou8 Bourbon
H17-tip6 Tipica

H18-catur21 Caturra

H19-catu7 Catuai
H20-cati25 Catimor

Huanuco
Huanuco
Huanuco

Huanuco

Huanuco
Huanuco

Leoncio
Prado
Leoncio
Prado
Leoncio
Prado
Leoncio
Prado

Huénuco
Huanuco

-9,402750
-9,401083
-9,400833

-9,399333

-9,677333
-9,677306

-75,918472
-75,921278
-75,921111

-75,923389

-75,084306
-76,084250

1577

1509

1506

1479

2138
2131
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