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Establecimiento de un sistema ex vitro de expresión transitoria del gen reportero mediante 

el sistema CRISPR/Cas9 en Coffea arabica L. empleando discos de hojas 

Krystell Muñoz Ramírez 

Resumen. El café (Coffea spp.) es un cultivo de importancia económica a nivel mundial por su 

valor como bebida de consumo. La cafeína es un compuesto de interés por sus efectos estimulantes 

producido mediante una ruta bioquímica de síntesis del café. La síntesis ocurre mediante la 

múltiple metilación de derivados de xantina. También se ha postulado que la xantosina se podría 

generar a partir de la adenosina producida como subproducto en las reacciones de metilación, a 

partir de la biosíntesis de novo de purina, mediante nucleótidos de adenina y por medio de los 

nucleótidos de guanina. La guanosina desaminasa tiene un papel importante en generación de 

xantosina in vivo en plantas como A. thaliana, ya que esta puede provenir de una fuente diferente 

a la guanosina, como lo es la desfosforilación de la xantosina monofosfato (XMP). Estos estudios 

sobre la biosíntesis de metabolitos secundarios han permitido que la ingeniería genética sea una 

herramienta para obtener plantas con características deseadas, como lo el caso de C. arabica L. 

donde por medio de herramientas como el ARNi, los genes clave en la ruta metabólica de la cafeína 

fueron dilucidados, obteniendo así bajo contenido de cafeína. 

La edición de genomas mediante CRISPR/Cas9 se puede modificar la productividad de los 

cultivos como maíz, arroz e incluso café, por medio de la modificación de genes en la síntesis de 

compuestos orgánicos. Este sistema permite realizar cortes en sitios específicos en la cadena doble 

de ADN generando mutaciones, deleciones e inactivaciones de genes. Para la edición de genomas 

en café, se han reportado genes candidatos para tolerancia a sequía en C. arabica L, genes 

involucrados en la síntesis de compuestos lipídicos, diterpenos importantes en la calidad de taza y 

genes con actividad galactisol sintasa importantes en la síntesis de azúcares. Además, trabajos 

realizados en Coffea canephora permitieron disminuir la expresión y eliminación del gen de la 

fitoeno desaturasa (CcPDS) por medio de un knockout. En cuanto a la vía de biosíntesis de cafeína, 

se ha reportado la edición del gen CsHB1, logrando disminuir su expresión en un 65% en los callos 

de plantas de té.  
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En esta vía de biosíntesis de cafeína, son escasos los reportes que se han realizado sobre el 

estudio de compuestos involucrados en ella. Por lo que debido a la falta de trabajos aplicando el 

modelo CRISPR/Cas9, en este proyecto se pretendió establecer un método simple y eficiente de 

edición genética empleando el sistema CRISPR/Cas9 mediado por Agrobacterium tumefaciens 

para la inserción del gen reportero empleando discos de hoja de Coffea arabica L. Esto se llevó a 

cabo mediante la optimización de parámetros como la densidad óptica, tiempo de agitación y 

periodo de cocultivo con el fin de definir un protocolo y evaluarlo mediante la transformación 

genética transitoria del gen reportero con el sistema CRISPR/Cas9. Luego, se analizó mediante 

técnicas moleculares la edición de genes involucrados en esta ruta metabólica.  

Con esto se obtuvo que la densidad óptima para obtener un mayor porcentaje de explantes con 

expresión transitoria del gen uidA fue con DO600=0.8 (51.9 ± 25.1), con una agitación de 120 min 

(51.7 ± 24.3), y 2 días de cocultivo (50.8 ± 24.8). Con respecto a la amplificación del gen 18S, se 

obtuvieron fragmentos del tamaño esperado. Se comprobó que los explantes no presentaban 

contaminación por parte de A. tumefaciens, ya que las muestras de ADN no amplificaron 

fragmentos del gen virG. Por otra parte, no se logró la inserción de los genes turbo-gfp y hptII 

mediante A. tumefaciens AGL1 en el genoma de café, ya que no se presentaron fragmentos de 

ADN amplificados para el gen reportero y el gen de resistencia a higromicina. Según los 

parámetros optimizados, existe una influencia entre la presencia de heridas, la concentración 

bacteriana, la agitación y el periodo de cocultivo con la eficiencia de la expresión transitoria del 

gen uidA. Ya que al exponer explantes a periodos cortos de contacto con la bacteria la transferencia 

de genes es poco eficiente, pero lapsos largos de infección pueden generar necrosis y 

contaminación. En Coffea spp, algunos resultados reportados en la literatura coinciden con los 

obtenidos, sin embargo, existen otros parámetros que se deben analizar, contemplar y adecuar 

dependiendo del explante y planta con la que se desee realizar transformaciones genéticas. 

Además, considerar factores como temperatura y la virulencia de la bacteria.  

Palabras clave: Agrobacterium tumefaciens; cafeína, Coffea arabica L.; CRISPR/Cas9; edición 

genética; transformación genética
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1. INTRODUCCION 

El café (Coffea spp.) es un cultivo de importancia económica por su valor como bebida de 

consumo (Mishra & Slater, 2012), siendo uno de los productos agrícolas con mayor relevancia a 

nivel mundial, ocupando el segundo puesto en el comercio internacional (Mishra, 2019). Entre las 

especies más cultivadas se encuentran Coffea arabica L., C. canephora L. y C. liberica L., de las 

cuales C. arabica L. produce entre el 70 y 90% del café comercializado (Mishra, 2019). El cultivo 

de café se lleva a cabo en zonas tropicales y subtropicales (Davis et al., 2012), por lo que en esos 

sitios se ha reportado que más de ciento veinticinco millones de personas dependen 

económicamente de la producción de este (Mishra, 2019). 

De este cultivo se logra extraer la cafeína, la cual es un compuesto alcaloide derivado de la 

purina y se estima que la cafeína tiene un consumo global de 120.000 toneladas por año 

(Mazzafera, 2012). Este compuesto ha sido de interés, por lo que se ha investigado su biosíntesis 

en plantas de té (Ma et al., 2021), café (Uefuji et al., 2005), tabaco (Uefuji et al., 2005) y en 

Arabidopsis thaliana (Dahncke & Witte, 2013; Yin et al., 2014; Baccolini & Witte, 2019). En las 

plantas de café, la síntesis de cafeína se da mediante la múltiple metilación de derivados de xantina 

(Figura 1). El primer paso es la metilación de xantosina por xantosina metiltransferasa (XMT), 

produciendo 7-metilxantosina, este compuesto obtenido es metilado por la 7-N-metilxantina 

metiltransferasa (MXMT o teobromina sintasa), generando así 3, 7-dimetilxantina (teobromina). 

Luego, la teobromina se metila con 3, 7-dimetilxantina metiltransferasa (DXMT o cafeína sintasa) 

para generar así la cafeína (1, 3, 7-trimetilxantina) (Zrenner et al., 2006). Además de la triple 

metilación de la xantosina para la obtención de cafeína, se ha postulado que la xantosina se podría 

generar por al menos cuatro rutas biosintéticas: a partir de la adenosina producida como 

subproducto en las reacciones de metilación (ciclo SAM), a partir de la biosíntesis de novo de 

purina, mediante nucleótidos de adenina (AMP) y finalmente por medio de los nucleótidos de 

guanina (GMP) (Ashihara et al., 2008).  
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Figura 1.  Biosíntesis de cafeína mediante múltiples metilaciones de derivados de xantina: (1) 7-

metilxantosina sintasa (xantosina N-metiltransferasa); (2) N-metilnucleosidasa; (3) teobromina 

sintasa (monometilxantina N-metiltransferasa); (4) cafeína sintasa (dimetilxantina N-

metiltransferasa); (3–4) cafeína sintasa de doble función. La obtención de cafeína a partir de 

xantosina se debe a N-metiltransferasas que presentan diferente especificidad de sustrato. Los 

pasos 1 y 2 de la biosíntesis de cafeína son catalizados por la xantosina N-metiltransferasa. SAM, 

S-adenosil-Lmetionina; SAH, S-adenosil-L-homocisteína. (Ashihara et al., 2008).  

En A. thaliana, se ha descrito que la guanosina desaminasa (GSDA), tiene un papel importante 

en generación de xantosina in vivo (Dahncke & Witte, 2013). En esta planta modelo, se ha 

determinado por mutaciones que la xantosina se deriva de la guanosina por desaminación y 

también podría provenir de una fuente diferente a la guanosina, como lo es la desfosforilación de 

xantosina monofosfato (XMP). Esta desfosforilación es realizada por una fosfatasa específica de 

XMP (XMPP), la cual presenta ortólogos potenciales en plantas superiores, incluido el café 

(Heinemman et al., 2021, Voß et al., 2022). También en A. thaliana, se ha reportado la degradación 

de xantosina a través de un complejo conformado por nucleósido hidrolasa 1 (NSH1) y nucleósido 

hidrolasa 2 (NSH2), produciendo ribosa y xantina, que luego se degrada en el catabolismo del 

anillo de purinas (Riegler et al., 2011; Baccolini & Witte, 2019).  

El estudio de biosíntesis de metabolitos secundarios ha permitido que la ingeniería genética 

sea una herramienta eficaz y potencial para obtener plantas con características deseadas (Melese, 

2016; Villalta-Villalobos & Gatica-Arias, 2019), por lo que se han desarrollado metodologías para 

obtener plantas con menor contenido de compuestos químicos. Silvarolla et al., (2004) 

seleccionaron variantes de C. arabica L. con bajo contenido de cafeína, sin embargo, las plantas 
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no presentaron floración uniforme y su rendimiento se vio disminuido. En C. canephora, se reguló 

un gen involucrado en la biosíntesis de cafeína por medio de ARN de interferencia, obteniendo 

plantas con contenido de cafeína reducido entre un 50 y 70% (Ogita et al., 2004). No obstante, la 

fertilidad fue baja y no se desarrollaron granos de café (Borrell, 2012).  

Otro método para mejoramiento del cultivo es la edición de genomas mediante CRISPR/Cas9, 

la cual se ha utilizada para modificar la productividad de los cultivos como el maíz al expresar 

genes de regulación que interfieren en la interacción de etileno con el receptor de la hormona 

objetivo, esto por medio del silenciamiento de la hormona responsable de reducir la división y el 

crecimiento celular. De esta manera, las plantas sintetizaban menos etileno en condiciones de 

sequía, generando menores pérdidas de cosecha y logrando el crecimiento de las plantas (Shi et 

al., 2017). En estudios realizados en arroz (Sun et al., 2017), se generaron plantas con calidad 

nutricional superior al modificar la ruta de síntesis del almidón mediante la edición genética por 

CRISPR/Cas9. Por medio de la edición genética del gen SBEIIb, que juega un papel importante 

en la síntesis de la amilopectina se obtuvieron granos con mayor porcentaje de amilosa, ya que se 

considerada una de las formas moleculares del almidón más saludables (Royo et al., 2020). 

También, se ha realizado edición de genoma en A. thaliana, plantas de té, tabaco, lechuga, petunia, 

trigo, soya, manzana y uva, obteniendo plantas resistentes a agentes patógenos, factores abióticos; 

y modificaciones en la expresión de genes involucrados en la síntesis de compuestos orgánicos. 

(Ortega et al., 2013; Malnoy et al., 2016; Liu et al., 2016; Liang 201; Liang et., 2019; Ma et al, 

2021). 

Para emplear edición de genomas en café, es necesario identificar los genes específicos 

relacionados a las características que se desean modificar (Sant’Ana et al., 2018; Vats et al., 2019). 

Se han reportado genes candidatos para tolerancia a sequía en C. arabica L. (Mofatto et al., 2016), 

genes involucrados en la síntesis de compuestos lipídicos diterpenos importantes en la calidad de 

taza y genes con actividad galactisol sintasa importantes en la síntesis de azúcares (Ivamoto et al., 

2017).  
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2. MARCO TEORICO 

2.1  Ruta biosíntesis de cafeína 

El inicio del proceso de biosíntesis de cafeína se da mediante la xantosina, la cual es un 

nucleósido derivado del catabolismo de nucleótidos como la xantina y la ribosa, las cuales están 

presenten en todas las plantas (Zrenner et al., 2006). Se han descrito al menos cuatro rutas 

biosintéticas por las cuales se genera la xantosina: a partir de la adenosina producida como 

subproducto en las reacciones de metilación (ciclo SAM), a partir de la biosíntesis de purina de 

novo, mediante nucleótidos de adenina (AMP) y por medio de los nucleótidos de guanina (GMP) 

(Ashihara et al., 1995; Zrenner et al., 2006; Ashihara et al., 2008). 

Para la biosíntesis de xantosina mediante adenosina producida por metilaciones, se ha 

reportado mecanismos que se encuentran estrechamente relacionados y las rutas no son 

independientes. Estos procesos de producción de cafeína involucra tres reacciones de metilación 

y una reacción de nucleosidasa. Dicho proceso inicia al darse la metilación de la xantosina 

mediante una la 7-metilxantosina sintasa obteniendo como producto una molécula de 7-

metilxantosina (Uefuji et al., 2003; Ashihara et al., 2008). Seguidamente, un segundo paso se da 

mediante una nucleosidasa llamada N-metilnucleosidasa que cataliza la hidrólisis de la 7-

metilxantosina, produciendo así la 7-metilxantina. Las últimas dos reacciones restantes en la 

biosíntesis de cafeína involucran una enzima N-metiltransferasa dependiente de SAM (S-adenosil-

L-metionina). Esta enzima recibe el nombre de cafeína sintasa y se encarga de la conversión de 7-

metilxantina en cafeína a través de la teobromina (Ashihara et al., 2008). 

Otro proceso de síntesis de xantosina es llevada a cabo mediante la biosíntesis de purina de 

novo, en este los nucleótidos de purina se sintetizan mediante vías de recuperación y de novo 

(Ashihara & Crozier, 1999; Zrenner et al., 2006; Ashihara et al., 2008). La inosina monofosfato 

(IMP), es el primer producto formado en la ruta de purinas y esta relacionado también con la 

formación de xantosina. La IMP forma xantosina monofosfato (XMP) mediante la intervención de 

las enzimas IMP deshidrogenasa y 5’-nucleotidasa (Keya et al., 2003; Ashihara et al., 2008) 

En cuanto a la ruta de nucleótidos de adenina (AMP) para generar xantosina, este proceso 

inicia con adenosín-monofosfato (AMP) que al interactuar con la enzima AMP desaminasa 
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propicia la formación de inosina-monofosfato (IMP), luego una IMP deshidrogenada genera una 

xantosina monofosfato (XMP) forma xantosina por medio de la interacción con la enzima 5’-

nucleotidasa (Koshiishi et al., 2001; Ashihara et al., 2008). Finalmente, se ha descrito la formación 

de xantosina de la biosíntesis de café también puede ser producida por nucleótidos de guanina 

(GMP). En esta ruta, la guanina genera guanosina, y esta guanosina produce moléculas de 

xantosina, en este proceso las reacciones son mediadas por la enzima guanosina deaminasa 

(Negishi et al., 1988; Negishi et al., 1994; Stasolla et al., 2003; Ashihara et al., 2008). 

En A. thaliana, se ha descrito la enzima guanosina desaminasa (GSDA), la cual resulta ser 

importante en el proceso de generación de xantosina in vivo (Dahncke & Witte, 2013). Sin 

embargo, es posible que un porcentaje de las xantosinas presentes en esta planta provenga de una 

posible desfosforilación de xantosina-monofosfato y no de la desaminación de la guanosina. Se 

ha descrito una xantosina monofosfato fosfatasa (XMPP) en A. thaliana, que presenta secuencias 

similares en plantas como el café, y participa en la producción de xantosina (Heinemann et al., 

2021). En el modelo de degradación de guanosín monofosfato (GMP) de A. thaliana, el GMP es 

desfosforilado por una fosfatasa, formándose la guanosina. Esta a su vez es desaminada a 

xantosina por GSDA o recuperada en nucleótidos y ácidos nucleicos. La hidrólisis de xantosina a 

xantina y ribosa es catalizada por el complejo NSH1/NSH2. La xantosina y la xantina se degradan 

a través del catabolismo del anillo de purina (Riegler et al., 2011; Dahncke & Witte, 2013). 

 

2.2 Genes y enzimas involucrados en la biosíntesis de cafeína  

Muchos genes que son codificados por enzimas presentes en la biosíntesis de la cafeína se han 

logrado encontrar en diferentes especies de la familia Rubiaceae (Ogawa et al., 2001; Uefuji et 

al., 2003). Se han logrado identificar genes de N-metiltransferasa como lo son xantosina 

metiltransferasa (XMT), 7-metilxantina metiltransferasa o teobromina sintasa (MXMT/CTS) y 3,7-

dimetilxantina metiltransferasa o cafeína sintasa (DXMT/CCS), los cuales están involucrados en 

la biosíntesis de cafeína (Kato & Mizonu, 2004).  
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Se ha reportado que un solo gen codifica la xantosina metiltransferasa (XMT), esta muestra 

expresión genética en hojas, botones florales y granos verdes de C. arabica. (Mizuno et al., 2003b; 

Ashihara et al., 2008).  En el caso de la 7-metilxantina metiltransferasa (MXMT), se han 

encontrado hasta el momento tres genes que pueden codificar esta enzima. Entre los genes que 

codifican la MXMT se encuentran el gen MXMT1, MXMT2 y CTS2. Estos presentan diferencias es 

su secuencia genética, ya que presentan inserciones o deleciones, además sus propiedades 

catalíticas también son diferentes. Se expresan en hojas tiernas, botones florales y granos 

inmaduros, pero no maduros (Mizuno et al., 2003a; Kato & Mizonu, 2004; Ashihara et al., 2008).  

Para la 3,7-dimetilxantina metiltransferasa (cafeína sintasa) se han identificado tres genes que 

la codifican; DXMT, CCS1 y CtCS7, cada uno de los cuales codifica un polipéptido que consta de 

384 aminoácidos. Sin embargo, sus propiedades cinéticas difieren, por ejemplo, DXMT y CCS1 

muestran valores de concentración de sustrato a la cuál la velocidad de reacción es la mitad de la 

velocidad máxima para teobromina diferentes. En cuanto a perfiles de expresión también se 

presentan diferencias, DXMT se expresa exclusivamente en granos inmaduros, mientras que la 

expresión de CCS1 ocurre en todos los tejidos. La presencia de isoformas de estas enzimas con 

diferentes propiedades sugiere que la cafeína se sintetiza a través de múltiples vías dependiendo 

de la disponibilidad y concentración de los sustratos (Mizuno et al., 2003a, b; Ogawa et al., 2001; 

Uefuji et al, 2003). 

La guanina desaminasa (GDA) es una enzima que contiene zinc involucrado en el metabolismo 

de los nucleótidos. La guanosín desaminasa está involucrada en la desaminación de la GSDA y de 

esta se puede generar xantosina, que a su vez forma parte de la ruta biosintética de cafeína 

(Dahncke & Witte, 2013). La xantosina luego se convierte en xantina, un intermediario clave en 

el metabolismo de las purinas y el reciclaje de nitrógeno. Este proceso se lleva a cabo mediante un 

mecanismo de protonación generando reordenamientos estructurales tanto en el sustrato como en 

la enzima (Jia et al., 2021). Se ha reportado la actividad de genes ortólogos de GSDA en plantas 

como A. thaliana, C. arabica, Camellia sinensis, Solanum tuberosum, Theobroma cacao y 

Glycine max ((Negishi et al., 1994; Katahira & Ashihara, 2006; Keya et al., 2003; Koyama et al., 
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2003; Werner et al., 2008). Esta comparación de secuencias ha permitido determinar que la 

desanimación se conserva en grupos, además los residuos necesarios para la unión al sustrato 

provienen de una estructura cristalina de GDA. Esta estructura se conserva entre GSDA y GDA, 

con la diferencia de un triptófano (Trp) en GDA, que se intercambia por leucina (Leu) en GDSA 

de planta (Liaw et al., 2004; Dahncke & Witte, 2013). Se ha determinado que, en hojas jóvenes de 

té, N. benthamiana y A. thaliana, la guanosín desaminasa presenta una mayor expresión (Negishi 

et al., 1994; Dahncke & Witte, 2013). 

En estudios donde se ha analizado la expresión del nucleósido hidrolasa 1, se ha determinado 

características bioquímicas como la actividad hidrolítica de uridina, inosina y adenosina (Versées 

et al., 2001; Jung et al., 2011; Riegler et al., 2011). Además de la adenosina y la inosina, en las 

plantas se encuentra otra purina, la xantosina, que actúa como un metabolito central en la vía de 

degradación de las purinas. Se ha demostrado que el complejo NSH1/NHS2 también presenta 

actividad de hidrólisis para xantosina. La  enzima NSH2 es la encargada principalmente de la 

hidrólisis de xantosina, esta NSH2 es activada mediante la enzima NSH1 (Baccolini & Witte, 

2019). Con relación a perfiles de expresión, se expresa en partes aéreas de plantas, semillas y 

raíces (Jung et al., 2009; Jung et al., 2011). 

 

2.3 Generalidades de la transformación genética mediada por Agrobacterium tumefaciens  

La transformación genética ha sido empleada en investigaciones ya que permite modificar las 

funciones de genes de interés al sobreexpresarlos o silenciarlos, y para obtener las características 

deseadas (Gelvin, 2003; Albuquerque et al., 2009). La transformación genética puede realizarse 

mediante físicos, entre los cuales están la electroporación y la biobalística, o métodos biológicos. 

Entre ellos el uso de bacterias del género Agrobacterium sp ha sido el método mas utilizado (Ribas 

et al., 2006; Fernández et al., 2010). La transformación genética de plantas se refiere a la 

integración de ADN foráneo en una célula vegetal con la finalidad de otorgarle características que 

antes no poseía, o modificar genes de la planta al alterar sus niveles de expresión mediante técnicas 

de ingeniería genética (Ribas et al., 2011; da Silva & Menéndez-Yuffá, 2003). Esto puede 
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realizarme por medio de Agrobacterium tumefaciens, ya que permite la transferencia de segmentos 

largos de ADN con extremos definidos y con un rearreglo mínimo, integración de un número bajo 

de copias del gen en zonas transcripcionales activas de cromosomas, alta calidad y fertilidad de 

las plantas (Fernández et al., 2010; Pacurar et al., 2011). 

El método de infección de A. tumefaciens (actualmente llamada Rhizobium radiobacter) se 

basa en la transferencia de una pequeña parte de su ADN (ADN-T), localizado en la parte del 

genoma que induce la formación de tumores (Ti) en el genoma nuclear del organismo hospedero 

(Ribas et al., 2011). El plásmido de la bacteria posee una región de virulencia (vir), en la cual los 

genes de virulencia intervienen en transporte del ADN-T. Esta región es regulada por compuestos 

fenólicos que se producen cuando se da una lesión o herida en la planta (Mishra et al., 2002). Para 

lograr la transformación genética mediante A. tumefaciens se debe aumentar la permeabilidad de 

la membrana celular para el traspaso del ADN-T en el tejido vegetal y lograr que se introduzca el 

ADN foráneo en la célula (Ribas et al., 2006; Mishra & Slater, 2012). 

Una vez que A. tumefaciens logra penetrar a través de heridas en la epidermis, se adhiere a la 

pared externa de una célula vegetal para transferir un fragmento del ADN de transferencia (ADN-

T), hasta el núcleo, de modo que se integre en uno de los cromosomas, y, por ende, las células 

descendientes por división de esa célula portarán este fragmento (Pacurar et al., 2011; Mishra & 

Slater, 2012). La frecuencia de éxito de una transformación depende del tipo de explante, genotipo 

y condiciones de selección como fotoperiodo, tiempo de cocultivo, periodo de agitación, 

temperatura y concentración de la bacteria (Ribas et al., 2006). 

 

2.4 Características de la edición genética mediante sistema CRISPR/Cas9 

El sistema de edición de genoma CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats) representa una de las tecnologías en auge en el área de la biotecnología 

molecular (Sander & Joung, 2014; Malzahn et al., 2017).  La edición de genomas mediante 

CRISPR/Cas consiste en un complejo conformado por una endonucleasa Cas9 y su respectiva 
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ARN guía (ARNg). En bacterias y arqueas, este sistema está presente como un mecanismo de 

defensa inmune. Estas incorporan ADN de bacteriófago entre sus secuencias palindrómicas 

repetidas y generan un ARN mediante su transcripción llamado ARNcr (Barrangou et al., 2007; 

Barrangou, 2013). Con este sistema de defensa, al darse una reinfección, el ARNcr en conjunto 

con la proteína Cas reconoce el transcrito del patógeno y es Cas quien degrada el ARNm 

(Lammoglia-Cono et al., 2016).  

El sistema CRISPR/Cas se ha aprovechado en la ingeniería genética para la activación de 

genes, reprimirlos o silenciarlos, inducir mutaciones puntuales, cambiar secuencias mediante 

recombinaciones homólogas y evaluar la fisiología celular mediante la activación o represión 

simultánea de diversos genes, debido a su actividad como endonucleasa y capacidad de 

reconocimiento en secuencias específicas (Lammoglia-Cobo et al., 2016). Ya que este complejo 

permite realizar cortes en sitios específicos en la cadena doble de ADN generando mutaciones, 

deleciones e inactivaciones de genes (Barrangou et al., 2007; Xie & Yang, 2013). CRISPR/Cas al 

igual que la transformación genética mediada por A. tumefaciens, ha permitido obtener 

características de interés en cultivos, tales como resistencia a enfermedades, estrés abiótico, mayor 

rendimiento y edición de genes (Malzahn et al., 2017).  

Para la aplicación de esta técnica en la biotecnología vegetal, este sistema ha sido modificado 

para poder ser empleado en la edición de genomas (Xie & Yang, 2013; Bortesi & Fischer, 2015). 

La enzima Cas9 forma un complejo de dos moléculas: ARNcr (ARN CRISPR) y ARNtranscr 

(trans-activador ARNcr), estas fueron adaptadas mediante una combinación de ambas para obtener 

una nueva molécula denominada ARN guía. La secuencia líder del ARN guía presente en el 

extremo 5’, dirige el complejo ARNg/Cas9 al sitio específico del ADN, y se une al sitio por 

complementariedad (Ran et al., 2013).  A su vez, en este sitio específico del ADN se presenta una 

región PAM, necesaria para que la enzima Cas9 se adhiera y pueda realizar cortes. Esta secuencia 

PAM (protospacer adjacent motif) está conformada entre 2 a 6 nucleótidos (Ran et al., 2013; 

Lammoglia-Cobo et al., 2016). 
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Cuando la enzima Cas9 realiza un corte en el sitio objetivo, se introducen inserciones o 

deleciones, generando así mutaciones. Dado que el mecanismo de reparación mediante uniones 

no homólogas (NHEJ) puede generar errores, el sistema CRISPR/Cas9 es ampliamente utilizado 

para producir deleciones, mutaciones, desactivación o activación de genes (Brinkman et al., 2018). 

La inactivación de genes mediada por NHEJ es la forma más sencilla de modificación dirigida, y 

generalmente se usa para eliminar genes que tienen una influencia negativa en un rasgo de interés 

en la planta (Bortesi & Fischer, 2015, Borelli et al., 2018). Existe otro mecanismo de reparación 

dirigida por homología (HDR), en esta es necesaria un molde de ADN que se introduce en el sitio 

del corte, esta plantilla presenta una alta homología de secuencia en las zonas por reparar (Sander 

& Joung, 2014; Lammoglia-Cobo et al., 2016; Borelli et al., 2018). Este mecanismo es utilizado 

para insertar una secuencia o reparar una mutación en una parte específica de un gen (Kamburova 

et al. 2017; Malzahn et al. 2017). 

Para garantizar un mayor éxito en la edición de genoma mediante el sistema CRISPR/Cas9, se 

sugiere el diseño de varias ARNg por cada sitio blanco, puesto que estás no son eficientes en su 

totalidad. Existen factores que afectan la eficiencia de las ARNsg como el porcentaje de guanina-

citocina (GC), estructuras secundarias y el nivel de expresión (Baysal et al., 2016). A su vez, los 

ARNg diseñados pueden aparearse a sitios objetivos no deseados en el ADN, conocido como 

mutaciones “off-target”, siendo esta una de las principales desventajas del sistema CRISPR/Cas9. 

Para evitar estas mutaciones, las regiones objetivo deben diferir en al menos cuatro o más pares 

de bases de otras secuencias similares en el genoma de la planta (Baysal et al., 2016; Lammoglia-

Cobo et al., 2016). 

 

2.5 Aplicaciones de la transformación genética y edición de genoma en café  

La transformación genética mediante A. tumefaciens se ha llevado a cabo en café empleando 

diversos explantes, sin embargo, la creación de protocolos es baja, por lo que afecta de manera 

negativa el uso y aplicación (Ribas et al., 2011; Mishra & Slater, 2012). Debido a esto, definir 
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condiciones óptimas es necesario para implementar este método en investigaciones y producción 

de plantas de interés comercial y así obtener células transformadas de manera estable y mayor 

rendimiento de esta aplicación genética (da Silva & Menéndez-Yuffá, 2003; Ribas et al., 2011).  

Las estrategias de modificación genética han permitido transformaciones a bajo costo y con un 

procedimiento sencillo, con la posibilidad de introducir fragmentos de ADN y altas tasas de 

eficiencia en numerosas especies (Ribas et al., 2011). Estas técnicas han sido implementadas en 

cultivos como el café para su mejoramiento genético, debido a que presenta importancia en áreas 

como la agricultura y comercio (Fernández et al., 2010). Los primeros reportes sobre modificación 

genética en café se presentan a inicios de la década de 1990, en los cuales se realizó transformación 

genética empleando protoplastos de C. canephora mediante cepas de A. tumefaciens (Spiral & 

Petiard, 1991; Spiral et al., 1993), embriones somáticos de C. arabica L. utilizando 

electroporación para integrar el ADN foráneo (Barton et al., 1991) y segmentos de hipocótilos de 

C. arabica L. (Ocampo & Manzanera, 1992). 

Como resultado del avance en los métodos de transformación genética, se ha dado un 

incremento en la cantidad de plantas modificadas, implicando a su vez un avance en los protocolos 

de transformación genética (Carneiro, 1999; Pua & Davey, 2007). En el establecimiento de 

protocolos de transformación genética en café se presentan: transformación en C. arabica L. 

evaluando la resistencia a kanamicina, expresión del gen uidA y el grado de infección de la cepa 

A. tumefaciens (Gimenez et al., 1994), en el cual se obtuvo un efecto inhibidor del antibiótico en 

el crecimiento del explante e infección eficaz por parte de la bacteria. También se ha reportado la 

transformación de callos embriogénicos de C. canephora, en donde la prueba histoquímica GUS 

fue positiva y se desarrollaron plántulas, de donde posteriormente se tomaron muestras y se obtuvo 

la amplificación para los genes hpt y uidA (Hatanaka et al., 1999). En esta misma especie, se han 

logrado transformar embriones cigóticos y somáticos, hipocótilos y segmentos de hojas, en donde 

se determinó la expresión transitoria del gen uidA (Mishra et al., 2002). 
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En estudios realizados por Sugiyama et al. (1995) se determinó que la transformación mediada 

por A. rhizogenes puede aplicarse a la producción de plantas de café portando genes foráneos, al 

obtener plantas que presentaron expresión del gen deseado. Esta bacteria fue utilizada en trabajos 

de transformación de embriones somáticos y segmentos de hoja de C. canephora, obteniendo la 

adecuada integración de transgenes (Sugiyama et al., 1995). En C. arabica se han reportado 

protocolos de raíces transformadas a partir de hipocótilos de embriones cigóticos (Alpízar 

et al., 2006; Alpízar et al., 2008). 

Además, por medio del uso de A. tumefaciens, se ha estudiado la ruta metabólica de síntesis 

de cafeína. Se introdujeron ARN de interferencia en plantas de C. arabica L. y C. canephora con 

la finalidad de suprimir la expresión de los genes CaMXMT1, CaXMT1 y CaDXMT1, y de esta 

manera evaluar la influencia de estos genes en el contenido de cafeína en las plantas, para con esto 

en un futuro producir café libre de cafeína. Las líneas transgénicas presentaron una reducción de 

30-50% en los transcritos de los tres genes en comparación con las plantas control no 

transformadas (Ogita et al., 2004). También se ha editado el gen CcPDS en callos embriogénicos 

a través de la transformación mediada por A. tumefaciens, por medio de algoritmos que 

permitieron detectar sitios objeticos en el genoma de C. canephora para su posterior edición 

CRISPR/Cas9. En este proyecto se obtuvo que el un 30% de las plantas presentaban una mutación; 

sin embargo, ninguna de las plantas presentó un fenotipo completamente albino y también se 

observaron anomalías como menor tamaño de las hojas y cambios no deseados en la pigmentación 

(Breitler et al., 2018).  

 

2.6 Ingeniería genética en genes involucrados en la biosíntesis de cafeína  

En A. thaliana mediante el análisis metabolómico de mutantes, se ha determinado que genes 

derivados de xantosinas actúan como un sustrato del nucleósido hidrolasas. Esto ha permitido 

determinar que compuestos como la xantosina son un metabolito importante en la biosíntesis de 

alcaloides de purina en plantas productoras de cafeína y teobromina. Se ha visto que en A. thaliana 

al generar mutaciones en genes involucrados producción de xantosina como GDSA y XMPP, la 
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concentración de cafeína disminuye, pero al inducir una mutación en el gen NSH1, se obtiene una 

mayor concentración (Dahncke & Witte, 2013). 

En Camellia sinensis se ha analizado la expresión de CsHB1 y yhNMT al inducir mutaciones 

en callos, la expresión de CsHB1 y yhNMT1 disminuyó un 65 % y un 93 %, respectivamente, y la 

acumulación de cafeína disminuyó un 97,5 %. Obteniendo como resultado la influencia de CsHB1 

sobre el gen yhNMT1. Estos resultados a su vez ayudaron a comprender el mecanismo de 

regulación de la biosíntesis de cafeína en el té, ya que la inhibición de la expresión del gen del 

factor de transcripción CsHB1 en el callo del té podrían regular significativamente la baja la 

expresión del gen de la cafeína sintasa yhNMT1 y reducir drásticamente la acumulación de cafeína, 

lo que indica que CsHB1 tiene un efecto regulador sobre el metabolismo de la cafeína en las plantas 

de té (Ma et al., 2021). 

De igual manera, en plantas de té se ha estudiado la actividad del gen TCS1(Tea Caffeine 

Synthase1) que posee actividad metiltransferasa responsable de convertir la teobromina en cafeína 

(Kato et al., 2000; Kato & Mizuno, 2004; Jin et al., 2016). Por medio de la sobreexpresión de 

genes, en donde el factor de transcripción MYB184 mostró la mayor activación del promotor TCS1. 

También se examinó la función de MYB184 en la regulación de la síntesis de cafeína en las plantas 

de té, en la que por medio de un experimento de interferencia de oligodesoxinucleótido antisentido 

(asODN) se eliminó la expresión de MYB184. En consecuencia, el contenido de cafeína y la 

expresión de TCS1 se redujeron significativamente. Sin embargo, la sobreexpresión de MYB184 

regula significativamente la transcripción de TCS1 y, por lo tanto, aumentaba el contenido de 

cafeína (Li et al., 2022). 

En plantas de té de Camellia ptilophylla se presenta menos cafeína, pero más teobromina que 

en otras especias. Se ha visto que TCS1 en C. ptilophylla presenta actividad metiltransferasa más 

baja en comparación con TCS1 en cultivares de té modernos (Jin et al., 2016). Por medio de 

experimentos de clonación llevados a cabo por Li et al., (2022), los análisis del transcriptoma 

muestran que el nivel de expresión de MYB184 es significativamente más bajo C. ptilophylla que 

en otros cultivares de té, por lo que se propone que estos niveles bajos de transcripción de MYB184 
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podría ser la causa del nivel reducido de expresión de TCS1. Por medio de clonaciones del 

promotor del gen MYB184, se identificó una inserción de repetición terminal larga presente en C. 

ptilophylla, la cual no está presente en otros cultivares de té.  

En las plantas de té, la inserción de secuencias de nucleótidos conocidas como repetición 

terminal larga (LTR) en un gen generalmente conduce a la supresión de la expresión del gen (Xia 

et al., 2020), lo que puede explicar el nivel de expresión más bajo de MYB184 en C. ptilophylla 

que en otros cultivares de té. Por lo tanto, la inserción de LTR en el promotor de MYB184 dio 

como resultado la supresión de la expresión de este, lo que condujo a un nivel de transcripción de 

TCS1 más bajo y, por lo tanto, a un contenido de cafeína más bajo (Li et al., 2022). 

 

2.7 Perspectiva a futuro de la edición genética para el mejoramiento de café 

CRISPR/Cas9 se ha aplicado para mejorar varios rasgos importantes, incluido el aumento del 

rendimiento, la resistencia a plagas y enfermedades y la mejora de la nutrición en más de 20 

especies de plantas (Ricroch et al., 2017).  El uso de la tecnología CRISPR/Cas9 mediante el 

silenciamiento de genes únicos es crucial en la mejora de plantas. En el mejoramiento genético de 

café hay factores que incluyen como el antecedente genético muy estrecho de la especie C. 

arabica. Esta condición resulta en características agronómicas homogéneas, alta susceptibilidad a 

plagas y enfermedades, baja productividad, baja adaptación a estreses abióticos y climas extremos, 

y baja calidad. (Ricroch et al., 2017; Santoso & Sisharmini, 2022).  Por lo tanto, aumentar la 

diversidad genética, mejorar la resistencia a los patógenos y las limitaciones ambientales son 

algunos de los enfoques para desarrollar variedades superiores de café. Debido a esto, es 

importante desarrollar herramientas confiables y rápidas para acelerar la liberación variedades con 

rasgos específicos que incluyen alto rendimiento y buena calidad. 

Un uso potencial de la tecnología CRISPR/Cas9 es la producción de café con bajo contenido 

en cafeína ya que el consumo excesivo de la cafeína puede ocasionar efectos adversos en la salud 

del propio consumidor. Por lo tanto, la producción de café con bajo contenido de cafeína es urgente 
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para consumidores seguros y saludables. Se han llevado a cabo estudios para producir café con 

síntesis de cafeína suprimida mediante el sistema de ARN de interferencia (ARNi) (Ogita et al., 

2004) Los resultados mostraron una reducción de cafeína y teobromina en plantas modificadas 

hasta en un 70%. Sin embargo, la aplicación de la técnica de ARNi tiene limitaciones, incluyendo 

que sufre de altos efectos fuera del objetivo y da como resultado un fenotipo modificado. Sin 

embargo, no hay reportes sobre el uso de CRISPR/Cas9 para producir café con bajo contenido de 

cafeína. La aplicación de la tecnología CRISPR/Cas9 para producir un knockout del gen 

CaMXMT1, podría producir café con una reducción del contenido de teobromina y cafeína. 

En cuanto al uso de la edición de genoma mediante el sistema CRISPR/Cas9 para mejorar la 

calidad de la taza, se han realizado investigaciones sobre las funciones de la sacarosa, el ácido 

clorogénico (CGA) y la trigonelina. Los cuales son tres componentes principales de la calidad del 

café. El contenido de sacarosa en los granos de café se puede relacionar con el sabor del café, ya 

que cuanto mayor sea el contenido de sacarosa en los granos de café, más fuerte será el sabor en 

taza (De Maria et al., 1996). Por lo tanto, por medio del sistema CRISPR/Cas9 se puede mejorar 

el contenido de sacarosa en los granos de café y así para mejorar la calidad de la taza. Se ha visto 

que la eliminación del gen de la sacarosa sintasa (CcSUS2) de C. canephora mediante 

CRISPR/Cas9 puede aumentar el contenido de sacarosa de los granos de café. Además, el ácido 

clorogénico en el café está asociado con la resistencia a enfermedades y se sabe que tiene 

propiedades antioxidantes (Campa et al., 2003). La modificación de los genes implicados en la 

síntesis de CGA mediante CRISPR/Cas9 puede mejorar este rasgo al regular al alza o a la baja la 

vía (Santoso & Sisharmini, 2022).  

En cuanto a la maduración de los frutos de café, en la biosíntesis de etileno, los genes ACC 

sintasa y la ACC oxidasa están involucrados en este proceso. Por lo tanto, anular el gen que 

produce una explosión temprana de etileno usando CRISPR/Cas9 es una forma de controlar la 

maduración de la fruta del café (Ribas et al., 2006). Así se puede obtener una maduración 

uniforme, lo cual se correlaciona con la calidad de la bebida.  
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3. JUSTIFICACIÓN 

CRISPR/Cas9 se origina como una respuesta inmune de bacterias y arqueas contra ADN 

foráneo proveniente de virus y plásmidos (Johnson et al., 2015). Un bacteriófago infecta dichos 

organismos y se insertan segmentos del genoma del fago en el genoma bacteriano. Si se llega a 

dar una segunda infección, en la bacteria sintetiza un ARN CRISPR que se encargará de guiar a 

una endonucleasa Cas hacia el ADN foráneo para su degradación (Johnson et al., 2015; 

Nussenzweig & Marraffini, 2020). En las bacterias se han identificado sistemas CRISPR de tipo 

I, II y III, que utilizan las endonucleasas Cas3, Cas9 y Cas10, respectivamente (Barrangou, 2013; 

Chylinski et al. 2014; Ishino et al. 2018). Esta tecnología CRISPR/Cas ha sido empleada para la 

edición de genomas debido a que permite introducir cambios al realizar cortes de manera precisa 

en el genoma, logrando modificaciones al insertar o eliminar fragmentos de ADN (Svitashev et 

al., 2016; Demirci et al., 2018). 

Estos cortes se repararán por medio de una endonucleasa Cas9 y una molécula ARN guía 

(ARNg, ARNsg), encargada de dirigir la endonucleasa. El ARNg se obtiene al fusionar ARN del 

sistema (ARNcr) y ARN transactivador (ARNtracr) (Sander & Joung, 2014). Al generarse una 

ruptura en el genoma de un organismo de interés para modificar o mejorar, se desencadena un 

sistema de reparación de unión de extremos no homólogos (Non-Homologous End Joining, NHEJ) 

que conduce a inserciones o deleciones de secuencias cortas adyacentes al sitio de escisión 

(Brinkman et al., 2018). La inactivación de genes mediada por NHEJ es la forma más sencilla de 

modificación dirigida, y generalmente se usa para eliminar genes que tienen una influencia 

negativa en un rasgo de interés en la planta (Bortesi & Fischer, 2015, Borelli et al., 2018). También 

se puede dar la reparación dirigida por homología (Homology directed repair, HDR), en esta se 

requiere de una plantilla de ADN con una alta homología de secuencia en las zonas donde se dio 

el corte (Sander & Joung, 2014; Borelli et al., 2018). Este mecanismo es utilizado para insertar 

una secuencia o reparar una mutación en una parte específica de un gen (Kamburova et al. 2017; 

Malzahn et al., 2017). 
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Entre las principales ventajas del sistema CRISPR/Cas9 con otras tecnologías de edición 

genética (como por ejemplo TALEN, dedos de zinc) es que el diseño de ARN guía es de bajo 

costo, sencillo y accesible al compararse con el reconocimiento de sitios objetivos mediante 

proteínas que se deben diseñar al emplear nucleasas con dedos de zinc y TALENs (Lou et al., 

2016; Farooq et al. 2018). Con respecto al ARN de interferencia (ARNi), se ha visto que presenta 

limitaciones en el silenciamiento de génico, generando pérdida incompleta de función y 

actividades extensas fuera del sitio objetivo en varias especies de plantas (Xu et al., 2006, Kiu et 

al., 2017). En relación con CRISPR/Cas9, entre sus características se encuentra la desactivación 

completa del gen objetivo en lugar de la desactivación parcial y un cambio genómico estable que 

se puede mantener fácilmente en la descendencia (Barrangou et al., 2015; Liu et al., 2016). 

Además, CRISPR/Cas9 permite tener a varios genes diferentes como objetivo mediante múltiples 

ARN guías (Li et al. 2017).  

La edición de genoma mediante CRISPR/Cas9 ha permitido múltiples posibilidades de 

aplicación en la intervención de rutas metabólicas en plantas (Concepción-Hernández, 2018). En 

Papaver somniferum L. se generaron cambios en la cantidad de alcaloides provenientes de la vía 

de biosíntesis de alcaloides de bencilisoquinolina mediante la edición del gen 4´OMT2 (Alagoz et 

al., 2016). De igual manera, en la salvia (Salvia miltiorrhiza Bunge), por medio la edición en el 

gen de la diterpeno sintasa (SmCPS1) que participa en la biosíntesis de tanshinone se obtuvieron 

mutantes que no presentaban este compuesto químico (Li et al., 2017). En arroz se han 

desarrollado líneas con baja acumulación de cadmio en los granos debido a un knockout del gen 

OsNramp5 (Tang et al., 2017). En este mismo cultivo, se logró modificar el contenido de amilosa 

mediante la edición del gen SBEIIb (Royo et al., 2020). En Coffea canephora por medio de un 

knockout en el gen de la fitoeno desaturasa (CcPDS), se logró disminuir la expresión de dicho gen 

y la eliminación de genes en el café (Breitler et al., 2018).  

En cuanto a la vía de biosíntesis de cafeína, se ha reportado la edición del gen CsHB1, logrando 

disminuir su expresión en un 65% en los callos provenientes de plantas de té (Ma et al., 2021). 

Obteniendo que la acumulación de cafeína se reduzca en un 97% y a su vez que la expresión del 
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gen yhNMT se vea afectada, ya que está regulado por el gen CsHB1 (Ma et al., 2021). En esta vía 

de biosíntesis de cafeína, son escasos los reportes que se han realizado sobre el estudio de 

compuestos involucrados en ella. Por lo que debido a la falta de trabajos aplicando el modelo 

CRISPR/Cas9, en este proyecto se pretende establecer un método simple y eficiente de edición 

genética empleando el sistema CRISPR/Cas9 mediado por Agrobacterium tumefaciens para el 

análisis de genes involucrados en la síntesis de cafeína empleando discos de hoja de Coffea arabica 

L. Esto por medio de los genes guanosina desaminasa (GDSA), nucleósido hidrolasa 1 (NSH1) y 

la fosforilasa específica de XMP (XMPP) presentes en Arabidopsis. thaliana, los cuales presentan 

ortólogos en el café. Por lo que se espera que al lograr insertar el gen reportero por medio del 

sistema CRISPR/Cas con ARNg de los genes involucrados producción de xantosina (GDSA y 

XMPP) se obtenga la edición genética en café. 

 

4. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo general 

Establecer un sistema ex vitro de edición genética CRISPR/Cas9 para comprobar la integración 

del gen reportero turbo-gfp en el genoma de Coffea arabica L. empleando discos de hojas. 

 

3.2 Objetivos específicos 

3.2.1 Determinar el efecto de la concentración (DO600) de la bacteria Agrobacterium tumefaciens, 

periodo de agitación y el tiempo de cocultivo en la expresión transitoria del gen reportero uidA en 

el genoma de Coffea arabica L. 

3.2.2 Evaluar el protocolo de transformación genética transitoria establecido para la edición 

genética de café mediada por el sistema CRISPR/Cas9. 

3.2.3 Comprobar mediante técnicas moleculares la integración del gen reportero turbo-gfp en el 

genoma de C. arabica L. 
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5. HIPOTESIS 

4.1 Los parámetros como concentración de la bacteria (DO600), periodo de agitación y tiempo de 

cocultivo influyen en la expresión transitoria del gen reportero uidA en los segmentos de hoja de 

Coffea arabica L. 

4.2 Los parámetros establecidos en el protocolo de transformación genética transitoria mediante 

A. tumefaciens ATHV::pCAMBIA1303 podría influir en la inserción del gen reportero turbo-gfp 

al emplear el sistema CRISPR/Cas9 mediante A. tumefaciens AGL1. 

4.3 La inserción del gen reportero turbo-gfp puede ser influenciada por los distintos vectores 

CRISPR/Cas9 empleados mediante la transformación con A. tumefaciens AGL1. 

 

6. METODOLOGÍA 

6.1 Localización de estudio 

La investigación se llevó a cabo en el Laboratorio de Biotecnología Vegetal de la Escuela de 

Biología de la Universidad de Costa Rica, Sede Rodrigo Facio, San Pedro de Montes de Oca. 

 

6.2 Material vegetal 

Se usaron discos de hojas jóvenes de plantas de café (Coffea arabica L. var. Caturra), a las 

cuales se les realizaron perforaciones con micro agujas hechas con un dermaroller (Figura 2). Los 

discos se realizaron utilizando un tubo Eppendorf de 0.5 mL, generando círculos de un radio de 

0.25 mm  
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Figura 2. Metodología empleada para la transformación de discos de hojas de café. Hojas jóvenes 

con perforaciones realizadas con el dermaroller (A), hojas de café de donde se obtuvieron los 

discos empleando tubos Eppendorf de 0.5mL (B), discos de hojas (r=0.25 mm) (C). 

 

6.3 Transformación genética mediante Agrobacterium tumefaciens ATHV 

a. Parámetros empleados para la transformación genética transitoria 

La modificación genética fue mediada mediante A. tumefaciens con el plásmido pCAMBIA 

1303. Para la transformación ex vitro de los discos de hojas se utilizó la cepa bacteriana ATHV, y 

se analizó la densidad óptica (0.6, 0.8 y 1.0), periodo de agitación (60, 120 y 180 min) y tiempo 

de cocultivo (1, 2 ó 3 días). Se aplicó vació durante 30 min con una presión de 500 mmHg, con 

una temperatura de incubación de 26 °C (± 2). Se realizaron 3 repeticiones de cada experimento, 

con 30 explantes por tratamiento. 

 

b. Cultivo A. tumefaciens 

1. Cepa bacteriana de A. tumefaciens 

Se utilizó la cepa bacteriana ATHV, la cual presenta resistencia a rifampicina, y cuenta con el 

vector binario pCAMBIA 1303, que contiene el gen nptII, el cual confiere resistencia a la 

kanamicina. Dentro de la región del ADN-T posee el marcador de selección en plantas hptII, que 



21 
 

presenta resistencia a la higromicina y uidA-gusA-mgfp5-His6 como genes reporteros, que 

codifica para las proteínas GUS y GFP, bajo el control del promotor CAMV35S. Para el control 

negativo se usó una cepa de ATHV sin el plásmido (cepa silvestre). 

 

2. Crecimiento de la bacteria A. tumefaciens 

Se tomó una colonia de la cepa bacteriana ATHV con el vector binario pCAMBIA 1303 y se 

inoculó en 5 mL de medio Luria-Bertani (LB) líquido con los antibióticos rifampicina (50 mg/L) 

y kanamicina (50 mg/L), y acetosiringona (20μM), se incubaron a 25-28°C, bajo agitación 

constante (110 rpm), durante 24 h. Luego, se subcultivó la bacteria agregando los 5 mL en 45 mL 

en medio LB líquido complementado con acetosiringona (200 µM), y se incubará bajo las mismas 

condiciones por 48h. 

 

3. Preparación suspensión bacteriana 

El cultivo bacteriano de la cepa ATHV con el vector binario pCAMBIA 1303 se transfirió a 

un tubo Falcon de 50 mL, se centrifugó 4000 rpm por 20 min y se desechó el sobrenadante. Luego, 

se resuspendió la bacteria en 50 mL medio de cultivo de lavado (cuadro I), se centrifugó 4000 rpm 

por 20 min y se desechó el sobrenadante. Finalmente, se agregaron 50 mL de medio de cocultivo 

líquido (cuadro I) para resuspender la bacteria, y se midió la DO600 deseada. 

 

c. Transformación genética transitoria ex vitro  

1. Cocultivo de explantes de café con A. tumefaciens ATHV::pCAMBIA 1303 

Se colocaron los discos de hojas en placas Petri que contenían 25 mL de la suspensión 

bacteriana según el tratamiento de densidad óptica (DO600: 0.6, 0.8 y 1.0). Los explantes se 

colocaron en medio de cocultivo líquido, con agitación constante a 100 rpm por el tiempo definido 
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(60, 120 y 180 min), seguidamente se aplicó vació durante 30 minutos con una presión de 500 

mmHg. Luego, se eliminó la suspensión bacteriana, y los explantes colocados en placas Petri, se 

dejaron en el cuarto de crecimiento por el periodo de cocultivo determinado (1, 2 ó 3 d), en 

oscuridad, y a la temperatura ambiente del laboratorio (26 ± 2 °C).   

 

Figura 3. Esquema del proceso de optimización del protocolo mediante A. tumefaciens 

ATHV::pCAMBIA 1303 empleando los parámetros densidad óptica bacteriana (I Fase), periodo 

de agitación (II Fase) y tiempo de cocultivo (III Fase). 

 

2. Lavados con antibióticos 

Al finalizar el proceso de cocultivo con A. tumefaciens ATHV con el vector binario pCAMBIA 

1303, los discos de hoja se colocaron en placas Petri con agua destilada estéril y se realizaron dos 

lavados de 10 min, seguido de un lavado de 30 min con agua destilada estéril con el antibiótico 

Cefotaxima (500 mg/L) para eliminar las bacterias, todo esto con agitación a 110 rpm.  

 

d. Medio de cultivo  

Los medios de cultivo a utilizar para cada tratamiento y etapa se muestran en el cuadro 1.  
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Cuadro 1. Medios de cultivo empleados en el cocultivo de discos de hoja de café con A. 

tumefaciens ATHV con el vector binario pCAMBIA 1303.  

Etapa Medio de cultivo Componentes del medio 

Crecimiento A. 

tumefaciens 

Medio LB 

ATHV::pCAMBIA1303  

Medio Luria-Bertani (LB) + 50 mg/L de 

kanamicina + 200 µM acetosiringona 

Preparación 

suspensión 

bacteriana 

Medio de lavado 

10 mM MgCl2 (0.95211 g/L) 

Preparación 

suspensión 

bacteriana 

Medio cocultivo líquido 

¼ Medio Murashige & Skoog (1962) + 10 g/L 

sacarosa + 0.005% (v/v, 50 mL/L) Silwet L-77 

+ 200 µM acetosiringona pH= 5,7 

 

e. Análisis de expresión transitoria del gen uidA (GUS) 

1. Prueba histoquímica de la enzima β-glucoronidasa (GUS) 

Se usó el protocolo definido por Gatica (2013c) para el análisis de la expresión de la enzima 

β-glucuronidasa en tejidos transformados con el gen reportero uidA. Para ello, los segmentos de 

hojas se colocaron tubos Falcon de 15 mL, se agregó buffer de tinción (50mM de Buffer Fosfato 

de sodio (NaPO4) a pH 7.0, 0.2% de Tritón X-100, 0.5mM de Ferrocianuro de potasio, 0,5mM 

de Ferricianuro de potasio, 10mM de EDTA, 4% v/v de Metanol y 65% de agua destilada) hasta 

cubrirlos y se almacenaron a -80 °C por 1 hora. Luego, se agregaron 20 μL de X-Gluc disuelto en 

DMSO por cada 10 mL de buffer de tinción (se requieren 7 mg de X-Gluc por cada 20 µL de 

DMSO). Esto se agregó en los tubos con los discos y se incubaron a 37 °C por 24 h. Seguidamente, 

se llevó a cabo la decoloración del tejido utilizando una solución de alcohol 95% v/v y ácido 

acético (3:1) en baño maría a 70 °C por 1 h. Se tomaron fotografías del resultado obtenido con 

cada tratamiento y se usó una regla como escala de referencia. 
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2. Cálculo de área transformada 

Se utilizó el software ImageJ (Schnider et al., 2012) para el análisis de las imágenes y la 

determinación del área total y al área con tinción GUS. Se calculó el área que muestre la expresión 

del gen uidA para cada tratamiento mediante la tinción de prueba GUS empleando la siguiente 

fórmula. 

Área transformada =
Área del explante con tinción

Área total del explant𝑒
x100             

 

3. Análisis estadístico 

Los datos obtenidos de la tinción de la prueba GUS se analizaron mediante la prueba no 

paramétrica Kruskal-Wallis para determinar si hay diferencias significativas entre el porcentaje de 

transformación según los diferentes parámetros a optimizar (densidad óptica, tiempo de agitación 

y periodo de cocultivo). Además, para determinar si hay diferencias entre los tratamientos de cada 

parámetro optimizado se realizó la prueba de Dunn empleando el ajuste de Bonferroni. Los análisis 

estadísticos se realizaron con el software R Studio (RStudio Team, 2020). 

 

f. Transformación genética con los plásmidos CRISPR/Cas9 mediada por A. tumefaciens 

Se transformaron discos de hojas de café con el protocolo previamente optimizado (protocolo 

descrito en la sección 6.3, apartado c). Se utilizaron los mejores parámetros seleccionados con 

base en el área transformada en cada tratamiento.  

 

1. Vectores CRISPR/Cas9 empleados para la inserción del gen reportero turbo-gfp  

Para la transformación de café mediada por A. tumefaciens, cepa AGL1, se usaron plásmidos 

CRISPR/Cas9, los cuales poseen los genes de Cas9 bajo el promotor CaM35S, los respectivos 
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ARNg bajo el promotor U6, con el gen de selección nptII, el cual confiere resistencia a la 

kanamicina para la bacteria y el gen hptII, que presenta resistencia a la higromicina para los 

explantes transformados, además cuentan con turbo-gfp como gen reportero (Fig 4). Cada 

plásmido posee el respectivo ARN guía correspondiente a los genes NSH1, XMPasa, XMPasa + 

GDSA. Se emplearon como controles negativos la cepa AGL1 wild (silvestre) y la empty CRISPR; 

el cual no posee la secuencia líder del ARN guía.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Vector CRISPR/Cas9 correspondiente al plásmido que presenta ARNguías para los 

genes XMPasa + GDSA, introducido en A. tumefaciens AGL1. El cual presenta el promotor 

CaM35S, los ARNg bajo el promotor U6, con el gen de selección nptII, que confiere resistencia a 

la kanamicina y el gen hptII, que presenta resistencia a la higromicina, además del gen reportero 

turbo-gfp. 
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2. Transformación de explantes con plásmidos CRISPR/Cas9 

Para la inserción del gen reportero turbo-gfp en el genoma del café, se utilizaron vectores 

CRISPR que poseen la secuencia de ADN que se transcribe en los ARN guías respectivos para los 

genes NSH1, XMPasa y XMPasa + GDSA. Se utilizaron los parámetros optimizados en el 

protocolo llevado a cabo mediante A. tumefaciens ATHV::pCAMBIA 1303 con base en el área 

transformada en cada tratamiento. Se emplearon como controles AGL1 silvestre (control negativo) 

y AGL1 empty CRISPR. Se realizaron 3 repeticiones, con 30 segmentos de hoja por tratamiento  

 

3. Cocultivo de discos de café con A. tumefaciens AGL1 con los vectores CRISPR/Cas9 

Los discos de hojas se colocaron en una placa Petri con la suspensión bacteriana de A. 

tumefaciens AGL1 con los vectores CRISPR/Cas9 (ver sección 1) según la densidad óptica 

(DO600), periodo de agitación y tiempo de cocultivo establecidos en el protocolo optimizado 

previamente. Para el cocultivo de los explantes de café con A. tumefaciens AGL1 con los vectores 

CRISPR/Cas9 se aplicó vació por 30 min con una presión de 500 mmHg, un tiempo de agitación 

de 120 min y la temperatura ambiente del laboratorio (26 ± 2 °C).  

 

g. Comprobación de transformación genética  

 Para la comprobación de la transformación genética por medio de A.tumefaciens AGL1 

con los plásmidos CRISPR y sus respectivos ARNg para los genes NSH1, XMPasa y XMPasa + 

GDSA, se comprobó la presencia de fluorescencia del gen reportero turbo-gfp en los discos de hoja 

de C. arabica, mediante una microscopia de fluorescencia con el microscopio Cytation ™ 3. 
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1. Extracción y cuantificación de ADN  

Se obtuvo el ADN mediante la maceración de los discos de hojas de café transformados, se 

agregó 450 µL de buffer de extracción (Cuadro 2) y se mezcló con el vórtex. Las muestras se 

incubaron a 65 ºC por 12 min, luego de 7 min, las muestras se agitaron por inversión. Se agregaron 

450 µL de cloroformo:octanol (24:1) y las muestras se agitaron suavemente 20 veces por 

inversión. Las muestras fueron centrifugadas por 5 min a 13000 rpm y a 4 ºC. Luego, se transfirió 

el sobrenadante a tubos Eppendorf de 1.5 mL, se agregó un volumen de isopropanol frío y se 

agitaron 10 veces por inversión. Seguidamente, las muestras se incubaron 10 min a -20 ºC y se 

centrifugaron por 7 min a 13000 rpm. Se descartó el sobrenadante y se agregaron 500 µl de etanol 

70% frío, se procedió a centrifugar las muestras por 2 min a 13000 rpm (4 ºC)  y se descartó el 

etanol con cuidado para no perder el pellet. Los tubos con pellet se secaron a 42 ºC por 15-20 min 

y el pellet se resuspendió en 50 µl de TE 1X con 1 µL de ARNasa Thermo Scientific (conc. 

Solución stock 10 mg/mL). Las muestras se incubaron por 30 min a 37 ºC, se agitaron y 

almacenaron a -20 ºC. Finalmente se realizó la cuantificación de las muestras de ADN obtenidas 

empleando el Nanodrop Lite. 

Cuadro 2. Reactivos del buffer de extracción empleado para la obtención de ADN proveniente de 

los discos de hoja de C. arabica L. 

Reactivo pH Concentración final Volumen 

Tris/HCl 8.0 1 M 10.0 mL 

NaCl - 5 M 28.0 mL 

EDTA 8.0 0.5 M 4.0 mL 

CTAB - 2 % 2 g 

PVP - 2% 2g 

H2O - - 58.0 mL 

Volumen total   100 mL 

*Se agregó 40 µL de mercaptoetanol fresco por cada 20 mL de buffer de extracción. 
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2. Electroforesis en gel de agarosa del ADN extraído y productos de PCR  

Para analizar la integridad de las muestras de ADN extraído y los productos obtenidos de las 

PCR, se realizó una electroforesis en un gel de agarosa. Se mezcló colorante de carga (6X) con 

GelRed (1 µL) y ADN (4 µl), se cargó en gel de agarosa al 1,0 % m/v en 1X TBE, y el marcador 

molecular de ADN Thermo Scientific GeneRuler 100 pb Plus. Esto se corrió a 100 V por 1 h. 

 

3. Amplificación del gen 18S 

Se amplificó un fragmento del gen 18S para comprobar la calidad del ADN extraído de las 

muestras de hojas de café. Para la amplificación del gen de la subunidad ribosomal 18S (ADNr 

18S) se utilizó el protocolo definido por Gatica et al., (2012b). En el cuadro 3 se muestra la 

composición de la MasterMix para amplificar el gen 18S, donde el primer forward corresponde a 

18S_S: 5΄-AGGTAGTGACAATAAATAACAA-3΄ y el reverse a 18S_AS: 5΄-

TTTCGCAGTTGTTCGTCTTTC -3΄. El programa de amplificación es un ciclo de 

desnaturalización inicial a 95 °C por 10 min, 30 ciclos de desnaturalización a 94°C por 30 seg, 

hibridación a 53 °C por 30 seg, extensión a 72°C por 1.5 min y un ciclo de extensión final a 72°C 

por 10 min. Se utilizaron agua y ADN del plásmido LBA4404 como controles negativos; y dos 

muestras de ADN de C. arabica variedad Obatá como controles positivos. 

Cuadro 3. MasterMix utilizada en la amplificación del gen 18S 

Componente Concentración inicial Concentración final 1X (µL) 

H2O - - 18.70 

Buffer Taq+ (NH4)2SO4 10X 1X 2.50 

MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.50 

dNTPs 10 mM c/u 0.2 mM c/u 0.50 

Primer forward 10 µM 0.2 µM 0.50 

Primer reverse 10 µM 0.2 µM 0.50 

Taq polimerasa 5U/µl 0.5 U 0.10 

ADN - - 1.0 

Volumen final - - 25 



29 
 

4. Amplificación del gen virG 

Se amplificó un fragmento del gen virG para descartar la contaminación de las muestras con 

ADN de A. tumefaciens, y para ello se utilizó el protocolo definido por Gatica (2013a). La 

composición de la MasterMix se muestra en el cuadro 4, el primer forward corresponde a 

At_virG_1F: 5΄-CCGACAGCACCCAGTTCAC-3΄ y el reverse a At_virG_1R: 5΄-

CCTGCCGTAAGTTTCACCTCACC-3΄. El programa de amplificación es un ciclo de 

desnaturalización inicial a 94°C por 5 min, 35 ciclos de desnaturalización a 94°C por 1 min, 

hibridación a 60°C por 30 s, extensión a 72°C por 1 min y un ciclo de extensión final a 72°C por 

10 min. Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1 % m/v en solución de TBE 

1X, el cual se corrió a 100 V por 1 hora. Se utilizaron agua y ADN de segmentos de hoja no 

transformados como controles negativos, y como controles positivos se empleó ADN de los 

plásmidos LBA4404 y ATHV.  

Cuadro 4. MasterMix utilizada en la amplificación del gen virG 

Componente Concentración inicial Concentración final 1X (µL) 

H2O - - 18.70 

Buffer Taq+ (NH4)2SO4 10X 1X 2.50 

MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.50 

dNTPs 10 mM c/u 0.2 mM c/u 0.20 

Primer forward 10 µM 0.2 µM 0.50 

Primer reverse 10 µM 0.2 µM 0.50 

Taq polimerasa 5U/µl 0.5 U 0.10 

ADN - - 1.0 

Volumen final - - 25 
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5. Amplificación del gen turbo-gfp 

Se amplificará un fragmento del gen reportero turbo-gfp para analizar su integración en el 

genoma, se utilizará el protocolo definido por Gatica (et al., 2012a). En el cuadro 5, se muestra la 

composición de la MasterMix para amplificar un fragmento del gen turbo-gfp, el primer forward 

corresponde a GFP_2_F: 5΄- CGAGAAGTACGAGGATGGTGG-3΄ y el reverse a GFP_2_R: 5΄- 

TCACCAGCATCAGCATCAGG-3΄. El programa de amplificación es un ciclo de 

desnaturalización inicial a 95°C por 10 min, 30 ciclos de desnaturalización a 94°C durante 1 min, 

hibridación a 60°C por 1 min, extensión a 72°C por 1 min y un ciclo de extensión final a 72°C por 

10 min. Como controles negativos se utilizó agua y ADN de segmentos de hoja no transformados, 

y como controles positivos se emplearon muestras de ADN del plásmido Empty CRISPR. Los 

productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1 % m/v en solución de TBE 1X, el cual 

se corrió a 100 V por 1 hora 

Cuadro 5. MasterMix a emplear en la amplificación del gen turbo-gfp 

Componente Concentración inicial Concentración final 1X (µL) 

H2O -- -- 18.20 

Buffer 10X+ (NH4)2SO4 10X 1X 2.5 

MgCl2 25 mM 1,5 mM 1.5 

dNTPs 25 mM each 0,2 mM each 0.2 

Primer forward 10 µM 0,3 µM 0.75 

Primer reverse 10 µM 0,3 µM 0.75 

Taq polimerasa 5U/µl 0,5 U 0.10 

ADN - - 1 

Volumen final - - 25 
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6. Amplificación del gen hptII 

Para la amplificación del gen del marcador de selección hptII se utilizó el protocolo de Gatica 

(2013b). La MasterMix amplificar el gen del marcador de selección hptII se muestra en el cuadro 

6. El primer forward corresponde a hpt-F 5’-TCCATCACAGTTTGCCAGTGATACA-3’ y el 

reverse es hpt-R 5’-ATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGA-3’. El programa de amplificación 

es un ciclo de desnaturalización inicial a 94°C por 5 min, 35 ciclos de desnaturalización a 94°C 

por 1 min, hibridación a 69°C por 1 min, extensión a 72°C por 1 min y un ciclo de extensión final 

a 72°C por 10 min. Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1 % m/v en 

solución de TBE 1X, el cual se corrió a 100 V por 1 hora. Se utilizaron agua y ADN de segmentos 

de hoja no transformados como controles negativos, y como controles positivos se empleó ADN 

de los plásmidos LBA4404 y ATHV. 

Cuadro 6. MasterMix por utilizar en la amplificación del gen hptII 

Componente Concentración inicial Concentración final 1X (µL) 

H2O -- -- 12.55 

Buffer 10X+ (NH4)2SO4 10X 1X 2.0 

MgCl2 25 mM 1,5 mM 1.2 

dNTPs 25 mM each 0,2 mM each 0.4 

Primer forward 10 µM 0,3 µM 0.4 

Primer reverse 10 µM 0,3 µM 0.4 

BSA 10mg/mL -- 0.8 

Taq polimerasa 5U/µl 0,5 U 0,25 

ADN - - 2.0 

Volumen final - - 20 
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7. RESULTADOS  

7.1 Estandarización de la densidad óptica (DO600) en la expresión transitoria del gen 

reportero uidA en Coffea arabica L. utilizando A. tumefaciens ATHV::pCAMBIA 1303 

En la optimización de la densidad óptica de la bacteria, se observó que los explantes 

cocultivados con Agrobacterium tumefaciens ATHV::pCAMBIA 1303 con las densidades ópticas 

de 0.60, 0.80 y 1.0 tuvieron resultados positivos ante la prueba GUS (presencia de coloración azul) 

(Figura 5 A, B y C, respectivamente), exceptuando el control negativo (Figura 5 D). En cuanto a 

la estandarización de la densidad óptica (DO600) de la concentración de bacteria óptima, se obtuvo 

un mayor porcentaje de expresión transitoria el gen uidA en los explantes utilizando una DO600 de 

0.80 (100%), seguido de la DO600 de 0.60 y 1.0, cuyos porcentajes fueron del 90.4 y 86.7% 

respectivamente (Figura 6, Cuadro 7). 

Con respecto al promedio del área transformada, se obtuvo un mayor promedio de expresión 

transitoria del gen uidA en lo de explantes utilizando una DO600 de 0.80 (51.9 ± 25.1), seguida por 

la DO600 de 0.6 (29.1 ± 25.4), la DO600 de 1.0 (10.6 ± 12.0) y el control negativo (0.00 ± 0.00) 

(Cuadro 7). Se determinó que existían diferencias significativas (x2 = 90.89, df = 2, p-value ˂ 0.05) 

entre el promedio del área transformada en los explantes con expresión transitoria del gen uidA 

utilizando las densidades ópticas (DO600) de 0.6, 0.80, 1.0 y el control (DO600=0) (Cuadro 7). 

También se encontraron diferencias significativas al comparar los promedios del área transformada 

obtenido entre las densidades ópticas (DO600) utilizadas (p˂0.05). Al obtenerse un mayor 

promedio en el área de los explantes transformados mediante con la DO600 de 0.80, se determinó 

que esta es la concentración óptima para la expresión transitoria del gen uidA.  
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Figura 5. Expresión transitoria del gen uidA en segmentos de hoja de café cocultivados con A. 

tumefaciens ATHV::pCAMBIA 1303 a densidades ópticas (DO600) de bacteria de 0.6, 0.80 y 1.0. 

DO600=0.60 (A), DO600=0.80 (B) y DO600=1.0 (C), Control DO600= 0.00 (A). Medición a través 

de la expresión transitoria del gen uidA. Escala equivalente a 0.25 mm 

 

 

Figura 6. Efecto de la concentración bacteriana (DO600) en la expresión transitoria del gen uidA 

en discos de hoja de C. arabica L.   
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Cuadro 7.  Efecto de la concentración bacteriana (DO600) en la expresión transitoria del gen uidA 

en discos de hoja de C. arabica L. mediante la transformación con Agrobacterium tumefaciens 

ATHV::pCAMBIA 1303. 

Densidad óptica (DO600) Promedio área transformada 

(± sd) 

Porcentaje de explantes 

transformados (%) 

0.0 0 (± 0.001) 0 

0.60 29.1 (± 25.4) 90.4 

0.80 51.9 (± 25.1) 100 

1.0 10.6 (± 12.0) 86.7 

 

7.2  Estandarización del periodo de agitación en la expresión transitoria del gen reportero 

uidA utilizando A. tumefaciens ATHV::pCAMBIA 1303 

Los explantes de hojas de café mostraron resultados positivos al ser cocultivados con A. 

tumefaciens ATHV::pCAMBIA 1303 en los periodos de agitación de 60, 120 y 180 min, por lo 

que mostraron coloración azul al realizarse la prueba histoquímica de la β-glucoronidasa (GUS) 

(Figura 7A, B y C). En cuanto a la estandarización del periodo de agitación, se obtuvo un mayor 

porcentaje de transformación de explantes utilizando un periodo de 120 min (100%), seguido un 

periodo de 180 min y 60 min, cuyos porcentajes fueron del 95 y 80%, respectivamente (Figura 8, 

Cuadro 8). 

Con respecto al promedio del área transformada, se obtuvo un mayor promedio de expresión 

transitoria del gen uidA en los explantes utilizando 120 min de agitación (51.7 ± 24.3), seguido 

por 180 min (22.9 ± 19.3) y finalmente 60 min (17.0 ± 18.6) (Cuadro 8). Se determinó que existían 

diferencias significativas (x2 = 46.21, df = 2, p-value ˂0.05) entre el promedio de explantes con 

expresión transitoria del gen uidA y los tiempos de agitación empleados (Cuadro 8). También se 

encontraron diferencias significativas al comparar los promedios del área transformada obtenido 
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entre dichos periodos de agitación  utilizadas (p˂0.05). Debido a que el área transformada de los 

explantes con 120 min de agitación presentaron mayor tinción, se determinó este periodo como el 

óptimo para la expresión transitoria del gen reportero presente en la bacteria.  

 

Figura 7. Expresión transitoria del gen uidA en segmentos de hoja de café cocultivados con A. 

tumefaciens ATHV::pCAMBIA 1303 con diferentes tiempo de agitación. En donde: 60 min (A), 

120 min (B) y 180 min (C), Control: 120 min + cepa silvestre (D). Medición a través de la 

expresión transitoria del gen uidA. Escala equivalente a 0.25 mm. 

 

Figura 8.  Efecto del tiempo de agitación (min) en la expresión transitoria del gen uidA en discos 

de hoja de C. arabica L.  
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Cuadro 8.  Efecto del tiempo de agitación (min) en la expresión transitoria del gen uidA en discos 

de hoja de C. arabica L. mediante la transformación con Agrobacterium tumefaciens 

ATHV::pCAMBIA 1303. 

Tiempo agitación (h) Promedio área transformada 

(± sd) 

Porcentaje de explantes 

transformados (%) 

Control negativo 0 (± 0.001) 0 

1h 17.0 (± 18.6) 80 

2h 51.7 (± 24.3) 100 

3h 22.9 (± 19.3) 95 

 

7.3 Optimización del periodo de cocultivo en la expresión transitoria del gen uidA en discos 

de hojas de café mediante A. tumefaciens ATHV::pCAMBIA 1303 

Se observó que los explantes cocultivados en los periodos de 1, 2 y 3 días con Agrobacterium 

tumefaciens ATHV::pCAMBIA 1303 tuvieron resultados positivos ante la prueba GUS (presencia 

de coloración azul) (Figura 9 A, B y C). En cuanto a la estandarización del tiempo de cocultivo, 

se obtuvo un mayor porcentaje de transformación de explantes utilizando un tiempo de 2 y 3 días 

(100%), seguido de un periodo de cocultivo de 1 día (84 %) (Figura 10, Cuadro 9). 

Con respecto al promedio del área transformada, se obtuvo un mayor promedio en los discos de 

hoja de café con el periodo de 2 días (50.8 ± 24.8), seguido por 3 y 1 día (14.5 ± 14.8 y 3.00 ± 

2.90 respectivamente, Cuadro 9). Se encontraron diferencias significativas (x2 = 94.913, df = 2, 

p-value ˂0.05) entre el promedio de explantes con tinción GUS entre los distintos tratamientos (1, 

2 y 3 días, Cuadro 9). También se encontraron diferencias significativas al comparar los promedios 

del área transformada obtenido entre los periodos a optimizar (p˂0.05). Al obtenerse un mayor 

promedio en el área de los explantes transformados mediante el periodo de cocultivo de 2 días, se 

determinó que es el tiempo óptimo para la expresión transitoria del gen uidA en discos de café. 
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Figura 9. Expresión transitoria del gen uidA en segmentos de hoja de café transformadas con A. 

tumefaciens ATHV::pCAMBIA 1303 con periodo de cocultivo de 1 día (A), 2 días (B), 3 días (C) 

y el control (cepa silvestre) (D). Medición a través de la expresión transitoria del gen uidA. Escala 

equivalente a 0.25 mm 

 

 

Figura 10.  Efecto del periodo de cocultivo (días) en la expresión transitoria del gen uidA en discos 

de hoja de C. arabica L.   
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Cuadro 9.  Efecto del periodo de cocultivo (días) en la expresión transitoria del gen uidA en discos 

de hoja de C. arabica L. 

Periodo cocultivo (día) Promedio área transformada 

(± sd) 

Porcentaje de explantes 

transformados (%) 

Control negativo  0 (± 0.001) 0 

1 3.00 (± 2.90) 84 

2 50.8 (± 24.8) 100 

3 14.5 (± 14.8) 100 

 

7.4 Extracción y cuantificación de ADN de hojas de café para la comprobación de la 

insersión del gen reportero mediada por el sistema CRISPR/Cas9 

Para la comprobación del gen reportero turbo-gfp presente en los vectores CRISPR/Cas9, se 

visualizaron los discos de hojas de café. Obteniendo la presencia de partículas fluorescentes en los 

tejidos transformados (Figura 11). Los discos correspondientes al control negativo, en donde se 

empleó una cepa silvestre de AGL1 presencia fluorescencia emitida por parte de los cloroplastos 

aun presente en el tejido. En cuanto al material transformado con A. tumefaciens AGL1 con el 

vector Empty CRISPR (el cual no posee ARNg especifico para genes), NHS1, XMPasa y XMPasa 

+ GDSA, se muestra fluorescencia propia del tejido vegetal como también por parte de la proteína 

GFP. En el caso del disco B y C correspondientes a Empty CRISPR; y el disco A de NSH1, se 

presencia fluorescencia de la proteína GFP en sitios cercanos a las heridas realizadas por las 

microagujas del dermaroller. Además, con respecto a la fluorescencia emitida por parte de los 

pigmentos del tejido vegetal, esto se presenta en el disco B de la cepa silvestre (control negativo), 

disco A de empty CRISPR; y disco A y B de XMPasa (Figura 11) 
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Figura 11. Análisis de fluorescencia emitida por medio de la proteína, la cual es codificada por el 

gen reportero turbo-gfp presente en los discos de hoja de C. arabica L. 

En el cuadro 10, se observa el ADN extraído de hojas de café obtenidas tras la transformación 

mediante A. tumefaciens AGL1 a una DO600 de 0.8, un periodo de agitación de 120 minutos y 2 

días de cocultivo. Se puede ver que la mayor concentración de ADN en la transformación 1 se 

obtiene en el control negativo en donde se utilizó la cepa silvestre (91.3 ng/µL), seguido por 

XMPasa + GDSA (82.0 ng/µL) y XMPasa (63.4 ng/µL); las demás muestras no superan una 

concentración de 50 ng/ µL (Cuadro 10). En cuanto a las extracciones correspondientes a la 

segunda transformación, las muestras Empty CRISPR (101.9 ng/µL), control negativo (73.7 

ng/µL) y XMPasa + GDSA (71.4 ng/µL) presentan las mayores concentraciones (Cuadro 10).  En 

la tercera transformación (Cuadro IX)., XMPasa + GDSA, XMPasa, el control negativo y Empty 

CRISPR presentan las mayores concentraciones de ADN (225.0, 182.0, 174.0 y 145.0 ng/µL 

respectivamente).  

La relación A260/280 indica ADN de buena calidad y con una pureza aceptable mayor a 1.80 

(Cuadro 10), en las muestras de la transformación 1, no se obtuvo ADN de pureza óptima, en la 

transformación 2 el ADN de Empty CRISPR presenta una relación A260/280 óptima. En cuanto 

a las extracciones de la tercera transformación el control negativo (cepa silvestre), Empty CRISPR, 
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XMPasa y XMPasa + GDSA presentan una relación A260/280 aceptable (>1.60). Mientras que la 

pureza del ADN con relación a A260/230, las muestras presentan valores menores a 1.5, por lo 

que el ADN presenta contaminación (Cuadro 10). 

Cuadro 10. Cuantificación de ADN de los discos de hojas de C. arabica L. transformados con A. 

tumefaciens AGL1 con los plásmidos CRISPR/Cas9 mediante Nanodrop Lite. 

 

Experimento Muestra 

Ácido 

nucleico 

(ng/µL) 

A260 

(Abs) 

A280 

(Abs) 
260/280 260/230 

Pureza ADN 

(260/280) 

Pureza ADN 

(260/230) 

1 

C- (wild) 91.3 1.83 1.30 1.41 0.45 Contaminada Contaminada 

Empty 

CRISPR 
37.2 0.75 0.52 1.42 0.42 

Contaminada Contaminada 

NSH1 31.7 0.63 0.45 1.42 0.40 Contaminada Contaminada 

XMPasa 63.4 1.27 0.85 1.48 0.36 Contaminada Contaminada 

XMPasa + 

GDSA 
82.0 1.64 1.03 1.59 0.79 

Contaminada Contaminada 

2 

C- (wild) 73.7 1.47 1.00 1.47 0.48 Contaminada Contaminada 

Empty 

CRISPR 
101.9 2.04 1.26 1.62 0.65 

Aceptable Contaminada 

NSH1 61.1 1.22 0.83 1.48 0.42 Contaminada Contaminada 

XMPasa 55.6 1.11 0.75 1.49 0.43 Contaminada Contaminada 

XMPasa + 

GDSA 
71.4 1.428 0.973 1.47 0.48 

Contaminada Contaminada 

3 

C- (wild) 174 3.49 1.97 1.77 0.81 Aceptable Contaminada 

Empty 

CRISPR 
145.0 2.90 1.81 1.60 0.55 

Aceptable  Contaminada 

NSH1 51.8 1.037 0.66 1.57 0.37 Contaminada Contaminada 

XMPasa 182.0 3.64 2.05 1.77 0.82 Aceptable  Contaminada 

XMPasa + 

GDSA 
225.0 4.99 3.08 1.62 0.62 

Aceptable Contaminada 
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7.5 Comprobación de la presencia del gen 18S mediante la transformación con A. 
tumefaciens AGL1 con los plásmidos CRISPR en discos de hoja de café 

La figura 12 muestra el resultado de la electroforesis de los productos de PCR de la 

amplificación de un fragmento de 481 bp del gen de la subunidad ribosomal 18S (ADNr 18S) en 

muestras de ADN extraído de discos de hojas de café, obtenidas a partir de la transformación con 

A. tumefaciens AGL1 con plásmidos CRISPR/Cas9 que poseen los ARN guías para los genes 

NSH1, XMPasa y XMPasa + GDSA. Se observa que en las muestras de control positivo (carril 4 

y 5) y las muestras de ADN vegetal 6-20, se obtuvo una banda de aproximadamente 400-500 pb.  

 

Figura 12.  Electroforesis de la amplificación de un fragmento del gen 18S en muestras de hoja 

de C. arabica L. con plásmidos CRISPR/Cas9. 1) Marcador molecular 100bp (Thermo Scientific), 

2) Control negativo 1 (agua), 3) Control negativo 2 (plásmido  LBA4404), 4) Control positivo 1 

(ADN hojas café), 5) Control positivo 2 (ADN hojas café), 6) Cepa AGL1 wild #1, 7) Empty 

CRISPR #1, 8) ARNg gen NSH1 #1, 9) ARNg gen XMPasa #1, 10) ARNg gen  XMPasa + GDSA 

#1, 11) Cepa AGL1 wild #2, 12) Empty CRISPR #2, 13) ARNg gen NSH1 #2, 14) ARNg gen 

XMPasa  #2, 15) ARNg gen  XMPasa + GDSA #2 16) Cepa AGL1 wild #3, 17) Empty CRISPR 

#3, 18) ARNg gen NSH1 #3, 19) ARNg gen XMPasa #3, 20) ARNg gen  XMPasa + GDSA #3. 

En donde #1 representa el primer experimento de transformación con A. tumefaciens AGL1 con 

los plásmidos. La segunda y tercera transformación se representan con #2 y #3, respectivamente. 
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7.6 Amplificación del gen virG en la transformación con A. tumefaciens AGL1 con los 

plásmidos CRISPR empleando discos de hoja de café 

En el gel de la electroforesis de los productos de PCR de la amplificación del gen VirG en 

muestras de ADN de hojas de café se muestra la amplificación de los controles positivos de ADN 

de los plásmidos LBA4404 y ATHV (carril 4 y 5), con un tamaño de aproximadamente 500 pb. 

Para las muestras correspondientes a los controles negativos (carril 2 y 3) y las muestras obtenidas 

de la amplificación del gen VirG no se obtuvo ningún fragmento (Figura 13). 

 

Figura 13.  Electroforesis de la amplificación del gen virG en muestras de segmentos de hoja de 

C. arabica L. con los plásmidos CRISPR. 1) Marcador molecular 100bp (Thermo Scientific), 2) 

Control negativo 1 (agua), 3) Control negativo 2 (ADN de segmentos de hoja no transformados), 

4) Control positivo 1 (plásmido  LBA4404), 5) Control positivo 2 (plásmido  ATHV), 6)Cepa 

AGL1 wild #1, 7) Empty CRISPR #1, 8) ARNg gen NSH1 #1, 9) ARNg gen XMPasa #1, 10) 

ARNg gen  XMPasa + GDSA #1, 11) Cepa AGL1 wild #2, 12) Empty CRISPR #2, 13) ARNg 

gen NSH1 #2, 14) ARNg gen XMPasa #2, 15) ARNg gen  XMPasa + GDSA #2 16) Cepa AGL1 

wild #3, 17) Empty CRISPR #3, 18) ARNg gen NSH1 #3, 19) ARNg gen XMPasa #3, 20) ARNg 

gen  XMPasa + GDSA #3. En donde #1 representa el primer experimento de transformación con 

A. tumefaciens AGL1 con cada plásmido. La segunda y tercera transformación se representan con 

#2 y #3, respectivamente.  
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7.7 Comprobación de la presencia del gen reportero turbo- gfp en discos de hoja de café 

transformados con A. tumefaciens AGL1 con los plásmidos CRISPR/Cas9 

En el gel de la electroforesis de los productos de PCR de la amplificación del gen turbo-gfp en 

muestras de ADN de hojas de café se muestra la amplificación de los controles positivos de ADN 

de los plásmidos Empty CRISPR (carril 4 y 5), con un tamaño de aproximadamente 500 pb. Para 

las muestras correspondientes a los controles negativos (carril 2 y 3) y las muestras obtenidas a 

partir de la transformadas con A. tumefaciens AGL1 y los respectivos plásmidos CRISPR/Cas9 

(carril 6-20) no se amplificó ningún fragmento (Figura 14). 

 

Figura 14.  Electroforesis de la amplificación del gen turbo- gfp en muestras de segmentos de 

hoja de C. arabica L. con los plásmidos CRISPR. 1) Marcador molecular 100bp (Thermo 

Scientific), 2) Control negativo 1 (agua), 3) Control negativo 2 (ADN de segmentos de hoja no 

transformados), 4) Control positivo 1 (plásmido Empty CRISPR), 5) Control positivo 2 (plásmido 

Empty CRISPR), 6)Cepa AGL1 wild #1, 7) Empty CRISPR #1, 8) ARNg gen NSH1 #1, 9) ARNg 

gen XMPasa #1, 10) ARNg gen  XMPasa + GDSA #1, 11) Cepa AGL1 wild #2, 12) Empty 

CRISPR #2, 13) ARNg gen NSH1 #2, 14) ARNg gen XMPasa #2, 15) ARNg gen  XMPasa + 

GDSA #2 16) Cepa AGL1 wild #3, 17) Empty CRISPR #3, 18) ARNg gen NSH1 #3, 19) ARNg 

gen XMPasa #3, 20) ARNg gen XMPasa + GDSA #3. En donde #1 representa el primer 

experimento de transformación con A. tumefaciens AGL1 con cada plásmido. La segunda y tercera 

transformación se representan con #2 y #3, respectivamente.  
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7.8 Comprobación de la presencia del gen de resistencia a higromicina en discos de hoja 

de café transformados con A. tumefaciens AGL1 con los plásmidos CRISPR/Cas9 

La figura 15 muestra el resultado de la electroforesis de los productos de PCR de la 

amplificación de un fragmento del gen hptII en muestras de ADN de discos de hojas de café, 

obtenidas a partir de la transformación mediante A. tumefaciens AGL1 con plásmidos 

CRISPR/Cas9 que poseen los ARN guías respectivos para los genes NSH1, XMPasa y XMPasa + 

GDSA. Se observa que en las muestras de control positivo (carril 4 y 5) presentan bandas tenues 

de un tamaño aproximadamente entre los 400-500pb, mientras que los controles negativos (carril 

2 y 3), y las muestras de ADN vegetal 6-20, no presentan fragmentos amplificados. 

 

Figura 15.  Electroforesis de la amplificación del gen hptII en muestras de segmentos de hoja de 

C. arabica L. con los plásmidos CRISPR. 1) Marcador molecular 100bp (Thermo Scientific), 2) 

Control negativo 1 (agua), 3) Control negativo 2 (ADN de hoja de café sin transformación) 4) 

Control positivo 1 (plásmido LBA4404), 5) Control positivo 2 (plásmido ATHV), 6) Cepa AGL1 

wild #1, 7) Empty CRISPR #1, 8) ARNg gen NSH1 #1, 9) ARNg gen XMPasa #1, 10) ARNg gen  

XMPasa + GDSA #1, 11) Cepa AGL1 wild #2, 12) Empty CRISPR #2, 13) ARNg gen NSH1 #2, 

14) ARNg gen XMPasa #2, 15) ARNg gen  XMPasa + GDSA #2 16) Cepa AGL1 wild #3, 17) 

Empty CRISPR #3, 18) ARNg gen NSH1 #3, 19) ARNg gen XMPasa #3, 20) ARNg XMPasa + 

GDSA #3. En donde #1, #2 y #3 representa el primer, segundo o tercer experimento de 

transformación con A. tumefaciens AGL1 con cada plásmido. 
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8. DISCUSIÓN 

8.1 Determinación de la densidad óptica (DO600), tiempo de agitación y periodo de 

cocultivo óptimos en la expresión transitoria del gen reportero uidA en Coffea arabica 

L. utilizando A. tumefaciens ATHV::pCAMBIA1303 

Por medio del análisis histoquímico de la prueba GUS se permite determinar la expresión 

transitoria del gen reportero uidA de la enzima β-glucoronidasa. Este gen se utiliza como gen 

reportero para el análisis de promotores e identificar la expresión de genes en tejidos (Jefferson et 

al., 1987; Jefferson, 1989). Mediante el análisis histoquímico, se puede analizar la actividad del 

gen uidA por medio del sustrato X-GLUC (Jefferson et al., 1987), ya que se da una coloración 

azul en el explante. Los explantes que son transformados mediante cepas de A. tumefaciens que 

poseen en su plásmido el gen reportero uidA, presentan expresión de este gen; a excepción de los 

controles negativos ya que este tratamiento se realiza con cepas silvestres o en ausencia de la 

bacteria. Según los resultados obtenidos en la transformación de discos de hojas de café mediante 

A. tumefaciens ATVH::pCAMBIA1303 (Figura 5,7,9), se presenta tinción azul para los 

experimentos de optimización de los parámetros densidad óptica, tiempo de agitación y periodo 

de cocultivo. Para los controles negativos se realizó la transformación con una cepa ATHV 

silvestre. 

Se ha visto que diversos factores que interfieren en la transformación de plantas al emplear A. 

tumefaciens. Estos parámetros son determinantes en el éxito o el fracaso de la transferencia del 

gen de interés y su posterior integración y expresión (Tzfira et al., 2002). Estos factores varían 

según la especie vegetal (Schrammeijer et al., 2003), por lo que se deben considerar algunos 

aspectos como la edad de la planta, tipo de tejido a transformar, selección de la cepa bacteriana, 

tiempo de agitación, condiciones de inoculación de Agrobacterium, concentración de la bacteria 

y ciclo de cocultivo (Valderrama, 2005). Debido a la influencia de distintos parámetros, se analizó 

el promedio de área transformada en discos de hoja de café mediante A. tumefaciens 

ATHV::pCAMBIA1303 en relación a la densidad óptica (DO600), tiempo de agitación y periodo 

de cocultivo. 
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a. Estandarización de la concentración de la bacteria (DO600) óptima en la 

expresión transitoria del gen reportero uidA 

La densidad óptica es un facto influyente en el grado de transformación con A. tumefaciens en 

café, en el caso de discos de hojas de café se obtuvo que la densidad óptima de la bacteria fue de 

0.8 (Figura 5-6, Cuadro 7). Estos resultados concuerdan con experimentos realizados por Lorz 

(2018), en donde al transformar segmentos de hoja de C. arabica, variedad Caturra, con A. 

tumefaciens ATHV::pCAMBIA1303, el mayor promedio de explantes transformados se presentan 

con densidades ópticas de 0.75 y 1.0 (0.72 ± 0.06 y 0.75 ± 0.04, respectivamente), y con 

porcentajes de transformación del 75 y 72%. Mostrando también que no se hallaron diferencias 

significativas entre el promedio de área transformada por densidad óptica, indicando que las 

densidades ópticas para transformar discos de hojas empleando la cepa ATHV se encuentran entre 

el rango de 0.75 y 1.0. En trabajos donde se ha utilizado la cepa EHA101 y EHA105, se ha 

estimado que las concentraciones óptimas de la suspensión bacteriana se encuentran alrededor de 

0.6 (Leroy & Dufour, 2004), y se han logrado tasas de transformación eficientes entre densidades 

de 0.2 a 0.6 (Hatanaka et al., 1999 & Ribas et al., 2005).  

En transformaciones de callos embriogénicos derivados de hoja se empleó la cepa LBA1119, 

en donde se determinó que una densidad óptica de 0.6 fue la óptima para lograr una mayor la 

integración de genes de interés, en donde se obtuvo una eficiencia mayor al 90 % de 

transformación y conversión de callos a embriones somáticos y posteriormente a plantas, las cuales 

amplificaron fragmentos del gen hptII. Además, tras realizar un Southern blot, se determinó 

aproximadamente el 70% de estás plantas presentaron una copia del ADN-T en su genoma (Ribas 

et al., 2011). Se han realizado experimentos de transformación de discos de hojas con las cepas 

GV3101::pCAMBIA1303, LBA440::pCAMBIA1303, y ATHV::pCAMBIA1303, a una 

densidad óptica de 0.6, se presenta una menor eficiencia de transformación por parte de la cepa 

ATHV en comparación con GV3101 y LBA4404 (Vargas-Guevara et al., 2018). Se ha reportado 

que las densidades ópticas para transformar tejidos de café deben encontrarse en el rango entre 0.6 
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y 0.8, sin embargo este parámetro puede variar dependiendo de la variedad de café que se utiliza, 

el tipo de explante y la virulencia de la cepa de A. tumefaciens (Déchamp et al., 2015) 

En Vitis vinifera L. (uva) se transformaron discos foliares, en donde al exponer los explantes 

a densidades ópticas de A. tumefaciens mayores a 0.8, se presentó necrosis tisular (Das et al. 2002; 

Kuta & Tripathi 2005). Estos resultados también se han reportado en callos de arroz Indica (O. 

sativa L.), en donde se afectaron negativamente la regeneración de brotes (Kumria et al., 2001). 

En trigo se ha analizado el efecto de la densidad del cultivo bacteriano, obteniendo que la máxima 

eficiencia de transformación (12.5 %) se observó a DO600=0.5. Cuando la densidad óptica era de 

0.75 y 1, los explantes transformados mostraban contaminación (Rashid et al., 2010). Estos 

resultados son respaldados por Hu et al., (2003) y McCormac et al., (1998) quienes utilizaron la 

misma densidad celular de Agrobacterium sp. y obtuvieron la máxima eficiencia de 

transformación (4,4%). En el caso de DO600= 0.75 y 1.0, la eficiencia de transformación fue del 

4,07% y 0,0% respectivamente y se observó un crecimiento bacteriano excesivo a estos niveles 

más altos de cultivos bacteriano y como resultado de lo cual los explantes murieron. Sarker y 

Biswas (2002) obtuvieron la máxima eficiencia de transformación con A. tumefaciens empleando 

la cepa EHA105 y una densidad óptica de 0.75. Wang et al., (2002) obtuvieron la máxima 

eficiencia de transformación cuando se utilizó una densidad de células bacterianas O.D.600nm = 

1,0. Ke et al., (2002) transformaron embriones inmaduros de trigo y cebada con A. tumefaciens 

con una concentración bacteriana de 1.5. Amoah et al., (2001) transformaron tejido de 

inflorescencia de trigo utilizando densidad de cultivo bacteriano O.D.600nm = 2.0. Todos estos 

informes contrastan bastante con el presente estudio. 

En general se ha determinado que existe una correlación positiva entre la densidad óptica de la 

bacteria y la tasa de transformación de explantes. Sin embargo, si esta concentración bacteriana es 

muy alta (DO600˃1), complica la eliminación de la bacteria y por lo tanto propicia contaminación 

no deseada (Ribas et al., 2011). Además, se ha reportado que, al exponer tejidos de hojas de café 

a altas concentraciones bacterianas, los explantes presentan coloración amarillenta (Cazzonelli & 
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Velten, 2006). Por lo que una densidad de A. tumefaciens influye considerablemente en la 

eficiencia de transformación de la planta. Puede producirse necrosis y muerte celular del tejido 

después de que haya tenido lugar la transferencia de ADN-T, y las células recién transformadas 

incrustadas en dichos tejidos se pierden, disminuyendo así la recuperación de clones transformados 

(Potrykus, 1990). Además, algunos compuestos antimicrobianos se acumulan en los tejidos 

necróticos, lo que reduce potencialmente la capacidad de A. tumefaciens para colonizar las células 

vegetales y la subsiguiente transferencia de ADN-T (Goodman & Novacky, 1994). En cuanto a 

bajas densidades ópticas, esto induce una baja eficiencia de transformación; haciendo que la tasa 

de infección sea insuficiente para introducir el ADN-T (junto con los genes deseados) en las 

células de la planta y, si es demasiado alta, será difícil controlar el sobrecrecimiento bacteriano, 

lo que provocará la necrosis del explante (Curtis, 2010; Hada et al., 2018). 

 

b. Determinación del tiempo de agitación óptimo en la transformación genética de 

discos de hojas de café 

Mediante diversos experimentos realizados en café, se ha estudiado la influencia del periodo 

de agitación en el grado de expresión de los genes reporteros. Entre los diferentes tiempos de 

agitación en estudio, se presenta una mayor área transformada con 2 horas (51.7 ± 24.3 mm2) de 

los explantes en contacto con la bacteria (Figura 7-8, Cuadro 8). También se ha reportado una 

influencia positiva al usar agroinfiltración en diversos explantes y plantas, como el algodón 

(Leelavathi et al., 2004) y café (Canche-Moo et al., 2006). Lo cual es compatible con los 

resultados obtenidos, ya que los discos de hojas fueron tratados con un dermaroller que permitió 

la perforación del tejido foliar. Aunado a esto, los tratamientos y explantes del presente trabajo 

presentaron expresión transitoria del gen reportero, a excepción de los controles negativos que 

fueron tratados con una cepa silvestre. Relacionado a este parámetro, Subramanyam et al., (2011) 

indican que al sumergir la planta, o como es en este caso los discos de hoja, en una suspensión 

bacteriana líquida sumado a bajo presión para lograr vacío, y agitación; se ha logrado la 
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introducción de A. tumefaciens al interior del tejido vegetal, ya que aumenta el contacto entre el 

la bacteria y el explante, mejorando la penetración y la eficiencia en la transferencia. La 

combinación de estos factores ha propiciado hasta un 33% de explantes transformados 

genéticamente en embriones de C. canephora (Canché-Moo et al., 2006). De igual manera, en C. 

canephora se han optimizado protocolos para inducir transformación en embriones somáticos 

empleando A. rhizogenes, y se determinó que había diferencias significativas entre los tratamientos 

en los cuales el material vegetal fue sometido a agitación, y a su vez, se observó una mayor tasa 

de eficiencia en explantes transformados tras emplear 2 horas de agitación (Kumar et al., 2006). 

En C. canephora y C. arabica para el desarrollo de suspensiones celulares, se han aplicado 

diferentes periodos de agitación y se han presentado mejores resultados cuando el material se 

coloca en la suspensión de interés bajo agitación, ya que facilita y aumenta el contacto de este con 

el líquido (Venial et al., 2020). 

En Cucumis sativus L., se aplicó ausencia o presencia de agitación para la introducción de 

ADN foráneo empleando meristemos apicales y segmentos de hoja. En este experimento se obtuvo 

mayor porcentaje de transformación en los explantes a los cuales se les aplicó agitación, mostrando 

rangos entre 41 y 65%; mientras que al material donde no se aplicó agitación, el rango se encuentra 

entre el 19 y 39% (Baskaran et al., 2016). Lo mismo ocurre con protocornos de Dendrobium sp., 

donde se muestra un efecto beneficial en la eficiencia de transformación con la cepa EHA101 al 

aplicar agitación. Se compararon 10, 20, 30 y 40 minutos de agitación, obteniendo mejores 

resultados en la tinción al emplear un tiempo de 30 minutos (13.9%), seguido por 40 minutos (6.9 

%), 20 minutos (5.6%) y 10 minutos (2.8%). Además, se colocaron protocornos con y sin 

agitación, obteniendo una eficiencia de transformación del 12% en presencia de agitación, y un 

6.7% en explantes donde no se aplicó este factor (Phlaetita et a., 2015). De igual manera, en Oryza 

sativa L. al realizarse la transformación mediada por A. tumefaciens aplicando un periodo de 

inmersión de 30 minutos y en agitación, los porcentajes de explantes transformados presentan un 

35% de transformación mayor en contraste con el material al cuál no se le aplicaron dichos 

parámetros (Fook et al., 2015). En Ipomoea batatas L., una agitación lenta y por periodos cortos 
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generan que las colonias de Agrobacterium sp. presenten una infección poco desarrollada 

empleando hojas, en comparación a una transformación estacionaría. Sin embargo, se ha 

determinado que la agitación propicia una alta densidad celular de A. tumefaciens y permite 

obtener suspensiones homogéneas durante una transformación (González et a., 2008).  

Con base a diversos estudios, se ha determinado que la duración del tiempo de contacto influye 

significativamente en la transformación de explantes al ser cocultivados con A. tumefaciens, esto 

a su vez se ve favorecido al agregar acetosiringona en el medio a utilizar en el proceso (Mishra & 

Slater, 2012). Además, si los explantes son expuestos a agroinfiltración o se les realiza 

perforaciones con agujas y son colocados en agitación, se propicia el ingreso de la bacteria por las 

heridas realizadas al material (Subramanyam et al., 2011). Por lo que el periodo de agitación 

influye en el porcentaje de explantes y área transformada. Si se emplea un ciclo corto de agitación, 

la infección por parte de A. tumefaciens será menor en comparación a un periodo de más días 

(Feng et al., 2009; Subramanyam et al., 2011). Sin embargo, al ser la agitación una técnica efectiva 

para incorporar a A. tumefaciens en el tejido vegetal, se ha visto que una exposición por un periodo 

prolongado puede representar dificultades a la hora de suprimir la bacteria, requiriendo 

tratamientos con antibióticos para su completa eliminación. Además, estos periodos prolongados 

puede generar daños no deseados en el tejido por parte de la bacteria (Mehrotra et al., 2008; Feng 

et al., 2009; Hada et al., 2018). 

 

c. Determinación del periodo de cocultivo óptimo en discos de hojas de café tras la 

transformación genética 

Al utilizar 1, 2 o 3 días de cocultivo, el mayor porcentaje de explantes transformados (100 %) 

y mayor promedio de área con la expresión transitoria (50.8 ± 24.8 mm2) se obtiene con 2 días de 

cocultivo, por lo que se considera como el periodo óptimo (Figura 9-10, Cuadro 9). En 

experimentos realizados en C. arabica, este periodo también coincide, ya que se compararon 

tiempos de cocultivo de 2 y 4 días a temperaturas de 25 y 28 °C. Obteniendo un mayor porcentaje 
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de explantes transformados con el tratamiento 25 °C-2 días (42 %) y 28°C-2 días (42%), mientras 

que con los tratamientos 25°C-4 días y 28°C-4 días los porcentajes de transformación fueron de 

un 38 y 91% respectivamente, pero además se presentaron altos porcentajes de contaminación (2 

y 46% correspondientemente) (Lorz, 2018). La temperatura de incubación empleada para la 

optimización del periodo de cocultivo fue de 26 (±2 °C), por lo que las condiciones son similares 

al estudio anteriormente mencionado. Aunado a esto, estos resultados también muestran 

semejanza con lo propuesto por Ribas et al. (2011), en donde al utilizar A. tumefaciens LBA1119 

para transformar callos embriogénicos de C. arabica se determinó que el tiempo de cocultivo 

óptimo era de 2 días. En C. canephora, se compararon periodos de 0, 1, 3 y 7 días de cocultivo 

tras realizar la transformación con la cepa EHA101 con callos, se obtuvieron los mejores 

porcentajes de expresión del gen reportero uidA con un ciclo de 3 días (aproximadamente 70%), 

mientras que para el periodo de 1 y 7 días el grado de transformación fue de aproximadamente 30 

y 25%, respectivamente. Por lo que los autores indican que existe influencia entre el periodo de 

cocultivo y la frecuencia de transformación mediante la prueba histoquímica GUS (Mishra & 

Sreenath, 2004). En transformaciones de hipocótilos de C. canephora, se determinó que un 

periodo de cocultivo mayor a 4 días provoca un crecimiento incontrolable de la bacteria, generando 

necrosis y muerte celular de los explantes (Mishra et al., 2002). 

Comparando este factor con otras plantas, en Camellia sinensis L., se emplearon periodos de 

cocultivo entre los 2 y 7 días. Obteniendo que el tiempo óptimo con el cual se tuvo una mayor 

eficiencia en la transformación empleando la cepa GV3101 fueron 2 días. Además, los resultados 

siguieren un cocultivo por un tiempo mayor a 3 días presenta un decrecimiento en la frecuencia de 

transformación y un sobrecrecimiento de A. tumefaciens (Mohanpuria et al., 2011). Este 

crecimiento excesivo por parte de la bacteria también se ha reportado en investigaciones realizadas 

en Pisum sativum L., en donde los periodos entre 3-5 días generaban una contaminación bacteriana 

e incluso la muerte de los hipocótilos transformados con la cepa GV2260 (De Kathen & Jacobsen, 

1990). De igual manera, en transformaciones con esta misma cepa realizadas en hipocótilos de 

Daucus carota, se determinó que al menos se requieren 2 días de cocultivo para que se logre la 
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introducción del ADN-T en los explantes (Thomas et al., 1989). En trabajos donde se emplearon 

segmentos de hoja de Datura innoxia para realizar transformaciones mediante A. tumefaciens 

LBA4404 se obtuvo una mayor frecuencia de transformación con 3 días de cocultivo (70.73%, 

seguido de 2 días de cocultivo (50.23 %) y un decrecimiento en el área de tinción con 4 días 

(45.87), sin embargo, para el tiempo 3 y 4 días, los segmentos presentaban contaminación 

(Sangwan et al., 1991). En híbridos de caña de azúcar (Saccharum spp), se comparó la eficiencia 

de transformación con A. tumefaciens LBA4404 y A. tumefaciens EHA105, y entre uno de los 

factores a analizar fue el tiempo de cocultivo. Se emplearon meristemos a los cuales por medio de 

una aguja se les realizaron perforaciones, expuestos a periodos de cocultivo de 2, 3, 4 y 5 días; 

con tratamientos con y sin acetosiringona. Entre los resultados obtenidos se muestra que al usar la 

cepa LBA4404, en presencia de acetosiringona (50µM) y un periodo de cocultivo de 3 días, los 

explantes de dos híbridos mostraron una mayor cantidad de material transformado (11.6 ± 0.24 y 

12.8 ± 0.37, respectivamente). En cuanto al uso de la cepa EHA105, la mayor cantidad de 

explantes transformados se obtuvieron con la misma combinación de parámetros de la cepa 

anterior, mostrando valores de 23.03 (±0.44) y 24.8 (±0.37) para los híbridos en estudio de la caña 

de azúcar (Manickavasagam et al., 2004).  

Por lo que el periodo de cocultivo y la eficiencia de transformación es influenciado por 

diferentes factores como el uso de acetosiringona, el tipo de explante e incluso la presencia de 

perforaciones en los explantes a utilizar (Manickavasagam et al., 2004; Ribas et al., 2011; 

Subramanyam et al., 2011). En periodos cortos de cocultivo, el contacto de la bacteria con el 

material de interés a transformar puede ser insuficiente para lograr una correcta incorporación del 

ADN foráneo en el genoma de la planta por transformar (Subramanyam et al., 2011; Mishra & 

Slater, 2012). Contrario a esto, se ha determinado mediante diferentes investigaciones que 

periodos de cocultivo mayores a 3 días pueden propiciar un crecimiento no deseado por parte de 

A. tumefaciens, generando como consecuencias negativas contaminación en el tejido vegetal, 

necrosis y muerte (Mishra et al., 2002; Hada et al., 2018) o incluso un decrecimiento en la 

eficiencia de transformación de la bacteria (Sangwan et al., 1991).  
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8.2 Evaluación del protocolo optimizado en la transformación genética y comprobación 

de la inserción del gen reportero turbo-gfp en el genoma de café  

a. Cuantificación de ADN  

Los discos de hojas de café transformados con A. tumefaciens AGL1 silvestre no mostraron 

fluorescencia emitida por GFP. En el caso de las muestras transformadas con Empty CRISPR y 

con los vectores CRISPR con ARNg para los genes NSH1, XMPasa y XMPasa + GDSA mostraron 

fluorescencia dada por pigmentos en el tejido (Figura 11). El control negativo (AGL1 silvestre) 

indica que los explantes presentan fluorescencia emitida por pigmentos presente en los tejidos, ya 

que este tratamiento no contaba en su vector con el gen reportero turbo-gfp. Se ha determinado 

que la clorofila presente en cianobacterias y plantas fotosintéticas emiten fluorescencia. Este 

fenómeno se presencia aún mas en hojas jóvenes de plantas (de Souza et al., 2020) y se ha descrito 

en plantas de café (Toniutti et al., 2019; Cherono et al., 2021). Al comparar la fluorescencia 

obtenida con el control negativo (AGL1 cepa silvestre) con los discos transformados con vectores 

CRISPR, se observa que en regiones donde se realizaron perforaciones con las microagujas se 

presencia puntos y pequeños fragmentos de las hojas con fluorescencia (Figura 11). Esto siguiere 

que las heridas realizadas al permitir el ingreso de la bacteria al tejido permiten la introducción del 

ADN foráneo (Subramanyam et al., 2011), dado que se da la presencia de fluorescencia por medio 

de la proteína GFP, indicando así una posible introducción del gen reportero turbo-gfp en el 

genoma del café. 

Las concentraciones de ADN obtenidas presentan rangos muy variables y son pocas las 

muestras que presentan una pureza óptima tomando en cuenta la relación 260/280 y 260/230 

(Cuadro 10), dado que un rango aceptable para considerar la concentración del ADN obtenido de 

buena calidad es entre 1.8 y 2.0 con respecto a la relación 260/280 y una relación A260/280 > 1.6 

indica un ADN de pureza aceptable, mientras que proporciones menores a 1.6 indican la presencia 

de proteínas y compuestos aromáticos como fenoles. Y una proporción 260/280 mayor a 2.1 podría 

indicar la presencia de ARN en la muestra (Luebbehusen, 2006; Velázquez et al., 2014). 
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En cuanto a la relación 260/230, las muestras de ADN extraído presentaron valores a 1.0 

indicando contaminación (Cuadro 10). Los valores aceptados para esta proporción se encuentran 

en el rango de 2.0 a 2.2, una proporción menor a 1.8 indica la presencia de contaminantes en las 

muestras de ADN. Si esta relación muestra valores menores a 1.5, indica una impureza 

significativa que podría repercutir en la funcionalidad, tales impurezas podrían ser cales 

caotrópicas, fenoles y carbohidratos (Velázquez et al., 2014; Ubieta et al., 2020). Sin embargo, se 

ha determinado es este parámetro muestra variaciones dependiendo de la concentración del ADN 

o de la composición del tampón de resuspensión de la muestra (Luebbehusen, 2006; Banco 

Nacional de ADN Carlos III, 2020). 

 

b. Determinación por métodos moleculares de la presencia del gen turbo-gfp y el 

gen hptII en el genoma del café 

Por medio de la amplificación del gen de la subunidad ribosomal 18S (ADNr 18S) en muestras 

de ADN de discos de hojas de café se confirmó la calidad del ADN extraído (Figura 12). Además, 

las muestras de ADN presentan un tamaño de fragmento esperado según lo propuesto por Gatica 

et al., (2012b), las muestras 6-20 presentan bandas débiles lo que podría indicar una baja 

concentración de ADN. En cuanto a la amplificación del gen virG, se obtuvo la amplificación de 

los controles positivos (muestras 4-5, Figura 13), las cuales corresponden a ADN de LBA4404 y 

ATHV. Pero no amplificaron fragmentos en las muestras de ADN extraído proveniente de los 

discos de hojas de café transformados con A. tumefaciens AGL1 (muestras 6-20, Figura 13). Esto 

permite descartar la contaminación de las muestras con ADN de A. tumefaciens, al utilizar el 

protocolo definido por Gatica (2013a). Las muestras de ADN de los plásmidos LBA4404 y ATHV 

(controles positivos), presentan un tamaño de fragmentos entre 390 y 400 pb, lo cual coincide con 

lo propuesto por Gatica (2013a), en donde se esperaba amplificación de aproximadamente 390 pb. 

En cuanto a la amplificación del gen turbo-gfp en discos de hojas de C. arabica transformados 

mediante A. tumefaciens AGL1 con plásmidos CRISPR que poseen ARNg correspondientes a los 
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genes NSH1, XMPasa y XMPasa + GDSA, no amplificaron el gen reportero (muestras 6-20, 

Figura 14), cuyo tamaño correspondía a aproximadamente a 500pb (Gatica et al., 2012a). Estos 

resultados comprueban que los discos de hoja no tenían incorporado en su genoma el gen reportero 

turbo-gfp. También, se realizó la amplificación del gen hptII en las muestras de hoja (muestras 6-

20, Figura 15), para comprobar la incorporación del gen en el genoma de café, sin embargo, no se 

obtuvo amplificación, cuyo tamaño debía ser de aproximadamente 500 pb (Gatica, 2013). Esto 

indica que el protocolo optimizado mediante A. tumefaciens ATHV::pCAMBIA 1303 con hojas 

de C. arabica y luego comprobado para la inserción del gen reportero turbo-gfp mediante el 

sistema CRISPR/Cas9 requiere ser optimizado para una adecuada trasformación y edición genética 

de los explantes. 

Debido que las pruebas moleculares indican que no se logró la inserción del gen reportero en 

el genoma del café, es importante resaltar que las muestras analizadas con el microscopio 

empleando un filtro de GFP, indicaban una posible inserción debido a la presencia de 

fluorescencia. Sin embargo, la calidad e integridad del ADN obtenido de las muestras indicaban 

baja pureza e integridad por lo que estos factores podrían ser determinantes e influir en los 

resultados de pruebas moleculares, impidiendo comprobar o descartar una integración estable del 

gen reportero turbo-gfp en el genoma de los genes de interés. 
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9. CONCLUSIONES 

Se estableció un protocolo efectivo para la transformación ex vitro a partir de explantes de 

discos de hojas de C. arabica. Por medio de la tinción GUS se determinó la expresión del gen 

reportero mediante A. tumefaciens ATHV, la cual cuentan con el vector binario pCAMBIA 1303, 

que contiene el gen reportero uidA, el cuál codifica para la proteína GUS, bajo el control del 

promotor CAMV35S. En la optimización de la concentración de la bacteria (DO600), se determinó 

que la mayor área transformada se obtuvo con una densidad óptica de 0.8, siendo el promedio de 

área transformado de 51.9 (± 25,1) mm2. En cuanto al tiempo de agitación, se analizó el nivel de 

expresión del gen reportero por medio de la prueba histoquímica GUS ante 60, 120 y 180 minutos 

de agitación, siendo el tiempo de 120 minutos el parámetro que mostró un mayor promedio en el 

área de transformación en los discos de hoja (51.7 ± 24.3 mm2). De igual manera, el periodo de 

cocultivo con mayores valores de área de tinción fue el de 2 días (50.8 ± 24.8 mm2), siendo este 

tiempo el que presentó mayor expresión transitoria del gen uidA para la optimización. En la 

estandarización de dicho protocolo, se obtuvo que para la densidad óptica de 0.8, el tiempo de 

agitación y periodo de cocultivo 100% de porcentaje de explantes transformados en cada 

parámetro.  

En la optimización de la densidad óptica, tiempo de agitación y periodo de cocultivo, se 

evidenció la influencia de aspectos tales como la presencia de perforaciones en los explantes por 

medio de un dermaroller y el uso de acetosiringona durante el proceso de transformación genética, 

ya que se ha descrito que estas características propician una mayor eficacia en la transformación. 

En el caso del uso de microagujas, estas heridas facilitan el ingreso de la bacteria en el tejido foliar 

de las hojas; y con la acetosiringona se presentan tasas de transformación mas eficientes. Además 

se determinó en cuando a la concentración de la bacteria, que concentraciones muy bajas propician 

que la transferencia del ADN-T sea ineficiente, mientras que concentraciones elevadas repercuten 

en la eliminación de la bacteria, generando así contaminación y daños a los explantes como 

coloración amarillenta y tejidos necróticos. Con relación al tiempo de agitación y periodo de 

cocultivo, estos parámetros benefician la introducción del ADN foráneo al explante. La duración 
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de la agitación y cocultivo será proporcional al grado de infección de la bacteria y por lo tanto a la 

tinción mediante la prueba histoquímica GUS. Sin embargo, por periodos prolongados se pueden 

presentar dificultades ya que los antibióticos no resultan tan eficientes para suprimir la bacteria y 

se pueden presentar daños en los explantes.  

Con respecto a la evaluación del protocolo optimizado y la comprobación de la inserción del 

gen reportero en la transformación genética con A. tumefaciens AGL1 mediada por el sistema 

CRISPR/Cas9, requiere mejoras y continua optimización, ya que no se logró la inserción del gen 

reportero al emplear los plásmidos CRISPR que poseen los ARN guías respectivos para los genes 

NSH1, XMPasa y XMPasa + GDSA. En las muestras empleadas, se lograron resultados deseados 

en cuanto a la amplificación de la subunidad ribosomal 18S (ADNr 18S), ya que esto confirmó la 

calidad del ADN extraído de las muestras de hojas de café. Al igual que en la amplificación del 

gen virG, en esta no se obtuvieron fragmentos lo cual permitió descartar contaminación de las 

muestras con ADN con A. tumefaciens. No obstante, en cuanto a la amplificación del gen reportero 

turbo-gfp y el gen de selección en plantas hptII, que presenta resistencia a la higromicina no se 

obtuvieron fragmentos, por lo que no se puede confirmar la inserción y edición genética para las 

muestras empleadas.  

Se logró visualizar pequeños fragmentos cercanos a heridas en los discos de hoja que 

presentaban fluorescencia, lo que indica una posible inserción del gen reportero en el genoma del 

café. Sin embargo, la baja calidad e integridad del ADN, además de la contaminación por 

compuestos fenólicos son factores que afectan durante la ejecución de las pruebas moleculares 

para la amplificación del gen reportero turbo-gfp y el gen hptII, por lo que esto repercute en los 

resultados obtenidos con las PCR y el análisis de la integración del gen reportero turbo-gfp en el 

genoma de los genes de interés. 
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10. RECOMENDACIONES 

En cuanto a la optimización de parámetros para llevar a cabo la transformación genética 

mediante A. tumefaciens, se sugiere para el factor de tiempo de agitación incluir tratamientos 

donde no se aplique agitación. Además de incluir y considerar otros parámetros como tiempos y 

presión a la hora de aplicar vacío, ya que en este trabajo solo se evaluó el protocolo con 30 minutos 

de vacío a una presión de 500 mmHg. También evaluar diferentes concentraciones de 

acetosiringona para la transformación con la cepa ATHV. En cuanto al tiempo de cocultivo, se 

sugiere la evaluación de diferentes temperaturas de incubación.  

Las transformaciones realizadas para optimizar parámetros se llevaron a cabo con la cepa 

ATVH, sin embargo, las transformaciones relacionadas a la edición de genes mediante la inserción 

del gen reportero se ejecutaron con la cepa AGL1, por lo que se sugiere homogeneizar la cepa con 

la que se va a trabajar a lo largo de las transformaciones genéticas, ya que la virulencia que estas 

presentan puede influir en la optimización de los factores empleados.  

Se siguiere para futuros trabajos, la incorporación de pruebas moleculares como Southern blot, 

con la finalidad de determinar la presencia de copias de ADN-T en el genoma de la planta que se 

desee transformar o editar genéticamente. 
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