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RESUMEN

El cafeto arabigo (Coffea arabica) es la especie mas cultivada en Guatemala, pero hay
escasa informacion sobre su perfil molecular, lo que dificulta la distincion de variedades y
el desarrollo de programas de mejoramiento genético. Por ello, este estudio tiene como
objetivo describir la diversidad genética de las variedades comerciales de Coffea arabica
en Guatemala, utilizando marcadores moleculares SRAP. Se evaluaron 10 combinaciones
de cebadores SRAP para generar patrones genéticos en geles de agarosa para las variedades
Catuai, Anacafé 90, Catucai, Anacafé14 y Obata. Los resultados del analisis de fragmentos
mostraron que los marcadores SRAP pueden diferenciar las seis variedades en grupos
genéticos, destacando que la combinacién de cebadores Me2-Em4(B), Me3-Em3(D) y
Me9-Em10(H) logré la mayor separacion. Mientras que, a nivel de electroforesis en gel, la
combinacion H permite distinguir més variedades que la B y D. Se sugiere explorar mas
combinaciones de marcadores SRAP para optimizar la caracterizacion de las variedades de
café en Guatemala.

X



I. INTRODUCCION

El café es un cultivo de alta importancia econémica a nivel mundial, especialmente en
los paises en vias de desarrollo en los que constituye una de las fuentes principales de
ingresos (Juarez, 2018). En Guatemala, desempeina un papel clave, ya que en la temporada
de 2019/2020 aporto6 3,6 millones de los 165 millones de sacos producidos que representa
el 1.2-1.8 % del producto interno bruto (PIB) y en la temporada de 2023 aport6 el 3-3.5 %
de PIB (De Ledn y Rodriguez, 2021). El género Coffea incluye mas de 100 especies, cada
una con rasgos genéticos y fenotipicos influenciados por la region y clima. De este se
destaca el café arabigo (Coffea arabica), el cual representa el 60 % de la produccion
mundial y es preferido por sus granos de alta calidad (Ngugi, Jerono y Ogutu, 2021;
Velasquez, 2021). El 62.2 % de las variedades cultivadas de C. arabica en Guatemala
pertenecen a variedades tradicionales conocidas como Tipica, Bourbon, Caturra y Catuai,
las cuales han mutado o cruzado de manera natural introduciendo asi nuevas variedades
hibridas como Catimores y Sachimores, relevantes por su resistencia a plagas y
enfermedades de impacto economico (Velasquez, 2021).

A nivel mundial se han empleado marcadores moleculares de ADN para elaborar un
mapa genético de las especies y analizar la diversidad genética de manera eficiente; pero
en Guatemala solo se han realizado caracterizaciones morfoldgicas mediante descriptores,
los cuales se ven limitados a caracteristicas fenotipicas y se ven afectados por el ambiente
(Lopez, 2006; Suazo, 2020; Yunita et al.,, 2020). Por tanto, esta investigacion busca
explorar la diversidad genética de las variedades de C. ardbica cultivas en Guatemala
mediante los marcadores moleculares SRAP (por sus siglas en inglés, Sequence-related
Amplified Polymorphism). Esto con el fin de detectar de manera temprana y distinguir con
precision entre especies que estan estrechamente relacionadas (Yunita et al., 2020).
Ademas, facilitar la gestion y conservacion eficaz de estas variedades en beneficio de los
caficultores, a la vez que se promueve la rentabilidad y sostenibilidad de este cultivo
(Velasquez, 2021; Zhang et al., 2021).



II. ANTECEDENTES

El caf¢ es uno de los productos agricolas con alta importancia econdmica a nivel
mundial, particularmente en los paises del hemisferio sur, especialmente en aquellos en
vias de desarrollo, donde es una de las fuentes principales de ingresos (Juarez, 2018). La
produccion del café ha experimentado un aumento del 50 % durante las tltimas dos
décadas, siendo América del Sur el principal productor (48 %), seguido de Asia y Oceania
(28 %), México y Centroamérica (12 %) y Africa (10 %) (Peralta, Sanchez y Vilimelis,
2023). En este contexto, Guatemala se destaca como un importante lider en la produccién
y exportacion del café contribuyendo significativamente a la economia del pais. Ya que en
la temporada de 2019/2020 aportd 3.6 millones de los 165 millones de sacos de café
producidos y representa entre el 1.2 % a 1.8 % del producto interno bruto (PIB) (De Leon
y Rodriguez, 2021).

La diversidad botanica del café, género Coffea, abarca mas de 100 especies, donde
cada una posee caracteristicas genéticas unicas de acuerdo con laregion y el clima de origen
(Davis et al., 2006; Velasquez, 2021). Cada especie se diferencia por el porte y forma de la
planta, tamafio y color del fruto, resistencia a enfermedades o plagas, sabor de bebida y
productividad (Veldsquez, 2021). Entre estas, el café arabigo (Coffea arabica) y el
caférobusta (Coffea canephora) son las mas cultivadas comercialmente (Juéarez, 2018).
Siendo asi que el café ardbigo representa el 60 % de la produccion debido a que produce
granos de mayor calidad y sabor. En cambio, el café robusta posee mayor contenido de
cafeina y por lo tanto un sabor pobre con alto contenido de amargor. Aunque este ultimo
produce granos con mayor resistencia a factores abioticos y es mas tolerante a plagas y
enfermedades (Ngugi, Jerono y Ogutu, 2021; Velasquez, 2021).

En el sector cafetalero de Guatemala, el 62.2 % de las variedades de C. arabica
cultivadas son las variedades tradicionales Tipica, Bourbon, Caturra, Catuai, Pache, Pache
Colis, Mundo Novo y Pacamara (Velasquez, 2021). Cabe mencionar que, las variedades
Tipica y Bourbdn fueron las que dieron origen a las demas variedades tradicionales debido
a mutaciones naturales y por cruzamientos espontaneos o inducidos; de manera que, existe
una estrecha relacion genética entre todas ellas (Velasquez, 2021). Adicional a estas, en los
ultimos afios se ha incrementado el establecimiento de variedades hibridas (C. arabica x
C. robusta) que poseen resistencia a la roya (enfermedad provocada por el hongo Hemileia
vastratrix ) como los Catimores y Sachimores (Lopez, 2021).



Tomando en cuenta lo anterior, para diferenciar las variedades de café en funcion a sus
requerimientos organolépticos para el mercado nacional e internacional y para el manejo,
conservacion y mejoramiento de nuevas variedades es necesaria la caracterizacion de estas
(Lopez, 2006; Zhang et al., 2021). Para ello se han empleado descriptores morfologicos
que permiten clasificar segun caracteristicas fenotipicas (visuales) y marcadores
moleculares que permiten medir la variacion genética a nivel poblacional. Los marcadores
moleculares de ADN ofrecen ventajas sobre los morfologicos al no verse afectados por el
ambiente, ser universales, permitir la deteccién temprana y distinguir entre especies que
estan estrechamente relacionadas (Yunita et al., 2020). Por lo que su uso ha incrementado
a lo largo de los afios, llegando a presentarse diversas técnicas que puedan detectar estas
variaciones genéticas.

Los marcadores de polimorfismo de ADN nuclear como microsatélites o SSR
(repeticion de secuencias simples) y SRAP (por sus siglas en inglés, Sequence-related
Amplified Polymorphism) se han utilizado con mayor frecuencia ya que permiten elaborar
un mapa genético de las especies y permite un andlisis de diversidad genética mas eficiente
(Suazo, 2020; Yunita et al., 2020). Las cuales son técnicas fundamentales para mejorar la
comprension de la composicion genética de las variedades de café.



II. JUSTIFICACION

Coffea arabica, también denominado cafeto arabigo, es una de las especies con mayor
actividad productiva comercial en Guatemala, representando el 60 % de la produccién
mundial del café¢ (Lopez, 2021). También es de las mas cultivadas ya que sus variedades
como: Caturra, Catuai, Pache, Pache Colis, Bourbon y Pacamara producen granos de alta
calidad y sabor que permiten la produccion de bebida en alta cantidad y con cualidades
organolépticas que la posicionan en mercados nacionales e internacionales (Lopez, 2006;
Velasquez 2021). Adicional a estas, en los ultimos afios se ha incrementado el
establecimiento de variedades hibridas (C. arabica x C. robusta) como Catimor, Icatq,
Catuai y Anacafé14 con el fin de fortalecer su competitividad en estos mercados, ya que
sobresalen no solo por su calidad de taza, sino también por su tolerancia a sequia y su
capacidad de superar dafnos por la roya, una enfermedad fingica de alta importancia
economica (Lopez, 2021; Velasquez, 2021).

Sin embargo, la falta de informacion acerca del perfil molecular de Coffea arabica en
Guatemala plantea un desafio al momento de distinguir entre las variedades de café; por lo
que es necesario el uso de técnicas moleculares que aborden el problema. Esto es esencial
para disefiar programas de mejoramiento genético y mantenimiento de un conjunto genético
especifico (Yunita et al., 2020). Ademas, facilita a los caficultores el manejo, monitoreo de
polinizacion cruzada, conservacion y mejoramiento de nuevas variedades. Proporcionando
asi una herramienta para eficientizar los recursos y asegurar una rentabilidad sustentable
en las unidades productivas (Velasquez, 2021; Zhang et al., 2021).

Por tanto, debido a la importancia comercial del café y el desarrollo de estas lineas
hibridas resistentes a patdgenos y factores abidticos, la necesidad de la caracterizacion
molecular de estos se hace mas evidente. Se ha encontrado que el uso de marcadores
moleculares representa una técnica eficiente para distinguir entre las poblaciones de
plantas, evaluar la pureza e identidad de los cultivares (Kumar y Singh, 2023). De estos, se
ha encontrado que los marcadores de polimorfismo amplificado relacionado con la
secuencia (SRAP) tienen la habilidad de revelar la diversidad genética en varios niveles
taxonomicos y analizar las poblaciones de hibridos inter e intraespecificos (Robarts y
Wolfe, 2014). Por lo que, en conjunto con la Asociacion Nacional del Café (Anacafé) se
esta buscando realizar este proyecto utilizando los marcadores moleculares SRAP para
establecer el perfil molecular de las variedades de café de lineas tradicionales e hibridas de
la especie Coffea arabica con importancia econdmica nacional.



IV. OBJETIVOS

A. General

Describir la diversidad genética de las variedades de Coffea arabica de relevancia
comercial en Guatemala, seleccionadas por su alto rendimiento y su composicion
fisicoquimica, utilizando los marcadores moleculares SRAP dirigidos a las
secuencias genoémicas codificantes.

B. Especificos

e Evaluar la efectividad de marcadores moleculares, SRAP, para caracterizar la
diversidad genética de las variedades de Coffea arabica en Guatemala.

e Establecer la diversidad genética de las variedades de café con importancia
econoémica en Guatemala: Caturra, Catuai, Anacafé¢ 90, Catucai, Anacafél4 y
Obata, utilizando un par de cebadores o la combinacion de pares de cebadores.



V. MARCO TEORICO

A. Generalidades del café

1. Aspectos generales

El arbol de café, denominado cafeto, pertenece a la familia botanica Rubiaceae,
subfamilia Ixoroideae y género Coffea que comprende al menos 125 especies (Ferreira et
al., 2019). Estas especies se distribuyen mayormente en el conteniente africano (Guinea a
Tanzania, Etiopia a Mozambique, Madagascar e islas cercanas), y en menor cantidad en
Asia (resultado de la fusion del subgénero Coffea y género Psilanthus) y América Latina
(Ferreira et al., 2019; Simon-Gruita et al., 2019). Su cultivo es exclusivo entre el tropico de
Céncer (23.43695 °N) y el tropico de Capricornio (23.43695 °S), region denominada como
“Cinturon cafetero” debido a que requiere de condiciones ambientales especificas de las
zonas tropicales (Figura I) (Ferreira et al., 2019; Franca y Oliveira, 2019).

Tropico de Cancer

Ecuador

B Arabica v Robusta B Acivica Bl Robusta

Figura 1. Distribucion de cultivo de café en el Cinturon cafetero
Nota. Adaptado de Franca y Oliveira (2019, p. 414)

De acuerdo con la especie y la variedad, la forma del cafeto puede variar morfologica
y genéticamente. Las caracteristicas que permiten diferenciar a las especies de Coffea de



otros arbustos son: un solo tronco principal de madera dura y densa; ramificaciones
horizontales o casi horizontales primarias, secundarias y terciarias; hojas opuestas
decusadas (90° del nudo adyacente) con posicion cruzada entre pares de hojas;
inflorescencias pareadas, axilares; y calices truncados ondulados o ligeramente lobulados
(Figura 2) (Davis et al., 2006; Farah y Ferreira dos Santos, 2015). Estos arbustos alcanzan
generalmente una altura de 3 a 3.5 m y producen flores hermafroditas generalmente con
corolas blancas, l6bulos sobrepuestos y estilo extendido (Davis et al., 2006; Simon-Gruita
et al., 2019).

Los frutos cuentan con surco profundo en el lado plano, caracteristico del “grano de
café”, y dependiendo de la especie de cafeto, el desarrollo y maduracion completa en una
baya con dos semillas, puede ser de pocas semanas (10-12 para C. racemosa), meses (6-8
para C. arabica y 9-11 para C. canephora) o incluso mas de un afio (C. liberica) (Davis et
al., 2006; De Castro y Marraccini, 2006).

Figura 2. Morfologia planta de café
Nota. Adaptado de Farah y Ferreira dos Santos (2015, p. 7)

2. Especies con mayor relevancia comercial

De los cientos de especies de café, inicamente tres son utilizadas para la produccion
de la bebida de café: C. arabica (café arabica/arabiga/cafeto aradbigo), C. canephora (café
robusta) y C. liberica (café liberiano/caf¢ liberica) (Davis et al., 2006). De las tres especies
mencionadas, solo las primeras dos tienen relevancia comercial debido a su alto
rendimiento y su composicion fisicoquimica que incluye niveles 6ptimos de cafeina, asi
como sabores y aromas deseables que contribuyen positivamente en la calidad de taza
(Marroquin, 2014; Pokharel et al., 2023). El café arabica, con sus 70 variedades, destaca
como la mas significativa puesto que representa el 60-70 % de la produccion mundial,
seguido del café robusta que representa el porcentaje restante (~30 %) (de Castro y
Marraccini, 2006; Lopez, 2021).



a. Coffea arabica

Producto del cruce natural entre C. canephora y C. eugenoides, se origind en los
bosques tropicales del sudeste de Etiopia a una altitud de 1000-2000 metros sobre el nivel
del mar (m s.n.m) en un clima templado (De Castro y Marraccini, 2006; Leite et al., 2021).
Presenta un crecimiento prospero a altitudes elevadas con precipitacion de 400 a 600mm
por temporada debido a su sensibilidad a la humedad (Lépez, 2021; Ngugi et al., 2021). Es
la tinica especie de café del género Coffea que es tetraploide (44 cromosomas, 2n=4x) por
lo que puede auto polinizarse, pero su diversidad genética es limitada; lo cual la hace
susceptible a enfermedades como la roya y a plagas de insectos como la broca (De Castro
y Marraccini, 2006; Lépez, 2021).

Los arbustos de C. arabica pueden crecer hasta 6 m de altura y producen granos con
bajo contenido de cafeina y alto contenido de sacarosa (6-8.5 %) (De Castro y Marraccini,
2006; Farah y Ferreira dos Santos, 2015; Leite et al., 2021). Estos compuestos son importes
para la calidad de la taza, ya que al ser degradados durante el tostado dan como resultado
la formacion de precursores del sabor (acidos alifaticos) y aroma (compuestos aroméaticos)
(De Castro y Marraccini, 2006; Lopez, 2021). Los granos de este café se caracterizan por
sus cualidades afrutadas, acidas y suaves que se atribuyen a sus propiedades organolépticas
(Alonso-Salces et al., 2009). Por lo que es considerado como un café de alta calidad para
la bebida; sin embargo, este pardmetro puede verse influenciado por otros factores como lo
es la zona cafetalera. El café¢ ardbico de Centroamérica se considera mas prestigioso que el
de Brasil, principalmente debido a diferencias en los métodos de cosecha y practicas de
procesamiento (Alonso-Salces et al., 2009).

b. Coffea canephora

Se originé en Africa occidental en las regiones de Guinea hasta el Congo en los
bosques tropicales del bajo Congo a una altitud menores a los 700 m s.n.m. con
precipitacion de 1500-2000 mm anual (Lopez, 2021; Luna, 2021). Los arboles pueden
medir hasta 10 m de altura, aunque su crecimiento vegetativo generalmente se ve limitado
por ser cultivados a latitudes bajas; posee flores blancas de dos racimos y sus granos
maduros presentan coloracion amarilla o marrdn (Luna, 2021; Ngugi et al., 2021). Tolera
climas calidos con altas temperaturas y tiene mayor resistencia a las enfermedades que
generalmente atacan al café como la roya del café y barrenador blanco del tallo (De Castro
y Marraccini, 2006; Farah y Ferreira dos Santos, 2015; Luna, 2021). Es una planta diploide
(22 cromosomas, 2n=2x) que presenta un sistema gametofitico controlado que la hace
autoincompatible (no se puede auto polinizar) por lo que presenta mayor diversidad
genética y, por tanto, facilita la mejora genética de la planta con técnicas de reproduccion
tradicionales que mejoren su resistencia a factores bidticos y abiodticos (De Castro y
Marraccini, 2006).



Sus granos son pequefios, ovalados y tienen un alto contenido de cafeina y acidos
clorogénicos con un caracteristico olor a paja; los cuales, al ser tostados toman un color
oscuro y presentan un sabor amargo y fuerte en la bebida (De Castro y Marraccini, 2006;
Leite et al., 2021; Luna, 2021). Se le denomina café crudo o neutro y es utilizado para
producir café instantaneo y mezclas de expreso debido a su sabor débil con amargor fuerte
y pronunciado (Alonso-Salces et al., 2009; Leite et al., 2021; Bermudez et al., 2022).
Presenta un perfil de taza con mucho cuerpo, pero su sabor hace que la calidad de la taza
sea inferior y presente un valor de mercado menor en comparacion con arabica (Farah y
Ferreira dos Santos, 2015).

B. Produccion de café

1. Produccion global de café

El café es uno de los productos mas comercializados mundialmente; producido y
exportado en mas de 60 paises tropicales y subtropicales (Mengistu, Workie y Mohammed,
2020). Esta industria adquiri6 relevancia considerable a principios del siglo XX en paises
africanos y América Latina y ha evolucionado en un sector rentable a lo largo de los afios;
siendo asi que para 2020 gener6 un valor de 102 mil millones de dolares a nivel mundial
(Quintero y Rosales, 2014; Bermudez et al., 2022). Para el periodo de 2021 a 2026 se
proyecta que la tasa de crecimiento anual compuesta (CAGR) sea de al menos 4.28 %;
generando implicaciones significativas para el empleo a nivel mundial, con
aproximadamente 125 millones de personas involucradas en su cadena de valor (Bermudez
et al., 2022). Adicional, la exportacion de este representa una fuente crucial de ingresos y
constituye una parte significativa del producto interno bruto (PIB) para nimeros paises
(Figueroa-Hernandez et al., 2019).

El cultivo de café globalmente se lleva a cabo en aproximadamente 12.5 millones de
fincas (Bermudez et al., 2022). En 1930, los lideres productores eran Brasil, Colombia,
México y Guatemala; mientras que en los ultimos 15 afios los que destacan son Brasil,
Vietnam y Colombia puesto que representan cerca del 55 % de la produccion total de café
(Quintero y Rosales, 2014; Figueroa-Hernandez et al., 2019). De esta produccion, el café
arabigo (C. arabica) representa a nivel mundial el 60-75 % y a nivel de América Latina el
85 % debido a su bajo contenido de cafeina, sabor y aroma deseables (Van der Vossen et
al., 2015; Pokharel et al., 2023). Mientras que el café robusta (C. canephora) representa el
24 % y el café liberica el 1 % de la produccion global del café (Pokharel et al., 2023).
Debido a la calidad superior de la bebida de C. arabica generalmente se vende al doble del
precio del robusta (Van der Vossen et al., 2015). No obstante, estos tienen costos de
produccion mas altos ya que requieren de condiciones climaticas y de suelo mas estrictas,
manejo de cultivo y control de plagas y enfermedades que generalmente atacan al cafeto y
pueden ser destructivas como la roya (CLR; Hemileia vastratrix) y la cerezas del café
(CBD; Colletotrichum kahawae) (Van der Vossen et al., 2015).



2. Produccion de café en Guatemala

En Guatemala, durante los afos cafetaleros de 2001 a 2021 la produccién de café ha
variado entre 3.3 a 4.1 millones de sacos lo cual se ha visto influenciado por la superficie
limitada de hectareas designadas para este cultivo (International Coffee Organization,
2023). En 2023 el area de cultivo aumentd a 376,019 hectareas como producto de la
cobertura del 76 % del pais (261 de los 340 municipios) (Asociaciéon Nacional del Café,
2023). Siendo que la produccion del café esta distribuida a lo largo del pais en 21 de los 22
departamentos; donde los mayores representantes son Santa Rosa con el 20 %, San Marcos
el 14.7 % y Huehuetenango el 11 % (De Ledn y Rodriguez, 2021).

El pais se destaca como un importante lider en la produccion y exportacion del café
contribuyendo significativamente a la economia. En la temporada de 2019/2020 aport6 3.6
millones de los 165 millones de sacos de café producidos y en 2023 represento entre el 3
% a 3.5 % del PIB (De Ledn y Rodriguez, 2021; Asociacion Nacional del Café, 2023).
Adicional a esto, el café es el segundo producto de importancia en las exportaciones totales
y es el primer producto de exportacion agroindustrial representando un 33 % del total;
asimismo, en el mercado internacional obtuvo el noveno puesto de los paises exportadores
(Asociacion Nacional del Café, 2023). No obstante, se debe destacar que se present6 una
disminucion en el valor de las exportaciones de café¢ del 16.4 % ($163.3 millones de
ddlares) que a su vez disminuy6 el volumen y precio de exportacion en un 8 % debido a
que Brasil tuvo condiciones climéticas favorables que incrementaron la oferta del grano en
el mercado internacional (Departamento de Analisis Macroeconémico y Prondsticos,
2023).

Del area designada para el cultivo de café, C. arabica representa el 98.5 % yel 1.5 %
restante es C. canephora (Lopez, 2021). La produccion en mayoria de ardbiga se debe a
una estrategia comercial y de diferenciacion que, como el resto de los paises
centroamericanos, emplea para destacar en el mercado y compensar su limitada capacidad
productiva y las crisis que ha experimentado el sector cafetalero. De manera que, se han
enfocado en producir cafés de alta calidad que cumplan con rigurosos estandares y
elaborados siguiendo practicas sociales y ambientales atractivas para los mercados de
destino (Juarez, 2018; Peralta et al., 2023). Por ello se ha utilizado el bosque como sombra
para mejorar el rendimiento y calidad del cultivo y el proceso de lavado; aunque esto
requiere de mayor mano de obra y mas agua que los métodos secos, pero permite que el
café se cotice a un mayor precio que el promedio (Judrez, 2018; De Ledén y Rodriguez,
2021). Del cafeto arabico se cultivan diversas variedades tradicionales e hibridas
provenientes de las lineas originales Tipica y Bourbon (Van der Vossen et al., 2015; Lopez,
2021). Las tradicionales Caturra, Catuai, Pache, Pache Colis, Bourbon y Pacamara que
contribuyen a la produccidon nacional en términos de cantidad y calidad de bebida; y las
variedades hibridas que son resistentes a la roya como Catimor y Sarchimor (Lopez, 2021).
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C. Lineas tradicionales y nuevas variedades con resistencia genética de
importancia econdmica en Guatemala

El cafeto arabigo al ser alotetraploide se ha adaptado a diversos ambientes a lo largo
del cinturén cafetero (Van der Vossen et al., 2015). Tanto que algunas de las semillas de
plantas de Etiopia son las que han dado origen a las variedades tradicionales de
Latinoamérica (Marroquin, 2014). Por tanto, la produccién de estas se basa en cultivares
desarrollados hace mucho tiempo mediante la seleccion de las lineas originales Tipica y
Bourbon (Van der Vossen et al., 2015).

Dado que el crecimiento del cafeto se ve influenciado por factores ambientales como
altitud, temperatura, precipitaciones, suelo y luz solar, se han producido mutaciones o
cruces naturales como mecanismo de adaptabilidad o bien, se han realizado de manera
dirigida para favorecer la supervivencia (Lopez, 2006; Marroquin, 2014; Ngugi et al.,
2021). Generando asi los descendientes tradicionales: Caturra, Mundo Novo, Catuai,
Pache, Villa Sarchi, Pacas y Maragogipe (Marroquin, 2014).

Si bien, estos cultivares tradicionales de arabica presentan un alto rendimiento y
excelente calidad de taza en las condiciones ambientales y manejo de cultivo adecuadas,
en su mayoria son susceptibles a enfermedades y plagas del café (Marroquin, 2014). Por lo
que, se busco utilizar especies similares a ardbica para mejorarla y facilitar su
mantenimiento evitando inversiones econdémicas extras y retos ecologicos (Etienne et al.,
2002; Van der Vossen et al., 2015). De manera que, se utilizé a C. canephora como fuente
de resistencia genética, especificamente contra la roya, para generar nuevas variedades de
porte bajo, productivas y resistentes como los Catimores y Sarchimores (Marroquin, 2014;
Velasquez, 2021). De los cuales las variedades Catuai, Pacamara, Catimor, Sarchimor y
Castillo son las mas conocidas comercialmente y representan el 34.1 % del total de parque
cafetalero en Guatemala (Marroquin, 2014; Velasquez, 2021). Adicionalmente, estas
variedades se han cruzado para obtener plantas con mejor calidad de taza, tolerancia a
sequia, resistencia a ataque de plagas y fitoparasitos y que fortalezcan la productividad;
entre ellas: Anacafé 14 e Icatu (Velasquez, 2021).

1. Variedades tradicionales en Guatemala
a. Caturra

Variante de la mutacion de Bourbon descubierta en Brasil a principios del siglo XX e
introducida a Guatemala, especificamente en la Finca Chocold en Suchitepéquez, en la
década de los cuarenta (Marroquin, 2014). Se adapta bien en practicamente todos los
rangos altitudinales, siendo optimo su rendimiento a 1,300m; por tanto, puede ser cultivado
en las diferentes regiones del pais (Lopez, 2021). Posee porte bajo con una altura de 1.8m,
un eje principal grueso poco ramificado, ramas secundarias abundantes que le proveen
apariencia compacta a la planta y un buen vigor vegetativo, y cuenta con entrenudos cortos
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caracteristicos (Marroquin, 2014; Lopez, 2021). Sus hojas son grandes, onduladas y anchas,
con un color verde oscuro y textura poco aspera. Sus frutos son rojos o amarillos,
predominando en Guatemala la producciéon de frutos rojos con granos medianos (Lopez,
2021). Se caracteriza por su forma ligeramente angular, compacta, con buen potencial de
rendimiento, alta produccion y calidad estindar en Centroamérica; aunque, es muy
susceptible a la tota, nematodos y antracnosis de la cereza (Marroquin, 2014; Lopez, 2021).

b. Catuai

Producto entre el cruce artificial entre las variedades Mundo Novo y Caturra; llevado
a cabo en el Instituto Agronémico (IAC) en Brasil e introducido en Guatemala en 1970
(Marroquin, 2014). Se desarrolla de manera 6ptima en altitudes desde los 690 hasta los
1,371 m s.n.m en las regiones de Boca Costa (San Marcos a Jutiapa) y a 1,067 a 1,675 m
s.n.m en las zonas central, oriental y norte del pais (Orozco y Hernandez, 2017). Se
caracteriza por ser una variedad de porte bajo, ligeramente mas grande que Caturra, sus
ramas laterales forman un angulo cerrado con el tallo principal y presenta entrenudos cortos
(Marroquin, 2014). Las hojas presentan forma redondeada y un color cerde claro a oscuro;
produce frutos rojos y amarillos, aunque en Guatemala predomina la variedad roja con
grano mediano (Veldsquez, 2021). Esta variedad es reconocida por su gran vigor y alta
produccion en comparacion con Bourbon; aunque es susceptible a la roya, nematodos y
CBD vy requiere de un solido programa de manejo (Veldsquez, 2021; World Coffee
Research, 2024).

c. Anacafé 90 o Ihcafe 90

Surgi6 de la descendencia del Catimor T-5175 proveniente del cruce entre el hibrido
de Timor 832/1 con Caturra (Velasquez, 2021; World Coffee Research, 2024). El cafeto es
un arbusto de porte bajo de 2.20 m de altura, con entrenudos cortos y ramas largas, hojas
anchas y oscuras, brotes bronceados y con buen vigor vegetativo. Sus frutos tienen un color
rojo con tamafio de grano mediano y son de maduracion intermedia. Posee productividad
alta y una buena calidad de taza (Velasquez, 2021). Es susceptible a la roya, neméatodos,
ojo de gallo y CBD, pero estd bien adaptada a latitudes arriba de los 1000 m s.n.m
(Velasquez, 2021; World Coffee Research, 2024).

2. Nuevas variedades con resistencia genética en Guatemala
a. Anacafeé 14

Variedad que surge del cruce natural entre la variedad Catimor (T-5175, Anacafé 90 o
Timor Hibrido 832/1x Caturra) y Pacamara alrededor de 1980 en el departamento de
Chiquimula, y fue hasta 2014 que empezd a ser comercializada (Velasquez, 2021; World
Coffee Research, 2024). Es producida en la region oriente del pais, por lo que se encuentra
a 1,200m s.n.m, en suelos franco-arenosos con precipitacion anual entre 1,500 a 1,800 mm
y temperatura que oscila entre 15-32°C (Veldsquez, 2021). La planta posee un porte medio
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y frondoso, vigor notable y con abundantes ramificaciones; sus frutos son ovalados y
grandes por lo que le permiten generar una alta productividad (Orozco y Hernandez, 2017;
Velasquez, 2021). Ademas, esta es resistencia a la enfermedad de la roya, aunque es
susceptible a nematodos y CBD (World Coffee Research, 2024).

b. Catucai

Originado por el cruzamiento natural entre Icati y Catuai, seleccionado por primera
vez en 1988 por el Instituto Brasilefio del Café (IBC) (Orozco y Hernandez, 2017). Se
caracteriza por su porte medio de 2.40 m, ramificaciones secundarias abundantes,
entrenudos cortos y brotes de color verde o bronce y adaptabilidad a zonas medias o altas.
Los frutos que pueden ser rojos o amarillos poseen un tamafio mediano y un ciclo de
maduracion intermedio. Presenta vigor y productividad alta, buena capacidad de rebrote y
una buena calidad de bebida, similar a la de Catuai (Orozco y Hernandez, 2017; Velasquez,
2021). Generalmente su resistencia a la roya y al CBD es moderada por lo que el dafio es
menor; aunque es susceptible a los nematodos (Agencia de los Estados Unidos para el
Desarrollo Internacional, 2023).

c. Obata

Resultado del cruce realizado en 1967 en Portugal entre el hibrido Timor (832/2) y
Villa Sarchi. Introducida en Brasil en 1971 para que la descendencia se desarrollara y en el
afio 2000 el Instituto Agronémico de Campinas (IAC) lanzé oficialmente la variedad
obtenida con la mejor productividad y resistencia a la roya (Veldsquez, 2021). Esta
adaptado para una buena produccion en altitudes bajas a medias entre 700-1300 m s.n.m
(World Coffee Research, 2024). Se destaca por su porte bajo y compacto, entrenudos cortos,
ramificaciones secundarias, hojas grandes y anchas con bordes ligeramente ondulados y
sus brotes verdes. Sus caracteristicas de altura y didmetro son similares a las de Catuai (2.20
m) y sus frutos son rojos y grandes presentan una maduracion tardia (Velasquez, 2021).
Son productivos, de alto vigor y la calidad de bebida es muy buena. Ademads, presentan
resistencia a la roya; aunque son susceptibles a nematodos y se desconoce su
susceptibilidad a CBD (Velasquez, 2021; World Coffee Research, 2024).

D. Evaluacion de la diversidad con caracterizacion molecular

1. Diversidad genética

Es la variabilidad genética existente entre individuos de una misma poblacion dentro
de una especie. Surge por la combinacion de material genético (ADN) durante la herencia,
mutacion, flujo y deriva genética (Kumar y Singh, 2023). Al proporcionar informacién
sobre la diversidad dentro y entre los individuos permite identificarlos y diferenciarlos
segun sus caracteristicas (Yirga, 2021).
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En el caso del café, la composicion genética del cafeto impacta en la calidad de los
granos ya que influye en los genes responsables de compuestos quimicos y precursores de
aroma (Mengistu et al., 2020). Tomando en cuenta esto, las variaciones genéticas pueden
desempefiar un papel importante en la utilizacion eficiente de las plantas; especialmente ya
que estas pueden verse afectadas por elementos del ambiente como la altitud, y temperatura,
patrones de lluvia y quimica del suelo (Mengistu et al., 2020; Yirga, 2021). Por tanto, la
diversidad genética puede utilizarse para mejorar los cultivos para seleccionar variedades
resistentes y altamente productivas (Bekele y Endashaw, 2014).

2. Tipos de caracterizacion

Los procesos de mejora de los recursos genéticos de los cultivos dependen de cruces
continuas de parientes silvestres, variedades tradicionales y mediante técnicas modernas de
crias. Para ello, se puede medir a nivel morfologico, bioquimico y molecular (Bekele y
Endashaw, 2014).

a. Morfolégica

Consiste en puntuar caracteres que puedan detectarse facilmente y que tengan una alta
heredabilidad basada en la forma y estructura del organismo. Se basa en las caracteristicas
morfoldgicas como habitat de crecimiento, tipo de hoja, caracteristicas florales y forma de
frutas; por lo que puede ayudar a clasificar segun su taxondmica y botanica, caracteristicas
que afectan su manejo agrondmico y su reaccion a condiciones ambientales (Bekele y
Endashaw, 2014; Pokharel et al., 2023). Para esta se utilizan descriptores, los cuales cuentan
con caracteres que se consideran importantes y utiles para describir una poblacion en la
especie (Bekele y Endashaw, 2014). Sin embargo, tiene algunas limitaciones porque esta
influenciada por el entorno y requiere de una evaluacién continua durante el ciclo de
crecimiento (Weldemichael, 2023). En Guatemala, se han utilizados descriptores de
caracterizacion morfolégica basados en el propuesto por el Instituto Internacional de
Recursos Fitogenéticos (IPGRI) con modificaciones que incluyen los caracteres mas
importantes de la planta de café, como: caracteristicas de hoja, tallo, arquitectura de planta,
ramas, semillas y frutos (Miranda, 2017).

b. Molecular

Permite caracterizar la variabilidad que no puede ser detectada mediante la
observacion visual (Bekele y Endashaw, 2014). Por tanto, se han desarrollado herramientas
poderosas en forma de marcadores moleculares; los cuales pueden sefialar la posicion de
un gen en particular en una ubicacion especifica del genoma (Pacotaype, 2017). Estos
marcadores son independientes de factores ambientales y son mds numerosos que los
marcadores morfoldgicos por lo que pueden dar informacion mas clara sobre la variacion
genética del organismo (Weldemichael, 2023).
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3. Marcadores moleculares
a. Definicion

Los marcadores moleculares son pequefias regiones de secuencias de ADN que
muestran un polimorfismo (delecion, insercion o sustitucion de bases) entre diferentes
individuos (Weldemichael, 2023). Estos son utilizados en el mapeo genético para:
identificar directamente genes de interés, detectar hibridos de células somaticas y mapeo
fisico de los genes mediante hibridacion in situ. Ademas, pueden utilizarse en varias sondas
de ADN, técnicas de cribado y construccion de mapas mediante anélisis de ligamiento
(Marwal et al., 2014). Dado a su largo alcance, estos se encuentran constantemente en
desarrollo y han evolucionado desde los sistemas de marcadores de primera y segunda
generacion: RFLPs, RAPDs, SSRs y AFLPs, hacia los de tercera y cuarta generacion, que
incluyen SNPs y ensayos DArT (Kumar et al., 2020).

b. Ventajas de la utilizacion de los marcadores moleculares en la caficultura

Debido a que los marcadores moleculares cuentan con secuencias cortas que funcionan
como cddigos de barra, que son independientes del entorno y la etapa de la vida de la planta,
permiten una identificacion mas eficiente del organismo (Yunita et al., 2020). Por tanto,
permiten abordar cuestiones relacionadas con las relaciones filogenéticas, mapear loci y
rastrear rasgos adaptativos; asi como también diferenciar entre especies y cultivares que
estdn estrechamente relacionados (Robarts y Wolfe, 2014; Yunita et al., 2020).
Especificamente, los marcadores moleculares dominantes basados en PCR como RAPD
(ADN polimérfico amplificado aleatoriamente), ISSR (repeticion de secuencia intersimple)
y AFLP (polimorfismo de longitud de fragmento amplificado) son una herramienta valiosa
debido a que permiten discernir entre relaciones de orden superior y niveles taxonémicos
de variacion mas superficial (Robarts y Wolfe, 2014). En C. arabica estos marcadores han
identificado con éxito germoplasmas y cultivares, diversidad y mapeo genético; ademas,
facilitan la certificacion de cruces controlado en programas de mejoramiento (Medeiros et
al., 2021).

4. Marcador molecular basado en la PCR con polimorfismo amplificado relacionado
con la secuencia (SRAP)

a. Generalidades

Marcador dominante basado en la PCR con polimorfismo amplificado relacionado con
la secuencia (SRAP, por sus siglas en inglés) capaz de generar fragmentos de todo el
genoma con alta reproducibilidad y versatilidad. Este se emplea para amplificar secciones
codificantes de ADN utilizando cebadores especificos para marcos de lectura abiertos
(ORF) (Robarts y Wolfe, 2014). En comparacion con otros marcadores, la amplificacion
preferencial de los ORF tiene el potencial de fortalecer la relacion entre los polimorfismos
de ADN vy los rasgos morfologicos que caracterizan morfotipos (Li et al., 2014).
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Los cebadores que se utilizan tienen una longitud de 17 a 18 pares de bases, de las
cuales las primeras 10 u 11 bases del extremo 5’ son secuencias sin composicion especifica
(denominadas de relleno), seguidas de una secuencia CCGG (adelante o forward) o AATT
(revesa o reverse) y por ultimo tres nucleotidos selectivos (aleatorios) en el extremo 3’
(Robarts y Wolfe, 2014) (Figura 3). Estos permiten no solo amplificar el intervalo entre
genes y sus regiones flanqueantes no codificantes, sino que también se vinculan a genes
reales; por tanto, permiten un aislamiento facil de sus bandas para la secuenciacion (Li et
al., 2014).

Secuencia de ADN

/ central \

/ Secuencia de ADN

central
N

s —]

Figura 3. Representacion esquematica del marcador SRAP.
Nota. Adaptado de Choudhury, Kharbyngar y Rani (2022)

b. Ventajas sobre otros marcadores moleculares

Los marcadores SRAP se destacan por su simplicidad y eficacia para revelar la
variacion genética en diversos niveles taxondmicos y entre las poblaciones de hibridos intra
e interespecificos (Robarts y Wolfe, 2014). Ademas, estos son mas rentables ya que pueden
generar una mayor variedad puesto que sus cebadores adelante y reversa pueden
combinarse (Yunita et al., 2020). Estudios comparativos han demostrado que estos
marcadores ofrecen niveles similares de variacion con respecto a los marcadores AFLP,
pero con menor esfuerzo técnico y costo (Robarts y Wolfe, 2014). Adicionalmente, a
diferencia de otros sistemas estos tienen la capacidad de ser multilocus y multialélicos por
lo que son mas eficientes para analizar la diversidad genética, mapeo de genes y genotipado
(Yunita et al., 2020).
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VI. METODOLOGIA

A. Sitio de estudio

Las muestras fueron recolectadas en la finca Buena Vista en San Sebastian, Retalhuleu,
y en la finca Las Flores en Barberena, Santa Rosa.

B. Sujeto de estudio

El sujeto de estudio es el genoma de variedades de café de la especie Coffea arabica
de importancia econdmica en Guatemala. En las que se incluyen variedades tradicionales
como: Caturra, Catuai, Anacafé 90; y nuevas variedades con resistencia genética resultado
del cruce de otras ya mejoradas como Catucai, Anacafé 14 y Obata.

C. Diseiio, enfoque y tipo de investigacion
Disefio descriptivo de tipo transversal.
D. Tipo y tamafo de muestra

Se muestreo en la finca Buena Vista las variedades Anacafé 14 y Obata y en la finca
Las Flores las variedades Caturra, Catuai, Anacafé 90 y Catucai. De las cuales se
recolectaron muestras foliares de la parte media de 3 cafetos de cada variedad para un total
de 18 cafetos.

E. Criterios de inclusion y exclusion

1. Criterios de inclusion

e Las muestras provienen de la finca Las Flores (Barberena, Santa Rosa) o de la
finca Buena Vista (San Sebastian, Retalhuleu).

e Los cafetos analizados deben tener al menos 1 afio en campo o 1 afio en
produccion.

o Los cafetos deben pertenecer a las variedades Caturra, Catuai, Anacafé 90,
Catucai, Obata o Anacafé 14.

2. Criterios de exclusion

e Las muestras no provienen de la finca Las Flores o de la finca Buena Vista
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e Los cafetos analizados tienen menos de 1 afo en campo o 1 afio en produccioén

e Los cafetos son de variedades distintas a las variedades: Caturra, Catuai,
Anacafé 90, Catucai, Obata o Anacafé 14.

F. Variables

Las variables que estan involucradas en este trabajo se describen en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Variables de variedades de C. arabica con importancia comercial

Variable Definicion Indicador Dimensiones Instrun}e‘n,to
de medicion
Variedades Cultivares de las lineas Caturra: forma ligeramente Nombre de las Descriptor
tradicionales  originales Tipica 'y angular y compacta; porte variedades: Caturra, morfoldgico
Bourbon, y de bajo (~1.8 m); hojas verdes Catuai, Anacafé 90)
descendientes grandes, anchas con textura
generados por cruces un poco aspera y bordes
naturales o dirigidas ondulados.
entre padres arabigos
genéticamente distintos.  Catuai: porte medio (~2.25
m); hojas verdes, redondas y
Presentan  un  alto brillantes.
rendimiento y excelente
calidad de taza, pero son Anacafé 90: porte bajo
susceptibles a plagas y  (~2.20 m) y medianamente
enfermedades del café. compacta; hojas anchas
verde oscuro con brotes
bronce.
Variedades Cultivares con Anacafé 14: porte bajo Nombre de las Descriptor
con resistencia genética  (~2.20 m) y compacto; hojas  variedades: Anacafé morfologico
resistencia tomada de C. canephora  verdes. 14, Catucai y Obata
genética que fortalecen la
productividad del café. Catucai: porte medio (~2.40
m) con brotes verdes o
Presentan resistencia a  bronces.
roya, sequia y/o ataques
de plagas. Obata: porte bajo (~2.20 m)
con hojas grandes, anchas y
de bordes ligeramente
ondulados
Perfil Marcador basado en la Patrones de bandas distintos Presencia/ausencia Bandas
molecular PCR con polimorfismo que caractericen a las de  bandas de visualizadas
con el amplificado relacionado  variedades amplificacion mediante
marcador con la secuencia capaz electroforesis en
SRAP de generar fragmentos Picos que representan alelos Picos definidos y  gel

de las  secuencias
codificantes del genoma

en electroferograma que
caractericen las variedades.

>100RFU por
encima del ruido del
electroferograma

Picos visualizados
mediante
electroferograma

Nota. Elaboracion propia

18



G. Hipotesis

El marcador molecular SRAP puede establecer el perfil molecular de las variedades
de café Coffea arabica, independientemente del sitio geografico donde se encuentre, debido
a su capacidad para generar fragmentos de todo el genoma con alta reproducibilidad y
versatilidad.

H. Metodologia

;g%%ls‘;crﬁ'igg% BN Extraccion de PCR punto Eliﬁtgloéis's Secuenciacion Anélisis de
de muestras ADN final agarosa por fragmentos resultados

Figura 4. Pasos del diserio experimental implementado en el estudio

1. Recoleccion y procesamiento de muestras

Las muestras se recolectaron en las fincas Buena Vista, Retalhuleu, y Las Flores, Santa
Rosa. Para esto se dividiod la planta de café en 3 partes de manera horizontal y de la parte
de en medio se identificd los cuatro puntos de recoleccion (adelante, atras, izquierda y
derecha). De las bandolas de café seleccionadas de los cuatro puntos se recogio del tercer
y cuarto par de hojas 1-2 hojas verdes para un total de 6-8 hojas por cafeto. Se verificd que
estas se encontraran libres de dafos por plagas y/o enfermedades y se almacenaron en
bolsas herméticas retirando todo el aire de la bolsa antes de sellarla para evitar la oxidacion
de las hojas. Cada bolsa fue etiquetada con un identificador, variedad y fecha de
recoleccion. Posteriormente, se midio la altura de cada cafeto con ayuda de un metro. Para
la descripcion de las hojas, se observo el color y se clasificaron como verdes o bronceadas
segiin lo que se observaba en cada caso. Esta clasificacion se basé en los colores tipicos
asociados a los brotes descritos en la Guia de variedades de café de Guatemala (Velasquez,
2021). Adicionalmente, con una regla se tomaron las mediciones de largo y ancho de tres
hojas.

Estas muestras se colocaron en una hielera con hielo para su transporte y se
almacenaron a 4° C. Al ingresar al laboratorio las muestras fueron limpiadas con agua
corriente y agua destilada, secadas y ultracongeladas a -80 °C por un dia. Posteriormente,
estas se liofilizaron en el equipo FreeZone (LabConco™) por 48 horas a 0.060 mbar; al
finalizar se molieron las muestras para obtener un polvo fino que permitio los analisis
posteriores y el almacenamiento de estas en tubos de 2 mL con rosca en cajas con silica gel
para mantener un ambiente de baja humedad (>50 %).
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2. Extraccion de ADN

Se realiz6 la extraccion de ADN basado en el método de extraccion de Doyle y Doyle
(1990) con modificaciones. Se us6 20 mg de tejido liofilizado al que se le afiadi6 700 uL
de buffer de extraccion de CTAB 2 % (CTAB 2 %, 1.4M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM
Tris-HCI (pH=8),0.03 % de metabisulfito de sodio) previamente calentado a 65°C y se pasd
a un vortex para homogeneizar. Se incubd a 65 °C por 45 minutos con agitacion constante
y se centrifug6 a 14000 rpm por 15 minutos. Al sobrenadante extraido se le anadié 600 ul
de solucion cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y se mezclo invirtiendo el tubo varias
veces. Se centrifugd a 14000 rpm por 15 minutos; se extrajo el sobrenadante y se le afiadid
2 veces el volumen del sobrenadante de isopropanol frio y se dejé incubando 1 hora a
-20 °C.

Luego se centrifugo a 14000 rpm por 25 minutos a 4 °C y se descartd el sobrenadante.
El pellet se lavo con 600 ul de etanol 70 % frio, se centrifugd a 14000 rpm por 8 minutos
y se descartd el sobrenadante. Se realiz6 otro lavado de la misma manera con 600 uL de
etanol al 95 % frio. Por altimo, se dejo secar el tubo invertido sobre papel filtro hasta que
no se observara humedad. Una vez seco, se reconstituyé en 100uL de buffer TE con 4 uL
de ARNasa (10 mg/mL), se incubaron los tubos 37 °C por 30 minutos y luego se colocaron
inmediatamente en hielo.

3. Cuantificacion y determinacion de pureza de ADN

Para cuantificar el ADN se utiliz6 el espectrofotdémetro NanoDrop® One C (Thermo
Fisher Scientific) utilizando la opcion dsDNA y se determind la pureza usando las
relaciones A260/A280 (rango de 1.8-2.0) y A260/A230 (rango de 2.0-2.2) en los rangos
considerados como Optimos.

4. Amplificacion de los cebadores SRAP por PCR punto final

Los cebadores (o primers) SRAP utilizados consistieron en 7 cebadores directos (o
forward) y 7 indirectos (o reverse) propuestos por Li y Quiros (2001). Los cebadores
directos fueron marcados en el extremo 5’ con los colorantes 6-FAM, VIC, PET y NED
(cuadro 2) para su posterior andlisis de fragmentos; siendo estos seleccionados dado a la
calibracion del equipo. Las combinaciones de primer utilizados se muestran en el Cuadro
3. La amplificacion de ADN se llevo a cabo segun lo descrito por Kumar et al. (2011) con
modificaciones en un volumen de reaccion de 25 uL que contenia: master mix GoTaq® G2
Hot Start a una concentracion 1X, 10 mM de cada cebador, agua y 70-100 ng de ADN
gendmico. El programa en el termociclador SimpliAmp™ empleado fue de 4 etapas:
desnaturalizacion inicial a 96 °C por 4 minutos; 5 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 35 °C por
1.15minutos y 72 °C por 2 minutos; 30 ciclos a 94 °C por 1 minuto, 50 °C por 1.15min y
72 °C por 2 minutos; y extension final a 72 °C por 10 minutos. Los productos amplificados
se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 % (p/v) usando tampon TAE
1X.
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Cuadro 2. Cebadores SRAP utilizados para el andlisis de fragmentos

Cebador directo Cebador indirecto
Nombre Secuencia (5’a 3’) Colorante Nombre Secuencia (5’a 3’)
Mel TGAGTCCAAACCGGATA 6-FAM Eml GACTGCGTACGAATTAAT
Me2 TGAGTCCAAACCGGAGC VIC Em2 GACTGCGTACGAATTTGC
Me3 TGAGTCCAAACCGGAAT NED Em3 GACTGCGTACGAATTGAC
Me4 TGAGTCCAAACCGGACC PET Em4 GACTGCGTACGAATTTGA
Me9 TGAGTCCAAACCGGAGG 6-FAM Em10 GACTGCGTACGAATTCAT
Mel0 TGAGTCCAAACCGGAA  VIC Em12 GACTGCGTACGAATTCTC
Mell TGAGTCCAAACCGGAAC NED Em13 GACTGCGTACGAATTCTG

Nota. Adaptado de Kumar et al. (2011, p. 609)

Cuadro 3. Combinaciones de marcadores SRAP para la amplificacion y el analisis de
fragmentos

ID de la combinacion Directo Indirecto
A Mel Em12
B Me2 Em4
C Me3 Eml
D Me3 Em3
E Me3 Em4
F Me4 Em3
G Me4 Em10
H Me9 Em10
I Mel0 Em13
J Mell Em10

Nota. Elaboracion propia
5. Secuenciacion

Para el analisis de fragmentos se mezcld 1uL del producto amplificado con 0.4 uL del
estindar de tamafio GeneScan 600LIZ (Applied Biosystems®) y 9.6 uL de Hi-Di
formamida. La mezcla se desnaturalizd y cargd en el secuenciador SeqStudio Genetic
Analyzer®. Se analizaron los datos con el software de andlisis GeneMapper (Applied
Biosystems®).

6. Analisis de los datos empleando bioinformatica y estadistica

Los datos se recopilaron en formato binario: presencia (1) o ausencia (0), para cada
variedad de café analizada con cada combinacion de cebadores. Para la identificacion de
fragmentos se establecio que debia tener 100 unidades de fluorescencia relativa (UFR)
sobre el nivel del ruido y estar definido; de manera que, picos definidos con mas de 100UFR
se les asignd un 1 y a los que no cumplian estos requisitos se les asignd un 0. De esto se
obtuvieron cuatro matrices binarias: combinacion B (Me2 y Em4), combinacion D (Me3 y
Em3), combinacion H (Me9 y Em10) y de unificacion de las matrices binarias de las
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combinaciones B, D y H. Siendo esta lltima obtenida al reunir los datos de las matrices de
cada combinacion para analizarlas como un todo.

A partir de cada una de las matrices binarias obtenidas se generaron las matrices de
similitud con el método de Jaccard para analizar la relacion genética entre los genotipos y
se construy6 un dendograma a través del método de agrupamiento jerarquico aglomerativo
simple promedio (UPGMA; Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)
utilizando el paquete Vegan (Oksanen et al., 2024) en RStudio (4.3.2) (Khaled et al., 2021;
Keles et al., 2022). Finalmente, se utilizé el paquete ape en RStudio (4.3.2) para descargar
los dendogramas rectangulares en formato newick y con ayuda de iTOL se convirtieron a
circulares para facilitar la interpretacion.

Por otro lado, con las cuatro matrices binarias obtenidas se estim6 como parametro de
diversidad el indice de Shannon utilizando Excel (Microsoft 365). Para ello, con cada
combinacion de cebadores, se determind para cada alelo reportado (s) el nimero de veces
que se observo en las 18 muestras de las variedades de café; es decir, su frecuencia. A partir
de esto, se calcul6 la proporcion (p;) como la fraccion de veces en que aparece en alelo con
relacion al total de observaciones. Por ultimo, se calcul6 el indice de Shannon aplicando la
formula:

H' = —Xi1pilogp;
(Nolan y Callahan, 2006)

Donde s es el nimero de alelos reportados en la combinacion analizada y p; es la proporcion
del alelo con relacion al total de observaciones.
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VII. RESULTADOS

A. Descripcion morfologica de las variedades de Coffea ardbica

Para la descripcion morfolégica de las variedades de Coffea ardbica de importancia
comercial en Guatemala se tomd en cuenta la altura de la planta, color y tamafio de hoja,
tal como se muestra en el Cuadro 4. Esto con el fin de establecer si existia una diferencia
entre las variedades de café analizadas utilizando como criterio estos tres pardmetros.

Cuadro 4. Descripcion de las variedades de Coffea arabica de importancia comercial en
Guatemala utilizadas para la caracterizacion molecular

Caracteristicas
Localizacion Variedad ID Aiios en Aiios de Altura Color del Tamaiio de
campo  produccion (m) brote la hoja
Buena Vista, 2878AC 2 1 0.89 Verde Grande
iy Anacafé

San Sebastian, 4 3071AC 2 1 1 Verde  Grande

Guatemala, 1049AC 2 1 0.9 Verde Grande
9150B 7 1 1.85 Verde Grande
238° SO. .

Altitud:400 m Obata 9160B 7 1 2.45 Verde Grande
9180B 7 1 2.45 Verde Grande
901CR 12 1 1.84 Verde Mediana

Caturra 903CR 12 1 2.05 Verde Mediana

904CR 12 1 1.80 Verde Mediana

Las Flores, 906CA 10 1 2.08 Verde Pequeiia

Barberena, Catuai  907CA 10 1 2.10 Verde Mediana
Santa Rosa, ]

Guatemala. 908CA 10 1 2.30 Verde Mediana

917CT 10 1 1.53 Verde Pequeiia

223°80. Catucai  918CT 10 1 1.54 Verde Pequefia
Altitud: 1200 m .

920CT 10 1 1.60 Verde Mediana

914AN 10 1 1.84 Verde Pequeiia

Ang(c)afe 915AN 10 1 1.82 Verde Pequefia

916AN 10 1 1.60 Verde Pequeiia

Nota. Tamafio de hoja: pequefia: <14x8 cm; mediana: >14x8 cm y <17x8 cm; grande: >17x8
cm. El tamafio de hoja se clasifico segun el promedio del largo y ancho de la misma (ver Cuadro
7 en Anexos).
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Del cuadro anterior se identificd con las tres caracteristicas analizadas se logra una
identificacion preliminar de la mayoria de las variedades, siendo algunas similares en
tamafo y color de brote, pero distintas en altura. Segiin el descriptor del IPGRI (1996)
modificado (2017) estas diferencias en el alto de la planta permiten una clasificacion de los
cafetos en: muy bajas, bajas y altas (Miranda, 2017). En el caso de Anacafé¢ 14 y Obata
tienen hojas verdes y grandes, pero difieren en su altura, ya que Anacafé 14 es clasificada
como muy baja (0.93 m) y Obatd como alta (2.25 m). Por otro lado, Caturra y Catuai
presentan hojas verdes y medianas, sin embargo, se diferencian en que Caturra es baja
(1.90 m) y Catuai de alta (2.16 m). Mientras que, Catucai y Anacafé 90 tienen hojas verdes
y pequeiias, y son de altura baja con 1.56 my 1.75 m, respectivamente.

B. Amplificacion de los cebadores SRAP mediante PCR punto final

Para realizar la amplificacion de los cebadores SRAP se establecid un total de 10
posibles combinaciones elegidas al azar. Las 10 combinaciones mostraron la presencia de
al menos 1 amplicon, sin importar la intensidad de la banda, en alguna de las 6 variedades
analizadas como se muestra en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Numero de bandas visualizadas en gel de agarosa 2 % para cada combinacion
de cebadores SRAP directo e indirecto en las 6 variedades analizadas

ID de la combinacion Bandas visualizadas
A 8
B 9
C 4
D 3
E 3
F 5
G 2
H 7
| 4
J 6

Del cuadro anterior, las combinaciones B, D y H son las inicas que presentan alguna
diferencia visible en el patron de bandas para al menos una de las variedades establecidas
como se muestra en la Figura 5. Por consiguiente, estas combinaciones fueron
seleccionadas para el analisis de fragmentos, mediante el cual se identificaran los alelos
amplificados de cada variedad a partir de los picos que se observen; siendo estos picos
generados gracias a la excitacion del fluorocromo que marca los productos de PCR.
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Figura 5. Combinaciones de cebadores SRAP visualizadas en geles de agarosa al 2 %.

Nota. A) Combinacion Mel con Em12; B) combinacion Me2 con Em4; C) combinacion
Me3 con Eml; D) combinacion Me3 con Em3; E) combinacion Me3 con Em4;
F) combinacion Me4 con Em3; G) combinacion Me4 con Em, H) combinacién Me9 con
Em10; I) combinaciéon MelO0 con Eml3; J) combinacion MelO con Emll. Donde
1) Escalera molecular 100bp; 2) blanco (en los geles que aplica); 3) Anacafé 14 (id.

1049A4C); 4) Anacafé 90 (id. 914AN); 5) Obata (id. 9180B); 6) Catucai (id. 918CT), 7)
Catuai (id.908CA); 8) Caturra (id. 901CR).
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C. Analisis de diversidad para las combinaciones de cebadores SRAP
que mostraron una diferencia en gel de agarosa 2 %

Para el andlisis de fragmentos se utilizaron las combinaciones B, D y H debido a la
diferencia entre variedades en los patrones de bandas visualizados mediante la
electroforesis en gel de agarosa. De estas, los electroferogramas obtenidos (ver Figura 10
en anexos) muestran los patrones de bandas como picos que representan diferentes alelos.
Estos fueron clasificados en matrices de presencia/ausencia como se observa en los
Cuadros 8, 9 y 10 en anexos. Para evaluar la similitud se obtuvo las distancias de Jaccard
y con el método de agrupamiento por pares no ponderados con promedio aritmético
(UPGMA) se crearon los dendogramas como se presentan en las Figuras 6, 7, 8 y 9.

B Anacafé 14 (AC) 2 g
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Figura 6. Dendograma radial producido por el coeficiente de Jaccard y el método de
agrupamiento por pares no ponderados con promedio aritmético (UPGMA), basado en los
datos de la combinacion B (Me2 y Em4) de SRAP en 18 genotipos de café

En la Figura 6 se puede observar que con la combinaciéon B, aunque se encuentren
diferentes niveles, las variedades Anacafé 14 y Obata con sus tres repeticiones y Catucai y
Anacafé 90 con dos repeticiones pudieron ser clasificadas en diferentes grupos. Mientras
que, Catuai y Caturra no se logran separar con totalidad hasta muchos niveles después.
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Figura 7. Dendograma radial producido por el coeficiente de Jaccard y el método de
agrupamiento por pares no ponderados con promedio aritmético (UPGMA), basado en los
datos de la combinacion D (Me3 y Em3) de SRAP en 18 genotipos de café

En la combinacion D (Figura 7), la separacion en grupos se logrd en su totalidad para
Catucai con sus tres repeticiones y parcialmente, dos repeticiones, para Anacafé 14, Caturra
y Anacafé 90. Sin embargo, las variedades Catuai y Obata se mantienen en el mismo nivel.
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Figura 8. Dendograma radial producido por el coeficiente de Jaccard y el método de
agrupamiento por pares no ponderados con promedio aritmético (UPGMA), basado en los
datos de la combinacion H (Me9 y Em10) de SRAP en 18 genotipos de café

En la Figura 8, en la que se muestra la combinacion H, dos repeticiones de las
variedades Catucai, Anacafé 90, Anacafé 14 y Caturra logran dividirse. Pero, las variedades
Catuai y Obata se mantienen en el mismo nivel; similar a lo observado en la combinacion
anterior (D).
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Figura 9. Dendograma radial producido por el coeficiente de Jaccard y el método de
agrupamiento por pares no ponderados con promedio aritmético (UPGMA), basado en los
datos de las combinaciones B, D y H de SRAP en 18 genotipos de café

Al analizar en conjunto las combinaciones B, D y H como se observa en la Figura 9,
se logro la separacion de al menos dos repeticiones de cada variedad para las seis variedades

investigadas.
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Adicionalmente, para completar el analisis de diversidad se calculd el indice de
Shannon para cada una de las combinaciones de cebadores, como se muestra en el Cuadro
6. Este permiti6 evaluar la diversidad obtenida de la combinacion de cebadores empleada,
asi como también cuando estos eran analizados de forma global.

Cuadro 6. Analisis de diversidad mediante el indice de Shannon

Combinacion de cebadores indice de Shannon
Me2 y Em4 (B) 2.99
Me3y Em3 (D) 1.57
Me9 y Em10 (H) 2.11
Combinaciéon B, D y H 3.50

Se obtuvo que la mayor riqueza la presenta la combinacion global de cebadores (B, D
y H), seguida de la combinacioén B, luego la combinacién H y por ultimo la combinacion
D. De acuerdo con Medrano et al. (2017), el indice de Shannon varia entre 1 a 5. Siendo
que, valores menores a 2 indican baja diversidad, valores entre 2 y 3.5 diversidad media, y
valores mayores a 3.5 reflejan una alta diversidad. Basado en este criterio, los resultados
revelan que la combinacion Me3 y Em3 (D) presenta una baja diversidad; mientras que el
resto de las combinaciones cuentan con una diversidad media.
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VIII. DISCUSION

Se buscaba describir la diversidad genética de las variedades de Coffea arabica de
relevancia comercial en Guatemala, seleccionadas por su alto rendimiento y su
composicion fisicoquimica, utilizando los marcadores moleculares SRAP dirigidos a las
secuencias genomicas codificantes. Para ello, primero se realizo la descripcion morfologica
(ver Cuadro 4) de cada individuo y variedad en la que utilizando los datos de la altura, color
y tamafio de hojas con el fin de evaluar preliminarmente si se podian diferenciar entre si
con estos parametros. De esto se pudo observar que el tamafio de las hojas y la altura de las
plantas de café varia dependiendo de la variedad. No obstante, segin lo reportado por
Velasquez (2021) en la Guia de variedades de café, algunas no cumplen con la altura
esperada. Por ejemplo, se esperaba un porte alto para Anacafé 14, Anacafé 90 y Catucai,
con alturas de 2.20 m para las primeras dos y 2.40 m para la tltima.

Esta diferencia puede deberse a diferentes factores, entre ellos factores ambientales
como diferencia de precipitacion, humedad del suelo y disponibilidad de radiacion solar;
factores de manejo del cafetal, como el descope que influye en la altura; o factores del ciclo
de crecimiento, siendo que la edad de la planta afecta directamente en su altura (Arcila,
2007; Palma, 2017). Este ultimo se considera como el responsable de la baja estatura de
Anacafé 14 ya que, como se evidencia en la seccion de anos en campo en el Cuadro 4, este
cafeto era muy joven (2 afios) por lo que no se habia desarrollado completamente; factor
que no es considerado en los descriptores morfologicos. De manera que, queda evidenciado
que estas guias fenotipicas cuentan como limitante que se ven influenciados por el entorno
y requieren de una evaluacion continua durante el ciclo de crecimiento para que estos
puedan ser aplicados de manera que si puedan dar informacién de la planta investigada
(Weldemichael, 2023).

Tomando en cuenta las limitaciones presentadas en la descripcion morfologica, se
realizd la caracterizacion molecular con SRAP para apoyar la diferenciacién entre
variedades a nivel genético. Las 10 combinaciones de cebadores SRAP probados mostraron
diferentes patrones de bandas entre si. Siendo la combinacion G la que menor cantidad de
bandas present6 (2) y B la de mayor cantidad (9), como se observa en el Cuadro 5. Las
combinaciones A, C, E, F, G, I y J presentan el mismo patréon de bandas en todas las
variedades, con excepcion de Obata; mientras que las combinaciones B, D y H presentan
diferencias en los patrones de bandas en al menos una de las variedades como se ve en la
Figura 5. De manera que, B presentaba patrones de 4, 5 y 9 bandas, D patrones de 1 y 3
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bandas y H patrones de 5 y 3 bandas, siendo el patron de 5 bandas representado de 3
diferentes formas.

Esto es debido a que los cebadores de los marcadores moleculares SRAP son de marco
de lectura abierto (ORF) dirigidos a secciones codificantes de ADN; por tanto, pueden
generar multiples fragmentos de ADN resultando en polimorfismos amplificados (Robarts
y Wolfe, 2014). Por tanto, los resultados indican que las combinaciones B, D y H generan
fragmentos polimorficos que pueden llegar a considerarse como distintivos para algunas de
las variedades estudiadas. De estas, la combinacion H es la que, visualmente, permite
diferenciar entre mas variedades; seguido de la combinacion B. Esto basado en que, como
se observa en el panel H de la Figura 5 el patron de bandas para Anacafé 14, Catucai y
Catuai son Unicos para cada variedad; pero Anacafé 90 y Caturra comparten un mismo
patron y Obaté no presenta un patron perceptible. Mientras que, en el panel B de la Figura
5 se puede ver dos patrones diferentes, uno para Anacafé 14, Catucai y Catuai y otro para
Anacafé 90 y Caturra; aunque, nuevamente en Obata no se percibe un patron.

La similitud en el patrén de bandas reportado entre Anacafé 90 y Caturra se debe a que
la primera proviene de una linea de Caturra con Hibrido de Timor 832/1 (WCR, 2024).
Mientras que, la similitud entre Anacafé 14, Catucai y Catuai esta relacionada a que tienen
como ancestro en comun a Caturra; aunque se esperaria una relacion mayor entre Catucai
y Catuai ya que la primera proviene de la segunda cruzada con Icati (Velasquez, 2019). A
pesar de estas relaciones genéticas, se puede apreciar que algunas combinaciones de los
marcadores SRAP si logran diferenciar a nivel de geles de agarosas entre variedades;
aunque no logra su separacion cuando estas estan estrechamente relacionadas.

Con el fin de confirmar lo observado en los geles de agarosa 2 %, se seleccionaron las
combinaciones B, D y H debido a su capacidad para amplificar genes polimorficos y se
realizd una secuenciacion de analisis de fragmentos para generar matrices de
presencia/ausencia de alelos. De esto se encontré que la combinacion B mostrd 24 alelos
(ver cuadro 10 en anexos), la D 5 alelos (ver cuadro 8 en anexos) y la H 9 alelos (ver cuadro
9 en anexos). Estos valores difieren con los reportados en el cuadro 5. para los geles de
agarosa, siendo asi que en este analisis se observaron mas.

Esto esta relacionado con que en la matriz de agarosa al 2 % se pueden separar tamafos
de fragmentos de ADN en un rango de 0.05 a 2 kb; mientras que mediante el analisis de
fragmentos usando el SeqStudio Analyzer se puede detectar hasta el cambio de un par de
bases (Kalof ef al., 2015; Thermo Fisher, 2022). Por ejemplo, este segundo pudo detectar
para B en la region entre 200-300 pares de bases 9 fragmentos que, en el gel de agarosa no
son perceptibles. Esto Ultimo también es relevante ya que al tratarse de una especie
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alopoliploide, resultante de la hibridacion de especies diploides estrechamente
relacionadas, se puede encontrar un maximo de cuatro alelos en un locus (De Silva et al.,
2005; Scalabrin et al., 2020); por tanto, identificar polimorfismos en estos es clave para
analizar la diversidad genética.

Cabe mencionar que, en el gel de agarosa los fragmentos detectados llegan a ser de
minimo 100 bp y méaximo 1500 bp (ver Figura 5) con una estimacion relativamente exacta
para este rango de pares de bases. Sin embargo, al haberse utilizado LIZ 600 como el
estandar de tamafio, esta solo puede detectar con exactitud 36 fragmentos entre 20 a
600 bp; por tanto, aquellos fragmentos reportados por encima de este rango para los
marcadores By H (ver Cuadros 9 y 10 en Anexos) son tamanos de fragmentos extrapolados
en el software (Thermo Fisher, 2024a). Por tanto, estos son menos precisos y, por
consiguiente, podria explicar la diferencia en los tamafos esperados en el gel de agarosa 'y
los obtenidos para la secuenciacion de fragmentos. Para obtener los tamafios reales de todos
los fragmentos y por realizar una comparacion mas exacta entre lo obtenido en los geles de
agarosa y la secuenciacion por andlisis de fragmentos se recomienda utilizar LIZ 1200, ya
que esta puede indicar el tamafio de 68 fragmentos de ADN en el intervalo de 20 a 1200
nucleotidos (Thermo Fisher, 2024b).

Dentro de este marco, particularmente para la variedad Obata se encontraron
resultados diferenciales entre la electroforesis en gel y el andlisis de fragmentos. Siendo asi
que, en la matriz de agarosa se evidenciaron bandas tenues o incluso imperceptibles (Figura
5), mientras que en el analisis de fragmentos los alelos pudieron ser identificados bajo los
criterios establecidos de 100RFU y definicion (Cuadros 8, 9 y 10). Esta discrepancia puede
ser por la baja abundancia de las secuencias diana como resultado de la recombinacion de
ADN, mutacion o segregacion aleatoria de los cromosomas durante la meiosis durante el
proceso de hibridacion que cred la variedad o bien, por compuestos de metabolitos
secundarios presentes en las hojas de café que afectaron la calidad del ADN (Kumar et al.,
2011 y Ramlan et al., 2024). Los cuales afectan directamente la visualizacion de los
productos del PCR en los geles de electroforesis.

Sin embargo, la deteccion de los alelos, indistintamente de su cantidad o calidad, fue
posible debido a la sensibilidad diferencial de los umbrales de deteccién de ambas técnicas.
Esto debido a que se ha encontrado que el analisis de fragmentos tiene aproximadamente
el doble de sensibilidad que el andlisis del PCR mediante electroforesis en gel (Sakaguchi
et al., 2020). Esta sensibilidad explica por qué las muestras de Obatd pudieron ser
caracterizadas exitosamente a través del andlisis de fragmentos, aunque no pudieran
visualizarse en la electroforesis. De igual forma, se recomienda que, para mejorar la calidad
y consistencia general del andlisis se puede mejorar la extraccion del ADN realizando 3
veces la etapa de precipitacion y separacion con cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) con
la finalidad de eliminar la presencia de metabolitos secundarios, proteinas y polisacaridos
que afectan la pureza del ADN (Ramlan et al., 2024).
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Continuando con los analisis, con las matrices obtenidas por el andlisis de fragmentos
se realizaron cuatro dendogramas para analizar si estos marcadores pueden diferenciar entre
los diversos grupos genéticos de las variedades de café. Para ello se utilizo el analisis de
distancias de Jaccard y el método UPGMA, el cual ha sido reportado anteriormente por
Robarts y Wolfe (2014) y Alghamdi et al. (2012) para evaluar la diversidad molecular
empleando los marcadores SRAP. La eleccion de este enfoque se basa en la generacion de
distancias calculadas como el promedio aritmético de las medidas de disimilitud entre pares
de objetos pertenecientes a diferentes grupos. Ademads, se caracteriza por introducir una
distorsion minima en la distancia entre agrupamientos en comparacion con la matriz
original (Delfino et al., 2011; Cruz et al., 2014).

En la Figura 6 se puede observar que, aunque se encuentren diferentes niveles, las
variedades Anacafé 14 y Obata con sus tres repeticiones y Catucai y Anacafé 90 con dos
repeticiones pudieron ser clasificadas en diferentes grupos. Mientras que, Catuai y Caturra
parecen estar mas relacionadas, por lo que su diferenciacion en grupos no se logré con
totalidad; aunque Catuai logro separar casi al final sus tres repeticiones del resto de Caturra.
La dificultad en esta Gltima division puede deberse a que Catuai proviene de la mezcla de
Caturra con Mundo Novo; por consiguiente, es de esperarse que ambas, al pertenecer a un
mismo grupo genético de Borbon y Tipica (WCR, 2024) presenten una relacion mas
cercana y que esta sea percibida en el dendograma.

Por otro lado, en la Figura 7 la separacion en grupos se logrd en su totalidad para
Catucai con sus tres repeticiones y parcialmente para Anacafé 14 (3071, 2878), Caturra
(903, 904) y Anacafé 90 (915, 916) con sus dos repeticiones; cabe mencionar que para esta
ultima incluso se separaron en dos grupos sus repeticiones, aunque provienen de un mismo
grupo un nivel arriba. Sin embargo, para las variedades de Catuai y Obata no se logré una
diferenciacion en ningln nivel. De manera similar, en el dendograma de la combinacion
H (ver Figura 8) se puede observar que las variedades Catucai, Anacafé 90, Anacafé 14 y
Caturra logran dividirse eventualmente en grupos en los que se incluye al menos sus dos
repeticiones, pero nuevamente las variedades Catuai y Obat4 no se muestran en diferentes
niveles. Indicando asi que estos marcadores no son utiles para identificar las variedades de
Catuai y Obata, aunque si pueden ayudar a diferenciar el resto de las variedades,
especialmente Catucai.

Se esperaba que las variedades de Catuai y Obata no se presentaran con tanta similitud
ya que, aunque ambas provienen del Instituto Agronomico (IAC), Brasil, Catuai pertenece
a un grupo genético de Borbon y Tipica relacionado de la familia de Mundo Novo x
Caturra; mientras que Obata es una introgresion de la familia de Timor Hibrido 832/2 x
Villa Sarchi CIFC 971/10 (WCR, 2024). Por consiguiente, a nivel genético no comparten
una variedad ancestral en comun; sin embargo, como se observa en los Cuadros 8 y 9
comparten la presencia de ciertos alelos como: 70, 193, 196, 343 en D y 89, 192 y 671 en
H. Esto anivel de dendograma con el analisis de distancias de Jaccard y el método UPGMA
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se traduce en una relacion mas cercana (Jako et al., 2009). Colocandolos asi mas proximos
y, en este caso, complicando su separacion en diferentes grupos.

Dado a estos resultados, se busco determinar si el andlisis de estos tres parares de
cebadores como un panel, unificando las matrices binarias en una sola, podria diferencia
de mejor manera entre estos grupos de variedades. Como se observa en la Figura 9 con este
enfoque se logrd la separacion, en algiin nivel, de al menos dos repeticiones de cada
variedad para las seis variedades investigadas. Siendo las mejor diferenciadas Anacafé 90
(914,915 y916) y Caturra (901, 903 y 904), seguidas de Catucai (920 y 918), Anacafé¢ 14
(3071, 1049), Obata (915, 916) y Catuai (907 y 908). Si bien, la separacion no se logrd en
su totalidad y tomd varios niveles, la combinacion de estos cebadores logré una mejor
diferenciacion de los grupos de las variedades a como lo hacen los marcadores por
separado.

Esto también puede verse reflejado en el Cuadro 6 ya que la combinacion de todos los
cebadores presenta el indice de Shannon mas alto (3.5), indicando asi que no solo hay una
alta diversidad de especies, sino que estas estan distribuidas de una manera uniforme (Lee
et al., 2023). De igual forma se debe mencionar que, el conjunto de cebadores Me2 y Em4
(combinacién B) present6 el segundo valor mas alto (2.11), posicionandolo como el
candidato mas prometedor, entre las tres combinaciones analizadas, para diferenciar casi
todas las variedades. Tomando en cuenta estos resultados y los dendogramas, se sugiere
analizar cada combinacion de cebadores de manera independiente y luego integrarlas en la
matriz de distancias. Esto permitira crear un panel de cebadores que potencie la capacidad
de estos marcadores para evaluar la diversidad molecular.

En conjunto, estos resultados demuestran que los marcadores SRAP son capaces de
diferenciar en sus grupos genéticos a las seis variedades con importancia econdmica en
Guatemala. Siendo, segun la técnica de andlisis de fragmentos, la combinacion de los
marcadores Me2- Em4 (B), Me3- Em3 (D) y Me9- Em10 (H) aquella que logré la mayor
separacion de estos. Aunque, si se desea una caracterizacion rapida a nivel de geles de
agarosa 2 %, la combinacion H es la que visualmente permite diferenciar entre mas
variedades. Por tanto, dependiendo del enfoque que se utilice se puede elegir entre la
utilizacion de una combinacion de cebadores o el uso de varios.
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IX. CONCLUSIONES

Los marcadores moleculares SRAP demostraron ser efectivos para diferenciar
las seis variedades comerciales de Coffea arabica en grupos genéticos.

Se determind que la combinaciéon H (Me9-Em10) permite la diferenciacion de
al menos 3 variedades mediante electroforesis en gel, lo cual facilita la
identificacion rapida de estas.

Se identifico que la combinacion de los cebadores Me2-Em4 (B), Me3-Em3 (D)
y Me9-Em10 (H) logré la mayor separacion entre las variedades. Lo que sugiere
que la eleccién de los cebadores es crucial para el analisis de la diversidad
genética.

La combinacion de todos los cebadores muestra un alto indice de Shannon (3.5),
indicando una significativa diversidad genética y distribucion uniforme de las
variedades.

El andlisis independiente de cada combinacion de cebadores, seguido de su
integracion en una matriz de distancias, es crucial para crear un panel de
cebadores que potencie la capacidad de estos marcadores para evaluar la
diversidad molecular de Coffea arabica.
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X. RECOMENDACIONES

Tomando en cuenta los resultados obtenidos, como siguientes pasos se recomienda
probar el resto de las combinaciones (~ 62) entre los marcadores SRAP para evaluar si
existe alguno que pueda diferenciar entre las variedades mejor que H a nivel de geles de
agarosa, o que la combinacién de B, D y H en el analisis de fragmentos. Asimismo, se
sugiere analizar los demés marcadores a nivel de analisis de fragmentos, usando un estandar
de tamafio mas grande, como LIZ1200, para evaluar la presencia de alelos que no puedan
ser visualizados simplemente con los geles de agarosa. O bien, emplear geles de acrilamida,
los cuales pueden separar las moléculas de ADN con diferencias de 1 pb (0.1 %), similar al
limite de deteccion mediante analisis de fragmentos (Green y Sambrook, 2020). Asi como
también considerar no solo el uso de un par de cebadores, sino diferentes combinaciones
de los marcadores SRAP, con el fin de generar un panel que permita una identificacion y
diferenciacion mas exacta de las variedades. Por ultimo, se establece que para futuras
investigaciones seria ideal realizar el andlisis con un tamafio de muestra mas grande, de al
menos 15 cafetales por variedad. Ademas, considerar recolectar una misma variedad en
diferentes fincas, con el fin de comparar los resultados obtenidos y establecer un banco
oficial que identifique las variedades mas "puras”.
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XII. ANEXOS

Cuadro 7. Clasificacion de las hojas segun su largo y ancho para la caracterizacion
morfologica de las variedades de Coffea arabica

Variedad  ID Largo SAnCho Prom. — Prom.ancho r, g5eacion
(cm) (cm) largo (cm) (cm)
16.5 7.3
2878AC 18 8.7 17 8 Grande
17.5 8.7
- 18 10
Anacafé 3471 4c 17 o 18 9 Grande
14
18 8
18 8.4
1049AC 17 7.5 18 8 Grande
18 8.5
17 9
9150B 16.5 7.5 17 9 Grande
17.3 9
17.5 8.3
Obata 9160B 20 9.5 18 9 Grande
17 8
18.5 9
9180B 19 9 19 9 Grande
18 8.7
17 7.5
901CR 14 6.5 16 7 Mediana
17 7.9
16.5 7
Caturra 903CR 15 6.7 16 7 Mediana
16 6.5
16.5 8.2
904CR 153 8 16 8 Mediana
16.5 8
13.5 6.3
906CA 11.5 5.5 13 6 Pequeila
13 5.5
16 7
Catuai 907CA 17.5 7.1 17 7 Mediana
16 6.8
16 5.9
908CA 17 6 17 6 Mediana
16.5 6.3
13 7
917CT 14.7 6.8 14 7 Pequeila
14.5 6.3
14.3 6.3
Catucai 918CT 17 7.2 16 7 Mediana
18 8
16 7
920CT 15 6.7 16 7 Mediana
15.5 7
14 6
914AN 14 6.8 14 7 Pequeila
13 7
- 12 6
Anacafé g5 N 125 5.6 12 6 Pequefia
20
12 3]
14 7.1
916AN 14 6.5 14 7 Pequeila
13.8 6

Nota. La clasificacion de pequeiia, mediana y grande se realiz6 seglin el promedio del largo y ancho de las hojas y los
rangos fueron establecidos bajo criterio propio con el fin de clasificarlas en tres grupos. Se establecid como: pequeiia:
<14x8cm; mediana: >14x8cm y <17x8cm; grande: >17x8cm.
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Cuadro 8. Matriz de presencia/ausencia de los alelos obtenidos a partir de los
electroferogramas del analisis de fragmentos con la combinacion D (Me3 y Em3)

Variedad ID 70 193 196 280 343
Anacafé 14 1049AC 1 1 0 1 1
3071AC 1 1 0 1 1
2878AC 1 1 0 1 1
Obata 9150B 1 0 1 0 1
9160B 1 1 1 1 0
9180B 1 1 0 0 1
Catuai 906CA 0 1 1 0 1
907CA 1 1 1 0 1
908CA 1 1 1 1 1
Caturra 901CR 1 1 1 1 1
904CR 1 1 1 0 1
903CR 1 1 1 1 1
Anacafé 90 914AN 1 1 0 1 1
915AN 1 1 0 1 1
916AN 1 1 0 1 1
Catucai 917CT 1 1 0 0 1
918CT 1 1 0 0 1
920CT 1 1 1 0 1

Nota. 1= presencia y 0= ausencia. Los niimeros distintos a 1/0 presentados en la primera fila representan el tamafio de lo
alelos determinados mediante el analisis de fragmentos. Siendo reportados un total de 5 alelos para este marcador.

Cuadro 9. Matriz de presencia/ausencia de los alelos obtenidos a partir de los
electroferogramas del analisis de fragmentos con la combinacion H (Me9 y Em10)

Variedad ID 89 154 192 248 356 462 544 671 713
Anacafé 14  1049AC
3071AC
2878AC
Obata 9150B
9160B
9180B
Catuai 906CA
907CA
908CA
Caturra 901CR
904CR
903CR
Anacafé 90  914AN
915AN
916AN
Catucai 917CT
918CT
920CT

Nota. 1= presencia y 0= ausencia. Los niimeros distintos a 1/0 presentados en la primera fila representan el tamafio de
los alelos determinados mediante el analisis de fragmentos. Siendo reportados un total de 9 alelos para este marcador.
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o
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Cuadro 10. Matriz de presencia/ausencia de los alelos obtenidos a partir de los electroferogramas del andlisis de fragmentos
con la combinacion B (Me2 y Em4)

752- 778- 782-

Variedad ID 203 208 211 232 241 243 245 248 294 380 418 590 603 640 652 671 742 744 755 781 784 786 789 793
Anacafé 1049AC 1 1 1 1 1 1 0 O O 1 1 1 1 0 O 1 1 O 1 O 1 0 O O
14 372Ac 1 1 1 1 1 1 0 O O 1 O 1 1 O O O 1 O 1 O O O O O
278AC 1 1 1 1 1 1 0 O O 1 1 1 1 1 O 1 O 1 O O O O 1 O
Obata 9150B 1 1 1 1 1 0 0 O 0o 1 1 1 1 1 O 0O 1 O 1 o O 0 O o
960B 1 1 1 1 1 1 0 O O 1 1 1 1 1 1 1 1 O 1 o0 O O O o
980B. 1 1 1 1 1 1 0 1 o 1 O 1 1 O O O O O O O O O O O
Catuai 906CA 1 1 1 1 1 1 1 o0 0 1 O 1 1 O O O O O O O O O O o
7CA 1 1 1 1 1 1 1 0 O O O 1 1 O O O O 1 O O O O O o
908CA 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 O O O O 1 1 O 0 O O o
Caturra 901CR 1 1 1 1 1 1 o 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 O O O oO
904CR 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 O 1 1 O 1 0 O o
903CR 1 1 12 12 12 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0O 1 o0 1
Anacafé 914AN 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 O 1 1 O 1 o 1 O O O
90 995AN 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 O O 1 1 O 1 o0 1 0 O o
96AN 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 O 1 1 O 1 1 0 O O o
Catucai 917¢T 1 1 1 1 1 1 o 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 O 1 1 O O O oO
92¢cT 1 1 1 1 1 1 o0 O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 O 1 1 O O O o
920CT 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 o0 O 1 0 o

Nota. 1= presencia y 0= ausencia. Los niimeros distintos a 1/0 presentados en la primera fila representan el tamafio de los alelos determinados mediante el andlisis de
fragmentos. Siendo reportados un total de 24 alelos para este marcador.
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Combinacion B (Me2 y Em4)
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Figura 10. Ejemplo de electroferograma de la muestra 2878AC que representa las tres combinaciones de cebadores B, D y H

cargados en el secuenciador SeqStudio Genetic Analyzery analizados con el software GeneMapper.
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