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RESUMEN

En la presente investigacion se realizé la caracterizacion morfologica y molecular
del café (Coffea Arabica L.) variedad Catrenic proveniente de las fincas CENECOOP-
Fedecaruna y El Rosal, siendo la primera variedad de café producida en el pais a través
de técnicas de fitomejoramiento y cuyas caracteristicas agronémicas de interés incluyen
su resiliencia al cambio climético, alta productividad y precocidad, asi como también
tolerancia a la roya (Hemileia vastratix B&B) y buena calidad de taza. El analisis se llevo
a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia, UNAN-Managua en colaboracion con el INTA,
seleccionando 30 arboles de cada finca de los cuales se colectaron las hojas para ambas
caracterizaciones. El andlisis morfologico se realizé utilizando los descriptores
especificos para café de la UPOV e IPGRI. Para la caracterizacion molecular se utilizaron
diez marcadores microsatélites. A través del analisis estadistico realizado, se encontro
que la variedad Catrenic es una planta conica de porte intermedio con una altura de 2,58
m, con una cobertura foliar de 124 cm con bandolas de 77 cm, presenta ramificacion
secundaria y terciaria, la cual es una de las caracteristicas que potencian su rendimiento
y capacidad productiva, junto con el hecho de poseer un diametro basal de 3,33 cm que
aporta al buen vigor de la planta, asi como también bandolas largas de hasta 16 yemas
productivas. Los marcadores fueron altamente polimérficos, con un promedio de 14,7
alelos. Existe variabilidad intrapoblacional e interpoblacional con una diferenciacion

genética moderada de 0,06 entre los lotes Guanacaste y Mar de arena.

Palabras claves: Café, Coffea Arabica, Catrenic, marcadores microsatélites,

morfologia, variabilidad.
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AH:

AMOVA:

APEN:

BCN:

BSA:

CAFENICA:

CATIE:

CDT:

ABREVIATURAS, SIGLAS Y ACRONIMOS

Acido Desoxirribonucleico

Amplified Fragment Length Polymorphism (Polimorfismo del fragmento

amplificado, del inglés)

Ancho de la hoja

Analysis of Molecular Variance (Analisis de Varianza Molecular)
Asociacion de Productores y Exportadores de Nicaragua

Banco Central de Nicaragua

Bovine serum albumin (Albumina de suero bovino)

Asociacion de cooperativas de Pequefios Productores de Café de

Nicaragua
Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y Ensefianza

Centro de Desarrollo Tecnologico

CeCALCULA: Centro Nacional de Célculo Cientifico

CENAGRO:

Censo Nacional Agropecuario

CENECOORP: Centro Nicaraguiense de Capacitacién y Educacion Cooperativa

CENICAFE:

CIAT:

CICAFE:

CIFC:

Centro Nacional de Investigaciones de Café

International Center for Tropical Agriculture (Centro Internacional de
Agricultura)

Centro de Investigaciones de Café

Centro de Investigacdo das Ferrugens do Cafeeiro (Centro de

Investigaciones de la Roya del Café)

CONACAFE:Consejo Nacional del Café

CTAB:

Cetyltrimethylammonium Bromide (Bromuro de cetiltrimetilamonio)
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FRC:

GPS:

HRM:

ICO:

[ICA:

IHCAFE:

INATEC:

INTA:

IPGRI:

ISO:

LH:

LPF:

Diametro del tallo, altura al pecho

DNA amplificacion fingerprinting (Huellas digitales de amplificacion de
ADN)

Ethylenediaminetetraacetic acid (Acido etilendiaminotetraacético)

Expressed Sequence Tag-Simple Sequence Repeat (Etiqueta de

Secuencia Expresada - Secuencias simples Repetidas)
Finca CENECOOP-Fedecaruna

Food and Agriculture Organization of the United Nations (Organizacion de

las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura)

Federacion Nacional de Cafeteros de Colombia

Fincas El Rosal, variedad Catrenic

Global Positioning System (Sistema de Posicionamiento Global)

High Resolution Melting (Fusion de Alta Resolucion)

International Coffee Organization (Organizacién Internacional del Café)

Inter-American Institute for Cooperation on Agriculture (Instituto
Interamericano de Cooperacién para la Agricultura)

Instituto Hondurefio del Café
Instituto Tecnolégico Nacional
Instituto Nicaragiiense de Tecnologia Agropecuaria

International Plant Genetic Resources Institute (Instituto Internacional de

Recursos Fitogenéticos)

International Organization for Standardization (Organizacion Internacional

de Normalizacion)
Longitud de la hoja

Longitud del peciolo foliar
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MAGFOR:
MAS:
NCBI:

NHGRI:

NTON:
ONCC:
PCR:
PIB:
QTL:

RAPD:

RAMPO:

RFLP:

RURMA:
SNP

SPSS:

SSR:
STR:
TE:

TEMED:

Ministerio Agropecuario y Forestal
Marker Asisted Selection (Seleccion Asistida por Marcador)
National Center for Biotechnology Information

National Human Genome Research Institute (Instituto Nacional de

Investigacion del Genoma Humano)

Norma Técnica Obligatoria Nicaraglense

Organismo Nacional de Certificacion del Café

Reaccion en Cadena de Polimerasa

Producto Interno Bruto

Quantitative Trait Locus (Locus de Rasgos Cuantitativos)

Random Amplified Polymorphic DNA (Amplificacion Aleatoria de ADN
Polimorfico)

Random Amplification of Microsatellite Polymorphism (Amplificacion

Aleatoria del Polimorfismo de Microsatélites)

Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion, por sus siglas en
inglés, Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

Recinto Universitario Ricardo Morales Avilés
Single Nucleotide Polymorphism (Polimorfismo de un solo nucle6tido)

Statistical Package for the Social Sciences (Paquete Estadistico para
Ciencias Sociales)

Secuencias simples repetidas, del inglés Simple Sequence Repeats.
Short Tandem Repeats (Repeticiones Cortas en Tandem)
Tris-EDTA

Tetramethylethylenediamine (Tetrametiletilendiamina)
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UNAN: Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua

UPOV: International Union for the Protection of New Varieties of Plants (Union

Internacional para la Proteccion de Nuevas Variedades de Plantas)

UTM: Universal Transverse Mercator (Sistema de coordenadas universal

transversal)
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1.1. Introduccion

El sector cafetalero contribuye con la economia rural y ha sido uno de los rubros
gue mas ha aportado histéricamente al PIB nacional. Se ubica de manera oscilante
entre los tres primeros lugares de rubros de exportacion en Nicaragua, debido a la
variacion de precios internacionales y el bajo rendimiento por manzana presentado,
aun cuando el pais cuenta con las principales condiciones agroecolédgicas para obtener
un café competitivo, como lo son: tierras fértiles con alturas adecuadas y cultivos en
sombra. Entre los factores que inciden en esta problematica se encuentran el
desconocimiento del acervo genético, la falta de tecnologia para el mejoramiento del
rubro, la poca implementacion de técnicas de andlisis de suelos y maquinaria

adecuada, entre otros.

El conocimiento de las variedades promisorias que potenciarian la produccion del
café es un aspecto fundamental que contribuye con su posicionamiento en el mercado
internacional, entre las cuales se encuentra la variedad Catrenic cuya importancia se
basa en su buen rendimiento agronémico, resistencia a roya (Hemileia vastatrix B & B),
buena calidad de taza y adaptabilidad al cambio climéatico. Por esta razén, Catrenic
forma parte de las prioridades del INTA dentro del proyecto de caracterizacion
morfologica y molecular de variedades de café desarrollado por esta institucion desde
el 2015 con el objetivo de identificar y conservar genotipos valiosos por sus

caracteristicas de interés para el sector.

El propésito de esta investigacion fue la caracterizacion morfolégica y molecular de
Catrenic para la obtencion de los atributos de mayor relevancia productiva que
constituyen un punto de partida para la promocién de esta variedad en el sector
cafetalero nacional. Asimismo, la informacién generada permitira contribuir con la
designacion de origen de esta variedad, requisito cada vez mas demandado a nivel
internacional, que se traduce en la obtencién de mejores y mayores oportunidades de

mercado para el café nicaraguense.
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En este estudio se realizo la caracterizacion de 60 arboles de café identificados
como Catrenic cultivadas en fincas colaboradoras del INTA, procedentes de Masatepe
(CENECOOP-Fedecaruna) y San Marcos (El Rosal) utilizando 22 descriptores
morfologicos para plantas y hojas designados por UPOV e IPGRI, entre los cuales se
evaluaron caracteristicas de relevancia agroindustrial. Por otro lado, el andlisis
molecular implicé el uso de 10 marcadores microsatélites para establecer el perfil
partiendo del ADN gendmico extraido del tejido foliar. En las caracterizaciones se
determind la variabilidad entre las muestras de cada finca y entre ambas localidades.
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1.2. Planteamiento del problema

Aligual que en el resto del mundo, en nuestro pais la industria del café se caracteriza
por un alto grado de competitividad entre los productores en un area de cosecha de
190 000 manzanas de café para el ciclo 2018/2019 (MAG, 2019).

A pesar de su impacto en la economia nacional, el rubro se ve comprometido por
factores que van desde la inestabilidad del precio internacional, seguido por el estrés
abiotico causado por el cambio climatico, asi como los niveles de incidencia de
enfermedades entre las cuales resalta la roya, que en 2013 afecté a 37% de la
poblacién nacional de café, al igual que otras enfermedades que siguen afectando los
cultivos como el ojo de gallo y un complejo de plagas como nematodos, minadores,
broca, entre otras (MAGFOR, 2013).

En consecuencia, ocurre el estancamiento de la produccién y disminucion de la
cantidad de productores, afectando la economia del pais por el decrecimiento de la
calidad exportable de este rubro. En este aspecto una de las limitantes nacionales es
la escasa implementacion de tecnologia de caracterizacion y transformaciéon genética
gue contribuyan con programas de mejoramiento, asi como también, con la renovacion
de plantaciones mas productivas, precoces y resistentes tantos a plagas como a

enfermedades.

Por consiguiente, al no realizarse la caracterizacién de las variedades de café
cultivadas se limita su valorizacién, como en el caso de Catrenic, gue no posee un perfil
genético ni una caracterizacion morfolégica referente para lo cual pueda extenderse su
certificado de origen, mermando de esta manera su valor a nivel internacional. En este
contexto, es importante considerar la caracterizacion de la variedad Catrenic
plantedndose la siguiente interrogante: ¢Los arboles evaluados de las fincas
CENECOOP-Fedecaruna y ElI Rosal presentan variabilidad intrapoblacional e

interpoblacional?
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1.3. Justificacion

Partiendo de la importancia social y financiera de la calidad del café producido en el
pais, resulta ineludible la implementacion de nuevos métodos y técnicas que permitan
alcanzar niveles superiores de productividad a mediano y largo plazo que garanticen la

competitividad internacional demandada por el mercado de una manera sostenible.

Entre estas alternativas de desarrollo se encuentra en una posicion priorizada la
ejecucién de caracterizaciones genéticas de las variedades promisorias a fin de
establecer una linea base sobre la cual puedan identificarse germoplasmas
potencialmente resilientes al cambio climatico, resistentes a enfermedades, altamente
productivas y de calidad organoléptica. Dentro de estas variedades encontramos
Catrenic, promovida por el INTA, debido a su resistencia asociada a la roya (Hemileia
vastatrix Berkeley & Broome), ademdas de su alta productividad (peso y numero del

fruto), aroma y cuerpo (Suéarez y Picado, 2009).

Ademas, Catrenic es la primera variedad seleccionada en Nicaragua, supera a otras
variedades comerciales como Catuai, Caturra y Pacas en cuestiones de produccion.
Segun Baylon (2020), presenta uniformidad fenotipica y adaptabilidad a diferentes
zonas, lo que la hace resiliente. Por estas razones el establecimiento de su perfil o
huella genética no solo la valorizara internacionalmente fortaleciendo la economia de
los productores, sino también dara las pautas para la potenciacion de la variedad a
través del conocimiento de sus caracteristicas morfolégicas de importancia

agroindustrial.

A su vez, los analisis realizados proporcionaran la informacion referente a la
presencia de variabilidad entre los arboles evaluados por lote y por finca, identificando
grupos en base a sus caracteristicas mas relevantes y su interaccion con factores

externos de importancia para la promocién de su estabilidad como variedad. Las
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determinaciones de todos estos aspectos, podrian ser utilizados en programas de

mejoramiento genético de las variedades de café cultivadas en el pais.

En definitiva, como parte de la perspectiva del INTA para el fortalecimiento del rubro,
la informacién resultante es de importancia para la optimizacion de la conservacion del
germoplasma de esta variedad, seguido por el fortalecimiento de la colaboracion
interinstitucional con el Laboratorio de Biotecnologia de UNAN-Managua, en cuanto al
desarrollo de proyectos similares que generan conocimiento en el area tecnologica

agroindustrial.
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1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General

Caracterizar a nivel morfologico y molecular el café (Coffea arabica L.) variedad
Catrenic proveniente de las fincas CENECOOP-Fedecaruna y El Rosal de Nicaragua.
Laboratorio de Biotecnologia, UNAN-Managua. 2018-2020

1.4.2. Objetivos Especificos

1. Describir las caracteristicas morfologicas de la variedad Catrenic provenientes de
las fincas CENECOOP-Fedecaruna y El Rosal.

2. Evaluar las caracteristicas morfolégicas de relevancia agroindustrial exhibidas por
los arboles de café Catrenic seleccionados.

3. Establecer el perfil molecular de la variedad Catrenic utilizando marcadores
microsatélites.

4. Determinar la variabilidad intrapoblacional e interpoblacional de las muestras de
Catrenic colectadas en las fincas CENECOOP-Fedecaruna y El Rosal.
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2.1. Marco Teobrico

2.1.1.  Origen del café.

El café se originé en las tierras altas de Etiopia y Sudan, Africa. Su historia se remonta
en Yemen donde se cultivaba posiblemente desde antes del Siglo XV, luego se extendio
rapidamente por todo el mundo arabe. En 1699 los holandeses lograron transportar café
y empezar a cultivar en Malabar e Indonesia, convirtiéendose en la principal fuente del
rubro en Europa. En América se empez6 a cultivar en el decenio de 1720, y en 1825
llega a América Central, comenzandose a extender su cultivo poco a poco en todo el

mundo (Montalvo y Villalva, 2017).

Segun Kilh (2004), las primeras referencias del cultivo y consumo de café en
Nicaragua aparecen desde 1820, introducido en la meseta de Carazo antes de 1825y
sembrandose de manera comercial en las Sierras de Managua desde antes de 1845 asi
como también en las faldas de los volcanes de Granada y Ledn. Se considera que el
cultivo de café en la regién norte del pais fue fomentado por los presbiteros Policarpo y
Gordiano antes de 1860. La cultura del cultivo de café en el pais fue creciendo,
potenciando su produccion y exportacion bajo ciertas fluctuaciones en los precios debido
a eventos de contexto histérico, reportandose la primera exportacion de café

nicaragiense hacia Mazatlan, México en 1848.

En Centroamérica, segun IICA (2004), se encuentran las condiciones edafoclimaticas
ideales para producir todas las variedades del café pero su potencial no se explota
plenamente. En el estado salvaje, el café, se desarrolla bajo una cubierta forestal de
cuatro estratos y bajo sombra permanente, por lo que los sistemas iniciales con
variedades tradicionales, fueron desarrollados bajo una cubierta forestal intentando
simular el ambiente en su estado salvaje, no obstante, puede ser cultivado en la ausencia
de sombra, ya que varios estudios han demostrado una mayor produccién con una mayor

demanda de insumos y variacion en la calidad del grano.
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Los principales regiones donde se cultiva café en Nicaragua son la Regién Central
Norte (Jinotega, Matagalpa, Boaco, Nueva Segovia, Madriz y Esteli) y la Region del

Pacifico (Carazo, Managua y Granada) (Duarte, 2015).

2.1.2. Generalidades.

2.1.2.1. Calidad del café.

De manera general, la calidad de un producto o servicio esta determinado por la
capacidad de satisfacer a los clientes, incluyendo no sélo la funcion y desempefio
previsto, sino también su valor y beneficio percibido para el cliente (ISO, 2015). Para el
café, la definicién de calidad y sus atributos varia a lo largo de la cadena de produccion
hasta llegar al consumidor, ya que en base a Leroy et al. (2006), la calidad del café puede

ser.

1. A nivel del agricultor: la calidad del café es una combinacion de nivel de
produccion, precio y facilidad de cultivo.

2. A nivel de exportador o importador: la calidad del café esta relacionada con el
tamano del grano, falta de defectos, regularidad del aprovisionamiento, tonelaje
disponible, caracteristicas fisicas y el precio.

3. A nivel tostador: la calidad del café depende del contenido de humedad, la
estabilidad de las caracteristicas, el origen, el precio, los compuestos bioguimicos
y la calidad organoléptica. Cabe sefialar que cada mercado de consumo o pais
puede definir sus propias cualidades organolépticas.

4. A nivel del consumidor: la calidad del café abarca el precio, el sabor, los efectos
sobre la salud y el estado de alerta, el origen geogréfico, los aspectos ambientales

y socioldgicos (café organico, comercio justo, etc.).

Por tanto, la variacion en la definicion de calidad del café estd determinada por
multiples factores en dependencia de su analista, ademas involucra varios componentes
como procedimientos de cosecha y postcosecha, condiciones climaticas, factores

fisiologicos (edad de planta, maduracion del fruto, periodo de recoleccion, entre otros) y
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genéticos, como su origen (especie y genotipo), el cual influira en gran medida (Leroy et
al., 2006).

A nivel genético hay una variacion para la calidad del café dentro y entre especies,
por lo tanto, mediante estrategias de hibridacion interespecificas o dentro de estrategias
de especies se pueden lograr mejoras genéticas para la calidad del café (Leroy et al.,
2006).

En Nicaragua, en aras de asegurar la calidad de su café, se aplica la Norma Técnica
Obligatoria de Café Verde, Clasificaciones y especificaciones de calidades (NTON 03
025-11), que tiene como objetivo establecer la clasificacion, especificaciones de calidad
y referenciar los métodos de analisis y muestreo en la comercializacién nacional de café
verde y exportacion (Comité Técnico de Café, 2019). A su vez, establece los parametros
con los que se calculan los niumeros de defectos del café (Cuadras, 2016).

La certificacion de la calidad del café verde para la exportacién esta a cargo del
Organismo Nacional de Certificacion del Café (ONCC) del Consejo Nacional del Café
(CONACAFE), el cual supervisa periédicamente dicha certificacién para asegurarse que
se ajusta a los requisitos del reglamento NTON 03 025-11 (Cuadras, 2016).

Ademas de las normas para asegurar la calidad del café, se realiza el certamen de la
Taza de la Excelencia el cual genera un buen impulso a nivel internacional del café
nicaragiense y paralelamente, CAFENICA (Asociacion de cooperativas de Pequefios
Productores de Café de Nicaragua) integrada por 11 organizaciones de café, implementa
“Parcelas de variedades” en las cuales, se cultivan diferentes variedades, entre ellas
Catrenic, identificadas previamente y seleccionadas priorizando el equilibrio entre calidad
y resistencia a posibles nuevas plagas como la roya, todo esto con el objetivo de
mantener la produccion de café de calidad en el pais (Cuadras, 2016).

Por otro lado, Nicaragua tiene en vigor dos leyes fundamentales que regulan la
produccion de café. La primera es la ley del café (Ley 368) aprobada el 19 de diciembre

del afio 2000, misma que por estar dirigida a incrementar el control del comercio exterior
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del grano, promovié la redaccion de una segunda ley, la 833, llamada “Ley para la
transformacion y desarrollo de la caficultura” en diciembre 2013. Esta ultima pretende la
renovacion y transformacion del sector a través de un fondo que permita la renovacion

de las plantaciones viejas (Cuadras, 2016).

2.1.2.2. Produccioén.

El orden jerarquico de paises productores de café a nivel mundial se ha mantenido
estable a pesar las fluctuaciones de volumenes de produccién debidos a la influencia de
factores politicos, sociales y climaticos; siendo Brasil el mayor productor de café del

mundo produciendo 67,5 millones de quintales de café en el 2017 (Nicafés, 2019).

La produccion de Centroamérica presenta una tendencia creciente en los ultimos
cinco afos ante las adversidades como la epidemia de roya y las sequias. Los paises
gue mas producen y exportan café en la regién son Honduras, Guatemala, Nicaragua,

Costa Rica y El Salvador, en orden descendente segun Nicafés (2019).

En Nicaragua, la produccién de café en el ciclo 2017/2018 fue de 3,1 millones de
quintales y las exportaciones en el 2018 fueron de 3,0 millones de quitales, 8,0 % menor
que en 2017, con un area cosechada de 190 mil manzanas, segun datos del Banco
Central de Nicaragua (BCN, 2019).

El eslabon de produccion y beneficiado hiumedo estd en manos de pequefios
productores que se encargan desde labores de cultivo hasta cosecha, componen el
95,2% del total, conformado por 33 737 micro y pequefios productores (Nicafés, 2019).

2.1.3. Aspectos botanicos.

El café pertenece a la familia botanica Rubiaceae, que tiene unos 500 géneros y mas
de 6000 especies. La mayoria son arboles y arbustos tropicales que crecen en la capa
mas baja de los bosques. Otros miembros de esa familia son las gardenias y las plantas
gue producen quinina y sustancias utiles, pero el Coffea es el miembro mas importante

de la familia desde el punto de vista econémico (ICO, 2018).
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Existen numerosas especies de café y diferentes variedades dentro de cada especie
(tabla 1), sin embargo las mas importantes comercialmente pertenecientes al género
Coffea, son conocidas como Coffea arabica Lineo y Coffea canephora Pierre EX

Froehner, también conocida como Robusta (FNC, 2014).

Tabla 1

Aspectos botanicos del café

Familia Género Especies Variedades
(entre otras) (ejemplos)
Arabica Typica

Rubiaceae Coffea Canephora Robusta
Liberica

Fuente: Adaptado de “Aspectos botanicos” por ICO, 2018, International Coffee Organization.5 de
diciembre, 2019. Recuperado de http://www.ico.org/es/botanical_c.asp?section=Acerca_del_
caf%E9

El café arabica (Coffea arabica L.) supone mas del 60% de la produccion mundial, las
otras dos especies que se cultivan en mucha menor escala son el café Libérica (Coffea

liberica) y el café Excelsa (Coffea dewevrei) (ICO, 2018).

Los cafetos son plantas cuyo tamafio va desde pequefios arbustos hasta arboles de
tamafo considerable, cuya madera es dura y densa, con inflorescencia pareadas, flores
hermafroditas de corolas blancas o ligeramente rosadas. El fruto es una drupa

indehiscente formada por dos semillas y con pulpa azucarada (Cenicafé, 2013).

La morfologia del café presenta ciertas diferencias entre variedades y segun el
ambiente en el que se desarrollan, sin embargo, de manera general pueden mencionarse

las siguientes caracteristicas:

» Raiz: el cafeto tiene una raiz principal que penetra verticalmente en suelos sin
limitaciones fisicas, hasta profundidades de 50 cm, de la cual salen otras raices
gruesas que se extienden horizontalmente y sirven de soporte a las raices delgadas

0 absorbentes, llamadas también raicillas (FNC, 2014).
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» Tallos y ramas: generalmente el arbol de café se compone de un solo tallo o eje
central, nudos y entrenudos (Cenicafé, 2013). Poseen dos tipos de brotes, pueden
ser tanto ortotrépicos, que crecen verticalmente y comprenden el tallo principal y los
chupones; como plagiotropicos, que crecen horizontalmente y comprenden las

ramas primarias, secundarias y terciarias.

Es importante sefialar que, las ramas primarias no se pueden renovar, por lo que, al
perderse una rama primaria, el cafeto pierde una zona muy importante para la
produccion de frutos. La cosecha del cafeto se produce casi en su totalidad en las
ramas nuevas, de manera que, a mayor nimero de ramas nuevas, mayor sera la
cosecha futura (FNC, 2014).

» Hojas: son opuestas y alternas en el tallo ortotropico y en ramas plagiotropicas son
opuestas. El color varia entre variedades, por lo general son de color verde oscuro y
brillante en la parte superior y verde claro en el interior. Las hojas nuevas presentan
una coloracion bronceada o verde claro y después toman su coloracién definitiva

(Rodriguez, Munro y Hugo, 2009).

> Flores: indica la produccion y distribucién de la cosecha a lo largo del afio (Cenicafé,
2013). Se localizan en los nudos de las ramas, hacia la base de las hojas, en grupos
de 4 o mas. La cantidad de flores presentes en un momento determinado, depende

de la cantidad de nudos formados previamente en cada rama (FNC, 2014).

» Frutos: es una drupa globular u ovoide de peciolo corto y se le denomina cereza
(Cenicafé, 2013). Cuando maduran los frutos son rojos o amarillos, con dos semillas,
en ocasiones solo uno de los 6vulos se fecunda y se desarrolla originando una
semilla de forma redonda que se le conoce como café caracol (Rodriguez et al.,
2009).
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» Semillas: son oblongas, plano convexas, representan del 35 al 38% del fruto del cafe,

estan constituidas por el endocarpio o pergamino, una pelicula plateada o

perisperma, endospermo cotiledén o embridon (Rodriguez et al., 2009).

2.1.3.1. Fenologia del cultivo.

La fenologia del cultivo define las diferentes etapas de desarrollo (tabla 2) que

presentan durante el ciclo de vida de una planta en relacibn a las condiciones

ambientales. En el café se pueden identificar dos: el periodo juvenil y la fase adulta,

siendo ambos el crecimiento vegetativo continuo (Rodriguez et al., 2009).

Tabla 2

Fenologia del cultivo

Etapa Fase Duracion
Germinacion 50 a 60 dias,
Semillero Soldadito 65 a 70 dias
Mariposa 85 a 95 dias
Trasplante de plantulas en 1 afio
Vivero la fase de mariposa hasta
obtener plantas con tres o
mas cruces
Trasplante de plantas al 2 afnos

Planta reproductiva

lugar definitivo
Crecimiento acelerado

Crecimiento menor

Maximo crecimiento
vegetativo anual

Minimo crecimiento
vegetativo anual

Hasta los 6 afios
Después de los 6 afios

Marzo a septiembre

Octubre a febrero
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Etapa Fase Duracion

Crecimiento foliar (hojas) Marzo a junio
maximo

Crecimiento foliar minimo Junio a noviembre

Floracion Mayo a junio
Crecimiento del fruto Junio a octubre
Cosecha Noviembre a marzo

Fuente: Adaptado de “Paquete tecnoldgico para el cultivo del café organico en el estado de Colima” de
Rodriguez, C., Munro, D., y Hugo, V., 2009, Colima, CEFCAFE.

2.1.3.2. Condiciones edafocliméticas para el cultivo de café.

Las condiciones edafoclimaticas establecen una serie de actividades considerando el
sistema del suelo, planta y clima que le permitirdn obtener producciones de buena
calidad y cantidad (Solérzano, 2005). Es importante sefialar que cada variedad puede
necesitar leves variaciones de las condiciones de cultivo y manejo agronémico que
representaran la importancia y seleccion de propagacién de cada una en base a su
adaptacion ante diferentes factores edafoclimaticos. Entre las condiciones necesarias se

describen de manera general a continuacion:

» Altitud: incide en forma directa sobre los factores de temperatura y precipitacion. La
altitud 6ptima para el cultivo de café se localiza entre los 1 700 m.s.n.m. (CICAFE,
2011).

» Precipitacion: se considera apropiada para el cultivo una cantidad de lluvia
comprendida entre los 1 800 y los 2 800 mm anuales, con una buena distribucion en
los diferentes meses del afio. Se requieren por lo menos 120 mm al mes (FNC, 2014).

» Temperatura: el promedio anual favorable para el cafeto se ubica entre los 17°C a
23°C (CICAFE, 2011).

» Humedad relativa: debe ser inferior al 85% (CICAFE, 2011).

» Viento: fuertes vientos inducen a la desecacion y al dafio mecanico de tejido vegetal,

asimismo favorecen la incidencia de enfermedades, por lo cual, se deben escoger
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terrenos protegidos del viento o establecer rompevientos para evitar la accion de este
(CICAFE, 2011).

» Brillo solar y nubosidad: debe ser entre 1600 y 2000 horas de sol al afio (4,5 a 5,5
horas de sol al dia) (FNC, 2014).

» Suelo: el terreno debe ser plano o poco inclinado y protegido del efecto de los vientos.
Los suelos deben ser fértiles, profundos y con buen drenaje. Debe existir
disponibilidad de agua para riego y para preparar las aplicaciones de fungicidas y
foliares (CICAFE, 2011).

En Nicaragua se cultiva café en zonas bajas localizados principalmente en la region
del Pacifico, con alturas promedios de 200 - 600 m.s.n.m., precipitaciones anuales de 1
400 a 1 600 mm y temperatura promedio de 28°C, los suelos se caracterizan por ser
profundos, moderadamente llanos. Las zonas altas se localizan en las regiones norte y
central del pais ubicadas de 600 a 1 500 m.s.n.m., con suelos de topografia irregular y

profundidades variables, temperaturas promedias entre 20 y 22 °C, (Duarte, 2015).

2.1.4. Genética del café.

Segun el numero cromosémico el género Coffea se divide en dos grupos, el grupo
grande de las especies diploides (2n=22 cromosomas) conformado por C. canephora, C.
liberica, C. stenophyla, C. racemosa, entre otros y el grupo de los tetraploides (2n=4x=44
cromosomas) conformado por C. arabica. Esta Ultima es una especie alotetraploide
producto de una cruza interespecifica natural entre dos especies diferentes con un
namero béasico de cromosomas x=11 (Céardenas, 2007a), ademas el genoma del
cloroplasto del café es una molécula de ADN circular de 155 189 pb con una estructura
tipica de cuatro partes como la mayoria de los cromosomas de cloroplastos de plantas

terrestres (Samson et al., 2007).

Los recursos fitogenéticos del café Arabico que poseen un genoma comun estan
conformados por 103 especies descritas en el género Coffea y las especies menos
conocidas del género Psilanthus (Cardenas, 2007a). Parte de los recursos genéticos se

encuentran conservadas en los bancos de germoplasma de café en el mundo, los
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principales bancos estan localizadas en Camerun, Colombia, Costa Rica, Etiopia y

Madagascar (Engelmann, Dulloo, Astorga, Dussert y Anthony, 2007).

El material conservado ex situ en los bancos de germoplasma representan la base
genética del café mas accesible para trabajos de mejoramiento genético, la mayoria
proviene principalmente C. ardbica y C. canephora, y en escala muy limitada de C.
liberica (Ledn, 2000).

Esta estrecha base genética también puede ser atribuida a su origen reciente, mas
de un millébn de afios, a su evolucién y reproduccién por semillas producto de la
autofecundacion (Anthony, Astorga y Berthaud, 1999). Pero en América Latina, la
estrecha base genética de los cultivares actuales se debe a la historia particular de su
diseminacion a partir de problemas de establecimiento de cafetos en paises transitorios
frios como Holanda y Francia conllevando a una reduccion enorme de la variabilidad

original (Céardenas, 2007).

Segun Ledn (2000), las principales fuentes de variacion natural son las mutaciones y
las hibridaciones intra e interespecificas, estas Ultimas cumplen un papel preponderante
para la recombinacién de genes de resistencia a enfermedades, como H. vastatrix,
debido a la coevolucion patégeno-hospedante en ambientes naturales. Dado este
contexto, los materiales silvestres y semi-silvestres constituyen importantes fuentes de

diversidad genética del café, principalmente para América Latina (Cardenas, 2007).

2.1.4.1. Coffea arabica.
2.1.4.1.1. Taxonomia.

Tabla 3

Taxonomia de la planta de café (Coffea arabica L.)

Reino Plantae

Tipo Espermatofitas
Subtipo  Angiospermas
Clase Dicotiledéneas
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Subclase Gamopétalas inferiovariadas
Orden Rubiales

Familia Rubiaceas

Género Coffea

Especie Arabica

Fuente: Adaptado de “Cultivo y beneficiado del café” por Alvarado, M., y Rojas, G., 2007, 3ra ed.
EUNED.

2.1.4.1.2. Variedades del café C. arabica.

El Coffea arabica fue descrito por primera vez por Linneo en 1753. Las variedades
mas conocidas son Typica y Bourbon, pero a partir de éstas se han desarrollado muchas
cepas Yy cultivares diferentes, como son Caturra (Brasil, Colombia), Mundo Novo (Brasil),
Tico (América Central), San Ramén enano y Blue Mountain (Jamaica). El cafeto normal
de Arabica es un arbusto grande con hojas ovaladas verde oscuro. Es genéticamente
diferente de otras especies de café, puesto que tiene cuatro series de cromosomas en
vez de dos (Clifford y Willson, 1985).

El C. arabica es a menudo susceptible a plagas y enfermedades, por lo cual la
obtencion de resistencia es una de los principales objetivos de los programas de mejora
vegetal. Ademas se cultiva en toda Latinoamérica, en Africa Central y Oriental, en la India
y un poco en Indonesia (Clifford y Willson. 1985).

El C. arabica es un tetraploide (44 cromosomas) y se autopoliniza. Histéricamente, el
Typica se cultivd en Latinoamérica y Asia, mientras que el Bourbon llegdé a Sudamérica
y mas tarde a Africa Oriental a través de la colonia francesa de Bourbon (Reunion).
Debido a que el C. arabica se autopoliniza, esas variedades tienden a permanecer
genéticamente estables. No obstante, se han cultivado por su propio valor mutaciones
espontaneas que mostraban caracteristicas deseables, ademas de explotarse con fines

de fertilizacion cruzada (Clifford y Willson, 1985).

Segun ICO (2018), entre los mutantes se encuentra el Caturra (una forma compacta
de bourbdn), Maragogipe (typica mutante con grandes granos), San Ramén (un typica

enano Purpurascens, con hojas purpura). Ademas, se han desarrollado cultivares para
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gue den rendimiento econdmico maximo en condiciones regionales especificas tales
como clima, suelo, método de cultivo y preponderancia de plagas y enfermedades.

Algunos de los cultivares mas conocidos son:

» Blue Mountain: cultivado en Jamaica y Kenia.

» Mundo Novo: cruce de typica y bourbon, originalmente cultivado en Brasil.

» Kent: originalmente desarrollado en la India, muestra alguna resistencia a las
enfermedades.

» Catuai: desarrollado como hibrido de Mundo Novo y Caturra, se caracteriza por sus

cerezas amarillas o rojas: Catuaiamarelo y Catuaivermelho, respectivamente.
En Nicaragua segun Cuadras (2016):

El 87% del café producido en Nicaragua es café arabico, cultivado en su gran mayoria
bajo sombra en la regién norte central del pais. La variedad de cultivo tipica de
Nicaragua es mayoritariamente la caturra con el 72% del total de la produccion. El

28% restante es café Bourbon, Pacas Catuai, Catimores, Maragogype y Pacamara.
(p. 6)

2.1.4.1.3. Enfermedades y plagas.

La incidencia de plagas en el cafeto es muy variada, las palomillas, escamas y
nematodos atacan el sistema radical; los cortadores y taladores, el tallo y las ramas; los
cortadores y chupadores, las hojas y la broca, algunos frutos. Otro factor es la edad de
la planta ya que las mas jovenes posiblemente son mas susceptibles a las escamas que
las adultas. Ademas, se ven influenciadas por las caracteristicas varietales, siendo los
arabicos compactos mas susceptibles a las escamas, afidos, palomillas y nematodos,
gue el Canephora, demostrando cierta tolerancia a plagas del sistema radical (InfoAgro,
2019).

Por consiguiente, el diagndstico de plagas y enfermedades es una etapa fundamental
en el ambito de la fitoproteccion y para realizarlo se deben analizar las condiciones en

gue se presenta el problema, en especial el manejo del cultivo asi como también, las
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interacciones planta-agente causal-organismos benéficos-condiciones agroclimaticas
(Rodriguez et al., 2009).

En particular, en los agroecosistemas cafetaleros, la presencia de una vegetacion
formada por los cafetos, arboles, arbustos y plantas arvenses crea condiciones
favorables para el incremento en la diversidad de la fauna, logrando con ello, sistemas
relativamente estables en los cuales la presencia de plagas y enfermedades es minima

si se compara con los monocultivos (Anacafé, 2019).
2.1.4.1.3.1. Enfermedades.
Entre las enfermedades de mayor importancia econémica se encuentran:

» Roya del cafeto: es ocasionada por un hongo conocido como Hemileia vastatrix, el
cual sobrevive en la misma planta afectada, apareciendo de un afio para el otro en
las lesiones de hojas (Anacafé, 2019). Los primeros sintomas pueden ser
observados en las hojas, como pequefios puntos cloréticos o amarillo palido, de 1
mm a 3 mm de didmetro, luego se agrandan hasta alcanzar 2 cm observandose
pustulas de aspecto de polvillo color amarillo o anaranjado que constituyen las
esporas del hongo llamadas uredosporas (Anacafé, 2019).

Esta ligado a los afios de alta produccién con epidemias severas. De manera que en
cultivos susceptibles, la enfermedad ha causado pérdidas hasta del 23% de la
produccién acumulada de cuatro cosechas (FNC, 2014). Conviene subrayar, que el
principal método de manejo es sembrar material resistente a la roya (FNC, 2014).
Dado a que la roya afecta a la hoja en los procesos vitales e fotosintesis, respiracion
y transpiracién, genera una reduccion del funcionamiento de la planta, produciendo
incluso su muerte. De esta manera, puede llegar a reducir el rendimiento de la
plantacion afectando el llenado y maduracion del fruto (Campos, 2015).

» Mancha de hierro: es causada por el hongo Cercospora coffeicola. Afecta el cafeto
durante todos sus estados de desarrollo, desde las hojas cotiledonares hasta los
frutos (FNC 2014). Aparece tanto en la época seca en donde hay exceso de
insolacion y falta de sombra como en época lluviosa, cuando se caracteriza por

presentar manchas oscuras y grandes en las hojas (Anacafé, 2019).
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Permanentemente, causa la caida de las hojas e incrementa la produccién de café
pasilla, mediacara y guayaba que afectan la calidad (FNC, 2014).

» 0Ojo de gallo del cafeto: ocasionada por el hongo Mycena citricolor. Se manifiesta en
lugares donde hay alta humedad y temperatura. La enfermedad puede ser
reconocida en el campo por manifestar manchas redondas en las hojas de
aproximadamente 0,5 cm de diametro, de coloracion blanquecina. Posteriormente,

hay caida de hojas con la consecuente reduccion de la produccion (Anacafé, 2019).
2.1.4.1.3.2. Plagas.

> Broca del café (Hypothenemus hampei Coleoptera: Scolytidae): es un gorgojo del

tamafo de la cabeza de un alfiler por lo que no es facil distinguirla a simple vista.
Ataca el fruto del cafeto en cualquier estado de desarrollo, es decir, frutos verdes,
maduros y sobre maduros. (INATEC, 2016).
Es la plaga de mayor importancia econdmica que afecta al cultivo del café. Entre los
principales dafios que causa se registran las caidas de las cerezas, los frutos
perforados pueden ser atacados facilmente por enfermedades, ademas, cuando la
broca ataca frutos maduros y pintones se produce café de poco peso o café vano
(INATEC, 2016).

» Minador (Perileucoptera coffeella): es la larva de una mariposa pequefa que ataca
la hoja en la cual hace galerias o minas (InfoAgro, 2019). Su ataque es mas grave
en condiciones de alta humedad y altas temperaturas, es decir, en cafetales situados
por debajo de 1300 m.s.n.m., en zonas con humedades relativas entre 75% y
85%,asi como temperaturas entre 22 y 25° C, afectando plantaciones de café de
todas la edades, a plena exposicion solar y bajo sombrio regulado (INATEC, 2016).

» Nematodos (Meloidogyne sp., Pratylenchus coffea, Rotylenchulus sp.): son
organismos microscépicos que tienen forma de gusanos delgados, alargados,
cilindricos e incoloros. Atacan el cuello y las raices del café, produciendo atrofias en
éstos. Entre los sintomas se observan nudos en las raices atacadas, los arboles
muestran amarillamiento y crecimiento reducido de manera que no reaccionan

favorablemente a la aplicacion de abonos (INATEC, 2016).
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2.1.4.1.4. Fitomejoramiento.

La influencia de las enfermedades y plagas en las variedades del istmo
centroamericano tanto a nivel econémico como ambiental, siendo de mayor impacto las
afectaciones causadas por la roya, ha promovido el fitomejoramiento como medida para
aumentar la productividad de las variedades susceptibles y eliminar el riesgo de las

pérdidas de cosechas.

De modo que, para reducir el impacto generado por la roya se inicié la creacion de
diversas variedades a partir de C. arabica, C. liberica y C. canephora (Robusta), siendo
esta Ultima la mas utilizada para crear variedades resistentes. Particularmente, el Hibrido
de Timor originario del cruce espontdneo entre la variedad Typica de C. arabica y
Robusta de C. canephora, ha generado derivados dentro de los cuales se encuentran
las descendencias del cruzamiento entre el mutante natural Caturra Rojo y el Hibrido de
Timor conocidas genéricamente como “Catimores” y las del cruzamiento entre Villa
Sarchi y el Hibrido de Timor como “Sarchimores” (Villalta-Villalobos y Gatica-Arias,
2019).

El germoplasma disponible del Hibrido de Timor proviene de prospecciones en la isla
de Timor, realizadas por el CIFC (Centro de Investigacion de la roya del café, por sus
siglas en portugués) en Oeiras, Portugal (Bertrand y Rapidel, 1999). A partir de los
intercambios realizados del material entre CIFC, Brasil, Colombia y paises
centroamericanos, en los afios 1971-1973 se introdujeron en Nicaragua del CATIE
Turrialba, Costa Rica y de la Estacion de Introduccion de Plantas de Glendale, Maryland
U.S.A., 19 cultivares de café con diferentes factores de tolerancia a Roya, dando inicio a
las actividades de Fitomejoramiento (IICA-PROMECAFE, 1993).

2.1.4.2. Variedad Catrenic.

En 1978, con la cooperacibn de PROMECAFE se introdujeron en Centroamérica
varias descendencias de los tres origenes de Hibrido de Timor: CIFC 832/1, CIFC 832/2,
CIFC 1343. Todos estos origenes tienen alta resistencia contra la roya. El CIFC 832/1
da origen a los Catimores (Bertrand y Rapidel, 1999).
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De las descendencias introducidas por PROMECAFE a partir de 1979, se identifico
en Honduras la introduccion IHC-152, descendencia T5175 (F3 de CIFC Hw26/13) que
posteriormente dio origen a la variedad IHCAFE90, de la cual, en Nicaragua se encuentra
la variedad Catrenic cercana genéticamente a la anterior (Bertrand y Rapidel, 1999).

A través de varias selecciones realizadas en el Centro Experimental del Café del
Pacifico, se logro obtener hasta la fecha este material promisorio denominado Catrenic
(ICA-PROMECAFE, 1993), cercana genéticamente a Catimor T5175 introducido en
1971, presentando uniformidad fenotipica, buena produccion, buenas caracteristicas y

resistencia a Roya.

Por lo cual, el origen genético de Catrenic es a partir de un cruce realizado en el CIFC
entre los materiales CIFC 19/1 Caturra rojo por CIFC 832/1 Hibrido de Timor,
cruzamiento denominado CIFC Hw26 (Bettencourt, 1985; citado por Baylon, 2020). Fue
introducido a Nicaragua en el afio 1971 de Glendale, Maryland, EE.UU. en generacion
F2 y que, a través de seleccién individual, realizada por el centro se logré obtener un

material con buenas caracteristicas agrondmicas (Baylon y Pizzi, 1994).

Segun Baylon (2020), a este material se le denomind Catimor Revolucién Nicaragua
(Catrenic) en 1985 y registrada como variedad en el 2000 luego de que sus
caracteristicas fenotipicas se estabilizaran en las generaciones F5 y F6. En este mismo

afo se liberé como variedad comercial a disposicién de los productores.

Segun Bolafios (2005), las plantas de la variedad Catrenic se caracterizan por hojas
de color verde oscuro, brotes bronceados y frutos rojos. Necesita de buen manejo
agronomico para expresar plenamente su potencial, presenta alta precocidad, es

recomendado para zonas bajas y se desarrolla bien a alturas de los 1000 m.s.n.m.

Paralelamente Cortez y Tercero (2014), mencionan que se caracterizan por su
uniformidad en el porte intermedio (mayor a Catuai), buen vigor entrenudos cortos y
bandolas largas que producen palmillas secundarias y terciarias. El rendimiento de la
variedad, en condiciones del Pacifico de Nicaragua, es de 14 a 24 qq de café oro/mz (1

gg = 46 kg). Las caracteristicas organolépticas de Catrenic son buenas. Las evaluaciones

Br. Taryn Denisse Suazo Ubieta Marco Teobrico




Caracterizacion morfoldgicay molecular de café (Coffea arabica L.) variedad Catrenic proveniente
de las fincas CENECOOP-Fedecaruna y El Rosal de Nicaragua, Laboratorio de Biotecnologia,
UNAN-Managua. 2018-2020

realizadas en diversos ensayos sefialan que 80 a 85 % de los granos tienen el tamafo
16/64. Entre las caracteristicas de la variedad se encuentran las mencionadas en la tabla
4,

Tabla 4

Caracteristicas de la variedad de café Catrenic

Origen (Linaje) Catimor desarrollado en Nicaragua cruce Hibrido de
Timor 832/1 x Caturra

Descripcidon genética Introgresion (Catimor)

Caracteristicas Entrenudos cortos, porte intermedio, ramificacion

agronémicas secundaria y terciaria, brote bronceado y verde

Cualidades sobresalientes Buena capacidad productiva (mayor que Caturra y
Catuai), excelente vigor hibrido, tolerancia a roya,
buena taza (como Caturra y Catuai)

Otras caracteristicas Adaptabilidad a diferentes zonas, uniformidad
fenotipica.

Fuente: Adaptado en base a “Variedades de café” de Contreras, P., 2013, Managua, 69 y “Genealogia
y Obtentores de la primera variedad de café (Coffea arabica L.) Catrenic seleccionada en Nicaragua” de
Baylén, Marisol, 2020. LA CALERA 20 (34): 29-34.

Segun el informe del CIAT, de acuerdo a la altitud se debe escoger Catrenic para las
zonas bajas y es recomendada para zonas de elevada incidencia de roya junto a
Lempira, Catimor y Centroamericano. De igual manera, el aumento de la produccion con
variedades que siguen manteniendo una calidad aceptable y son de alta productividad
(hibridos como Catuai, Catrenic, Pacamara, entre otros), hace referencia a una de las
estrategias para mantener un efecto positivo en el medio socioeconémico de la
produccion, aunado al cultivo de variedades de muy buena calidad en taza para alcanzar
buenos precios pese a tener baja produccion (rescatando variedades desplazadas como
Typica y Bourbon, ademas de otras que se sefialan de buena calidad como Maragogype,
Villa Sarchi, Venecia, etc.) (Ladderach y Baca, 2013).
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2.1.5. Marcadores genéticos.

Un marcador genético es un segmento de ADN con una ubicacion fisica conocida en
un cromosoma. Dichos segmentos se encuentran cerca en un cromosoma y tienden a
heredarse juntos, por lo cual se utilizan para rastrear la herencia de un gen cercano que
aun no ha sido identificado, pero cuya localizacion aproximada es conocida (NHGRI,
2019).

A su vez pueden definirse como caracteres que presentan polimorfismo detectable
en individuos de una poblacién segregante y un tipo de herencia predecible segun las
leyes de Mendel (Martinez, Helguera, y Carrera, 2010). Segun Hopp (2018), los
marcadores moleculares permiten establecer diferencias (polimorfismos) entre dos
individuos diferentes (genotipos) pertenecientes a la misma especie (0 a especies

emparentadas).

Por consiguiente, se usan para marcar el comportamiento de un gen o la herencia de
una caracteristica particular, como puede ser la presencia 0 ausencia de la caracteristica
aportada por el marcador molecular. Otra aplicacion es en el mapeo genético como
primer paso para encontrar la posicion e identidad de un gen desconocido (suponiendo
gue se conocen regiones contiguas que se heredan juntas). Pueden ser Nucleares,
Mitocondrial, Ribosomal, o cualquier elemento extra cromosomal presente en la especie
de estudio (CeCalcula, 2013).

De acuerdo a Martinez et al., (2010), un marcador ideal debe ser:
» Altamente polimérfico o variable dentro y entre especies.
» De herencia mendeliana no epistéatica (sin interaccion entre genes).
» Insensible a los efectos ambientales.
» De rapida identificacion y simple analisis.

» De posible deteccién en los estadios tempranos del desarrollo.

En los andlisis gendmicos, se han utilizado varios tipos de marcadores: morfologicos,

isoenzimas, proteinas y marcadores basados en ADN. Estos ultimos se caracterizan por
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ser simplemente un punto de referencia en un cromosoma, que puede o no corresponder

aun gen.
De ahi que los marcadores se clasifiquen en:

» Marcadores morfolégicos: son caracteristicas fenotipicas de facil identificacion
visual tales como forma, color, tamafio y altura (Martinez et al., 2010). En los procesos
de adaptacion, la morfologia se relaciona con la ecologia (ecomorfologia) que
investiga las relaciones entre la forma de los vegetales y su ambiente.

Es importante sefialar, que no todas las formas o caracteres pueden describir
consistentemente las plantas, hay que elegir caracteres conocidos como descriptores,
codificadores o marcadores morfologicos, es decir, caracteristicas morfolégicas que
se manifiesten mas o menos establemente bajo diferentes condiciones de medio
ambiente (Gomez, 2014).

» Marcadores moleculares: este tipo de caracterizacidon explora polimorfismos en
determinadas moléculas proteicas y en marcadores de ADN para medir la variacion
genética a nivel poblacional (FAO, 2009). En particular, permite determinar el grado
de diversidad genética y su distribucién, entre y dentro de poblaciones de una
determinada especie; asi como, el establecimiento de relaciones filogenéticos (M&O
Consulting, 2009).

En efecto, es necesario subrayar que los marcadores moleculares corresponden a
cualquier gen cuya expresion permite un efecto cuantificable u observable
(caracteristicas fenotipicas), que ademas puede detectarse facilmente. Este tipo de
marcadores pueden evaluarse desde que los individuos estan en sus primeros
estadios de desarrollo, y se pueden aplicar usando a todo el individuo o sélo parte de
él (Solis y Andrade, 2005).

La principal razén para usar caracteres moleculares es que son universales. Por
ejemplo, las regiones del genoma nuclear de genes ribosomales son muy utiles para
reconstrucciones filogenéticas y donde los caracteres morfologicos presentan

limitacion en resolucion (CeCalcula, 2013).
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Se habla de marcadores genéticos cuando se transmiten segun las leyes basicas
de la herencia mendeliana, por lo que es importante destacar que no todos los
marcadores moleculares pueden considerarse como genéticos. Existen dos tipos de
marcadores moleculares: los marcadores bioquimicos y los marcadores de ADN (Solis
y Andrade, 2005).

a) Marcadores bioquimicos: incluyen a las proteinas y las isoenzimas o

aloenzimas y constituyen la primera generacion de marcadores moleculares
(Solis y Andrade, 2005).

b) Marcadores de ADN: constituyen la nueva generacion de marcadores
moleculares y solucionaron el problema de la carencia de marcadores que
tenian las isoenzimas, pues son capaces de generar una cantidad virtualmente
infinita de marcadores. Existen varias técnicas para identificar marcadores de
ADN, las que se pueden agrupar en tres categorias: las de hibridacion tipo
Southern, las de reacciéon de polimerizacion en cadena (PCR) y las que
combinan PCR o sus productos de ADN con la hibridacién tipo Southern (Solis
y Andrade, 2005).

Ademas, se encuentran: las enzimas de restriccion, la separacién electroforética
de los fragmentos de ADN, las sondas marcadas son algunas de las técnicas que
permiten obtener un nimero virtualmente ilimitado de marcadores moleculares y cubrir
la totalidad del genoma de un organismo.

Segun Solis y Andrade (2005), dentro de la técnica de hibridacion se encuentran
los marcadores RFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion) y
los VNTR (secuencias adyacentes que se repiten en numero variable). Dentro de la
metodologia de PCR se encuentran los marcadores llamados RAPD (ADN polimérfico
amplificado al azar), PCR iniciada con Microsatélites (MPPCR), AFLP (polimorfismo
de longitud de fragmentos amplificados) y DAF (amplificacién de huellas del ADN),
entre otros (Solis y Andrade, 2005).

Finalmente, Solis y Andrade (2005) mencionan que dentro de las metodologias
gue combinan la PCR o sus productos de ADN mas la hibridacion tipo Southern, estan

los RAHM y RAMPO (amplificacion aleatoria del polimorfismo de Microsatélites).
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2.1.5.1. Ventajas y aplicaciones de los marcadores de ADN.

Los marcadores de ADN son muy ventajosos ya que no son afectados por el
ambiente, permiten una deteccion temprana, son universales, muy abundantes, se
requiere poca cantidad de ADN para los analisis y el ADN es muy estable y especifico
para cada individuo (huella génica). Sin embargo, son relativamente costosos, necesitan
personal entrenado, equipos sofisticados y un estricto control de la contaminacién (Solis
y Andrade, 2005).

Segun Solis y Andrade (2005), la difusion del uso de marcadores moleculares en los
analisis genéticos y en el mejoramiento de plantas ha sido extremadamente rapida. Entre
las principales aplicaciones se encuentra la obtencion de “huellas genéticas”
(fingerprinting) de individuos, variedades y poblaciones; el analisis de la estructura y
diversidad genética en poblaciones naturales y de mejoramiento y bancos de
germoplasma; el establecimiento de relaciones filogenéticas entre diferentes individuos
y especies; la construccidon de mapas genéticos de alta cobertura gendmica y la
localizacion de genes de interés economico, mapeo de caracteristicas de herencia
cuantitativa QTL (Quantitative Trait Loci ) y seleccion MAS auxiliada por marcadores

(Marker Asisted Selection).

2.1.5.2. Selecciéon del marcador a utilizar.

La seleccion de la metodologia para obtener los marcadores moleculares depende
de los objetivos y necesidades del estudio. Por ejemplo, para determinar la variacion de
una poblacion, con un simple analisis de isoenzimas se podria obtener la informacién
necesaria, por lo que no es recomendable emplear una técnica mas costosa o
complicada. No obstante, si se requiere elaborar el mapa genético de una especie, la
cantidad y precision de la informacion requerida es mayor, por lo que necesariamente se

debe recurrir a los marcadores de ADN (Solis y Andrade, 2005).

A continuacion, se debe considerar el costo en si de la técnica que se va a desarrollar,
la necesidad de personal capacitado, el equipo, los reactivos y las instalaciones de
laboratorio y condiciones de seguridad que requiere cada técnica. Es siempre
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recomendable analizar qué tanto trabajo previo es necesario para llevar a cabo una
técnica (Solis y Andrade, 2005).

Dentro de las técnicas que utilizan marcadores de ADN para evaluar la diversidad
genética, existe un conjunto de marcadores ya disponibles para detectar polimorfismos
del ADN nuclear, entre los que se encuentran la técnica a utilizar denominada
Microsatélites o SSR (Repeticion de Secuencias Simples) y otras como RFLP (por sus
siglas en inglés, Restriction Fragment Lenght Polymorphism), RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified fragment - Length Polymorphism) y SNP (del inglés,

Single Nucleotide Polymorphism), mencionadas anteriormente.
2.1.5.3. Marcadores microsatélites (Single Sequence Repeats, SSR).

Las secuencias de tipo Microsatélites (SSR o STR, Simple Sequence Repeats o0 Short
Tandem Repeats), muy abundantes en los genomas de eucariotas y algunos procariotas,
estan constituidas por unidades cortas (motivos basicos) de 1 a 6 pares de bases, que
se repiten en tandem un elevado nimero de veces. De manera que, cada secuencia SSR
se define por el tipo de unidad repetida (lo mas frecuente mono, di, tri o tetra, aunque
también penta o hexa-nucledtidos) y por el sitio que ocupan en el genoma (locus),
(Gonzélez, 2003).

Asi pues, estan presentes en regiones codificadoras y no codificadoras de genes, las
cuales se caracterizan por tener un alto grado de polimorfismo. Sirven como un cédigo
funcional y regulatorio en el genoma eucariético, se encuentran en regiones promotoras

de los genes que ayudan a aumentar la expresion del gen (Wilches, 2004).

En particular, se trata de secuencias altamente variables, entre y dentro de individuos.
Dicha variacion se manifiesta normalmente como diferencias en longitud entre los
distintos alelos del mismo locus. Estas diferencias en longitud surgen de la existencia de
un numero diferente de repeticiones del motivo basico en cada caso. Se ha estimado
gue la tasa de mutacién en los Microsatélites varia entre 102 y 10 por generacion y el

mecanismo que explica mejor su alto grado de polimorfismo en tamafio es la
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acumulacion de errores producidos por el deslizamiento de la polimerasa durante la
replicacion del ADN (Picé y Estera, 2012).

El uso de esta técnica ha revolucionado los campos de la biologia molecular, la
genética cuantitativa y la genética de poblaciones, ya que a pesar de que los
Microsatélites poseen altas tasas de mutacion, las regiones flanqueantes estan mas
conservadas y se emplean para la amplificacion especifica de los alelos de cada locus.
Segun Pico y Estera (2012), los SSR han sido durante muchos afios los marcadores
preferidos para mudltiples objetivos, genética forense, test de paternidad, analisis
poblacionales, estudios de diversidad e identificacion varietal, construcciéon de mapas

genéticos y estudios de asociacion.

Entre las ventajas que ofrecen los microsatélites se encuentra el empleo de
amplificacion PCR con cebadores largos, especificos de cada locus, ya que el tejido que
se utiliza no necesita ser de mucha calidad, e incluso ADN en estado avanzado de
degradacion es suficiente para ser analizado. Ademas se puede mencionar su naturaleza
codominante, que permite la distincibn de homocigotos y heterocigotos, su amplia
distribucién en el genoma, su reproducibilidad y su elevada variabilidad (multialélicos) los
han convertido en uno de los sistemas de marcadores genéticos mas informativos y

empleados (Pic6 y Estera, 2012).

2.1.5.3.1. Metodologia de los SSR.

Para aplicar la metodologia de los SSR se debe considerar los siguientes pasos:
» Paso 1. Identificacion de loci SSR

Segun Picé y Estera (2012), la identificacion de secuencias con motivos SSR se
puede realizar a partir de genotecas sin embargo, debido al incremento de colecciones
de secuencias disponibles en muchas especies, la identificacion de estas repeticiones in
silico a partir de bases de datos mediante ciertos programas y aplicaciones informaticas

(Repeat master, Sputnik, Tandem Repeat Finder, etc.) esta cobrando especial
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importancia. Estas herramientas pueden detectar distintos tipos de Microsatélites tales

como.

a) Microsatélites perfectos: repeticiones en un nimero minimo de unidades sin
interrupcion y sin repeticiones adyacentes (CACACACACACACACACACA).

b) Microsatélites compuestos: dos 0 mas repeticiones con un nidmero minimo de
unidades repetidas ininterrumpidas (CACACACACACACACACAGAGAGAGAGA
GAGAGAGA).

c) Microsatélites interrumpidos: repeticiones ininterrumpidas con un nimero minimo
de repeticiones y separadas por un maximo de 4 pares de bases (CACACA
CACACACACACACATTTCACACACACACACACACACACA).

Cabe sefalar, que los SSR pueden encontrarse tanto en secuencias codificantes como
no codificantes, pero el tipo de unidades repetidas y el nUmero de repeticiones puede
variar. Picé y Estera (2012) menciona que se pueden clasificar segun el nimero de pares

de bases:

a) Mono (CCCCCCCC o AAAAAA)

b) Di (CACACACACA)

c) Tri (CCA CCA CCA CCA)

d) Tetra (GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA GATA).

» Paso 2. Disefio de Primer o cebadores

A pesar de que los Microsatélites poseen altas tasas de mutacién, las regiones
flanqueantes estan mas conservadas y por ello se usan para la amplificacién del locus
correspondiente en los distintos individuos de la especie. La transferencia de cebadores
entre especies solo es posible cuando se trabaja con taxones cercanos, pertenecientes

al mismo género o a géneros separados recientemente (Picé y Estera, 2012).

De manera que, una vez detectado el SSR en la secuencia, el siguiente paso es el

disefio de cebadores para amplificar la region que lo contiene, para lo cual existen
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programas libres como “primer 3” donde es posible manipular los parametros como rango
de tamafios del amplicdn, tamafio de los oligos, temperatura de fusion o (Tm), porcentaje
de Guanina y Citosina, asi como también la penalizacion de la posibilidad de formacién
de estructuras secundarias entre los oligos (Pico y Estera, 2012).

» Paso 3. Visualizacion de SSR e interpretacion

Tras la amplificacion del fragmento que contiene el SSR, se procede a la separacion
y visualizacién de estos fragmentos. Entre las diversas metodologias de visualizacion y

la interpretacion de resultados se encuentran:

a) Electroforesis en gel de agarosa: Ciertos alelos SSR con suficiente diferencia de
tamafio pueden ser visualizados mediante un simple gel de agarosa con la
concentracion éptima (2-3%) y posterior tincion con bromuro de etidio (Pico y
Estera, 2012).

b) Electroforesis en geles de poliacrilamida: En otros casos se opta por geles con
mayor capacidad de resolucion, como los geles de poliacrilamida. La tincién
posterior puede realizarse con sales de plata, pudiendo conservar el gel mediante
procedimientos especiales, o bien se pueden emplear cebadores marcados con
P32 (radiactividad) o con los fluoréforos IRD-700 e IRD-800, para su visualizacion

en analizador de fragmentos LI-COR (Picé y Estera, 2012).

Entre otras técnicas se encuentran a su vez, la electroforesis capilar (analizador de
fragmentos) y la deteccion por HRM. La primera utiliza diferentes fluorocromos para el
marcaje de cebadores permitiendo la deteccion por emisién de fluorescencia de varios
productos de PCR, en cambio la segunda implica la desnaturalizacion gradual de los
amplicones y la deteccion de pequefios cambios en la fluorescencia emitida gracias al
uso de fluoroforos de union al ADN de doble cadena al aumentar la temperatura (Pico y
Estera, 2012).
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2.1.5.3.2. Marcadores morfoldgicos.

Como se mencionaba, el uso de marcadores morfolégicos constituye una herramienta
atil para numerosos estudios en cuanto a variabilidad genética de una o0 méas especies.
Tal es el caso de la mayoria de las plantas cultivadas con importancia econémica, las
cuales tienen sus propios patrones de identificacion, caracterizacion y evaluacion, que
se han logrado establecer mediante diferentes estudios, permitiendo conocer la
variabilidad de los caracteres dentro y entre plantas; de tal forma que se ha llegado a
seleccionar todas aquellas caracteristicas cualitativas y cuantitativas que son mas utiles
y faciles de interpretar para la descripcion de los individuos en una poblacion (Arciniegas,
2005).

Asi pues, la caracterizacion se define como la descripcion de la variacién que existe
en una coleccion de germoplasma y que permite diferenciar a las accesiones de una
especie, sea en términos de caracteristicas morfolégicas y fenoldgicas de alta
heredabilidad o caracteristicas cuya expresion es poco influenciada por el ambiente
(Abadie y Berretta, 2001).

En particular, para la caracterizacion morfolégica se utilizan descriptores que deben

reunir las siguientes caracteristicas como menciona (Abadie y Berretta, 2001):

1. Ser facilmente observables.
Tener alta accién discriminante.

3. Baja influencia ambiental, lo que permite en algunos casos registrar la informacién
en los sitios de colecta.

4. Ser uniformes, ya que la uniformidad de los descriptores es un requisito para que la
caracterizacion tenga un valor universal, de ahi que se empleen listas de descriptores
bien definidos y rigurosamente probados que simplifican considerablemente todas
las operaciones de registro de datos, actualizacion, modificacion, recuperaciéon de

informacion, intercambio, analisis y transformacién de datos.

Existen diversas instituciones que han propuesto listas de descriptores morfologicos,

asi como las directrices para la identificacion y evaluacion del germoplasma de cafe,
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definiendo las caracteristicas del género Coffea dentro de los caracteres morfoldgicos,
como lo es IPGRI, que tiene la misién de proveer la evidencia cientifica, practicas de
manejo y opciones de politicas para usar y salvaguardar la biodiversidad agricola para
lograr una seguridad alimentaria y nutricional global sostenible (Biodiversity International,
2018).

De igual manera se encuentra UPQV, que proporciona y promueve un sistema eficaz
de proteccién de variedades vegetales, con el objetivo de fomentar el desarrollo de
nuevas variedades de plantas, en beneficio de la sociedad (UPOV, 2018). Cabe sefialar,
gue el Convenio de la UPQOV proporciona la base para que los miembros alienten el
fitomejoramiento otorgando a los obtentores de nuevas variedades de plantas un

derecho de propiedad intelectual: el derecho del obtentor (UPOV, 2018).
2.1.5.4. Variabilidad genética.

La variabilidad genética de una especie esta conformada por la suma de todos los
efectos evolutivos y del ambiente sobre los genes de sus diferentes miembros. Dichos
efectos pueden o0 no expresarse en caracteristicas visualmente identificables, las cuales
son evaluadas y cuantificadas, pueden ser caracteristicas responsables de la morfologia
y arquitectura de la planta, caracteristicas relacionadas con el manejo agronémico y
produccion, asi como también las que pueden ser detectables solo a través de

reacciones a estimulos del medioambiente (Franco y Hidalgo, 2003).

Por otro lado, se encuentra la variabilidad que no es detectable a simple vista,
denominada caracterizacion molecular debido a que parte de la identificacion de
productos o funciones internas de la célula (Franco y Hidalgo, 2003). En este caso,
existen estadisticos que aprecian diferentes aspectos de la variabilidad permitiendo
cuantificar y comprender esta variable (Gonzéalez, 2011), utilizando varios de ellos de
manera complementaria como frecuencias alélicas, heterocigosidad, indices de
diversidad genética, indices de fijacion y coeficientes de diferenciacién, entre otros. De

modo que, Franco e Hidalgo (2003) sefalan que es necesario identificar el nivel de
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variabilidad que se intenta medir o describir para elegir las herramientas, métodos

estadisticos y técnicas de laboratorio que permitan analizar los datos resultantes.
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2.2. Antecedentes

En base a la importancia del rubro las investigaciones cientificas desarrolladas en su
mayoria a nivel internacional, parten de la caracterizacion de variedades y especies para
el mejoramiento del rubro, algunas organizaciones como IHCAFE y el CATIE, han
generado un sin numero de investigaciones referentes al rubro, sin embargo en el pais,

hasta el momento el desarrollo de estas investigaciones han aumentado lentamente.
Internacional

En 2007, Cardenas realiz6 una investigacion en el CATIE basada en la
“Caracterizacion morfolégica y agronémica de la colecciéon nucleo de café (Coffea
arabica L.) del CATIE”, para conocer la estructura fenotipica de la coleccion y la
variabilidad de las caracteristicas de interés agronémico presentes en las accesiones.
En la caracterizaciéon agromorfologica de las 73 accesiones evaluadas se encontraron
que existen tres grupos fenotipicos diferentes para los 23 descriptores evaluados,
resultando mas discriminantes las caracteristicas morfoldgicas. Por otro lado, la
evaluacion de las accesiones por incidencia a enfermedades y plagas, en condiciones
de campo, reveld que ocho accesiones presentaron menos del 1% de incidencia de roya,
13 accesiones con ausencia total de sintomas de ojo de gallo y seis accesiones con

menores porcentajes de dafio por broca (25% a 50%) (Cardenas, 2007).

En el 2010, los investigadores Vieira, Von, Carvalho, Esselink y Vosman, trabajaron
en el "Desarrollo de marcadores microsatélites para identificar variedades de Coffea
arabica brasilefia" (traducido del inglés), utilizando 127 marcadores SSR para analizar
similitud genética en 25 variedades de Coffea arabica, conformadas por diecinueve cafés
brasilefios comercialmente importantes y seis hibridos interespecificos de Coffea
arabica, Coffea canephora y Coffea liberica. Asi pues, obtuvieron 52 marcadores SSR
nuevos derivados de bibliotecas enriquecidas con microsatélites, 56 disefiados en base
la secuencia SSR de café, disponibles en bases de datos publicos, 6 publicados y 13
marcadores microsatélites cloroplasticos universales. Solo 22 fueron polimorficos, estos

detectaron 2-7 alelos por marcador, un promedio de 2,5 (Vieira, Von Pinho, Carvalho,
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Esselink y Vosman, 2010). Es importante sefialar que entre estos marcadores se

encuentran los diez que se utilizaron para la presente investigacion.

En el 2017, Sanchez realiz6 una “Evaluaciéon de microsatélites para la identificacion
del germoplasma de especies del género Coffea en Costa Rica” analizando 55 muestras
de Coffea con 14 marcadores (10 SSR y 4 EST-SSR). Las muestras fueron divididas en
2 grupos: las arabicas (variedades e hibridos) (n=52) y las no arabicas (n=3), en las
cuales se encontraron 64 alelos diferentes para las muestras de café ardbico mientras
gue en las otras especies se encontraron 49 alelos. En otras palabras, las muestras de
café no arabico presentaron mayor variacion genética y mayor polimorfismo que las
muestras de café arabico; concluyendo, que el conjunto de marcadores utilizados es
altamente polimérfico y son efectivos al permitir diferenciar claramente entre las muestras

de arabicas y no arébicas (Sanchez, 2017).

En el 2019, Ricarte desarrollé una “Caracterizacion genética de tres variedades de
Coffea arabica L. (Caturra, Pache y Nacional) en seis parcelas de la provincia de
Moyobamba, region San Martin” analizando 61 individuos de esta especie mediante 9
marcadores microsatélites, dos (M20 y M24) de los cuales se utilizaron en la presente
investigacion. El perfil molecular obtenido revelo diferencias entre las variedades Caturra
y Pache, pero relacion con la variedad Nacional. Ademas, encontré baja diversidad
genética las fincas pertenecientes a la provincia de Moyobamba y la variacion genética
fue altamente significativa. Los resultados mostraron la efectividad de los microsatélites

en la identificacion de variedades (Flores, 2019).
Nacional

En el 2003, los investigadores Blanco; Haggar; Moraga; Madriz, Jazmin y Pavon
publicaron acerca de la “Morfologia del café (Coffea arabica L.), en lotes comerciales,
Nicaragua”, cuya investigacion fue realizada en el Centro de Capacitacion y Servicio
Regional Pacifico (Jardin Botanico), ubicado en la ciudad de Masatepe, Nicaragua, con
el objetivo de caracterizar ocho lotes de café, entre los cuales se encontraba el lote

Guanacaste, siendo uno de los que fueron evaluados en esta investigacion. La

Br. Taryn Denisse Suazo Ubieta Antecedentes




Caracterizacion morfoldgicay molecular de café (Coffea arabica L.) variedad Catrenic proveniente
de las fincas CENECOOP-Fedecaruna y El Rosal de Nicaragua, Laboratorio de Biotecnologia,
UNAN-Managua. 2018-2020

metodologia aplicada por los investigadores contempl6 cinco puntos por lote y diez
plantas por punto; tomando mediciones de cada uno en base a las variables: altura de
planta, nimero de pisos, longitud de bandola, nimero de hojas por bandola y diametro
del tallo. Los resultados demostraron diferencias entre los lotes de café debido a la
variedad sembrada y la influencia del ambiente en el que se desarrollaron, asi como
también del manejo agrondmico aplicado, siendo la variedad Catrenic la que obtuvo
mayor aumento en altura de planta y nimero de pisos (Blanco, Haggar, Moraga, Madriz
y Pavon, 2013).

En el 2012, los investigadores Geleta, Herrera, Monzén y Bryngelsson realizaron un
estudio acerca de “Diversidad genética del café arabica (Coffea arabica L.) en Nicaragua,
estimada por marcadores de repeticion de secuencia simple” (traducido del inglés), por
sus valores de conservacion y reproduccién, analizando 26 poblaciones representantes
de 8 variedades de café en Nicaragua. A través de la utilizacion de marcadores de
secuencia simple (SSR) se obtuvieron 12 loci de 24 alelos analizando 260 plantas
individuales. La diversidad genética total de Nei (HT) y la diversidad genética dentro de
la poblacion (HS) fueron 0,35y 0,29, respectivamente; lo cual es comparable con el que
se inform6 anteriormente de otros paises y regiones. La variedad Catimor se registré
entre las variedades con mayor diversidad. La variacion genética en el café nicaragiiense
es bastante significativa para ser utilizada en los programas de mejoramiento (Geleta,
Herrera, Monzén y Bryngelsson, 2012).

En el 2020, Baylon realizé una publicacién titulada “Genealogia y obtentores de la
primera variedad de café (Coffea arabica L.) Catrenic seleccionada en Nicaragua”, en la
cual describe el proceso de obtencién y registro de la variedad desde la introduccion de
las primeras semillas de Catimor al Jardin Botanico de Masatepe, en 1971. Ademas,
sefiala algunos datos relevantes caracteristicos de la variedad, como excelente vigor
hibrido, uniformidad fenotipica, tolerancia a roya, porte intermedio, entrenudos cortos,
ramificacion secundaria y terciaria, buena capacidad productiva (mayor que Caturra y
Catuai), buena taza (como Caturra y Catuai) y adaptabilidad a diferentes zonas (Baylon,
2020).
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2.3. Hipotesis

En base a la caracterizacion morfolégica y molecular, los arboles de café Catrenic
evaluados de las fincas CENECOOP-Fedecaruna y El Rosal presentan variabilidad

intrapoblacional e interpoblacional.

Br. Taryn Denisse Suazo Ubieta Hipotesis






Caracterizacion morfoldgicay molecular de café (Coffea arabica L.) variedad Catrenic proveniente
de las fincas CENECOOP-Fedecaruna y El Rosal de Nicaragua, Laboratorio de Biotecnologia,
UNAN-Managua. 2018-2020

3.1. Disefio metodologico

La investigacion se desarrollo de febrero 2018 a enero 2020 e incluy6é una fase de
campo para la colecta del tejido foliar y la caracterizacion morfologica de los arboles de
café Catrenic, seguido por una fase de laboratorio llevada a cabo en el Laboratorio de
Biotecnologia de la UNAN-Managua en la cual se realizo la caracterizacion morfolégica
y molecular de las hojas colectadas. A continuacién, se describen los aspectos

concernientes al disefio de la investigacion en base a ambas fases.
3.1.1. Descripcién del &mbito de estudio.

Para la descripcion del &mbito de estudio se registraron las ubicaciones de los sitios
de colecta de muestras y caracterizacion in situ de los arboles tomando las coordenadas

geograficas UTM (anexo 13, tabla 3).

Ambito o area geografica

La fase de campo involucré dos expediciones (figura 1) para colectar las muestras de
tejido foliar y la caracterizacion morfolégica in situ de cada planta de café Catrenic

provenientes de las fincas ubicadas en los departamentos de Masaya y Carazo.

sTuDIos [ETAREN

fﬁMa"sayaMasaya ¢
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./ Xoitiamba
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Figura 1 Ubicacion de los sitios de colecta pertenecientes a las fincas

CENECOOP-Fedecaruna del municipio de Masatepe, Masaya y El Rosal de San Marcos,
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Carazo segun sus coordenadas geograficas UTM registradas. Fuente: Obtenido de

Google Earth Pro versiéon 7.3.

» Expedicion 1: Finca CENECOOP-Fedecaruna (1315492 N, 0592890 E) con un
area de 147 000 m?, con una temperatura media de 27°C a 456 m.s.n.m. Ubicada
en Masatepe, Masaya. Realizada el 7 de febrero del 2018.

> Expedicion 2: Finca El Rosal (1313127 N, 0586151 E) con un area de 45 500 m?,
con una temperatura media de 26°C a 634 m.s.n.m. Ubicada en San Marcos,
Carazo. Realizada el 18 de abril del 2018.

Ambito o &rea técnica

La fase del laboratorio se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia, UNAN-Managua
(1339511 N, 0579042 E), ubicado en el Recinto Universitario Ricardo Morales Avilés
(RURMA), con condiciones ambientales de 26°C de temperatura media, una humedad
relativa de 69% a 162 m.s.n.m. (figura 2).

LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA
UNAN-MANAGUA

RECINTO UNIVERSITARIO RICARDO MORALES AALES (RURMA)
PLANO DE UBICACION

Figura 2 Ubicacion del Laboratorio de Biotecnologia, UNAN-Managua segun sus
coordenadas geograficas UTM registradas. Fuente: Obtenido de Google Earth Pro
version 7.3.
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Ambito o area académica

En base a la metodologia utilizada y los objetivos de la investigacion, este estudio se
vincula con el area académica de Procesos Industriales a través de la linea de
Biotecnologia Industrial con la tematica de interés basada en el uso de técnicas
biotecnoldgicas para la caracterizacion de materias primas, dentro de la clasificacion de

las lineas de investigacion de la carrera de Quimica Industrial.

3.1.2. Tipo de estudio.

De acuerdo al alcance de esta investigacion es descriptiva, con un enfoque cuali-
cuantitativo puesto que consta de dos etapas, una de las cuales se basa en la descripcién
de las caracteristicas cualitativas de la muestra para su caracterizacion morfolégica y
otra etapa en la que se realizan las mediciones pertinentes y el analisis estadistico
necesario para la caracterizaciéon morfolégica y molecular de las plantas. Ademas, se
trata de un estudio transversal, por el periodo y secuencia del estudio colectando los
datos en un solo momento en base a Hernandez Sampieri, Fernandez-Collado y Baptista
Lucio, (2006). Conviene subrayar que, presenta un grado de experimentacién debido a
gue se emplearon técnicas analiticas en la fase de laboratorio para la caracterizacion de
los arboles evaluados y la recoleccion de informacion primaria para el analisis

morfoldégico durante la fase de campo.

3.1.3. Poblacion y muestra.

3.1.3.1. Poblacion.

El universo en base al cual se desarrolla esta investigacion esta formado por todas
las variedades de café cultivadas en las fincas CENECOOP-Fedecaruna y El Rosal,
presentes en las fechas de colecta de muestra para febrero y abril del 2018,
respectivamente. La poblacion experimental corresponde a cuatro lotes de café variedad
Catrenic con extension individual de aproximadamente 0,73 mz. ubicados en la finca
CENECOOP-Fedecaruna y tres lotes de la misma variedad con area aproximada a 0,65

mz. en la finca El Rosal.
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3.1.3.2. Muestra.

Las muestras se seleccionaron por medio de un muestreo dirigido debido a que la
elecciéon de los arboles no dependié de la probabilidad, sino de causas y propdésitos
relacionados con las caracteristicas de la investigacion (Hernandez Sampieri et al.,
2006). Asi pues, se seleccionaron 30 arboles de café Catrenic segun el estado
fitosanitario presentado y siguiendo las indicaciones del productor en el lote Guanacaste
de la finca CENECOOP-FEDECARUNA (Masatepe, Masaya) y lote Mar de arena de la
finca El Rosal (San Marcos, Carazo), para un total de 60 arboles.

De cada arbol de café se colectaron 10 hojas (jovenes), de las cuales 6 se destinaron
a la caracterizacion morfoldgica, seleccionando 5 para efectuar las mediciones y calcular
tantos los valores medios como los de mayor frecuencia en relaciébn a cada variable

evaluada. Las 4 hojas restantes se destinaron para el andlisis molecular.

Cabe sefalar que, segun las indicaciones del productor, el lote Guanacaste
presentaba ocho afios de edad al momento de la colecta, seleccionandose debido a que
fue uno de los lotes donde se realizé el establecimiento de la variedad. De la misma
manera, los lotes de la finca El Rosal se utilizaron para el desarrollo de la variedad, ya
gue dichas plantas son descendientes del material vegetal de la finca CENECOOP-
Fedecaruna. En este caso, se seleccioné el lote Mar de arena de cinco afios, que era el

de menor edad con relacion a los demas lotes del lugar.
3.1.3.2.1. Criterios de Inclusion.

Para plantas:
> Identificadas por el productor de la finca como pertenecientes a la variedad
Catrenic.
Para hojas:
» Jovenes para andlisis molecular.

» Maduras para analisis morfolégico.
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3.1.3.2.2. Criterios de Exclusion.

Para plantas:
» Mal estado fitosanitario.
Para hojas:
» Presencia de plagas y enfermedades.

» Presencia de suciedad, material extrafio y dafio mecanico.

3.1.4. Variables y Operacionalizacion.

3.1.4.1. Variables Independientes.
» Variedad en estudio
3.1.4.2. Variables Dependientes.

» Caracteristicas morfoldgicas
» Perfil molecular

» Variabilidad genética
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3.1.4.3. Operacionalizacion de variables.

Objetivos Variable Subvariables Variable Técnicas de recoleccion de Tipo de Categorias
Especificos Conceptual o] Operativa o datos e Informacién y actores variable Estadisticas
(Columna 1) (Columna 2) Dimensiones Indicador participantes (Columna 5) estadistica  (Columna7)

(Columna 3) (Columna 4) Cuasi Expe Experime Experime (Columna 6)
Experi rime nto de nto
mento nto Laborato enla
de rio Naturalez
Cam a
po

Objetivo 1. 1.1. 1.4.1. Altura X Cuantitativas: | Continuas
Especifico Caracteristicas | Caracteristicas | 1.4.2. Diametro de razén
No.1 morfoldgicas morfoldgicas del tallo (basal)
Describir las de la variedad | de la planta 1.4.3. Diametro

caracteristicas
morfologicas
de la variedad
Catrenic
provenientes
de las fincas
CENECOOP-
Fedecaruna 'y
El Rosal.

Catrenic.

del tallo (altura al

pecho)

1.4.4. Longitud
de la cobertura
foliar

1.4.5. Longitud

de la ramificacion

(Ramificacion
productiva)
1.4.6. Longitud
del entrenudo
(tallo)

1.4.7. Longitud
del entrenudo
(de una misma
bandola)
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Objetivos Variable Subvariables Variable Técnicas de recoleccion de Tipo de Categorias
Especificos Conceptual o] Operativa o datos e Informacion y actores variable Estadisticas
(Columna 1) (Columna 2) Dimensiones Indicador participantes (Columna 5) estadistica  (Columna7)

(Columna 3) (Columna 4) Cuasi Expe Experime Experime (Columna 6)
Experi rime nto de nto
mento nto Laborato enla
de rio Naturalez
Cam a
po
1.4.8. Longitud
de bandolas
1.4.9. Angulo de
bandolas
1.1.10 NUumero X Discretas
de yemas
productivas por
bandola
1.1.1 Presencia X Cualitativas: Politébmicas
de ramificacién nominal
1.1.2 Ramificaci
on productiva
1.1.3 Forma del
arbusto
1.1.4 Color del
brote
1.2. 1.2.1. Longitud X Cuantitativas: | Continuas
Caracteristicas | de la hoja de razén
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las fincas CENECOOP-

Objetivos Variable Subvariables Variable Técnicas de recoleccion de Tipo de Categorias
Especificos Conceptual o] Operativa o datos e Informacion y actores variable Estadisticas
(Columna 1) (Columna 2) Dimensiones Indicador participantes (Columna 5) estadistica  (Columna7)

(Columna 3) (Columna 4) Cuasi Expe Experime Experime (Columna 6)
Experi rime nto de nto
mento nto Laborato enla
de rio Naturalez
Cam a
po
morfologicas 1.2.2. Ancho de
de las hojas la hoja
1.2.3. Longitud
del peciolo foliar
1.2.4. Color de la X Cualitativas: Politébmicas
hoja joven nominal
1.2.5.
Pigmentacion
antocianica

1.2.6. Forma de
la hoja

1.2.7. Forma del
apice de la hoja

1.2.8. Color del
peciolo foliar
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las fincas CENECOOP-

Objetivos Variable Subvariables Variable Técnicas de recoleccion de Tipo de Categorias
Especificos Conceptual o] Operativa o datos e Informacion y actores variable Estadisticas
(Columna 1) (Columna 2) Dimensiones Indicador participantes (Columna 5) estadistica  (Columna7)

(Columna 3) (Columna 4) Cuasi Expe Experime Experime (Columna 6)
Experi rime nto de nto
mento nto Laborato enla
de rio Naturalez
Cam a
po

Objetivo 2. 2.1. 2.1.1 Altura X Cuantitativa: | Continua
Especifico 2 Caractfar!stlcas Caractgr!stlcas 2 1.2 Diametro de razon
Evaluacion de morfolog|ca_s morfologicas del tallo (basal)
las de rglevanqla de las plantas 2 1.3 Longitud
caract(—?rl'_sticas agroindustrial dél .tallc?ngltu
morfologicas
de relevancia 2.1.4 Longitud de
agroindustrial entrenudos
exhibidas por
los arboles de 2.1.5 NUmero de X Discreta
café Catrenic yemas
seleccionados productivas
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Objetivos Variable Subvariables Variable Técnicas de recoleccion de Tipo de Categorias
Especificos Conceptual o] Operativa o datos e Informacion y actores variable Estadisticas
(Columna 1) (Columna 2) Dimensiones Indicador participantes (Columna 5) estadistica  (Columna7)

(Columna 3) (Columna 4) Cuasi Expe Experime Experime (Columna 6)
Experi rime nto de nto
mento nto Laborato enla
de rio Naturalez
Cam a
po

Objetivo 3. Genotipos 3.1. Tamafo 3.1.1. Numero de X Cuantitativa: | Continuas
Especifico 3 de los alelos alelos por locus de razén
Establecer el de los 3.1.2. Tamafio
perfil Mgrcadott-:fs alélico
molecular de microsatélites
la variedad SSR
Catrenic
utilizando
marcadores
microsatélites.
Objetivo 4. Variabilidad | 4.1. 4.1.1. Altura X Cuantitativa: | Continuas
Especifico 4 | intrapoblacional | Variabilidad 4.1.2. Diametro de razon

Determinar la
variabilidad
intrapoblacion
ale
interpoblacion
al de las
muestras de

e
interpoblacional
de las
muestras de
Catrenic

intrapoblacion
ale
interpoblacion
al a nivel
morfoldgico de
la planta

del tallo (basal)
4.1.3. Diametro
del tallo

4.1.4. Longitud
de la cobertura
foliar

4.1.5. Longitud
de la ramificacion
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Objetivos Variable Subvariables Variable Técnicas de recoleccion de Tipo de Categorias
Especificos Conceptual o] Operativa o datos e Informacion y actores variable Estadisticas
(Columna 1) (Columna 2) Dimensiones Indicador participantes (Columna 5) estadistica  (Columna7)

(Columna 3) (Columna 4) Cuasi Expe Experime Experime (Columna 6)
Experi rime nto de nto
mento nto Laborato enla
de rio Naturalez
Cam a
po
Catrenic (Ramificacion
colectadas en productiva)
las fincas 4.1.6. Longitud
CENECOOP- del entrenudo
Fedecarunay (tallo)
El Rosal. 4.1.7. Longitud

del entrenudo (de
una misma
bandola)

4.1.8. Longitud
de bandolas
4.1.9. Angulo de
bandolas
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Objetivos Variable Subvariables Variable Técnicas de recoleccion de Tipo de Categorias
Especificos Conceptual o] Operativa o datos e Informacion y actores variable Estadisticas
(Columna 1) (Columna 2) Dimensiones Indicador participantes (Columna 5) estadistica  (Columna7)

(Columna 3) (Columna 4) Cuasi Expe Experime Experime (Columna 6)
Experi rime nto de nto
mento nto Laborato enla
de rio Naturalez
Cam a
po

4.2. 4.2.1. Longitud X Cuantitativa: | Continuas
Variabilidad de la hoja de razon
intrapoblacion | 4.2.2. Ancho de
ale la hoja
interpoblacion | 4.2.3. Longitud
al a nivel del peciolo foliar
morfoldgico de
la hoja
4.3. 4.3.1. X Cuantitativa: | Continua
Variabilidad Heterocigosidad de intervalo
intrapoblacion | observada Continua
ale | 432
mterp_oblacmn Heterocigosidad
al a nivel esperada
molecular

4.3.3.indice

Garza-

Williamson
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Objetivos Variable Subvariables Variable Técnicas de recoleccion de Tipo de Categorias
Especificos Conceptual o] Operativa o datos e Informacion y actores variable Estadisticas
(Columna 1) (Columna 2) Dimensiones Indicador participantes (Columna 5) estadistica  (Columna7)

(Columna 3) (Columna 4) Cuasi Expe Experime Experime (Columna 6)
Experi rime nto de nto
mento nto Laborato enla
de rio Naturalez
Cam a
po

4.3.2. Varianza X Cuantitativa:
molecular entre de razon

poblaciones

4.3.3. Varianza
molecular entre
individuos dentro
de las
poblaciones

4.3.4. Varianza
molecular entre
los individuos
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3.1.4.4. Materiales y métodos.

3.1.4.4.1. Materiales para recolectar la informacion.

La revision bibliografica se realizd utilizando como pardmetros de seleccion su
relacion con la temética en estudio, consultando de esta manera libros de texto, revistas
cientificas en linea, articulos cientificos, informes técnicos, asi como también
monografias y tesis de postgrado, censos agricolas, entre otros. Ademas, se
consideraron fuentes de informacion de por lo menos diez afios atrds exceptuando la
inclusién de bibliografia clasica de gran relevancia para la descripcion de teméaticas
relacionadas al rubro y al desarrollo de la variedad.

La utilizacién de citas textuales, fichas bibliograficas, resumenes, diagramas de flujo,
esquemas y parafrasis fueron las técnicas necesarias para el desarrollo del documento,
asi como el uso de tablas, figuras y flujogramas para generar una mejor comprension del
tema. En cuanto a la representacion de los resultados se utilizaron graficas de barra, de

pastel y dendogramas.

Para recolectar la informacion en campo se utilizaron libretas de campo, un rastreador
GPS, cadmaras fotograficas, formato de colecta de datos para la caracterizacién
morfoldgica in situ de la planta (anexo 9, figura 8). En el laboratorio, una vez que las
muestras fueron trasladadas y almacenadas siguiendo el procedimiento de colecta y
preservacion de las muestras (anexo 10 A), fueron caracterizadas utilizando formatos de
colecta de datos morfolégicos de las hojas (anexo 8, figura 7) para la recopilacion de los
datos. Ademas, se utilizaron bitacoras para el registro de los resultados experimentales.

En el andlisis estadistico se construyeron matrices basicas de datos (MBD) de tipo n
x p. Para morfologia, n corresponde a los arboles evaluados y p a los descriptores
medidos. En cambio, para el analisis molecular, n representa las poblaciones evaluadas

y p los marcadores moleculares utilizados.
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3.1.4.4.2. Materiales para procesar la informacion.

La informacion recolectada para el fundamento del presente documento fue

procesada mediante el uso de las siguientes herramientas:

» Microsoft Office Word 2016: software utilizado para el procesamiento de textos y
edicion del documento.

» Microsoft Office Visio 2016: software de dibujo vectorial a través del cual se
realizaron los flujogramas de procesos.

> Arlequin suite ver 3.5.2.2. software de analisis genéticos de poblaciones utilizado
para el andlisis bioinformatico de la caracterizacion molecular.

» Minitab 19: software utilizado para la elaboracion de graficos de dispersion y
dendogramas para el analisis estadistico de la morfologia.

> IBM SPSS Statistics version 25.0. software utilizado para el levantamiento de
matrices y analisis de la estadistica descriptiva de los datos.

» R version 3.6.1. software utilizado para el analisis estadistico de comparacion entre

ambos lotes de café evaluados.

3.1.4.4.3. Equipos, reactivos y materiales de laboratorio.

3.1.4.4.3.1. Materiales.

Tabla 5
Materiales
Materiales Marca Capacidad
Generales

Puntas para pipetas Eppendorf o equivalente 0,5-10, 200y 1000 (pL)

45 x 35,5cm, con 2,5 cm

Bandejas plasticas - de profundidad

Tijeras
Pinzas

Espatulas de acero
inoxidable

Sigma-Aldrich o
equivalente

7 2" de longitud
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Materiales Marca Capacidad
Espatulas de acero i 9" de longitud
inoxidable
Tubos Eppendorf 0,5y15mL
Tubos cénicos para ™ 15 mL, 17 x 120 mm,

: Falcon -
centrifuga fondo conico
Tubos cénicos para ™ 50 mL, 30 x 115 mm,

: Falcon L
centrifuga fondo conico
Peras de goma para Sigma-Aldrich, Cat. i
succion 7269573
Papel para pesar Fisherbrand o equivalente -

Platos de aluminio para

: . Fisherbrand o equivalente -
pesaje y dosificacion

Marcadores permanentes
de punta fina

Recipientes para descartar
puntas

Papel toalla - -
Guantes de nitrilo - -
Tabla Munsell - -
Mascara desechable - -
Extraccién de ADN

Varillas de vidrio - -

Gradillas o racks para
tubos de 1,5 mL

Electroforesis horizontal en gel de agarosa

Manoplas de proteccién
para mano

Papel de aluminio - -
Mascara con filtro - -
Nivel - -
Espatula de plastico - -
Erlenmeyer - 250 mL
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Materiales Marca Capacidad

Recipiente para descartar
desechos de gel

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Recipiente para descartar
desechos

Tubos Eppendorf 0,2 mL

Mascara desechable - -

Gradilla o rack para tubos
de 0,2 mL

Puntas - -
3.1.4.4.3.2. Equipos.

Tabla 6
Equipos
Nombre Caracteristica Modelo/clase Marca
Instrumentos de medida con dispositivo indicador
Balanza analitica Precision 0,1 mg Explorer ® Pro OHAUS
pH-Metro - pH7310 InoLab
'IF;(E-:rIr?nociclador de - 223331 Eppendorf
Microcentrifuga - 5417R Eppendorf
Pipetas 0,05 L a 1000 pL i Eppendorf
Temometro -20°C a 110°C Fisher scientific
Congelador -20°C - Cetron
Nevera 4°C - Cetron
Temporizador - - Fisher scientific
Instrumentos de medida con dispositivo visualizador

Fuente de
alimerjtacién de _ Power Pac™ _
energia para Rango de trabajo 3000 V Basic BioRad
camaras de

electroforesis
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Nombre Caracteristica Modelo/clase Marca
G.P.S. - GPSMAP ® 60Cx GARMIN
Espectrofotbmetro 50-BIO Varian Cary®

Instrumentos de medida materializada
10 mL, 50 mL, 100 mL y
Balones 1000 mL Clase A Pyrex
Beaker 50 mL, 100 mL y 1000 i Pyrex
mL
Probetas 10 mL 100 mL y 1000 mL - Pyrex
Aparatos
Esterilizador - 25X-1 All american
eléctrico de
presién a vapor
Bafio Maria con - Isotemp 110 Fisher Scientific
control analégico
Agitador Vortex - 9232 Fisher Scientific
Touch Mixer
Regulador de - Rpc 1200 Aytek
voltaje
Ordenador - LATITUDEIE6400 DELL
portatil
Céamara i ) )
fotografica
Céamara de .
. . Fisher
electroforesis 10 pocillos - ST
; Scientific
horizontal
Camara de Fisher
electroforesis 40 pocillos - o
; Scientific
horizontal
Camara de Thermo
electroforesis 150 pocillos - o
; Scientific
horizontal
Horno de ; XB2316T MASTERTECH
microondas
Transiluminador - 88A .F'Sh?r
Scientific
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Nombre Caracteristica Modelo/clase Marca
Céamara de
electroforesis 40 pocillos - BioRad
vertical

Transiluminador
de luz blanca

3.1.4.4.3.3. Reactivos.

Tabla 7

Reactivos

Nombre Formula quimica Grado

Marca

Extraccion de ADN

Nitrégeno liquido N2 -

Acido clorhidrico 37,4 % HCI Certificado ACS
Concentrado

Hidroxido de Sodio NaOH Certificado ACS
Tris Base C4H11NOs3 Certificado ACS
(Trisaminometano)

Acido C16H16N20s Certificado ACS
Etilendiaminetetracético

(EDTA)

Cloruro de Sodio NacCl Certificado ACS
Sacarosa C12H22011 -

Acido acético glacial CHsCOOH Certificado ACS
Acetato de Sodio C2H3NaO:2 -
B-mercaptoetanol C2HeOS -

Etanol absoluto C2HsOH Certificado ACS
Proteinasa K - -

BSA - -

CTAB C19H42BrN -

Fisher Chemical

Fisher Chemical
Fisher

Fisher Chemical

Fisher Chemical

Fisher
BioReagent

Fisher Chemical
Fisher
Merk

Fisher
BioReagents®

SIGMA
Fisher
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Nombre Formula quimica Grado Marca

Cloroformo 99,9 % CHCl3 Grado Biologia Fisher
Molecular

Isopropanol 99,9 % C3HsO Grado Biologia Fisher Scientific
Molecular

Agua destilada - - -

Electroforesis horizontal en gel de agarosa

Tris Base CsH11NOs3 Certificado ACS Fisher

(Trisaminometano)

Acido Ci6H16N20s Certificado ACS Fisher Chemical

Etilendiaminetetracético

(EDTA)

Acido bérico H3BOs3 Grado Fisher Scientific
electroforesis

Bromuro de etidio C21H20BrN3s - -

Agarosa - Grado Biologia Fisher
Molecular Bioreagents

Agarosa Low EEO - Grado Biologia Fisher
Molecular Bioreagents

Marcador de peso - Thermo Scientific

molecular 100 bp

Buffer de carga 6X - - Fisher Scientific
Agua destilada - - -

Reaccidén en cadena de polimerasa (PCR)

GoTag® colorless - - Promega
master mix
Agua libre de nucleasas - - Promega
Cebadores (anexo 7, - - Eurofins
table 2)

Electroforesis horizontal en gel de poliacrilamida
Tris Base CsH11NO3 Certificado ACS Fisher
(Trisaminometano)
Acido C16H16N20s Certificado ACS Fisher Chemical
Etilendiaminetetracético
(EDTA)
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Nombre Formula quimica Grado Marca

Acido bérico H3BO3 Grado Fisher Scientific
electroforesis

Acrilamida 40% CsHsNO Grado Fisher
electroforesis

Nitrato de plata AgNOs Certificado ACS Fisher

Carbonato de sodio Na,CO; Certificado ACS Fisher

Persulfato de amonio (NH4)2S20s Grado Fisher

(APS) electroforesis Bioreagents

TEMED 97% CesH1sN2 Grado Fisher
electroforesis Bioreagents

Formaldehido 37% CH20 Certificado ACS Fisher

Marcador de peso - - Thermo Scientific

molecular 100 bp

Marcador de peso - - Thermo Scientific

molecular 50 bp

Buffer de carga 6X - - Lonza

UREA CH4N,O Certificado ACS Fisher

Agua destilada

3.1.4.4.4. Método.

El estudio consta de dos componentes, uno conformado por la localizacion del area

geografica de estudio y colecta de muestra incluida la fase de campo, seguido por otro,

compuesto por la caracterizacion a nivel morfolégico y molecular de los arboles

seleccionados, dentro del cual se desarrolla a su vez la fase de laboratorio. A

continuacion, se describen los métodos utilizados para ambos componentes.

3.1.4.4.4.1. Caracterizaciéon morfologica de las plantas seleccionadas.

Una vez realizada la seleccion de la localizacion para la captacion de muestras

provenientes de las fincas antes mencionadas, elegidas por el INTA en base a su

accesibilidad y familiaridad con el establecimiento de la variedad, se desarrolla la fase

de campo.
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En esta fase, se realiz0 la seleccion de los arboles evaluados en base a los criterios
de inclusion y exclusion sefialados anteriormente, de manera que segun la conformacion
de los lotes se escogieron 30 plantas haciendo referencia a las réplicas. Por tanto, de las
areas de colecta se seleccionaron 2 plantas por cada surco, para un total de 30 plantas
por cada lote establecidas a 0,9 m entre surco y 1,8 m entre plantas (Figura 3). Cabe
sefalar que las plantas son seleccionadas del centro del lote evitando los arboles de los
extremos debido a que estos son los mas expuestos a estrés abibtico y por consiguiente

a daflos mecanicos.

Surcos | Lotes

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 ]4 15

(\('?

:3 : :: = ;: Lote Guanacaste
| 1 [

I l l Finca CENECOOP-
‘ ‘ Fedecaruna
Masatepe, Masaya

I I Lote Mar de arena

: i |
I ' Finca El Rosal
San Marcos, Carazo

_m’
_m‘
_m'

i | Arboles seleccionados

Figura 3 Disefio de selecciébn de plantas y colecta de tejido foliar, donde se

seleccionaron 2 plantas por surco para un total de 30 plantas por lote.

En cuanto al registro de los arboles seleccionados se utilizé un rastreador GPS para
verificar su posicion (anexo 13, tabla 3), ademas, se les coloc6 una etiqueta con el codigo

asignado a cada arbol.

La caracterizacion in situ de las plantas se realiz6 midiendo y registrando los
caracteres de interés en su respectivo formato (anexo 9, figura 8) elaborado segun los
descriptores (Tabla 8) de UPOV e IPGRI, ademas se incorporaron aspectos agrondmicos

de interés.

Br. Taryn Denisse Suazo Ubieta DISENO METODOLOGICO




Caracterizacion morfolégica y molecular de café (Coffea arabica L.) variedad Catrenic proveniente
de las fincas CENECOOP-Fedecaruna y El Rosal de Nicaragua. Laboratorio de Biotecnologia,
UNAN-Managua. 2018-2020

Tabla 8

Descriptores morfologicos utilizados para la caracterizacion de los arboles de café
Catrenic seleccionados.

Cuantitativos Cualitativos
Altura Presencia de ramificacion
Didmetro del tallo (basal) Ramificacion productiva
Diametro del tallo (altura al pecho) Forma del arbusto
Longitud de la cobertura foliar Color del brote

Longitud de la ramificacion (ramificacion
productiva)

Longitud del entrenudo (tallo)

Longitud del entrenudo (de una misma
bandola)

Longitud de bandolas
Angulo de bandolas

Numero de yemas productivas por
bandolas

3.1.4.4.4.2. Colecta de tejido foliar.

Las muestras de la variedad en estudio fueron colectadas de acuerdo a los
procedimientos de colecta de tejido foliar garantizandose que todo el material presentara
buen estado fitosanitario. Ademas, su captacién incluyd el almacenamiento apropiado
para garantizar la custodia de las muestras, evitando su fenolizacion, degradacion y

contaminacion cruzada.

El material vegetal destinado para el analisis morfolégico se obtuvo seleccionando
seis hojas maduras de diferentes bandolas, mayores al tercer nudo de la yema terminal
de cada rama como lo indica IPGRI (1996). Para el transporte, preservacion y
almacenamiento del tejido colectado se siguié el procedimiento descrito en el anexo 10
A.
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Es importante sefialar que el estado de madurez del tejido foliar del C. arabica se
diferencia en base al color presentado, siendo las hojas jovenes de color verde claro y
las hojas maduras verde oscuro (Arcila, 2007). A pesar de que la distincién se realiza en
base a la coloracion e indicaciones del productor y que la distincion de las dos
tonalidades de verde es evidente, se utilizo la tabla Munsell para apoyar dicha distincion,

tomando como referencia el color verde oscuro con el codigo 7,5GY4/2.

Para el analisis molecular se seleccionaron cuatro hojas jovenes de cada arbol debido
a que segun Rosenthal y Janzen (1979), citado por Jobes et al. (1995), los tejidos jévenes
contienen menos compuestos polifendlicos y terpenoides que los mas viejos. Considerar
dichos componentes fue necesario por la necesidad de aislar ADN gendmico, cuya labor
puede ser afectada por la cantidad de metabolitos secundarios que junto a la
disponibilidad del tejido, procedencia y estado de la matriz conforman factores criticos
para el aislamiento exitoso de &cidos nucleicos (Tarieiev, 2015).

3.1.4.4.4.3. Caracterizacion morfolégica de las hojas colectadas.

La caracterizacion de la hoja se realiz6 en el laboratorio una vez transportado y
preservado el tejido de la oxidacion. Para ello, se realizaron las medidas pertinentes en
base a los descriptores cuantitativos y cualitativos (Tabla 9), registrando los datos en su

respectivo formato (anexo 8, figura 7).

Tabla 9

Descriptores morfolégicos utilizados para la caracterizacion de las hojas
seleccionadas de los arboles de café Catrenic evaluados.

Cuantitativos Cualitativos
Longitud de la hoja Color de la hoja joven
Ancho de la hoja Pigmentacion antocianica
Longitud del peciolo foliar Forma de la hoja

Forma del apice de la hoja

Color del peciolo foliar
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3.1.4.4.4 4. Caracterizacién molecular.

Dentro de la fase de laboratorio correspondiente al segundo componente de la
investigacion, se realizo la caracterizacion molecular para la obtencion del perfil genético
de la variedad de interés. Fue necesario completar tres etapas de procesamiento,
iniciando con la extraccion de ADN genomico, amplificacion mediante la técnica PCR y

procesamiento de los datos moleculares obtenidos.

» Extraccion de ADN gendmico

El aislamiento de ADN gendémico de plantas se complica con la abundancia de
polifenoles y polisacaridos (Jobes et al., 1995). Estos compuestos son liberados a través
de la lisis celular, adhiriéndose al ADN donde son dificiles de separar, provocando la
inhibicion de diferentes ADN polimerasas y enzimas de restriccion (Couch and Fritz 1990;
Jobes et al. 1995; Lodhi, Weeden, and Reisch 1994; Richards, Reichardt, and Rogers
1994). Razo6n por la cual debe considerarse el tipo de tejido a utilizar y su estado de

madurez como se menciond en el apartado 3.1.4.4.4.2.

A su vez, es importante tomar en consideracion la matriz vegetal a evaluar, siendo en
este caso café, una planta recalcitrante rica en estos y otros compuestos como
metabolitos secundarios. De modo que, fue necesario realizar una optimizacion vy
estandarizacion de la metodologia de extraccion en base al protocolo descrito por McLay
(2017) debido a que los investigadores Shepherd and McLay (2011) presentan
alternativas para eliminar polisacaridos durante la extraccion de ADN incorporando el
uso de los buffer STE/CTAB para mejorar la calidad de ADN extraido a partir de plantas
recalcitrantes y ricas en polisacéridos. El procedimiento seguido para el aislamiento del
ADN genomico de las muestras se describe en el anexo 10 C, con el cual se extrajeron

60 muestras incluyendo 1 control de calidad (blanco) y una réplica por cada 15 muestras.

> Cuantificacion de ADN

La idoneidad del ADN extraido se valor6 mediante su concentracion y calidad,
determinando su absorbancia a 260 nm utilizando el espectrofotémetro Cary 50-BIO

(Varian) con una concentracion resultante de 0,99 mg/mL (= 990 ng/uL). Ademas, se
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determind que posee una pureza de 2,0 cuantificando la presencia de proteinas a 280
nmy la relacion A260/A280 con correccion de turbidez a 320 nm. Procedimiento descrito

en anexo 10 D.

Por otra parte, se utilizé la técnica electroforesis horizontal en gel de agarosa 0,8 %
(m/v) para observar la integridad del ADN aislado cargando las muestras junto a un
patron o marcador de peso molecular de 100 — 1000 bp. Procedimiento descrito en anexo
10 E.

» Amplificacion del ADN

Para la amplificacion del ADN gendémico se utilizé la técnica PCR, con 10 de los
marcadores microsatélites mas polimérficos (anexo 7, tabla 2) disefiados para
variedades del Coffea arabica L. por Vieira et al. (2010). EIl perfil térmico optimizado y

estandarizado se describe a continuacion en la tabla 10.

Tabla 10

Perfil térmico utilizado para la amplificacién del ADN gendmico

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Repeticiones

Desnaturalizacion

inicial > 3 min
Desnaturalizacion 94 30s
Alineamiento * 30s x 30
Extension 72 45s
Extension final 72 3 min

Nota: * La temperatura de alineamiento depende de cada set de primer o marcador

SSR, ver anexo 7 tabla 2.

El master mix utilizado para las amplificaciones de las muestras por cada set de
marcador se preparo con los reactivos y concentraciones presentados en la tabla 11. La

metodologia de amplificacion se describe en el anexo 10 F.

Br. Taryn Denisse Suazo Ubieta DISENO METODOLOGICO m




Caracterizacion morfolégica y molecular de café (Coffea arabica L.) variedad Catrenic proveniente
de las fincas CENECOOP-Fedecaruna y El Rosal de Nicaragua. Laboratorio de Biotecnologia,
UNAN-Managua. 2018-2020

Tabla 11

Componentes del master mix utilizado para la amplificacion del ADN gendmico

Reactivo Co Cf 1X (pL)

Agua libre de nucleasas 15
GoTag® Colorless Master
Mix 2X 1X 12,5
Marcador SSR forward 20 uM 4 uM 5
Marcador SSR reverse 20 uM 4 uM 5
ADN 990 ng/pL 39,6 ng/uL 1

Volumen total 25

Nota: Para los marcadores CarM050 y CarM092 se utiliz6 una concentracion final de

1 UM en base a la optimizacién y estandarizacion realizada con estos primers.

> Obtencion de datos moleculares

En primer lugar, se verificd la amplificacion del ADN genémico de las muestras por
cada uno de los 10 marcadores SSR utilizando la técnica electroforesis horizontal en gel
de agarosa Low EEO 1,8% de acuerdo al rango de amplificacion esperado.
Seguidamente, para la estimacién del tamafio de los fragmentos de ADN amplificado o
amplicon se utilizé la técnica electroforesis vertical en gel desnaturalizante de
poliacrilamida 6% (UREA-PAGE) tefiida con una solucion de nitrato de plata (AgNQOs) y
revelada con una solucion compleja de carbonato de sodio (Na,CO3) y formaldehido

(CH20). Ambos procedimientos se describen en el anexo 10 G.

A continuacion, se realiz6 la determinacién del tamafio de cada uno de los fragmentos
obtenidos por cada amplicon a través de la construccion de una curva estandar de
migracion. Este sistema de determinacién utiliza los datos del marcador de peso
molecular cargado junto a las muestras para preparar una curva estandar, con la cual se

estima el valor desconocido por interpolacion.
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Para ello se mide la distancia recorrida o migracion de cada fragmento del marcador
desde el borde inferior del pozo donde se cargd la muestra hasta el extremo inferior de
cada banda, a través de estas medidas se obtiene la curva estandar que se utilizara para
el calculo de la longitud de cada uno de los fragmentos de las muestras, ya que segun el
meétodo descrito por Southern (1979), la tasa de migracion es inversamente proporcional

a la longitud de las moléculas.
3.1.4.4.4.5. Analisis estadistico.

» Caracterizacion morfoléqgica

Luego de colectar los datos de la morfologia de las plantas y hojas, se realiz6 el
levantamiento de matrices y el analisis estadistico descriptivo correspondiente utilizando
IBM SPSS Statistic (IBM Corp., 2017). Posteriormente se realizd la comparacion entre
ambos lotes evaluados a través de R (R Core Team, 2019) y la elaboracion de graficos
de dispersion y dendogramas en Minitab 19 (Minitab, 2019).

>Analisis intrapoblacional de conglomerados de arbustos y hojas colectadas

Para la caracterizacion de recursos fitogenéticos se realizan andlisis multivariados
cuando se trata de un gran numero de mediciones sobre cada variedad o accesién, con
el objetivo de permitir su descripcion tomando en cuenta varias caracteristicas de manera
simultanea, sin omitir la relacién existente entre ellas (Franco y Hidalgo, 2003). Entre los
métodos multivariados se encuentran los de dependencia para identificar las variables
dependientes de otras y los de interdependencia para el analisis simultaneo del conjunto
de variables en base a Hair et al. (1992) citado por Franco y Hidalgo (2003), de los cuales
se selecciono el tipo de andlisis relacionado a los objetivos de la investigacion y la
cantidad de muestras evaluadas, en este caso se realiz6 el analisis de conglomerados

pertenecientes a los métodos de interdependencia.

Por otro lado, segun Bramardi (2002), citado por Franco y Hidalgo (2003) menciona
gue se debe seleccionar la representacion geométrica que mejor se adapte a los
objetivos, que a su vez permitan cuantificar la asociacion de los individuos y clasificarlos

en relacion a las variables, para lo cual clasifica los métodos multivariados en métodos
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de ordenacion y de clasificacion. Este ultimo permite la busqueda de los grupos similares
de manera homogénea, en base a los objetivos planteados, especificamente el analisis

de cluster jerarquico.

Por tanto, se realizd el analisis de conglomerados porque permite clasificar las
accesiones en grupos relativamente homogéneos con base en la similitud existente entre
ellos (Franco y Hidalgo, 2003), en este caso verificar la semejanza entre los lotes segun
las variables cuantitativas medidas en la misma escala a nivel morfolégico de planta y

hoja.

>Analisis interpoblacional (comparacion entre lotes)

Para realizar el analisis estadistico entre las mediciones de caracter cuantitativo
obtenidas de ambos lotes evaluados, se realizO en primera instancia pruebas
paramétricas que tienen requisitos sobre la distribucion de las poblaciones involucradas
y pruebas no paramétricas o sin distribucion que no requiere que las muestras provengan

de poblaciones con distribuciones normales o cualquier otra distribucion en particular.

Sin embargo, antes de aplicar dichas pruebas es necesario realizar la comparacion
de los datos como muestras independientes para verificar si se distribuyen de manera
normal, ya que segun Pefia (2014) no existe un contraste 6ptimo para probar la hipétesis
de normalidad debido a que la potencia relativa depende del tamafio muestral y de la
verdadera distribucion que generan los datos. En términos generales, el contraste de
Shapiro y Wilks es el mas conveniente en muestras pequefias mientras que en el

contraste de Kolmogorov- Smirnov es adecuado para muestras grandes (n>30).

Atendiendo a dichos conceptos se realizo el test de normalidad (anexo 14 A, tabla 4)
para las variables cuantitativas estudiadas dividas por el factor que serian los dos lotes
en estudio, utilizando el software IBM SPSS Statistic. Los valores resultantes reflejaron
un valor de p no significativo (p>0,05) en ambos lotes de muestras para las variables:
longitud del entrenudo (en una bandola) y longitud de bandolas en ambos lotes, es decir
gue dichas variables siguen una distribucién normal. De manera que, por el tamafio

muestral de cada grupo es correcto utilizar el test de Shapiro-Wilks.
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Se realiz6 la prueba t con las variables que cumplen con el requisito de normalidad y
la U de Mann Whitney para el resto de estas mediciones, empezando por analizar la
estadistica por lote de las longitudes de los entrenudos y bandolas. Se calcularon los
valores estadisticos (media y desviacion estandar) para dichas variables, sin embargo,
estos célculos no permitirian conocer de manera exacta la existencia de diferencias
significativas en los lotes, por lo que se realizaron las pruebas de Levene y t de Student
(anexo 14 B, tabla 5).

El restante de variables cuantitativas de la matriz vegetal se someti6 al test de la U
de Mann-Whitney (anexos 14 C, tabla 6), con el fin conocer si la mediana en cada grupo
(lote) es igual en cada una de las variables: altura (m), diametro del tallo basal y a la
altura al pecho (cm), longitud de la cobertura foliar (cm), longitud de ramificacién (cm),
longitud del entrenudo en tallo (cm), 4ngulo de bandolas (°) y nidmero de yemas
productivas por bandolas.

Posteriormente, las variables cuantitativas de la hoja (longitud de la hoja, ancho de la
hoja y longitud del peciolo foliar) fueron sometidas a las pruebas de normalidad (anexo
14 D, tabla 7). De la misma manera que con las variables de la planta, se calcularon los
valores estadisticos (media y desviacion estandar) sin embargo, como se mencioné
anteriormente, dichos célculos no permiten conocer de manera exacta la existencia de
diferencias significativas en los lotes, por lo que se realizaron las pruebas de Levene y t
de Student (anexos 14 D, tabla 8) con las variables que si cumplen con el requisito de
normalidad y la U de Mann Whitney (anexos 14 E, tabla 9) para la longitud del peciolo

foliar.

» Caracterizacion molecular

Una vez calculadas las longitudes de los fragmentos se procesaron los datos
utilizando el software Arlequin suite version 3.5.2.2. (Excoffier, Laval y Schneider, 2005)
para estimar la variabilidad intrapoblacional (indices de diversidad genética) e
interpoblacional (distancias genéticas) y obtener el perfil molecular de la variedad. En

base a todos estos parametros se determind la variabilidad genética entre los individuos,
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asi también dentro y entre las agrupaciones de ambas fincas a través de un andlisis de

varianza molecular (AMOVA).

>Andlisis intrapoblacional

La variabilidad genética es un componente esencial de los andlisis de genética de
poblaciones de organismos naturales (Kim y Sappington, 2013) se origina principalmente
por mutaciones puntuales, inserciones o deleciones, por tal motivo se considera una
base para que dichos organismos presenten diversidad genética (Gorgonio, Clark,
Campos, Monsalvo y Alfonso, 2017).

La diversidad genética puede ser medida a través métodos moleculares y
cuantitativos (Frankham, Ballou y Briscoe, 2002; citado por Via y Fernandez, 2015),
descritos tipicamente por el numero de alelos (na), tamafio alélico (R), heterocigosidad
esperada (He) o diversidad genética de Nei y heterocigosidad observada (Ho), lo cuales
permiten determinar la estructura genética intrapoblacional, existente dentro de una
poblacién cuando las frecuencias alélicas no se distribuyen aleatoriamente, sino que
siguen un determinado patron espacial o temporal (Frankham et al. 2002; Gonzélez
2003; Sosa, Batista, Gonzélez y Bouza, 2002). Estos parametros fueron calculados para

cada finca utilizando el software antes mencionado.

Como se utilizaron datos generados a partir de marcadores microsatélites, se calculd
el indice Garza — Williamson, para medir la relaciéon del numero observado de alelos en
relacién con el nimero total de posible estados alélicos en el locus, sobre el rango alélico
(Garza y Williamson, 2001; citado por Sanin et al., 2017).

>Analisis interpoblacional

La estructura genética interpoblacional se origina de la distribucién geografica, en el
espacio de subpoblaciones entre las cuales existen diferencias genéticas (Frankham et
al. 2002; Gonzalez 2003; Sosa, Batista, Gonzalez y Bouza, 2002). Para ello, se
calcularon las distancias genéticas por pares a través de los indices de fijaciéon o
endogamia de los individuos con respecto a la poblacién total (Fit), los indices de fijacion

o endogamia de los individuos dentro de cada una de las fincas (Fis) y los indices de
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fijacion o endogamia de los individuos que ocurre entre las poblaciones (Fst), siendo este

altimo una medida de la diferenciacion genética entre las poblaciones.

A través de estos indices correspondientes a los estadisticos F de Wright (1969) se
evalla la estructura genética (Gorgonio et al., 2017). Hartl y Clark (1997), sefialan la

clasificacion de los indices Fst segun la valoracion descrita por Wright (1969), tabla 12.

Tabla 12

Clasificacion de los valores Fstde Wright (1969)

0,00-0,.05 Diferenciacién genética pequefia
0,05-10,15 Diferenciacién genética moderada
0,15-0,25 Diferenciaciéon genética alta

Fst> 0,25 Diferenciacién genética muy alta

Fuente: Adaptado de “Principles of Population Genetics” Hartl y Clark. 1997, 3ra ed,

Sinauer Associates.
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Figura 4 Proceso de Caracterizacion morfolégica y molecular del café (Coffea arabica L.) variedad Catrenic proveniente de las fincas

CENECOOP-Fedecaruna y El Rosal de Nicaragua. Fuente: Elaboracién propia a través de Microsoft Visio.
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4.1. Analisis de resultados

En base a los objetivos de esta investigacion se organizan a continuacién los

resultados y sus respectivos analisis.

4.1.1. Caracterizacion morfoldgica de la variedad de café (Coffea arabica L.)

variedad Catrenic.
4.1.1.1. Caracterizacién morfolégica de hojas muestreadas de cada arbol.
4.1.1.1.1. Descriptores cualitativos evaluados.

Segun la frecuencia de los datos obtenidos (figura 5), la hoja joven present6 una
coloracion verde (46,70%) y de manera similar en el peciolo foliar prevalecié el color
verde (78,30%). Por otro lado, se caracteriz6 por presentar una forma eliptica (86,70%)
y el apice de la hoja en forma apiculada (96,70%). La pigmentacién antocianica

permanecio ausente en un 96,70% de las muestras evaluadas.

Color de la hoja joven (%) Color del peciolo foliar (%) Forma de la hoja (%)

4 <

78,30% : ‘ 86,70%

18,30%

Verduzca = Verde = Amarronada = Verde = Marrén oscuro # Eliptica = Lanceolada

Pigmentacion antocianica (%) Forma del apice de la hoja (%)
3,30% 3,30%

= Media = Ausente = Puntiaguda = Apiculada

Figura 5 Frecuencia de los descriptores cualitativos de las hojas de café de la

variedad Catrenic provenientes de los lotes evaluados.
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4.1.1.1.2. Descriptores cuantitativos evaluados.

Los valores medios de la longitud de la hoja (tabla 13.) fueron de 152,51 mm, ancho
de la hoja 69,85 mm y longitud del peciolo foliar 10,07 mm, siendo este ultimo el que
descriptor que presentdé mayor variabilidad (43,59%) en arboles evaluados. Ademas, la

mayor desviacion estandar (15,67) se registré en la longitud de la hoja.

Tabla 13

Estadisticos descriptivos de las caracteristicas cuantitativas las hojas de café Catrenic

provenientes de los lotes estudiados.

Desviacion Coeficiente de

Descriptor N Minimo Maximo Media . T
estandar variacion (%)
Longitud de la hoja (mm) [LH] 60 117,80 182,60 152,51 15,67 10,27
Ancho de la hoja (mm) [AH] 60 50,00 85,80 69,85 7,81 11,18
Longitud del peciolo foliar (mm) [LPF] 60 3,20 24,60 10,07 4,39 43,59

4.1.1.2. Caracterizacion morfologica de los arboles muestreados.
4.1.1.2.1. Descriptores cualitativos evaluados.

La variedad Catrenic presenta ramificacion terciaria a diferencia de otras variedades
segun la informacion colectada del productor. En el momento de la caracterizacion los
arbustos evaluados presentaron ramificacion secundaria (80,00%) y ramificacion
terciaria (17,00%). De manera que el porcentaje de ramificacion terciaria encontrada
puede deberse al manejo agronémico y edad de la plantacién en el momento de la
evaluacion. Por otro lado, la bandola secundaria fue la que prevalecié como ramificacion
productiva en el momento evaluado. La forma del arbusto es conica y el color del brote

es verde, como se observa en la figura 6.
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Figura 6 Frecuencia de los descriptores cualitativos de las plantas de café de la

variedad Catrenic provenientes de los lotes evaluados.

4.1.1.2.2. Descriptores cuantitativos evaluados.

Segun Contreras (2013), las variedades de porte intermedio alcanzan alturas de 2,25
m aproximadamente, la longitud de los entrenudos en una misma bandola es de 5 cm.
De manera que, dentro de las variedades de porte intermedio se encuentran los
Catimores, de donde proviene la variedad Catrenic, la cual posee segun los datos
obtenidos a una altura de 2,58 m (tabla 14.); lo que permite afirmar que la variedad en
estudio es de porte intermedio ya que segun Garcia (2010) citado por Orozco y
Hernandez (2017) sefiala que las variedades de porte alto alcanzan alturas de 3 m.
Ademas posee entrenudos cortos de 4,52 cm y ramificacion secundaria y terciaria a

como la describe Contreras (2013).
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Tabla 14

Estadisticos descriptivos de las caracteristicas cuantitativas de la matriz vegetal de la

variedad Catrenic para ambos lotes evaluados

Desviacion Coeficiente de

Descriptor N Minimo  Maximo  Media estandar  variacion (%)
Altura [m] 60 1,40 3,32 2,58 0,40 15,50
['z'r";gne”o del tallo (Basal) 60 1,40 6,50 3,33 1,17 35,14
Diametro del tallo (Altura al 60 0,96 3,50 205 0,74 32.89
pecho) [cm]
Longitud de la cobertura 60 53,00 240,00 12444 41,75 33,55
foliar [cm]
Longitud de ramificacion

. 60 17,80 130,00 63,08 31,76 50,35
productiva [cm]
Longitud del entrenudo 60 2,57 1967 7,13 4,29 60,17
(Tallo) [cm]
Longltgd del entrenudo (de 60 2.70 6.67 4.5 0.85 18,81
una misma bandola) [cm]
Longitud de bandolas [cm] 60 42,67 114,33 77,10 17,51 22,71
Angulo de bandolas [°] 60 10,00 180,00 83,43 44,88 53,79
Numero de yemas 60 4,00 28,00 16,23 6,40 39,43

productivas por bandolas

En cuanto a su parentesco con la variedad IHCAFE 90 sefialada por Bertrand y
Rapidel (1999), descriptivamente podria decirse que ambas variedades se caracterizan
por tener hojas de color verde oscuro y ramas largas, segun las caracteristicas de la
variedad IHCAFE 90 descritas por Santacreo (2012).

Por otra parte, segun IICA-PROMECAFE (1993) la variedad Catrenic es cercana
genéticamente a Catimor T5175 como la variedad IHCAFE 90, de manera que en cuanto
a su estructura estas ultimas variedades se caracterizan por ser de porte bajo en base a
lo que reporta World Coffee Research (2018), con una altura de 2,20 m segun Anacafé

(2019b), a diferencia de la variedad en estudio que se caracteriza por ser de porte
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intermedio. Es importante sefalar, que la comparacion realizada con estas dos
variedades es meramente descriptiva ya que han sido establecidas en diferentes

condiciones edafoclimaticas.

La altura de la planta de café dentro de su diferenciacion entre las variedades de porte
bajo e intermedio recalca la importancia en cuanto a la facilidad de recoleccién y
densidad de cosecha, ya que segun Echeverri (1980), citado por Guedes (2003) en el
procesamiento de mejoramiento genético los progenitores que mas se utilizan son las
variedades de porte bajo porque facilitan las recoleccion y se obtiene un mayor nimero
de cosecha ademés que permiten obtener densidades altas aumentando de esta manera

la producciéon como menciona Cortez (1987), citado por Guedes (2003).

Conviene subrayar, que de la linea Catimor derivada del cruzamiento de plantas de
porte bajo (Caturra) y de porte alto (Hibrido de Timor) puede generarse una segregacion
en cuanto a la altura, cuyo factor de expresion fue identificado en las variedades
Villasarchi y Pacas que presentan porte bajo (IICA-PROMECAFE, 1990), caso contrario
a lo que sucede con los descendientes del cruce entre el Hibrido de Timor y las
variedades Tipica y Bourbon que se caracterizan por ser materiales sobresalientes por
su vigor vegetativo y por sus dimensiones de porte alto (Anacafé,2019b).

De manera que, la variacion encontrada entre las caracteristicas morfologicas de las
variedades mencionadas puede ser explicada segun sus procesos evolutivos, forma de
reproduccion y especiacion, lo cual hace que estas caracteristicas sean mas estables
dentro de los individuos de la misma especie segun Cardenas (2007). A esto puede
afiadirse, que segun [ICA-PROMECAFE (1988) algunos de los descendientes de la
variedad T5175 son heterocigotas para porte, por lo cual podria esperarse que no todas

las variedades cercanas a ellas sean de porte bajo, como es el caso de Catrenic.

En otras palabras, en los cruces para dar origen a los catimores, el gen Caturra es
dominante sobre el porte alto del Hibrido de Timor, esa dominancia en algunos casos no
es completa segun IICA-PROMECAFE (1984), por lo cual la codominancia presentada
en algunas variedades como en el caso de Catrenic podria originar un individuo

heterocigoto donde aparecera el tercer fenotipo, diferente del dominantes y el recesivo,
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como un intermedio entre los dos. Asimismo, debe considerarse la interaccion del

ambiente sobre el fenotipo.

Por otro lado, en la tabla 14 puede observarse que los descriptores presentaron
coeficientes de variacibn mayores de 15 %, siendo el de mayor variabilidad la longitud
del entrenudo (tallo) con un coeficiente de variacion de 60,17 %, seguido por el angulo

de bandolas (53,79 %) y longitud de la ramificacion productiva (50,35 %).

4.1.2. Evaluacion de las principales caracteristicas morfoldgicas de

importancia agroindustrial para el rubro café.

Si bien el conjunto de caracteres que conforman las plantas influye de alguna manera
en la produccion del fruto y su aprovechamiento industrial, hay ciertos caracteres cuyo
impacto es significativo en los cultivos agroindustriales, en base a esto se hara el analisis

de dichas variables.
4.1.2.1. Alturade la planta.

La altura es una variable importante ya que nos indica el crecimiento ortotrépico de la
planta, lo que va a proporcionar bandolas que garantizaran la produccién en los préximos
afios (Garriz y Vicuna, 1990, citado por Blanco et al., 2013). Ademas, el tamafio y la
altura de la planta de café varia considerablemente y esta determinado por la variedad,
es importante, ya que por su tamafio se puede determinar la densidad de plantacién y la
forma de recolectar al momento de cosecha como sefialan Blanco (1984), citado por
Zelaya y Sotelo (2000).

En el andlisis de esta variable el lote Guanacaste de la Finca CENECOOP-
Fedecaruna presentdé mayor altura (figura 7), con 2,67 m mientras que el lote Mar de
arena de la Finca El Rosal presenta 2,48 m, esta diferencia puede deberse a la edad de
la plantacion y el manejo agronomico aplicado, asimismo si se observan diferencias de
altura de las plantas dentro de una misma poblacion se debe a que estas comienzan a
competir ante determinados factores esenciales para el crecimiento de acuerdo a las
condiciones edafoclimaticas, como afirman (Corrales y Chevez, 1993, citado por Zelaya
y Sotelo, 2000).
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Figura 7 Altura (m) de las plantas de café variedad Catrenic evaluadas de los lotes
Guanacaste y Mar de arena pertenecientes a las fincas CENECOOP-Fedecaruna y El

Rosal, respectivamente.

4.1.2.2. Diametro del tallo.

Segun Arias et al., (1976), citado por Balladares Valdivia y Calero Moraga (2005), el
diametro del tallo se considera como un indice del vigor de la planta, este es muy
importante ya que determina en gran manera la capacidad del tallo en sostener toda la

parte aérea de la planta.

En el caso particular de la variedad Catrenic presentd un diametro de tallo basal
(figura 8) de 3,18 cm en el lote Guanacaste mientras que en el lote Mar de arena 3,47
cm; mientras que en el diametro tomado a la altura al pecho se obtuvieron medidas de

2,47 cmy 2,03 cm, respectivamente.
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Figura 8 Diametro del tallo (cm) basal y a la altura al pecho de las plantas de café
variedad Catrenic evaluadas de los lotes Guanacaste y Mar de arena pertenecientes a

las fincas CENECOOP-Fedecaruna y El Rosal, respectivamente.

Las diferencias de los diametros obtenidos pueden ser resultado de la influencia de
las condiciones edafoclimaticas de la finca, puesto que segun Suarez et al. (1961) citado
por Balladares Valdivia y Calero Moraga (2005), el cafeto a pleno sol posee diametros
inferiores en base a la sombra y en ese mismo aspecto Carvajal (1984) citado por
Balladares Valdivia y Calero Moraga (2005), asegura que el cafeto a pleno sol presenta
mayor didmetro del tallo, sin embargo el valor promedio del lote Mar de arena es menor,
a pesar de que la cantidad de sombra observada en este lote es menor en comparacion
a la del Lote Guanacaste.

4.1.2.3. Presencia de ramificacién productiva.

La variedad en estudio present6 ramificacion secundaria con un 80% y terciaria en un
16,7% al momento de la evaluacién, lo que coincide con la descripcion de (Contreras
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2013). Es de vital importancia conocer el tipo de ramificacién productiva ya que depende
de la variedad y a su vez, el nimero de ramas primarias es una caracteristica morfolégica
del cafeto que se relaciona con la productividad (Arias et al., 1976, citado por Balladares

Valdivia y Calero Moraga 2005).

En el rubro café segun Suarez y Picado (2009), la produccién de ramas nuevas en el
afio tiene una gran importancia con respecto a la capacidad productiva para el siguiente
ciclo por la generacion de flores y el posterior desarrollo de frutos. Por lo cual, al presentar
ramas secundarias se puede esperar que exista mayor productividad de la planta y a su
vez el cafeto con mayor numero de ramas terciarias tendran mas yemas de serie que
incrementaran los rendimientos (Balladares Valdivia y Calero Moraga, 2005), como
sefiala PROMECAFE (1996), citado por Balladares Valdivia y Calero Moraga (2005) que
cuando las ramas primarias han perdido su capacidad de floracion, la fructificacion se

traslada a las ramas secundarias y terciarias.
4.1.2.4. Longitud de bandolas.

La longitud de la bandola es fundamental para elevar los rendimientos, ya que una
bandola con mayor longitud tendrd mayor numero de nudo y hojas como afirman Zelaya
y Sotelo (2000), en un futuro producird mas ramas secundarias y terciarias. En las plantas
de café caracterizadas se encontraron longitudes entre 17,8 cm y 130,0 cm de ambas
fincas, siendo los valores promedios (figura 9) de 39,93 y 86,23 para el lote Guanacaste

y Mar de arena, respectivamente.
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Figura 9 Longitud de ramificacién (cm) promedio de las plantas de café variedad
Catrenic evaluadas de los lotes Guanacaste y Mar de arena pertenecientes a las fincas
CENECOOP-Fedecaruna y El Rosal, respectivamente.

Por otro lado Blanco et al. (2013), afirma que el aumento de longitudes son
favorecidos por la combinacidén de factores fisicos y el sistema de sombra, ya que el
exceso de sombra tiene un efecto negativo en la expresion de alargamiento de los
entrenudos de los ejes plagiotropicos. Por lo cual, la diferencia entre las longitudes de
ambos lotes se basa en que la cantidad de sombra suministrada en la finca El Rosal es
menor en comparacion a lo observado en la finca CENECOOP-Fedecaruna, como se

menciond anteriormente.
4.1.2.5. Numero de yemas productivas.

En este caso particular donde se cuantificaron las yemas de los nudos, la variedad
Catrenic presenté un promedio de 16 yemas productivas por bandolas. Este descriptor

es muy importante porque la formacién de nudos potencialmente productivos permitira
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un incremento en la produccion segun Mestre y Ospina (1994) citado por Cortez y
Tercero (2014). Ademas, es importante sefialar como mencionan Balladares y Calero,
(2005) citado por Cortez y Tercero (2014), que la importancia de los nudos parte de que
de estos originan las ramas primarias que son el tejido nuevo y productivo en los primeros
afos de vida de un cafeto, al aumentar los nudos aumentan el nimero de ramas en la
planta y por ende la productividad del cafeto a largo plazo ya que estos aumentan

conforme la longevidad de la planta.
4.1.3. Perfil molecular de la variedad Catrenic.
4.1.3.1. Numero de alelos (na).

Se registraron promedios de 14,5 alelos para el lote Guanacaste y 14,9 alelos para el
lote Mar de arena en un rango variante de 7,5 a 32. En ambos casos, el locus CarM092
presentd el mayor numero de alelos (na= 32). Los siguientes loci con mayor numero de
alelos fueron CarM096 (na= 16,5) y CarM101 (na= 16,0). De esta manera, estos tres loci

fueron los mas polimorficos para las poblaciones analizadas (Figura 10).

35,00

30,00

N
o
(]
[=]

20,00

15,00

10,00
Wi
0,00

| K &
o’ﬁ o"’%@ o'ﬁ 0""8‘\

Nimero de alelos

(=)

Q N

& S
N N
o ?

(.
o"” s

mGuanacaste ™ Mar de Arena

Figura 10 Numero de alelos por locus registrados en base a cada lote (Guanacaste

y Mar de arena).
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El nimero de alelos por locus obtenido en este estudio es superior al reportado por
otros autores. En el caso de Vieira et al. (2010), quienes desarrollaron parte de los
marcadores microsatélites utilizados, obtuvieron valores inferiores para todos los loci,
siendo el locus CarM101 el que presentd mayor numero de alelos (na= 7), seguido por
el locus M24 (na= 4). Para los loci CarM049, CarM069, CarM105 y CarMO050 reportan 2
alelos y para CarM096, CarM092 y M20 registraron 3 alelos. Es importante sefalar, que
los autores antes mencionados evaluaron 25 variedades del Coffea arabica, entre ellas
muestras pertenecientes a la variedad catimor, en lugar de analizar la identidad de una

misma variedad.

Por otro lado, Combes et al. (2000) quienes desarrollaron los loci M20 y M24,
reportaron un numero de alelos de 5y 6, respectivamente; siendo para Catrenic de 11y
14 para cada loci. Dichos autores evaluaron 32 individuos del C. arabica. Ademas, Flores
(2019) quien incluyd los loci M20, M24, CarM051 y CarM050 dentro de su evaluacion de
61 individuos de las variedades Pache, Nacional y Caturra pertenecientes al C. arabica,
registro 3 alelos para el primero y 2 para el resto de estos loci. Para los lotes Guanacaste
y Mar de arena se registraron 10 y 55 alelos para los loci CarM051 y CarMO050,

respectivamente.

Si bien, dichos autores evaluaron otras variedades con tamafios de muestras
distintos, se puede observar que el nUmero de alelos registrados en esta investigacion
es mayor debido posiblemente a la estrecha base genética de las variedades estudiadas
por ellos, ya que como reporta Geleta et al. (2012), en su estudio realizado en Nicaragua,
la variedad Catimor presenta alta diversidad genética, explicada en parte por el hecho
de originarse del cruce entre la variedad Caturra del C. arabica y el Hibrido de Timor, el
cual a su vez es un hibrido natural entre el café ardbica y robusta, linaje del cual proviene
Catrenic siendo un catimor originado del cruce entre el CIFC 19/1 Caturra rojo x Hibrido
de Timor CIFC 832/1. Cabe sefalar, que el café robusta ha sido registrado con altos
niveles de diversidad genética en comparacion con el arabica (Cubry et al., 2008; Geleta
et al., 2012; Moncada y McCouch, 2004).
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4.1.3.2. Rango de tamafio alélico.

El mayor rango de tamafno alélico promedio (figura 11) se registré6 en el locus
CarM092 (R=117), seguido por los loci CarM049 (R=40), M24 (R=28) y CarM050
(R=28,5). Dado a que el rango de tamafio alélico (R) es la diferencia entre el numero
méximo y minimo de repeticiones para marcadores microsatélites (Excoffier et al., 2005),
fue definido por Garza y Williamson (2001) en relacion al cuello de botella de una
poblacion, ya que el nUmero de alelos sera menor que el rango alélico por una reduccién
en el tamafio de la poblacion, mostrando posiciones libres que propiciardn mutaciones,

respaldando la diversidad genética encontrada en base al nimero de alelos registrados.
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Figura 11 Rango de tamafo alélico registrado por locus en las poblaciones

analizadas.

Br. Taryn Denisse Suazo Ubieta ANALISIS DE RESULTADOS



Caracterizacion morfolégica y molecular de café (Coffea arabica L.) variedad Catrenic proveniente
de las fincas CENECOOP-Fedecaruna y El Rosal de Nicaragua. Laboratorio de Biotecnologia,
UNAN-Managua. 2018-2020

4.1.4. Variabilidad intrapoblacional e interpoblacional de las muestras de

Catrenic colectadas en las fincas CENECOOP-Fedecarunay El Rosal.
4.1.4.1. Variabilidad intrapoblacional.

4.1.4.1.1. Analisis morfologico de conglomerados de los arbustos y hojas

colectadas.

Este analisis se realizo utilizando las caracteristicas cuantitativas de la hoja y la planta
de la variedad en estudio, en base a ambas fincas evaluadas. Las variables utilizadas
para la formacion de los conglomerados fueron la longitud (LH) y el ancho de la hoja
(AH), longitud del peciolo foliar (LPF), altura, didmetro del tallo (basal y a la altura al
pecho) longitud de bandolas y nimero de yemas productivas por bandolas, ya que estos

descriptores se midieron en la misma escala.
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Figura 12 Dendograma de conglomerados (distancia euclidea, método de enlace
promedio) en base a las variables cuantitativas de las hojas de la variedad Catrenic
provenientes de las fincas estudiadas. El corte se realizd a una distancia aproximada de
15 wunidades. Colores: azul (conglomeradol), rojo (conglomerado 2), verde

(conglomerado 3), amarillo (conglomerado 5) y morado (conglomerado 4).
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Se identificaron 5 grupos fenotipicos (figura 12) a una distancia de 15 unidades,
utilizando el método del analisis de cluster jerarquico y la distancia euclidiana (tabla 15).
Las muestras del conglomerado 4 se caracterizaron por presentar valores bajos en
promedio de LH y AH (centroides: 128,775 mm, 58,075 mm) con respecto al total de
muestras. El conglomerado 1 tiene valores medios de LH, AH (centroides: 166,094 mm,
73,18 mm). En cambio, las muestras del conglomerado 2 presentaron los valores mas

altos en promedios de LH y AH (centroide: 179,96 mm, 80,84 mm).

Tabla 15

Conglomerados formados en base longitud y ancho de la hoja, longitud del peciolo

foliar
N° conglomerado Cantidad de
muestras

Conglomeradol 17
Conglomerado2 5
Conglomerado3 24
Conglomerado4 8
Conglomerado5 6

Los grupos resultantes se encuentran conformados por muestras de ambas fincas en
base a su similitud, a excepcién de uno de los grupos que presenta en su mayoria plantas
de un solo lote, haciendo referencia al lote Guanacaste (Finca CENECOOP-
Fedecaruna).

Por otro lado, en cuanto a las caracteristicas morfolégicas cuantitativas de las plantas
evaluadas se obtuvieron 5 grupos fenotipicos (figura 13, tabla 16) a una distancia
aproximada de 62,4 conformados alternadamente por muestras provenientes de ambas

fincas.
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Tabla 16

Conglomerados formados en base a la altura, diametro del tallo (basal y de altura al

pecho), longitud de bandolas, numero de yemas productivas por bandolas.

N° Cantidad de
conglomerado muestras
Conglomeradol 16
Conglomerado2 25
Conglomerado3 12
Conglomerado4 3
Conglomerado5 4

93.48-

o
)
w
N

Distancia

31.16

0.00-

Identificacion de la muestra

Figura 13 Dendograma de conglomerados (distancia euclidea, método de enlace
promedio) en base a las variables cuantitativas evaluadas (altura, diametro del tallo basal
y de altura al pecho, longitud de bandolas, nimero de yemas productivas por bandolas)

en las plantas de la variedad Catrenic provenientes de las fincas estudiadas. Colores:
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azul (conglomeradol), rojo (conglomerado 2), verde (conglomerado 3), café

(conglomerado 5) y rosado (conglomerado 4).

No obstante, en comparacion a los grupos formados en la evaluacion de las
caracteristicas cuantitativas de las hojas, los conglomerados de plantas estan
constituidos so6lo con arboles pertenecientes a los mismos lotes excepto uno

(conglomerado 1) que posee muestras de ambas fincas.

Por otra parte, los centroides entre los grupos fenotipicos formados en base a
caracteres de la hojay de la planta no coinciden en su totalidad y presentan agrupaciones
diferentes, esto puede deberse a que entre los descriptores utilizados para este analisis
son altamente discriminantes (altura, longitud del peciolo foliar, longitud y ancho de la
hoja), segun IPGRI (1996). De manera que, en el caso de los descriptores de planta
reflejan la influencia de las condiciones edafocliméticas agrupando las muestras en base

a cada finca.

Ademas, este andlisis muestra que la mayor distancia entre las agrupaciones en base
a los lugares de colectas se da en la finca CENECOOP-Fedecaruna, para los
descriptores medidos en plantas, lo que podria estar asociado a la diferencia de edad de
la plantacion. A su vez, significaria que los caracteres cuantitativos de la planta permiten
analizar méas las diferencias entre los grupos fenotipicos en base a la influencia de

factores externos, que los caracteres de las hojas.
4.1.4.1.2. Analisis molecular.
4.1.4.1.2.1. Heterocigosidad.

La heterocigosidad observada (Ho) varié entre 0,68 y 1,00 para ambos lotes
evaluados, sin embargo el mayor valor registrado de manera independiente fue del locus
CarM092 con 0,95 y 1,00 para el lote Guanacaste y Mar de arena, respectivamente. Por
otro lado, la heterocigosidad esperada (He) vario entre 0,81 y 0,92 para el lote
Guanacaste, en cambio para el lote Mar de arena oscil6 entre 0,83 y 0,96. Puede
observarse que tanto los valores independientes como promedios obtenidos de

heterocigosidad observada y esperada son similares en ambos lotes (figura 14), la
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heterocigosidad observada es mayor que la esperada para algunos loci especificos como
CarM096, CarM049, CarM092, CarM105 y M20.

1,00

< 080
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2 0.60
o
20,50
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< 0,30
T 0,20
0,10
0,00
Ho He Ho He

Guanacaste Mar de arena

Figura 14 Heterocigosidad observada y esperada promedio reflejada por los lotes
Guanacaste y Mar de arena.

Los valores de He son considerados altos cuando son mayores a 0,5, ya que segun
lo descrito por Falk y Holsinger (1991) citado por Argiello (2012) la He aumenta cuando
se acerca a 1y disminuye al acercarse a 0, por tanto ambas localidades presentan altos
valores de He Con respecto a los valores promedios de Ho (0,57) es menor que la He
(0,89), lo que indica deficiencia de individuos heterocigotos. Este aspecto, sugiere
endogamia, ya que a través de este proceso biologico se alcanza un alto nivel de
homocigosis permitiendo la exacta reproducibilidad genética de ciertos individuos a
través de autofecundaciones o retrocruzamientos, observados en programas de
mejoramiento donde se pretende obtener repetidas generaciones de hibridos con fines
comerciales, (FAO, 2001; Vallejo y Estrada, 2013) como es el caso de los procesos de
seleccion realizados entre C. arabica y C. robusta, de los cuales se originé la variedad
Catrenic.
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Si bien lo antes mencionado representa una ventaja para ciertos individuos, también
esta vinculada con efectos negativos en el crecimiento, reproduccién, potencial evolutivo,
entre otros como menciona Frankham et al. (2002), sucede lo contrario en la variedad en
estudio debido a que es una variedad hibrida de introgresion y presenta segun Baylon

(2020) un excelente vigor hibrido entre otras caracteristicas de interés.

Dicho vigor hibrido o heterosis resulta del fenomeno por el cual la descendencia del
cruce entre especies y dentro de una especie, repercute en una mayor velocidad de
desarrollo y fertilidad, mayor biomasa, mayor tolerancia a estrés biético y abibtico con
respecto a sus progenitores, (Villegas, 2010). Sin embargo, a pesar de que uno de los
progenitores de la variedad (C. arabica L.) es una planta autbgama, es importante
sefalar que, la expresidn de estas caracteristicas pertenecientes a los hibridos como
mayores rendimientos han sido reportadas sobre la especie Coffea arabica L. por
Bertrand et al. (1999) citado por Suéarez et al. (2010) debido a la combinacion e

interaccion de genes paternos en la primera descendencia de produccién de hibridos.

Es importante resaltar la relevancia de estimar la heterocigosidad, ya que representa
una mejor medida de variacidbn genética, ademas de ser precisa y no arbitraria
(Hernandez y Trejo-Medina, 2014).

4.1.4.1.2.2. indice Garza-Williamson (G-W).

El valor promedio del indice Garza-Williamson para ambos lotes de muestras es de
0,61 cercano al valor critico M que es de 0,68, lo que indica que la poblacién podria haber
pasado por un cuello de botella recientemente, es decir que el nimero de alelos
disminuyeron en relacion al rango de alelos debido a una reduccién en el tamafio de la
poblacién, por lo cual el estadistico de G-W sera mas pequefio en comparacion con

poblaciones estacionarias cuyo valor se acerca a 1 (Garza y Williamson, 2001).

Por otra parte, si se analizan los valores promedios de cada locus, puede observarse
gue el indice G-W mas bajo se registré en el locus CarM092 con 0,27, seguido por los
valores de los loci CarM049 (0,48), M24 (0,49) y CarM050 (0,49), es decir que hubo una

baja variacion en el tamafio de los alelos en estos loci, aunque es importante mencionar
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gue el locus CarM092 presentdé el mayor rango promedio de tamafo alélico. Por otro

lado, los valores mas altos los presentaron los loci CarM101 (0,82), CarM105 (0,83) y
M20 (0,85), reflejando mayor variacion en el tamafio de los alelos (figuralb).
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Figura 15 indice Garza-Williamson en los 10 loci SSR evaluados para ambos lotes

de la variedad en estudio.

El cuello de botella reflejado podria deberse a la influencia de uno de los progenitores
de la variedad, el C. arabica, en el cual se ha reportado dicho acontecimiento a causa de
su proceso de domesticacion histérica, debido a que la mayor produccién de cultivares
de café en Latinoamérica se debe en gran medida a partir de la distribucion del Bourbén
y Typica (Scalabrin et al., 2020; World Coffee Research, 2018), como consecuencia de
la reduccién en el tamafio de la poblacion del arabica genera en parte su estrecha

diversidad genética.

Es importante sefialar que el método Garza-Williamson representa una herramienta

para la conservacion y el manejo de poblaciones que necesitan intervencion o
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recuperacion, a su vez determinara si la poblacién que ha sufrido recientemente una
reduccion de su variabilidad genética es mas estable (Garza y Williamson, 2001), lo cual
es un aspecto a considerar en el caso de los cruces realizados para la obtencién de
hibridos con el objetivo de obtener un mayor vigor, adaptabilidad a diferentes condiciones
edafoclimaticas, resistencia a plagas y enfermedades, entre otras caracteristicas de

importancia en el sector de produccion de café.
4.1.4.2. Variabilidad interpoblacional.
4.1.4.2.1. Analisis morfolégico entre los lotes evaluados.

Antes de realizar las pruebas de Levene y t de Student se calcularon los valores
estadisticos (media y desviacion estandar) de las dos variables que cumplen el requisito
de normalidad, en cuyos resultados se observd que para la longitud del entrenudo (en
una bandola), las medias muestran no tener diferencias significativas para ambos lotes,

en cambio para la longitud de las bandolas se observa que si existen diferencias.

Tabla 17

Valores estadisticos por grupo y variables medidas en las plantas que si cumplen con

los requisitos de normalidad

Descriptor Finca Lote N Media Desviacion
estandar

Longitud del F Guanacaste 30 4,4893 0,87

entrenudo (en una

bandola) [cm] FRC Marde arena 30 4,5410 0,85

Longitud de bandolas F Guanacaste 30 65,995 10,51

[cm] FRC Mardearena 30 88,208 16,07

Una vez realizadas las dos pruebas mencionadas se obtuvieron los siguientes

resultados para estas variables:
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» Longitud del entrenudo (en una bandola)

El test de Levene (anexo 14 B, tabla 5) para analizar la igualdad de varianzas entre
los dos grupos (lotes), concluye que no existen diferencias significativas entre la
variabilidad de dichos grupos (0,789 > 0,05). De las dos soluciones para el test de medias
gue nos proporciona el programa, se selecciond la primera donde se asume las varianzas
iguales y se observa el estadistico t con su p-valor, cuyo dato permite tomar una decision
para la hipétesis planteada; en este caso es mayor que el nivel de significancia
(0,817>0,05), por tanto, no existen diferencias significativas para la longitud del
entrenudo (en una bandola) en los dos lotes, resultado que coincide con los datos

estadisticos calculados anteriormente.
» Longitud de bandolas

En esta variable el test de Levene (anexo 14 B, tabla 5) concluye que existen
diferencias significativas entre la variabilidad de los grupos (p=0,041 < 0,05). De las dos
soluciones para el test de medias que proporciona el programa, se selecciono la
segunda, la cual realiza modificaciones para este tipo de casos. Por lo que, de la
comparacién de las medias de esta variable en los grupos, se obtuvo que el p-valor es
menor a la significancia propuesta (0,0001<0.05), rechazando de esta manera, la
hipotesis de igualdad de medias y se concluye que existen diferencias significativas en

la longitud de bandolas de los lotes en estudio.

Por otro lado, los resultados de este test de la U de Mann-Whitney demuestran que
existen diferencias significativas (anexos 14 C, tabla 6) en ambos lotes para las variables:
altura (m), diametro del tallo (altura al pecho), longitud de ramificacion, angulo de
bandolas (°). Debido a que tienen p valores menores al nivel de significancia planteado
([0,019, 0,025, 0,0001 y 0,001] < 0,005).

Asi pues, para las variables: diametro del tallo (Basal), longitud de la cobertura foliar,
longitud del entrenudo (tallo) y nimero de yemas productivas por bandolas, ambos lotes
presentan las mismas caracteristicas, esto se debe a que tienen p-valores mayores al
nivel significancia ([0,294, 0,549, 0,063 y 0,161] > 0,05).
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En cuanto a las caracteristicas cuantitativas de la hoja, los test de normalidad de
Shapiro-Wilks dan un valor de p no significativo (p>0,05) en ambos grupos para las
variables: longitud de la hoja, ancho de la hoja en ambos lotes; caso contrario para la
longitud del peciolo foliar en donde solo uno de los lotes cumple ese supuesto. Se
calcularon primeramente los valores estadisticos (media y desviacion estandar) de las

dos variables que cumplen el requisito de normalidad.

Tabla 18

Estadisticas por grupo y variables que si cumplen con los requisitos de normalidad

Descriptor Finca Lote N Media De§V|aC|on
estandar
Longitud de la hoja F Guanacaste 30 154,4267 19,2219
[mm] FRC Mar de arena 30 150,5867 11,0726
Ancho de la hoja F Guanacaste 30 68,6000 09,1828
[mm] FRC Mar de arena 30 71,0933 6,0537

A través de estos resultados no se aprecia la diferenciacion con exactitud y se
procedié a realizar las pruebas de Levene y t de Student (anexos 14 D, tabla 8),

obteniéndose los siguientes resultados:
» Longitud de la hoja:

A través del test de Levene se concluye que existen diferencias significativas entre la
variabilidad de dichos grupos (0,0001 < 0,05). De las dos soluciones para el test de
medias que proporciona el programa, se selecciond la primera solucion. En otras
palabras, dado a que el p-valor asociado a valor t es mayor al nivel de significancia (0,348
>0,05), no se rechaza la hipotesis nula de igualdad de medias, concluyendo que la

longitud de la hoja es la misma en ambos lotes.
» Ancho de la hoja:

En esta variable el test de Levene concluye que existen diferencias significativas entre

la variabilidad de los grupos (0,010 < 0,05). De las dos soluciones para el test de medias
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gue proporciona el programa, se selecciond la segunda, la cual realiza modificaciones
para este tipo de casos. Es decir que, de la comparacion de las medias de esta variable
en los grupos, se obtuvo que el p-valor es mayor a la significancia propuesta
(0,220>0,05), de manera que no se rechaza la hipotesis de igualdad de medias y se
concluye que no existen diferencias significativas en el ancho de las hojas para ambos

lotes.

Finalmente, se realizo la prueba U de Mann-Whitney para la longitud de peciolo foliar
con el objetivo de determinar si la mediana en ambos lotes es la misma para dicha
variable, (anexos 14 E, tabla 9). De ahi que, a través de este andlisis, se concluye que
la longitud del peciolo foliar es diferente (0,0001< 0,05) entre los lotes de las fincas F (M
=79 yFRC (M =11).

El crecimiento vegetativo y reproductivo de una planta de café se ve influenciado por
factores y elementos internos y externos, lo que sugiere que las plantas constituyen por
unidades ecomorfofisiolégicas segun Fournier (2003). Esta capacidad genética les
permite reaccionar al estimulo de las variaciones en las condiciones ambientales, de ahi
gue existan diferencias significativas entre ambos lotes en base a las variables: longitud
de bandolas, altura, diametro del tallo (altura al pecho), &ngulo de bandolas, ancho de la

hoja y longitud del peciolo foliar.

4.1.4.2.2. Analisis de varianza molecular (AMOVA).

El andlisis AMOVA (tabla 19) se realiz6 en base a la varianza molecular entre ambos
lotes, dentro de los lotes y entre los individuos. ElI mayor grado de variabilidad genética
fue reflejado entre los individuos de ambos lotes con un porcentaje de variacion de
59,51% (P<0,05), lo cual concuerda con lo reportado por Geleta et al. (2012) en cuyo
estudio se encontrd que las poblaciones de la variedad Catimor fueron las poblaciones

mas diferenciadas incluso entre si.
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Tabla 19

Analisis AMOVA para ambos lotes en base a los 10 loci utilizados

Fuente de Grzgos Sumade Componentes Porcentaje de indices de
variacion : cuadrados de varianza variacion (%) fijacion*
libertad
Entre
poblaciones 1 40,671 0,28807 Va 6,06 Fst=0,06
Entre individuos
dentro de 118 720,108 1,63672 Vb 34,43 Fis = 0,37
poblaciones
Entre individuos 120 339,50 2,82917 Vc 59,51 Fir =0,40
Total 239 1100,279 4,75396

*Nota: Nivel de significancia = 0,05

La variacion entre los lotes fue de 34,43% y 6,06 % entre ambos lotes, de modo que
al analizarse con un nivel de significancia P<0,05, los valores presentan diferencias

significativas para las tres pruebas de diferenciacién en los diferentes niveles jerarquicos.

El valor promedio del coeficiente Fis es significativamente diferente de cero (Fis =0,37;
P<0,05), respaldando la presencia de endogamia entre los individuos analizados dentro
de las poblaciones. Es importante afiadir que otra de las razones por las cuales se
observa endogamia podria deberse al proceso de obtencion de la variedad, ya que segun
Matus, Munguia, Herrera, Rosales y Solis (1979) citado por Baylon (2020), los materiales
establecidos en los campos de observacion (Granada, Carazo y Masaya) fueron

producto de una seleccion masal en la generacion F4.

Por consiguiente, el método de mejoramiento por seleccion masal que implica
escoger en cada ciclo las mejores plantas, genera endogamia, puesto que en cada

generacion las plantas seleccionadas estaran cada vez mas emparentadas, esperando
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de esa manera un incremento en el valor del coeficiente de endogamia (Marquez-

Sanchez, 2018; Sahagun-Castellanos y Garcia-Mezano, 2009). Este parametro es muy
importante debido a que aumenta la frecuencia de genes favorables para la expresion

de caracteres de interés (Marquez-Sanchez, 2018). Ademas Contreras (2007), sefala

gue el proposito de la endogamia es desarrollar genotipos que puedan mantenerse

homogéneos de una generacion a otra para ser utilizados en la producciéon de semilla.

Por lo que se refiere al coeficiente de endogamia total (Fit), los loci de mayor valor
(Fir =1,0) fueron CarM069, M24, CarM051 y CarM50. En cambio, los loci CarM096 (Fir=
-0,06), CarM049 (Fir=-0,03), CarM105 (Fir=-0,12) y M20 (Fir=-0,06) presentaron valores
negativos (figura 16). De manera general, se estim6 el valor promedio Fir siendo
significativamente diferente de cero (Fir = 0,40; P<0,05) sefialando una vez més que la
diferenciacion de las poblaciones con respecto al total se debe a la endogamia, como
sefiala Magallan, Martinez, Hernandez y Oyama (2009).
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Figura 16 Indice de fijacién de ambos lotes evaluados.
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En cuanto al coeficiente de diferenciacion genética Fst, existe una ligera
diferenciacion genética, observandose el mayor valor en el locus CarM069 (0,11),
seguido por los valores de los loci CarM049 (0,08), M20 (0,09), M24 (0,08) y CarM051
(0,08). Los valores més bajos lo presentaron los loci CarM101 (0,02), CarM096 (0,03),
CarM092 (0,02) y CarM050 (0,03) (figura 16).

De manera que, el valor promedio del coeficiente Fsr (figura 17) fue de 0,06 lo que
representa una diferenciacion genética moderada cuando se encuentra entre 0,05y 0,15,
segun Hartl y Clark (1997).
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Guanacaste —

0.04

ST

18
— 0.03

— 0.02

Mar de Arena

— 0.01

—— 0.00

Guanacaste
Mar de Arena

Figura 17 Coeficiente de diferenciacién genética Fst obtenido para ambos lotes en

estudio. Fuente: obtenida a través de Arlequin version 3.6.2.2.
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5.1. Conclusiones

En base a la caracterizacion morfolégica y molecular de la variedad Catrenic
proveniente de las fincas CENECOOP-Fedecaruna y el Rosal, se lleg6 a las siguientes

conclusiones:

1. La variedad Catrenic se caracteriza por ser una planta conica de porte intermedio con
una altura promedio de 2,58 m, hojas elipticas y brotes de color verde, con una
cobertura foliar de 124 cm con bandolas de 77 cm, presenta ramificacion secundaria

y terciaria.

2. Catrenic posee caracteristicas sobresalientes que potencian su rendimiento y
capacidad productiva, entre ellas la presencia de ramificacién productiva secundaria
y terciaria, un diametro basal de 3,33 cm que aporta al buen vigor de la planta, asi

como también bandolas largas de hasta 16 yemas productivas.

3. El perfil molecular de la variedad present6 un promedio de 14,7 alelos en base a diez
marcadores microsatélites utilizados, los cuales fueron altamente polimorficos,
resaltando el marcador CarM092 con 32 alelos y tamafio alélico promedio de 117,
seguido por marcadores CarM096 (16,5) y CarM101 (16,0).

4. La variabilidad intrapoblacional en base a las caracteristicas morfologicas
cuantitativas de hojas y plantas, agrupo a los arboles en cinco grupos fenotipicos. Los
conglomerados formados en base a los caracteres de las hojas incluyeron arboles de
ambas fincas, condicion que ocurrio Unicamente en uno de las cinco agrupaciones
formadas de acuerdo a los caracteres de la planta, permitiendo asi una mayor

diferenciacion fenotipica en comparacion con los caracteres de hoja evaluados.

A nivel molecular, la variedad presenté mayor heterocigosidad esperada (0,89) con

respecto a la observada (0,57) indicando una poblacion endogamica, resultado
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respaldado por los coeficientes de endogamia Fis (0,37) y Fir (0,40), ambos
significativamente diferentes de cero (P<0,05). El analisis AMOVA determindé una
variacion de 34,43 % entre los individuos dentro de las poblaciones y 59,51 % de
variacion entre individuos. Ademas, el indice Garza-Williamson fue de 0,61 reflejando la
posibilidad de que la poblacion evaluada haya pasado por un cuello de botella

recientemente.

La variabilidad interpoblacional a nivel morfologico reflejé que no existen diferencias
significativas entre el lote Guanacaste (finca CENECOOP-Fedecaruna) y el lote Mar de
arena (finca El Rosal) segun los descriptores longitud del entrenudo (en una bandola y
en tallo), longitud de la cobertura foliar, diametro del tallo (basal) y nimero de yemas
productivas. En cambio, se encontraron diferencias significativas para los descriptores
longitud de las bandolas, altura, diametro del tallo (DAP), longitud de ramificacion
productiva, &ngulo de bandolas, longitud y ancho de la hoja, asi como también en la

longitud de cobertura foliar.

A nivel molecular, a través del analisis AMOVA se encontrd6 una diferenciacion
genética moderada entre las poblaciones con una variacion de 6,06 % y un coeficiente
de diferenciacion genética FST de 0,06 significativamente diferente de cero (P<0,05).

5. El andlisis de la variabilidad intrapoblacional e interpoblacional permitido aceptar la

hipétesis planteada.
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5.2. Recomendaciones

Al INTA:
1. Complementar los resultados de la investigacion con la caracterizacion morfolégica de
flores y frutos de la variedad para dar seguimiento a las plantaciones evaluadas.
2. Evaluar el efecto de las condiciones edafoclimaticas en futuras caracterizaciones
morfolégicas y moleculares de variedades de cafeé.
3. Ejecutar estudios de segregacion y flujo de genes para evaluar diversidad genética

obtenidas en la descendencia por semilla.

Al Laboratorio de Biotecnologia de la UNAN-Managua:

4. Continuar la caracterizacion de la variedad mediante la colecta de material existente
en otras zonas del pais, asi como también del resto de variedades de café cultivadas,
para conocer la calidad del germoplasma existente.

5. Asegurar que la caracterizacion se realice en plantaciones de 5 a 10 afios de edad.

6. Secuenciar los marcadores mas polimorficos a fin de tener una estimacién mas clara.

7. Construir una genoteca con el objetivo de disponer de patrones que puedan servir

para futuras identificaciones.
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Anexo 1: Glosario
A

ADN no codificante: Las secuencias no codificantes de ADN no codifican para
aminoécidos. La mayor parte del ADN no codificante se encuentra entre los genes en el
cromosoma Yy no tiene funcién conocida. Otras secuencias de ADN no codificantes,
llamadas intrones, se encuentran dentro de los genes. Parte del ADN no codificante

desempefia un papel en la regulacion de la expresion génica.

Alelo: es la secuencia de ADN en una ubicacion cromosOmica especifica, que se

presenta como una variante o forma alternativa de un gen.

Alelo dominante: designado por una letra mayuscula (como “B”), muestra el fenotipo
que codifica a través de su presencia en ambas copias de genes o enmascarando la

expresion de un segundo alelo recesivo distinto en el mismo locus.

Alelo recesivo: designado por una letra minuscula (como “b”), expresa su fenotipo

asociado so6lo cuando se empareja con otro alelo recesivo.

Autogamia: corresponden a las plantas que realizan autopolinizacion y

autofecundacion.
B

Bandola: cada una de las ramas que nacen del tronco o tallo principal de la planta y

en las cuales brotan hojas, flores y frutos.

C

Chupones: vastago que brota en las ramas laterales, en el tronco y en las raices de

los arboles.

Cruza Natural: Polinizacion cruzada generalmente bajo condiciones naturales, cuya

constitucion genética es diferente.
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Codominancia: es una relacion entre dos versiones de un mismo gen, de manera

gue ningun alelo es recesivo y el fenotipo de ambos alelos es expresado.

Cuello de botella: reduccion del tamafio poblacional que provoca la disminucién de

la diversidad genética de las poblaciones e intensifica la deriva genética.

Cultivo promisorio: es la plantacion con potencial de adaptacion al cambio climatico.
Engloba variedades que juegan un papel importante en la agricultura y alimentacion,
incluyendo los que son resistentes a condiciones climaticas extremas representando de

esta manera, una alternativa para mejorar la productividad del cultivo en cuestion.

D

Delecion: pérdida del material genético que puede ser desde un solo par de
nucleotidos de ADN hasta todo un fragmento de cromosoma. Es un tipo de mutacién

genética.

Diversidad Genética: Biodiversidad genética implica variacion en los genes de una
especie. Se define como las variaciones heredables que ocurren en cada organismo,
entre los individuos de una poblacion y entre las poblaciones dentro de una especie. Es
el resultado de las diferencias que existen entre las distintas versiones (alelos) de las
unidades de herencia (genes) de los individuos de una especie. En la diversidad
genética, la composicién genética de una especie diferente entre los individuos y se

puede recombinar diversa para producir una nueva generacion.
Diversidad de Especies: Abundancia relativa de especies.

Diversidad Ecolégica: La diversidad ecolégica se define como la variedad de
comunidades bioldgicas o ecosistemas en un area determinada. Todos los diferentes
habitats y comunidades bioldgicas son considerados, asi como las variaciones dentro de

los ecosistemas individuales.

Diversidad funcional: La diversidad funcional es la variedad de respuestas de las
especies a los cambios ambientales. Una baja diversidad funcional, que significa que el

ecosistema no es estable, ya que algunas especies pueden no reaccionar bien a la
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tension ambiental, mientras que la diversidad funcional de los medios que la comunidad

en su conjunto es estable y puede responder y adaptarse bien a los cambios.

Drupa indehiscente: es un tipo de fruto que posee una parte carnosa exterior que
rodea el endocarpio con una semilla en su interior, de manera que no se abren
espontaneamente para liberar semillas, debido a que el fruto y la semilla se dispersan

conjuntamente.
E

Endogamia: es el cruzamiento entre individuos de una misma raza, comunidad o

poblacion.

Entrenudo: parte del tallo o de las bandolas comprendidas entre dos nudos

consecutivos donde creceran hojas, flores y frutos.

Epistasis: cuando la expresion de un gen se ve afectada por la expresion de uno o

mas genes heredados de forma independiente.

Especie: son grupos de poblaciones naturales, actual o potencialmente

entrecruzables, los cuales estan reproductivamente asiladas de otros grupos similares.
F

Fenotipo: son los rasgos fisicos/observados determinados o expresados por un
genotipo dado.

Fitomejoramiento: es una técnica de mejoramiento genético de plantas mediante la
cual se realizan cruces entre variedades para mejorar sus caracteristicas, generando

plantas mas resistentes y productivas.
G

Genoteca: es una coleccion de clones de ADN reunidos con el objetivo de disponer

de una fuente de ADN para realizar analisis funcionales.
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Genotipo: es la composicidbn genética de un organismo, es decir su conjunto

completo de genes.

Germoplasma: se utilizar el genoma de las especies vegetales silvestres y no
modificadas genéticamente de interés para la agricultura. Estd conformado por un
conjunto de genes conservados a través de semillas, cultivo de tejidos o plantas
establecidas en colecciones de campo.

H
Herencia: la trasmision de caracteres genéticos de los progenitores, a la progenie;

los caracteres genéticos transmitidos a un individuo a sus progenitores.

Heterocigoto: un individuo que tiene dos alelos diferentes para el mismo rasgo, con

uno codominante sobre el otro alelo recesivo (Bb).

Hibrido: la primera generacién de la descendencia de una cruza entre dos individuos

que difieren en 1 0 mas genes.

Homocigoto: individuo con dos copias del mismo alelo, ya sea dominante (BB) o

recesivo (bb).

In silico: expresion que significa "hecho por computadora o via simulacion

computacional”, es decir, hecho o producido mediante el uso de programas informaticos.

In situ: expresion referente a “en el sitio” o “en el lugar” utilizada para referirse a un
fendmeno observado, medido o manipulado en el lugar.
L

Lineas Isogénicas: Lineas que difieren genéticamente en solo un locus 0 muy pocos

loci. Las lineas homocigaticas, los clones y los gemelos son idénticos en todos los loci.

Locus: una ubicacién cromosémica especifica, puede referirse a la ubicacién de un

gen en un cromosoma o a un elemento de secuencia especifico.
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Loci: es el plural de locus.
M

Marcador genético: un polimorfismo del ADN que se puede detectar facilmente
mediante andlisis fenotipico o molecular. El marcador puede hallarse dentro de un gen o

en un ADN sin funcion conocida.
Mutacion: Una variacion inesperada en el material hereditario de una célula.

Mutante: Un organismo que ha adquirido una variacion hereditaria como el resultado

de mutaciones.
N

Nudo: parte de tronco y ramas de una planta, por la cual salen nuevas ramas y

emergen los brotes.
0]

Ortotrépico: Crecimiento del tallo principal hacia arriba en el cafeto, en busca de aire

y luz.

P

Peciolo: parte de la planta que une la hoja con la rama (bandola) o tallo.
Plagiotropico: crecimiento horizontal de ramas en la planta de café.

Polimorfismos: uno de dos o mas variantes de una secuencia particular de ADN. Se
distingue de una variante poco comun que puede ocurrir en sélo una de cada 1000

personas.
R

Resiliencia: en cultivos, es la capacidad que presentan para resistir un impacto y

recuperarse rapidamente tras el mismo.
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Retrocruzamiento: es el cruce realizado entre un individuo descendiente hibrido de
primera generacién con uno de los padres o con un genotipo idéntico al paterno. Se

utiliza para determinar si el individuo es homocigoto o heterocigoto.

Region flanqueante: es la region polimorfica o marcador identificable del ADN que
se encuentra localizado en un gen, son utilizados en el analisis de ligamiento para

analizar la herencia del gen en cuestion.
\Y

Variabilidad genética: se refiere a las diferencias entre individuos o entre
poblaciones, originadas por mutaciones, aunque la reproduccion sexual y deriva genética

contribuyen a la presencia de variabilidad.

Variedad: Una subdivision de una especie. Una variedad agronémica es un grupo de
plantas semejantes, que por caracteristicas de estructura y comportamientos se pueden

diferenciar de otras variedades dentro de la misma especie.

Variedad de introgresiéon: son aquellas que poseen algunos rasgos genéticos de

otra especie.

Vigor hibrido: se le conoce también como heterosis, hace referencia a la presencia
de mayor velocidad de desarrollo y fertilidad, biomasa, tolerancia a estrés biético y

abidtico con respecto a los progenitores de un individuo.

Vigor vegetativo: se caracteriza por la capacidad de crecimiento de la planta, medido

contra la superficie foliar y grosor del tallo.
Y

Yema: brote embrionario de los vegetales constituidos por esbozos foliares en el que

se desarrollaran ramas, hojas y flores.
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Anexo 2: Café arabica vs robusta

Tabla 1

Diferencias entre el café arabica y el robusta

ANEXO 2 1IN

Caracteristica Arabica Robusta
Fecha de descripcion de la 1753 1895

especie

Cromosomas (2n) 44 22

Tiempo que tarda desde la 9 meses 10 — 11 meses

flor hasta la cereza
madura

Floracion
Cerezas maduras

Rendimiento (kg
granos/ha)

Raiz

Temperatura 6ptima
(media anual)

Precipitacion pluvial
Optima

Crecimiento optimo
Roya (Hemileia vastatrix)
Koleroga

Nematodos
tragueomicosis

Enfermedad del fruto del
café

Contenido de cafeina del
grano

Forma del grano

Caracteristicas tipicas
sensoriales del café

Cuerpo

Después de las lluvias
caen
1500 - 3000

profunda
15°C - 24°C

1500 - 2000 mm

1000 — 2000 m
susceptible
susceptible
susceptible
resistente
susceptible

0,8% - 1,4%

chato
acidez

Promedio 1,2%

irregular
guedan
2300 - 4000

Poco profunda
24°C - 30°C

2000 - 3000 mm

0-700m
tolerante
tolerante
resistente
susceptible
resistente

1,7 - 4%

alargado
Promedio 2%

Promedio 2%

Fuente: Segin ICO. (2017).

Aspectos  botanicos. Obtenido

http://www.ico.org/es/botanical_c.asp?section=Acerca_del_caf%E9

de

International Coffee

Organization:
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Anexo 3: Distribucion del café en Nicaragua

Leyenda

B cuvios 0 care
+  Estaconss met2oroldgicas

Honduras

Figura 1 Distribucién del cultivo de Café en Nicaragua. Fuente: Extraido de “Efecto
econdmico de la roya en Nicaragua: evaluacion y recomendaciones para las areas

cafetaleras de la zona Norte” por Rodriguez, Maricela (2013). Managua: UCA.
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Anexo 4. Partes de las plantas, frutos y hojas del café

Yema apical

(crecimiento plagiotrépico) Yema apical (crecimiento ortotrépico)

Inflorescencia
(desarrollo de
yemas seriadas) :
\ <«— Rama plagiotrépica

LN secundaria

Rama plagiotropica
primaria

Yemas

laterales
Rama ortotrdpica

Figura 2. Morfologia de la planta de café. Ubicacion de las yemas en las cuales se
origina la estructura vegetativa y reproductiva de la planta de café. Fuente: “Crecimiento
y desarrollo de la planta de café” En J. Arcila, F. Farfan, A. Moreno, L. Salazar, y E.
Hincapié, Sistemas de produccion de café en Colombia (pags. 21-60). Chinchiné:

Cenicafe.
LIMBO
Lamina de la hoja, constituida por:
- Haz: parte superior
- Envés: parte inferior

. MARGEN
Ombligo {Puede ser dentado, ondulado
o liso, como en este caso)

Pelicula plateada
AXILA

NERVIO CENTRAL
Almendra
Pergamino
Mucilago PECIOLO

Rabito que une el limbo de

Semillas
la hoja con la rama o tallo

Q\

ESTIPULA

Pulpa

Figura 3. Anatomia del fruto de café. Figura 4. Parte de una hoja. Fuente:
Fuente: “ldentificacion y clasificacion de “Morfologia de plantas vasculares” de UNNE.
frutos de café en tiempo real, a través de (2013).. Obtenido de Botanica morfoldgica:
la medicion de color” Ramos, P., Sanz, J., http://www.biologia.edu.ar/botanica/tema2/

y Oliveros, C. (2010). Cenicafé, 315-326. 2_2dicot.htm
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Anexo 5: Enfermedades y plagas

\ o,

Hoja de café con mancha de hiero Hoja de cafée con minador Fruto de cafe con chasparria

Figura 5. Guia para reconocer las principales enfermedades, insectos plagas y
reguladores naturales. Fuente: “¢,Como podemos mejorar la finca cafetalera en la
cuenca?” de Filho, E., Barrios, M., Toruiio, I. (2009). Managua: CATIE.
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Lote El Guanacaste (Finca CENECOOP-
Fedecaruna Masatepe, Masaya): esta
establecida a 1,8 m y 0,9 m entre plantas,
en un area de 0,28 mz. con una
plantacién de 8 afios de edad. Su nombre
se deriva del hecho de que la sombra que
posee es de arboles de guanacaste. Cabe
sefialar, que la finca CENECOOP-
Fedecaruna, conocida anteriormente
como “Centro Experimental de Café del
Pacifico (Jardin Botanico) — Masatepe”,
fue uno de los lugares donde se
estableci6 el ensayo para realizar las
mediciones pertinentes para verificar la
uniformidad de la plantacion hasta la
denominacion del material vegetal como
una nueva variedad.

ANEXO 6 N

Anexo 6: Lotes de café variedad Catrenic

= : S
Lote Mar de arena (Finca El Rosal San
Marcos, Carazo): esta establecida entre 2
my 0,9 m entre plantas, en un area de 6,5
mz. con una plantacion de 5 afios de
edad. Su nombre proviene del tipo de
suelo que predomina en esa area.
Tomando en cuenta los datos obtenidos
de la variedad, se establecieron los
descendientes del material obtenido en la
finca CENECOOP-Fedecaruna, en dos
fincas siendo la finca El Rosal una de
ellas.

Figura 6. Descripcién de los lotes evaluados. Fuente: informacién compilada a
través de los formatos de caracterizacion, asi como también de las investigaciones de
Blanco et al. (2013) y Mondragon (2018).
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Anexo 7: Marcadores SSR utilizados

Tabla 2

ANEXO 7 N
—

Lista de pares de cebadores utilizados para amplificar los loci SSR en la caracterizacion genética molecular de café

(Coffea arabica L.).

Nimero de

Temperatura Tamaifo del

Cebador - Motivo de Secuencia del primer o cebador de alelo (bp)
accesion : .
4 P alineamiento
SSR (NCBI) repeticion (5"-3")
AT (°C)
CarM049 - (GA)24 F: 53 350-400
ATGGCAAAGCAAAATGTGGGAAGAG
R:
CACCTGAAGAAGATGACAAACTAAT
CarMO050 (TC)20 F: ATCCCTCCACGGCAACCCAAAATA 50 150-190
R: ATCCGCAGCCCTCACCATCCA
CarMO051 - (CT)o F: 56 250-300
GATGTGGAGGAGGCTGCTGCTGAA
R:
TAGGGCGCCATCTGGTAGGGTTGT
CarM069 AJ308856 (GA)7(GGGA) F: GGCTGGTTTTCCTTTTCTG 53 250-300
5(GT)s

R: ATTTGCTTATTATCCCACATTG
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L 1
] Temperatura Tamaifo del
Cebador Numer(.),de Motivo de Secuencia del primer o cebador de alelo (bp)
accesion o , ,
A s o alineamiento
SSR (NCBI) repeticion (5"-3")
AT (°C)
CarM092 AY102447 (GA)23 F: AGGCCAGACTTGTTTGATTTTG 53 200-300
R: GGCCCTTCTCGCTTTAGTTG
CarM096 AY102453 (TC)24 F: TACTGGGGAAGAATTTATCATC 50 280-320
R: TTAGGCCATCCAAGAGTATTC
CarM101 AY102459 (CT)2s F: TATGTCTCTAACTTTCCTATTTT 50 170-210
R: AGAGACTACATTTACACAGAAGA
CarM105 AY102463 (GA)12 F: TGCTCCTACTAAATACCCAAACA 53 230-270
R:
ATATGCCCAAGAAAATTAGATGAAA
M20 - (GA)s(GT)sTT F: CTTGTTTGAGTCTGTCGCTG 55 200-270
(GTaTT(CT)? B TTTCCCTCCCAATGTCTGTA
(GA)11(TC)2(
CT)sGT
M24 i (CANs(CG)4C F: GGCTCGAGATATCTGTTTAG 55 150-180
A

R: TTTAATGGGCATAGGGTCC

Fuente: Vieira, E. S., Von Pinho, E. V., Carvalho, M. G., Esselink, D. G., y Vosman, B. (2010). Development of microsatellite markers for identifying Brazilian

Coffea arabica varieties. Genetics and Molecular Biology, 507-514.
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Anexo 8: Formato de caracterizacién de hojas de café

FORMATO PARA LA CARACTERIZACION DE HOJAS, FRUTOS
Y SEMILLAS DEL CAFE (Coffea arabica L)

LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA
UNAN- MANAGUA

FCM-BIOTEC-002
Fecha: 2018.02.08
Revisién No 1
Pagina 1 de 1

Nombre del proyecto / cliente:

Identificacion de la muestra:

Datos de hoja:

1.1)

Color de la hoja joven:

1.2)

Pigmentacién a

idnica:

Ne° 1

2..[:3 4

N°

| 4 |5

1) Verduzca

1) Media

2) Verde

2) Fuerte

3) Amarronada

3) Ausente

=

4) Marrén rojiza

5) Bronce

6) Otro

1.3)

Forma de la hoja:

N° 1

1) Obovada

2) Ovada

3) Eliptica

T
Y W

4) Lanceolada

5) Otra

RS

6) Espatulada

7) Otra

1.4) Forma del dpice de la hoja:
1) Redonda ; D
2) Obtusa m @
3) Aguda @ .\..:.. [...,../.4
4) Puntiaguda
5) Apiculada [{ \

1.5)

Longitud de la hoja (m:

edio de cinco hojas maduras (> al 3 nudo de la yema terminal).

1.6)

Ancho de la hoja
insercion con la lamy

omedio de cinco hojas de un afio, medidas desde la base hasta la

1.7)

ar (mm):

[
Longitud delpw i
l

1.8)

Color del i ia;

I

1) Verde )

2) Marrén os

3) Otro

1.9)

Observaciones:

Bibliografia:
IPGRI. (1997). Descriptores del café (Coffea spp. y Psilanthus spp.).
UPOV. (2008). Cafeto, directrices para la ejecucion del examen de la distincién, la homogeneidad y la

estabilidad. Ginebra.

ANEXO 8 Il

Figura 7. Formato de caracterizacibn de hojas de café. Fuente: Laboratorio de

Biotecnologia, UNAN-Managua.

Br. Taryn Denisse Suazo Ubieta
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]

Anexo 9: Formato de caracterizacion de arboles de café

FORMATO PARA LA COLECTA DE MUESTRA FCM-BIOTEC-002
VEGETAL Y ALIMENTO Fecha: 2018-04-17
LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA Revision No 1
UNAN-MANAGUA Pégina 1 de 2
Nombre del proyecto/cliente: Identificacion de la muestra:

Lugar de muestreo (Nombre de la propiedad/entidad):

Municipio: Departamento: Pais:

Coordenadas:  Norte Este Elevacién (m):
Fecha de muestreo: Hora de muestreo: ; Y

Nombre de la persona que suministra la informacién:

Seleccionar matriz y fuente de las que proviene la muestra ’V

MATRIZ FUENTES b i
Origen vegetal ~ []| Total [ [ Parcial spedjicar:

Andlisis/servicios solicitados ‘ >

O

Llenar los siguientes datos segiin el tipo de matriz a‘&rear:
Matriz Vegetal

Datos Generales

Nombre comun: Grupo ge @ ipo/Genotipo 6 clon/Variedad:
Caracteristicas de la planta donante:

Altura: Diametro del tallo (basal): Dialmetro del tallo (altura al pecho):

Longitud de cobertura foliar (del tallo al final de la bandola): Presencia de daiio foliar:
Presencia de rama: Primaria ESCCWW Terciaria [J
Longitud de ramificacion producft Nota: Especificar rama.

Longitud del entrenudo (tallo); 5

>

Longitud del entrenudo (de 2 ish bandola): 3
Longitud de bandolas: Su, Medio , Inferior Angulo de la bandola:

Numero de yemas pro‘uctiva; por bandola: Forma del arbusto:

b G

>

2 3
conical ellipsoid cylindrical
Elaborado por: Revisado por: Aprobado por: Autorizado por:
Juan Ruiz Urbina Samantha Miranda Calero Katia Montenegro Rayo Martha Lacayo Romero
Especialista en analisis Coordinadora de drea Coordinadora Técnica Directora

Figura 8. Formato (lado A) de colecta de muestra vegetal. Fuente: Laboratorio de

Biotecnologia, UNAN-Managua.
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FORMATO PARA LA COLECTA DE MUESTRA FCM-BIOTEC-002

VEGETAL Y ALIMENTO Fecha: 2018-04-17
LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA Revision No 1
UNAN-MANAGUA Pégina 2 de 2

Color del brote:

Presencia de domacios: Si L1 No [
Presencia de frutos: SiL_No[_J

Fecha inicial de la cosecha: Fecha final de la cosecha: v
Produccién promedio anual:

Forma del fruto: Color del fruto: Madurez del {Nyfo:
Presencia de yemas florales: Presencia de patdgenos (nombre ):
Presencia de insectos: Malezas: AL

Nivel de competencia: 100% [ 75% O 50, 25% 3

(Namero de plantas que rodean a la planta objetivo 100%, 4 cuatro plantas ¥ plantas, 50% dos plantas, 25% 1 planta)

Tamaiio de poblacion:

Parametros de campo

Tipo Terreno [ Plano O Onduladc& ontafioso ] Escarpado

Tipo de suelo Pedregoso [T] Arenosos [ 508 [ Arcillosos [] Calcéreos O

Temperatura (°C): dad relativa:

Cultivo FQ

Procedencia del cultivo: ) Area de cultivo:
Distancia de siembra (m): entre plantas %’e SUrcos: Edad de la plantacion:
Tipo de fuente semillera: Estaca [] ' O Injerto [] Otros: [

M 1

Tipo de sistema: Monocultiv%licultivo I Agroforestal ] Otros:
Sistema de fertilizacion: O@ Quimico [ Sin fertilizacion [ Otros:

2jo sanitario imp

Tipo de muestreo
Puntual: Alatoriq: Transepto: Otro (especificar):

Equipo de muestreo

Nombre de la persona que toma la muestra:

Observaciones:

Para uso del laboratorio

Nombre del analista a cargo de recibir la muestra:

Cddigo de la muestra en el laboratorio:

Elaborado por: Revisado por: Aprobado por: Autorizado por:
Juan Ruiz Urbina Samantha Miranda Calero Katia Montenegro Rayo Martha Lacayo Romero
Especialista en andlisis Coordinadora de drea Coordinadora Técnica Directora

Figura 8. Formato (lado B) de colecta de muestra vegetal. Fuente: Laboratorio de

Biotecnologia, UNAN-Managua.
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Anexo 10: Procedimientos

A

Colecta de muestras

La preservacion de la muestra depende de las condiciones brindadas en cada paso
de su colecta desde la seleccién en base a los criterios de inclusién correspondiente
hasta su traslado y posterior almacenamiento para su futuro analisis. Para favorecer el

mantenimiento de la calidad del tejido muestreado se siguen los siguientes pasos:

Identificacion de la muestra

1. Seleccionar los arboles de interés de manera aleatoria de la parte central del lote de
café Catrenic, siguiendo los criterios de inclusion.

2. Colocar la etiqueta a cada arbol muestreado siguiendo.el'codigo asignado compuesto
primero por tres letras que correspondan a las iniciales de la finca y de la variedad a
muestrear, seguido por las iniciales del-analista que toma la muestra y finalmente un
codigo de cuatro digitos junto,a la letra’G (para andlisis genético) o M (para analisis
morfolégico), dado a que se selecCionaran 4 hojas para andlisis genético y 6 hojas
para analisis morfolégicos. Un ejemplo del cédigo anotado en la etiqueta seria FRC-
TSU-0001G o FRC-TSU-0001M.

3. Anotar la’'informacion necesaria en cuanto a georeferencias, datos y medidas en el
formato de.campo para colecta de muestra y caracterizacion vegetal.

4. Seleccionar las hojas segun los criterios de inclusion de manera que el tejido joven
sea destinado para el analisis molecular y el maduro para el analisis morfolégico,
ambos tejidos sin evidencia visual de dafio por plagas o fitopatdgenos.

5. Documentar cualquier aspecto de importancia en cuanto la seleccion y colecta de la

muestra.
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Procedimiento

6. Lavar la tijera de campo y pinzas con agua destilada y etanol 70% antes de cortar la
hoja. Repetir este paso con cada arbol seleccionado.

7. Colectar las hojas incluyendo su peciolo, lavar con agua destilada y secar con papel
toalla para posteriormente envolverlas en papel toalla seco.

8. Almacenar las hojas para analisis morfologico de cada arbol envolviéndolas con
papel Kraft en bolsas plasticas y las hojas para analisis molecular en papel toalla
seco, dentro de bolsas Ziploc. Cada bolsa debe ser rotulada con el codigo de muestra
y fecha de muestreo. Sacar el aire de la bolsa y cerrar.

9. Transportar las muestras dentro de un termo, con refrigerantes a los lados'y arriba,
aislados de las muestras por material absorbente (papel toalla), para evitar su
degradacion.

10. Realizar estos pasos de manera rapida y cuidadosa para evitar la fenolizacion del
tejido foliar que imposibilitaria la extraccién‘de ADN,asegurando a su vez, el envio
pronto de las muestras al laboratorio y suadecuada refrigeracion.

Transporte y almacenamiento

11. Garantizar durante el transporte‘del material vegetal, una temperatura bajo 10°C y
almacenar a -20°C al llegar al laboratorio hasta su utilizacién. Es recomendable que
el tiempo de traslado no exceda las 24 horas desde el momento en que se capto la
muestra.

12. Antes de ser almacenadas a -20°C, las bolsas de cada muestra deben ser
descontaminadas con etanol 70% para evitar la propagacion de esporas

provenientes del cultivo.

Descontaminacion del material vegetal colectado para el andlisis molecular

13. Desinfectar el area con agua destilada, hipoclorito 1% y etanol 70%.

14. Desinfectar cada hoja por muestra a utilizar para analisis genético haciendo un
lavado con ayuda de una pinza de punta plana y rociando cloro 3% en todo el tejido
a ambos lados de la hoja en menos de 30 segundos, inmediatamente lavar con agua

destilada, ya que segun Sadazawka et al. (2007), la concentraciéon interna de la
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mayoria de los nutrientes no se afecta significativamente si este proceso no toma
mas de 30 s, ademéas deben secarse inmediatamente para estabilizar el tejido y
detener las reacciones enzimaticas.

15. Secar las hojas y cubrirlas con papel toalla seco nuevo.

16. Almacenar en bolsas ziploc descontaminadas con etanol 70% y secas.

17. Realizar estos pasos de manera rapida y cuidadosa para evitar la fenolizacion del

tejido foliar, almacenar nuevamente a -20°C en menor tiempo posible.

Caracterizacion morfologica de las muestras de tejido foliaride café

La caracterizacién morfolégica se basa en la recoleccion y medicion de los caracteres
de interés segun las directrices establecidas por UPOV (2018) e IPGRI (1996) para la
identificacion de material vegetal aplicado a todas las variedades de café. En base a las
directrices mencionadas se elabor6é un formato de caracterizacion, el cual es llenado

siguiendo el procedimiento a continuacion:

1. Desinfectar el area con agua destilada, hipoclorito 1% y etanol 70%.

2. Seleccionar 5 hojas para la caracterizacion y secar cada hoja con papel toalla en el
caso de presentar humedad.

3. Medir cada-uno de los caracteres y realizar las anotaciones necesarias, de manera
gue cualquier aspecto quede documentado para el analisis de resultados de la
caracterizacion morfolégica. A su vez, tomar una fotografia de las hojas
caracterizadas.

4. Envolver en papel Kraft y empacar nuevamente en su respectiva bolsa debidamente
rotulada.

5. Realizar estos pasos de manera rapida y cuidadosa para evitar la oxidacion del tejido
foliar que puedan causar la incorporacion de datos variantes en cuanto a ciertos
caracteres que se ven influenciados por la temperatura del medio, almacenar

nuevamente a -20°C el tiempo necesario.
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C

Extraccion de ADN de alta calidad de tejidos de plantas recalcitrantes.

Como primera etapa del analisis genético del tejido foliar de café Catrenic (Coffea
arabica L.), se utilizo el protocolo modificado, basado en el procedimiento modificado
descrito por McLay (2017), cuya metodologia fue optimizada y estandarizada

previamente. Los pasos seguidos se describen a continuacion:

Maceracion de la muestra

1. Cortar el tejido foliar sin nervadura y colocar en tubos Falcon (capacidad de 50 mL)
nuevos y estériles, debidamente rotulados con el cédigo de la muestra. Para cortar
el tejido lavar las tijeras y pinzas con etanol por cada muestra.

2. Macerar con nitrégeno liquido con ayuda de varillas de vidrios estériles. Si esta
trabajando con varias muestras mantenerlas.a -20°C para evitar su fenolizacion.

3. Inmediatamente almacenar los tubos Falcon conteniendo el tejido macerado a -20°C,
dentro de bolsas Ziploc estériles, rotuladas.

4. Pesar 0,05 g (50 mg) en bandejas de pesaje estériles y trasladar a tubos eppendorf
(capacidad de 1,5 mL) nuevos y estériles. Rotular con el cédigo de la muestra,

iniciales del analista y fecha.

Buffer STE

5. Adicionar . 1000uL de buffer STE a cada muestra, mezclandose vigorosamente en
vortex hasta obtener una mezcla completa por 1min a cada una.

6. Centrifugar a 5000 rpm por 10 min. (8°C). Si no se diferencian las fases de manera
bien definida centrifugar por 5 min. adicionales.

7. Descartar sobrenadante.

Buffer CTAB

8. Adicionar 500 pL de solucion CTAB (Ci9H42BrN), previamente calentada a 65°C, 2L
de BME (C2He0OS) [99.9%], 4 uL de proteinasa K (10 mg/mL) y 100 uL de NaCl: BSA

5:1. Realizar este paso bajo campana extractora de gases.
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9. Agitar en vortex por 1 min cada muestra asegurdndose de obtener una mezcla
completa.
10. Incubar por 20h00 en bafio maria a 65°C, mezclar en vértex por 1 min cada muestra

2 veces durante la incubacion y 1 vez mas al culminar este periodo.

Primer paso de cloroformo

11. Adicionar de 450 uL de cloroformo (CHCI;) a cada muestra.

12. Agitar vigorosamente en vortex por 1 min. cada muestra.

13. Desgasificar las muestras dejando los tubos abiertos por 1 min cubiertos con papel
kleenex.

14. Centrifugar por 5 min. a 14 000 rpm (8°C).

Remover sobrenadante

15. Trasegar la fase acuosa a un tubo eppendorf nueveo-utilizando una micropipeta de

200 uL ajustada en 190 uL. Tener cuidade de no remover la fase intermedia.

Segundo paso de cloroformo

16. Adicionar 450 pL de cloroformo (CHCI;) a cada tubo con la fase acuosa removida.

17. Agitar vigorosamente cada muestra en vortex por 1 min.

18. Desgasificar las muestras dejando los tubos abiertos por 1 min cubiertos con papel
kleenex.

19. Centrifugar-por 5 min. a 14 000 rpm (8°C).

Remover sobrenadante

20. Trasegar la fase acuosa a un tubo eppendorf nuevo utilizando una micropipeta de

200 uL ajustada en 190 uL. Tener cuidado de no remover la fase intermedia.

Tercer paso de cloroformo

21. Adicionar 450 uL de cloroformo (CHCI;) a cada tubo con la fase acuosa removida.

22. Agitar vigorosamente cada muestra en vortex por 1 min.

23. Desgasificar las muestras dejando los tubos abiertos por 1 min cubiertos con papel
kleenex.

24. Centrifugar por 5 min. a 14 000 rpm (8°C).
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Remover sobrenadante

25. Trasegar la fase acuosa a un tubo eppendorf nuevo utilizando una micropipeta de
200 pL ajustada en 190 uL. Tener cuidado de no remover la fase intermedia.

Precipitacion del ADN con Isopropanol

26. Adicionar 500 pL de isopropanol (CsHsO) a temperatura ambiente, mezclando

gentilmente por inversion 6 veces cada muestra.

Centrifugacion con Isopropanol

27. Centrifugar por 10 min. a 14 000 rpm (8°C)
28. Incubar a -20°C por 2 dias (una vez culminado el tiempo de incubaciéon celocar a 4°C
mientras se prepara el area). Deberia observarse el pellet en este paso.

29. Desechar sobrenadante con cuidado.

Lavado y Centrifugacion con Etanol

30. Adicionar 500 uL de etanol (C2HsOH) [70%] (4°C);-tratar de soltar el pellet de las
paredes del tubo pipeteando constantemente.

31. Centrifugar por 5 min. a 14 000 rpm(8°C).

32. Descartar sobrenadante con cuidado.

Secado del pellet

33. Secar el pellet“por. 2 . h dejando los tubos abiertos (pueden cubrirse con papel
kleenex):

Resuspension en Tris-HCI 10mM

34. Adicionar 50 pL de Tris-HCI| 10 mM (pH 8) y resuspender ligeramente.

Lavado con Acetato de Sodio

35. Adicionar 36,25 yL de acetato de sodio (C2HsNaO2) [2,4 M] y 200 pL de etanol
absoluto a cada tubo. Mezclar por inversion.

36. Centrifugar por 10 min a 14 000 rpm.

37. Desechar sobrenadante. Tener mucho cuidado en este paso puesto que el pellet no

se encuentra adherido a las paredes del tubo.
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Lavado con Etanol

38. Adicionar 1 000 pL de etanol (C2HsOH) [70%)]. Tratar de soltar el pellet de las paredes
del tubo pipeteando constantemente.

39. Centrifugar por 3 min. a 14 000 rpm (8°C).

40. Desechar sobrenadante.

Secado del pellet

41. Secado del pellet por 2h dejando los tubos abiertos, (pueden cubrirse con papel

kleenex).

Resuspension del pellet

42. Adicionar 50 yL de TE y permitir la hidratacion del pellet por 5 min. antes de

suspender (resuspender el ADN una hora antes de usar).

Al finalizar la extraccion el material genético extraido.es almacenado a 4°C hasta su
evaluacion electroforética y posteriormente a -20°C para periodos mayores de

almacenamiento.
D
Cuantificacion del ADN por espectrofotometria UV/Vis.

Preparacion de la muestra

1. Preparar la diluciéon de la muestra 50/1000 pL a partir de la muestra de ADN extraida,
utilizando buffer TE 1X (pH = 8,0).

Preparacion del equipo

2. Encender el espectrofotometro y la computadora, el equipo se verificara e iniciara.

3. Hacer doble clic en el software del equipo “Cary WinUV”.

4. Seleccionar en el menu el icono “Validate”. Realizar las pruebas de validacion
concernientes.

5. Luego de validar, proceder con la calibracién seleccionando el icono “System

Information”. Pulse la pestafia calibrar.
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6. Una vez calibrado, seleccionar la aplicacion “Estimacion RNA-DNA 3,00”.
7. Establecer los siguientes parametros: longitud de onda 1 (260,0 nm), longitud de onda
2 (280,0 nm), correccion de fondo (encendido), longitud de onda fondo (320 nm),

réplicas (3).

Lectura

8. Trasegar la muestra a la celda.
9. Colocar a celda en el compartimiento de medicion.
10. Presionar “Iniciar” y esperar las tres mediciones por muestra.

11. Salvar los datos e imprimir los resultados.

Electroforesis horizontal en gel de agarosa.

Montaje del gel de agarosa

1. Armar la caja de electroforesis-colocando en la posicién indicada las partes de la
camara, nivelando sobre la superficie a trabajar. Verificar la conexién apropiada de
electrodos.

2. Verter la solucién de agarosa 0,8% o agarosa Low EEO 1,8 % en el molde previamente
preparado, colocando el peine apropiado para formar los pozos donde sera
introducida la muestra y dejar solidificar. Se utiliza un grosor de 5 mm, ya que para
obtener una resolucion optima los geles deben tener un grosor entre 5y 6 mm.

3. Una vez solidificada la agarosa (=30 min), retirar cuidadosamente el peine y adicionar
suficiente el buffer TBE 0,5X a los compartimentos de la camara de electroforesis para
sumergir el gel entre 3 a 5 mm; ya que, si se adicionara menos buffer, el gel puede
secarse durante la corrida electroforética y si se adicionara demasiado buffer, se
disminuye la movilidad del ADN, ya que se promueve la distorsion de las bandas y el

calentamiento excesivo del sistema.
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Montaje de la muestra en el gel de agarosa

4. Preparar las muestras de ADN, mezclando 4 pL de ADN con 1 pL de buffer de carga
6X.

5. Cargar las muestras en los pozos del gel y el marcador de peso molecular 100pb en
uno de los extremos, registrando la localizacion de cada una de las muestras en una
matriz para el analisis posterior de los resultados.

6. Conectar la camara de electroforesis a una fuente de poder e iniciar la electroforesis
a 80V por 1,5 h, verificar la electroforesis cuando el colorante azul haya recorrido 3/4

partes del gel.

Cabe destacar que la optimizacién del voltaje se realizé en base a los resultados de
las corridas realizadas, ademas se tomo en cuenta que la corrida-del gel generalmente
se realiza a un gradiente de voltaje de 5-10 V/cm«(la distancia que debe considerarse
para determinar el gradiente de voltaje es la distancia entre los electrodos y no la longitud

del gel).

7. Apagar la fuente de poder, retirar ‘el gel de la camara de electroforesis y colocarlo en
el Transiluminador UV para observar el patrén de bandas de ADN.

8. Registrar el resultado en la.matriz preparada y respaldar con una fotografia.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Preparacion de la muestra para PCR

1. Esterilizar el &rea de trabajo con hipoclorito 1% y luego con agua destilada. Asimismo,
limpiar las pipetas con papel toalla humedecido con etanol 70 %.

2. Agregar 24 L de la solucion mixta madre (Master Mix) y 1 yL de la muestra de ADN
gue amplificara y distribuir las reacciones en tubos de 0.2mL para PCR. Mantener en
hielo o0 a 4°C hasta meterlos al termociclador, para evitar que la polimerasa sintetice

fragmentos inespecificos.
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Amplificacion de la muestra en el termociclador

3. Encender el termociclador y seleccionar el programa establecido, en base a lo
establecido por Vieira et al. (2010), se utiliza el perfil térmico que incluye una
desnaturalizacion inicial de 94°C por 3 minutos, seguido por 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, acoplamiento o alineacion determinada
por cada cebador entre las temperaturas 50°C y 56°C por 30 segundos y un tiempo
de elongacion 72°C por 45 segundos. Una extension final 72°C por 3 minutos y
enfriamiento a 4°C hasta ser retirado para su evaluacion electroforética o
almacenamiento.

4. Colocar las muestras en el termociclador, cierre la tapa y tome nota del tiempo que
tardaré la amplificacion.

5. Verificar la amplificacion por electroforesis en geles-de agarosa Low EEO 1,8%,

siguiendo el procedimiento de Electroforesis horizontal en gel de agarosa.
G
Electroforesis vertical en gel de poliacrilamida UREA-PAGE

Preparacion de los platos

1. Enjuagar los plates con dH20, secar con papel kleenex sin dejar pelusa.

2. Rociar ambos lados con etanol y secar.

3. Limpiar la parte interna del plato corto con papel toalla humedecido con acetona 99,9%
y luego_enjuagar con etanol 96 %, dejar secar.

4. Colocar los platos en el soporte y agregar etanol para verificar que no haya fugas,
decantar el etanol.

Preparacion del gel de poliacrilamida 6%

5. Mezclar los componentes para la preparacion del gel comenzando por dH20, TBE
10X, Urea (CH,N,0) y acrilamida (C3sHsNO) [40%] (bajo campana extractora de gases).
6. Calentar a 55°C en bafio maria por 5 min hasta alcanzar una temperatura de 37°C

para disolver la urea.
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7. Dejar enfriar hasta 30°C y mover la solucién cada cierto tiempo.
8. Afadir a la solucion del gel 125 pL de solucion APS ((NH4)2S20s) [10 %] y 12,5 uL de

TEMED (CesH16N2) [97%], mover gentilmente y usar inmediatamente.

Montaje de las muestras

9. Preparar las muestras de ADN, mezclando 5 pL de ADN amplificado con 3 pL de buffer

de carga 6X.

10. Una vez sélido el gel, retirar los peines y colocar los soportes en la camara.vertical.

11. Incubar las muestras en bafio maria por 3 min de 90 a 95°C. Concluido el tiempo
colocar las muestras en una cubeta con hielo picado y cargar inmediatamente.

12. Conectar la camara de electroforesis a una fuente de poder e iniciar la electroforesis
a 60 V por 3 horas, verificar la electroforesis cuando el colorante azul haya recorrido
3/4 partes del gel.

13. Apagar la fuente de poder, retirar el gel de la.cdmara de electroforesis y enjuagarlo
con dH20.

14. Colocar el gel en una bandeja con la solucion de fijacion (acido acético 10 %) por
01h00.

15. Transportar el gel a la siguiente bandeja con dH20 y sumergir por 10 min.

16. Colocar el gel'en una bandeja con la solucion de tincion (nitrato de plata 0,1 %) por
01h00, proteger de la luz.

17. Transportar-rapidamente el gel a una bandeja con dH20 y sumergirla por 4 s
(proteger de la luz).

18. Colocar el gel en una bandeja con solucion de revelado fresca (carbonato de sodio
30 % + formaldehido 37 %) por 3 min, proteger de la luz. Debera cambiarse de
solucién cuando aparezcan las primeras bandas, observar cada minuto.

19. Repetir el paso 18 en una nueva bandeja con solucion de revelado por 5 min,
proteger de la luz. Deberan de aparecer el resto de bandas esperadas, retirar antes
de que se oscurezca por completo.

20. Transportar el gel a una bandeja con la solucidn de fijacién que se ocupoé en el paso

14, sumergir por 3 min.
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21. Colocar el gel en una bandeja con dH20 por 2 min.
22. Colocar el gel en el transiluminador de luz blanca para observar el patrén de bandas.

23. Registrar el resultado en una matriz y respaldar con una fotografia.
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Anexo 11: Flujograma del proceso de extraccion de ADN

Extraccion de ADN gendémico de alta calidad de
tejidos de plantas recalcitrantes, segun el protocolo
(McLay, 2017)

Maceracion de la muestra con

Nitrégeno liquido Pesar 0,05 g de tejido foliar

Descartar sobrenadante Centrvfugar_SOOOo rpm por 10 Adicionar 1000 ”L, de buffer STTE, mezclar en

min, (8°C) vortex | min.

Adicionar 500 pL de solucion CTAB (previamente
calentada a 65°C) + 2 uL de BME 10% + 4 uL de
proteinasa K (10 mg/mL) + 100 pL de NaCl:BSA

5:1. Agitar en vortex 1 min.

Incubar por 02h00 en bano
maria a 65°C, mezclar en
vortex I min. (tres veces)

Adicionar 450 pL de cloroformo. Agitar
vigorosamente | min. Desgasificar 1min. X3

Trasegar la fase acuosa a un tubo Centrifugar 5 min. A 14000
eppendorf nuevo. rpm (8°C)

Incubar a -20°C toda la

Descartar sobrenadante

Descartar sobrenadante

Adicion de 50 plL de Tris-HCl 10mM (pH
8) y resuspender ligeramente

Descartar sobrenadante. Tener cuidado
con el pelet ya que no se encontrara
adherido a las paredes del tubo.

Descartar sobrenadante.

noche. (Deberia
observarse pellet en este
paso)

Centrifugar a 14000 rpm
por 5 min (8C)

Secar el pellet por 02h00

Centrifugar a 14000 rpm.
Por 10 min. (8°C)

Centrifugar a 14000 rpm.
Por 3 min. (8°C)

Secar el pellet por 02h00

Adicionar 50 plL de buffer
TE (permitir la hidratacion
del pellet por 5 min.,
resuspender.

Almacenar a 4°C hasta su

Adicionar 500 pL de isopropanol 99,9% a
temperatura ambiente. Mezclar por inversion 6
veces. Centrifugar a 14000 rpm por 10 min. (8°C)

Adicionar 500 pL de etanol 70% (4°C), tratar de
soltar el pellet de las paredes del tubo
pipeteando continuamente

Adicionar 36,3 uL de acetato de sodio 2,4 My
200 pL de etanol absoluto. Mezclar por inversion.

Adicionar 1000 pL de etanol 70%. Tratar de
soltar el pellet de las paredes del tubo
pipeteando continuamente.

evaluacion electroforetica y a -
20°C para periodos largos de
almacenamiento.

Figura 9.18 Extraccién de ADN genémico de alta calidad de tejidos de plantas recalcitrantes.
Fuente: elaboracion propia a través Microsoft Visio basado en el protocolo modificado de McLay,

T. (4 de septiembre de 2017). Hight quality DNA extraction protocol from recalcitrant plant tissues.

Obtenido de protocols.io.
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Anexo 12: Flujogramas de fotos

Seleccion e identificacion de los Caracterizacion morfolégica in situ de los

arboles arboles seleccionados

Colecta del tejido Limpieza Transporte Descontaminacion Almacenamiento
foliar externa -20°C

Figura 10. Procedimiento de caracterizacion in situ de los arboles seleccionados y colecta de tejido foliar.
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Descontaminacién con cloro 3 % Lavado con agua destilada Secado

Empacado y almacenamiento a -20 °C

Figura 11. Descontaminacion del material vegetal colectado para el andlisis molecular.
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= QL1580 Q22

Seleccion de S hojas Realizacion de mediciones Registro de datos

Figura 12. Caracterizacion morfolégica de las muestras del tejido foliar colectado.
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Reduccion de tamaiio del Maceracién del tejid con
tejido foliar nitrogeno liquido

Precitaci(m del ADN con
isopropanol 99,9 %

Wi E D : - -
Purificacion y secados ‘ ' Resuspension y
almacenamiento a 4 °C

Figura 13. Procedimiento de extraccién de ADN gendmico seguido segun el protocolo estandarizado basado en McLay
(2017).
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Preparacion del gel de Retirado de peines y adicién del bu ffer
agarosa TBE 0,5X

A
:"4; ¥

Preparacién y cargado de
las muestras

Corrida del gel a 80 V por
90 min

Traslado del gel al Visualizacién y
transiluminador UV fotodocumentacién

Figura 19 Electroforesis horizontal en gel de agarosa.
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Traslado de muestras al
termociclador

Almacenamiento a -20 °C

Figura 15. Amplificacion de las muestras de ADN genomico utilizando la técnica PCR.
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Preparacion del gel de
poliacrilamida 6 %

Corrida delgel a 60 V por 03h00 Desmontaje de las geles Fijacion con acido
acético 10 %

YT AR N

Wi

A

S
Tincién con Nitrato de plata 0,1 % Revelado con carbonato de s0dio 30 % ;--cccccccccccococccccaaaaas
y formaldehido 37 % H

Lavados finales en acido acético 10 %y Visualizacion en transiluminador Empacado, fotod ocumentacion y Cuantificacion y registro de datos
agua destilada de luz blanca almacenamiento

Figura 16. Electroforesis vertical en gel desnaturalizante de poliacrilamida UREA-PAGE.
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Anexo 13: Coordenadas de los arboles seleccionados para la
caracterizacion
Tabla 3

Coordenadas geogréaficas UTM de los &rboles seleccionados para la caracterizacion
morfolégica y molecular en los lotes Guanacaste y Mar de Arena.

N Identificacion de la Coordenadas
muestra
Norte Este Elevacion (m)

1 F-NHR-0002 1315492 0592890 471
2 F-NHR-0003 1315492 0592890 471
3 F-NHR-0004 1315492 0592890 471
4 F-NHR-0005 1315492 0592890 471
5 F-NHR-0006 1315512 0592890 463
6 F-NHR-0007 1315498 0592824 472
7 F-NHR-0008 1315502 0592884 470
8 F-NHR-0009 1315498 0592979 469
9 F-NHR-0010 1315482 0592881 467
10 F-NHR-0011 1315480 0592879 469
11 F-NHR-0012 1315486 0592877 469
12 F-NHR-0013 1315498 0592878 468
13 F-NHR-0014 1315499 0592878 460
14 F-NHR-0015 1315492 0592877 466
15 F-NHR-0016 1315498 0592877 471
16 F-TSU-0002 1315494 0592875 467
17 F-TSU-0003 1315494 0592875 471
18 F-TSU-0004 1315491 0592869 463
19 F-TSU-0005 1315486 0592868 467
20 F-TSU-0006 1315490 0592859 454
21 F-TSU-0007 1315487 0592852 467
22 F-TSU-0008 1315480 0592859 468
23 F-TSU-0009 1315475 0592870 462
24 F-TSU-0010 1315488 0592861 469
25 F-TSU-0011 1315492 0592869 471
26 F-TSU-0012 1315495 0592872 471
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27 F-TSU-0013 1315494 0592852 472
28 F-TSU-0014 1315481 0592855 474
29 F-TSU-0015 1315477 0592852 472
30 F-TSU-0016 1315478 0592858 474
31 FRC-NHR-0001 1313064 0586094 635
32 FRC-NHR-0002 1313073 0586112 635
33 FRC-NHR-0003 1313075 0586219 635
34 FRC-NHR-0004 1313101 0586163 635
35 FRC-NHR-0005 1313101 0586162 635
36 FRC-NHR-0006 1313108 0586154 636
37 FRC-NHR-0007 1313116 0586145 636
38 FRC-NHR-0008 1313117 0586143 636
39 FRC-NHR-0009 1313117 0586141 636
40 FRC-NHR-0010 1313117 0586137 636
41 FRC-NHR-0011 1313128 0586125 636
42 FRC-NHR-0012 1313125 0586121 636
43 FRC-NHR-0013 1313127 0586151 616
44 FRC-NHR-0014 1313135 0586158 630
45 FRC-NHR-0015 1313135 0586168 638
46 FRC-TSU-0016 1313028 0586120 635
a7 FRC-TSU-0017 1313031 0586120 636
48 FRC-TSU-0018 1313038 0586132 635
49 FRC-TSU-0019 1313046 0586123 638
50 FRC-TSU-0020 131304 0586111 638
51 FRC-TSU-0021 1313034 0586114 640
52 FRC-TSU-0022 1313053 0586084 636
53 FRC-TSU-0023 1313060 0586095 635
54 FRC-TSU-0024 1313061 0586110 639
55 FRC-TSU-0025 1313069 0586120 636
56 FRC-TSU-0026 1313075 0586113 633
57 FRC-TSU-0027 1313069 0586103 634
58 FRC-TSU-0028 1313065 0586093 635
59 FRC-TSU-0029 1313061 0586093 633
60 FRC-TSU-0030 1313053 0586085 613

Nota: Coordenadas obtenidas al momento de la seleccion y caracterizacion in situ utilizando un
GPSMAP® GARMIN.
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Anexo 14: Resultados del analisis estadistico realizado para la

caracterizacion morfoldgica

Tabla 4

Resultado de las pruebas de normalidad evaluando caracteristicas medidas en las

plantas de ambos lotes

Variables medidas Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk _
Parcelas — — Normalidad
encm Estadistico gl  p-valor Estadistico gl p-valor
Altura de I planta F 013 30 200 0924 30 0.033 (]
FRC 0.125 30 200 0.913 30 0.017 (3]
Didmetro del tallo F 0.1 30 200 0959 30 0288 o
(Basal) FRC 0.198 30 0.004 0.888 30 0.004 (%]
Diametro del tallo F 0.067 30 200 0.989 30 0982 o
(Altura al pecho}  FRC 0.167 30 0032 (0902 30 0.009 e
Longitud de la F 0.21 30 0002 00928 30 0.043 o
coberurafoliar  FrC 0.157 30  0.057 0.858 30 0.001 (3¢
Longitud de F 0177 30 0017 083 30 0 (]
ramificacion FRC 0.099 30 200 0982 30 0.864 &
Longitud del F 02 30 0003 0874 30 0.002 &
entrenudo (Tallo} FRC 0.089 30 200 094 30 0.000 (]
Longitud del F 0.121 30 200 0082 30 0.878 @)
entrenudo (En una
bandola) FRC 0.072 30 200 0.968 30 0.493 (]
Longitud de F 0.129 30 200 0961 30 0.324 (]
bandolas FRC 0.089 30 200 0962 30 0.356 (]
Angulo de F 0178 30 0.017 0.901 30 0.009 (]
bandolas (°) FRC 0.315 30 0 0777 30 0.000 (%]
NOmero de yemas — p 0232 30 0 0007 30 0012 %)
productivas por
bandolas FRC 0.157 30 0057 093 30 0.053 o
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Tabla 5

Pruebas de Levene y T de Student aplicadas a las caracteristicas medidas en las

plantas que cumplen el requisito de normalidad para ambos lotes.

Prueba
de
Levene
Variables de F p-valor. t gl
igualdad
de
varianzas

p- Diferencia
valor de medias

Se
asumen
varianzas
iguales

No se
asumen
varianzas
iguales

Longitud 0,072 0,789 -0,233 58,000 0,8170 -0,052
del
entrenudo
(En una

bandola) -0,233 57,959 0,8170 -0,052

Se
asumen
varianzas
Longitud  iguales
de bandolas No se
asumen
varianzas
iguales

4,386 0.041 -6,337 58,000 0,0001 -22,213

-6,337 49,992 0.0001 -22,213
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Tabla 6

Pruebas de U de Mann-Whitney y W de Wilcoxon aplicadas en el resto de las

variables medidas

U de

W de

Mann- Wilcoxon 4 p-valor
Variables Whitney
Altura (m) 291,0 756,0 -2,351 0,0190
Diametro del tallo (Basal) 379,0 844,0 -1,050 0,2940
Didmetro del tallo (Altura al pecho) 298,0 763,0 -2,249 0,0250
Longitud de la cobertura foliar 409,5 874,5 -0,599 0,5490
Longitud de ramificacion 69,5 534,5 -5,628 0,0001
Longitud del entrenudo (Tallo) 324,5 789,5 -1,856 0,0630
Angulo de bandolas (°) 232,0 697,0 -3.231 0,0010
Numero de yemas productivas por 355.5 820.5 1,401 0.1610

bandolas

* Variable de agrupacioén: Lote
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Tabla 7

Resultado de las pruebas de normalidad evaluando las caracteristicas medidas en las

hojas de los arboles seleccionados de ambos lotes.

Variables Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
medidas en Parcelas Normalidad
mm Estadistice gl p-valor Estadistico gl p-valer
longitud de la F 0.1 30 200" 0.95 30 0.173 @)
hoja FRC 0.078 30 200" 0.981 30 0.855 ©
ancho de la F 0.103 30 200" 0.97 30 0.537 ©
hoja FRC 0.084 30 200~ 0.969 30 0.515 ©
longitud del F 0.104 30 .200* 0.985 30 0.932 ©
peciclo foliar FRC 0.302 30 0 0.763 30 0 Q
Tabla 8
Pruebas de Levene y t de Student para la igualdad de medias
. Prueba de
Variables : ;
: Levene de p- p- Diferencia
medidas en . F t gl .
mm igualdad de valor valor de medias
varianzas
_Se asumen 13,919  0,0001 0,948 58000 0,347 3,840
Longitud ~ Varianzas iguales
de la hoja
No se asumen 0,948 46,337 0,348 3,840
varianzas iguales
_ Se asumen 7151 00100  -1242 58000 0,219 2,493
Ancho de Varianzas iguales
la hoja
No se asumen 1,242 50,202 0,220 2,493

varianzas iguales
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Tabla 9

Estadisticos de prueba aplicados a la variable de longitud del peciolo foliar.

Longitud del peciolo foliar (mm)

U de Mann-Whitney 80,500
W de Wilcoxon 545,500
z -5,466
p-valor 0,000

Tabla 10

Centroides de los grupos de plantas formados en cuanto a la similitud de los

descriptores evaluados en hojas

Variable Conglomeradol Conglomerado2 Conglomerado3 Conglomerado4

LH 166,094 179,960 146,325 128,775

AH 73,188 80,840 67,150 58,075

LPF 8,318 7,080 9,638 8,500
Variable Conglomerado5 pcr:iiréti;glde

LH 147,500 152,507

AH 77,700 69,847

LPF 21,300 10,065
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Tabla 11

Centroides de los grupos de plantas formados en cuanto a la similitud de los

descriptores evaluados en plantas

Variable Grupol Grupo?2 Grupo3 Grupo4 Gsrupo PCr:i(;r;tirpoeilde
Altura 2,663 2,524 2,553 2,760 2,470 2,575
DTB 3,131 3,264 3,362 3,265 4,430 3,326
DTAP 2,206 1,952 2,730 2,724 2,440 2,247
LCF 87,000 108,660 164,667 231,333 172,000 124,442
LR 33,075 87,660 45,008 43,200 98,625 63,082
LET 4,277 5,537 12,931 14,611 5417 7,126
LEEB 4,494 4,483 4,389 4,944 4,867 4,516
LB 59,694 86,963 68,254 84,222 106,292 77,101
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Anexo 15: Resultados del analisis molecular realizado

A
Tabla 12

Resultados del perfil molecular e indices de diversidad genética obtenidos de la caracterizacion de la variedad Catrenic

proveniente de ambas fincas.

. R - indice Garza- . Heterocidad
Numero de alelos Tamafo alélico 1 Heterocidad
por locus (na) (R) Wiliamson observada (Ho) esperada
Locus# N de (G-W) (He)
genes Mar Mar Mar Mar Mar
Guanacaste de Guanacaste de Guanacaste de Guanacaste de Guanacaste de

Arena Arena arena arena arena
CarM096 120 18,00 15,00 26,00 26,00 0,667 0,556 1,000 1,000 0,927 0,917
CarM101 120 17,00 15,00 18,00 19,00 0,895 0,750 0,683 0,683 0,862 0,897
CarMo049 120 16,00 14,00 21,00 59,00 0,727 0,233 1,000 1,000 0,907 0,884
CarM069 120 10,00 12,00 16,00 16,00 0,588 0,706 0,000 0,000 0,838 0,903
CarM092 120 33,00 31,00 115,00 119,00 0,285 0,258 0,950 1,000 0,966 0,963
CarM105 120 6,00 9,00 8,00 8,00 0,667 1,000 1,000 1,000 0,810 0,861
M20 120 10,00 12,00 10,00 14,00 0,909 0,800 1,000 1,000 0,887 0,833
M24 120 12,00 15,00 19,00 37,00 0,600 0,395 0,000 0,000 0,874 0,919
CarM051 120 10,00 10,00 16,00 19,00 0,588 0,500 0,000 0,000 0,856 0,876
CarM050 120 13,00 16,00 25,00 32,00 0,500 0,485 0,000 0,000 0,903 0,926
Promedio 120 14,50 14,90 27,40 34,90 0,6425 0,568 0,563 0,568 0,883 0,898
Desviacion 7,49 6,12 31,31 32,95 0,1823 0,246 0,494 0,499 0,045 0,037
estandar
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Coeficientes de fijacion de la variedad Catrenic en base a los dos lotes caracterizados.

Locus Fis Fst Fir

CarM096 -0,085 0,026 -0,057
CarM101 0,225 0,019 0,239
CarM049 -0,118 0,081 -0,027
CarM069 1,000 0,108 1,000
CarM092 -0,011 0,023 0,013
CarM105 -0,199 0,061 -0,125
M20 -0,165 0,089 -0,060
M24 1,000 0,084 1,000
CarM051 1,000 0,078 1,000
CarM050 1,000 0,031 1,000
Promedio 0,367 0,061 0.405
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