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Evaluacion de los factores que afectan la regeneracion in vitroy la
transformacion genética en café (Coffea arabica L.) mediada por Agrobacterium
tumefaciens

Laura Rojas Lorz
Resumen

El cafe es uno de los productos agricolas mas comercializados en los mercados
internacionales y en Costa Rica es el segundo producto de exportacion. El 70 % del café
cultivado mundialmente corresponde a la especie C. arabica, |a cual es susceptible a una
amplia variedad de enfermedades y plagas. Las técnicas convencionales para el
mejoramiento genético del café requieren un minimo de 30 afios para el desarrollo de
nuevas variedades, por lo que la ingenieria genética representa una herramienta util para
la creacion de nuevas variedades resistentes a plagas y enfermedades basandose en
técnicas como el cultivo in vitro y la transformacién genética mediada por Agrobacterium

tumefaciens.

Una de las mayores limitantes en los protocolos de transformacion genética es el
tiempo necesario para la regeneracion bajo condiciones in vitro de una planta completa
a partir de células modificadas genéticamente. Entre los procesos de regeneracion de
plantas, la embriogénesis somatica directa ha sido considerada como un método efectivo
por tener un periodo para la formacion de embriones somaticos. Por esta razon, el
objetivo de este trabajo es evaluar los factores que afectan la induccién de
embriogénesis somatica directa y la introduccion de genes de que confieren resistencia
contra patégenos en el genoma de café utilizando Agrobacterium tumefaciens (como

cepa de bacteria, temperatura y tiempo de co-cultivo, entre otros).

Se observo un efecto positivo en la combinaciéon de bencil adenina (BA), acido
indolacético (AlA) y nitrato de plata (AgNO3) en la induccién de embriogénesis somatica
directa en los segmentos de hoja de café a partir de 8 semanas, obteniéndose una mayor
cantidad de embriones por segmento de hoja (3,30 + 0,73) en el tratamiento
complementado con 6,6 uM de BA, 40 uM de AgNOs vy 2,85 uM de AlA. La aclimatacion

de plantulas de café se llevo a cabo en 5 semanas hasta su establecimiento exitoso en

Xi



el invernadero. En cuanto a las estandarizacion de condiciones éptimas de DOsoo de
bacteria (0,0.5 0.75 y 1.0), temperatura (25 y 28°C) y tiempo de co-cultivo (2 y 4 dias)
para la tintroduccion de genes mediante A. fumefaciens ATHV:1303, el tratamiento con
mayor cantidad de explantes con expresion transitoria del gen uidA, fue el tratamiento de
28° C por 4 dias (0.82 +0.07, p<0.05). Sin embargo, en este ultimo se observé la mayor
contaminacién por A. tumefaciens dada la alta densidad 6ptica de bacteria utilizada
(DOsoo: 1.0), por lo que se determind que 25-28 ° C por 2 dias era el mejor tratamiento a

utilizar.

Se logré determinar la presencia del plasmido B427 (el cual contiene los genes
hptll'y cry10Aa), en las cepas GV3101 y C58 de A. tumefaciens, mas no se logré la
introduccion del plasmido en la cepa ATHV. Razoén por la cual se continué trabajando
con A. tumefaciens C58:B427 y A. tumefaciens GVV3101:B427. La temperatura optima de
amplificacidn el gen cry70Aa se encontro entre los 52 y los 62°C. Se encontré a su vez
la presencia de los genes virG y cry10Aa en ADN extraido de segmentos de hoja de cafe
transformados con A. tumefaciens C58:B427 y GV3101:B427, pero no se encontrd la

presencia del gen hptll en ninguno de los segmentos de hoja transformados.

Palabras clave: Coffea arabica, embriogénesis somatica directa, Agrobacterium tumefaciens,
expresion transitoria, cry10Aa
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INTRODUCCION

El café (C. arabica L.) es una planta nativa de las tierras altas del suroeste de
Etiopia, con poblaciones adicionales en el sur de Sudan (Boma Plateau) y el norte de
Kenia. Del género Coffea L. las especies de mayor importancia econdmica corresponden
a C. arabica L., C. canephora Pierre ex Froehner y C. liberica de las cuales Coffea
arabica L. posee la mayor importancia comercial (de A. Bojérquez-Quintal et al., 2014).
El café es una de las bebidas mas consumidas alrededor del mundo (Mangal, 2007),
razon por la cual posee gran interés econdmico en la actualidad. El café es susceptible
a diferentes enfermedades y plagas. Una de las mayores amenazas de la produccion
son la broca del café (Hypothenemus hampei Ferrari), la roya (Hemileia vastatrix), el
minador de la hoja (Leucoptera coffeella), y algunos hongos pertenecientes al género
Aspergillus, Penicillium y Fusarium que causan afecciones importantes al cultivo (Waller
et al., 2007).

Principalmente, el control de dichas enfermedades se da mediante el uso de
pesticidas quimicos, con la desventaja de causar altos riesgos a la salud de los
agricultores y ademas contribuir a la degradacion de la capa de ozono (Ferreira et al.,
2006). La ingenieria genética es una herramienta muy valiosa en campos de
investigacién vegetal, ya que esta tecnologia abre una ventana de posibilidades al
introducirse rasgos de diferentes especies como la resistencia a insectos y herbicidas,
calidad y la tolerancia a estrés abio6tico como sequia y frio, con lo que se pueden obtener
caracteristicas que serian imposibles de lograr por técnicas de cultivo tradicional (Kumar
et al., 2016).

Entre las técnicas de ingenieria genética se encuentra la transformacion genética,
la cual en café se ha llevado a cabo tanto por métodos biolégicos como el uso de
bacterias del género Agrobacterium o fisicos como la electroporacién y la biobalistica
(Kumar et al., 2016). A pesar que los protocolos de transformacion disponibles utilizan
mayoritariamente la bacteria Agrobacterium tumefaciens por ser un método barato que
puede transferir segmentos relativamente largos de ADN y con un nimero bajo de copias
del gen integradas, su eficiencia y reproducibilidad son muy bajas, lo que limita su uso

rutinario en los laboratorios (Ferreira et al., 2006).



Una de las mayores limitantes que se han tenido que enfrentar en los protocolos
de transformacion genética de café es el tiempo necesario para la regeneracion de una
planta completa. Entre los procesos de regeneracion de plantas, la embriogénesis
somatica directa ha sido considerada como uno de los métodos mas efectivos por tener
un periodo para la formacién de embriones menor comparado con otros protocolos de
regeneracion (Fernandez-Da Silva & Menéndez-Yuffa, 2003). Por esta razon, el objetivo
de este trabajo es evaluar los factores que afectan la induccion de la embriogénesis
somatica directa y la introducciéon de genes de interés en el genoma de café mediante

Agrobacterium tumefaciens.

REVISION DE LITERATURA

Generalidades del Café

El café pertenece a la familia Rubiaceae, la cual estd compuesta
aproximadamente por 500 géneros y 5000 especies (Waller et al., 2007). Las semillas
estan contenidas en el fruto que en estado de madurez toma un color rojizo denominado
cereza (Monaco et al., 1997). Los primeros registros del uso de la planta como bebida
se han encontrado en Yemen desde el siglo XIV, desde donde se piensa se disemino a
otras partes de Africa, Asia y Europa (Reich, 2010). El café es una fuente primaria de

cafeina, la cual es una sustancia estimulante (Mangal, 2007).

El café es una de las bebidas mas consumidas alrededor del mundo (Mangal,
2007), de ahi su interés econdmico. Coffea arabical.y C. canephora Pierre ex Froehner,
corresponden a las especies de mayor importancia comercial, siendo un 70 % del café
cultivado mundialmente C. arabica y el 30 % restante C. canephora (de A. Bojérquez-
Quintal et al., 2014). En Costa Rica se cultiva solamente C. arabica L., principalmente
las variedades Caturra y Catuai, ya que éstas producen un grano de mayor calidad y una
taza con mejores caracteristicas organolépticas (agradable, aromatica y fina) que C.
canephora (ICAFE, 2015).



Importancia economica del café

El café es uno de los principales productos de origen agricola comercializados en
los mercados internacionales y a menudo supone una gran contribucion a las
exportaciones de las regiones productoras. Para la cosecha 2014-2015 se ha reportado
una produccién mundial total de 143.25 millones de sacos de 60 kg (ICAFE, 2015). Costa
Rica ocupa el 14*° lugar entre los paises productores de café del mundo (ICAFE, 2015).
En Costa Rica, es el segundo producto de exportacion superado solamente por el
banano y durante la cosecha 2014-2015 generd ingresos al pais por un monto
aproximado de $ 322 365 000 en puerto de carga convenido (FOB) (ICAFE, 2015).

Enfermedades del café

El café es altamente susceptible a plagas y enfermedades, reto que ha tenido que
ser confrontado seriamente dado que es un cultivo de gran importancia comercial
(Mondego et al., 2011). Ademas de conferir resistencia contra patégenos, el
mejoramiento genético de café ha incluido otras caracteristicas deseables como
uniformidad en la maduracion, ciclos de maduracion mas cortos, mayor tamafio de
semilla y cualidades mas relacionados con el consumidor como niveles de cafeina mas

bajos, mejor sabory aroma (Indu, 2004).

El café es susceptible a una amplia variedad de plagas, entre las cuales se pueden
mencionar la broca del café (Hypothenemus hampei), el minador de la hoja (Leucoptera
coffeella) y la cochinilla de raices (Dysmicoccus spp) (Waller et al., 2007). El minador de
la hoja (Leucoptera coffeella, Lyonetiidae), es una plaga de amplia distribucién en la region
neotropical atacando el cultivo en todos los paises de Centro y Suramérica (Constantino et al.,
2012). Es una plaga muy dafiina que ocasiona la defoliacion de las plantas y ha obligado a los
agricultores al uso de insecticidas. Es conocida como una especie monéfaga porque sélo ataca
al género Coffea. Los dafios son causados durante su estado de larva y si concurren varias larvas
en una sola hoja puede llegar a causar necrosamiento en el 90% de su estructura (Perthius et
al., 2005).



Por otra parte, la polilla de la raiz incluye varias especies: Dysmicoccus alazon,
D. brevipes y D. criptus, que generalmente estan asociadas con el hongo Sepfobasidium
y las hormigas del género Solenopsis. Se encuentra ampliamente distribuida en paises
cafetaleros como Colombia, Costa Rica, Honduras, Brasil, Guatemala y Cuba (Montelier-
Montelier et al., 2012), generando en conjunto sintomas externos en el arbol similares a
los producidos por un ataque de llagas, que ocasionan el marchitamiento generalizado
de la planta (Waller et al., 2007). La royaes una enfermedad causada por el
hongo Hemileia vastatrix, la cual esta entre las enfermedades que ha dejado mayores
pérdidas en los ultimos 100 afios. Esta enfermedad se encuentra distribuida tanto en
Ameérica como en Africa y Oceania (Montelier-Montelier et al., 2012). El alto impacto se
debe a que la pérdida es inmediata, ya que los frutos caen o no maduran debido al
deterioro de las plantas (Montes et al., 2012).

La broca del café es una de las plagas mas dafinas que afecta el cultivo del cafe,
ya que se encuentra ampliamente distribuida en las zonas productoras de café (Africa,
Asia, Oceania y América) (Montelier-Montelier et al., 2012), causando pérdidas de hasta
500 millones de dolares al afo (Vega et al.,, 2002). Esta ataca, perfora y dafa
directamente los frutos de café, por lo que afecta principalmente la produccién y la
calidad. Es un insecto de dificil manejo con los métodos tradicionales de control como
los insecticidas porque permanece la mayor parte de su vida en el interior de los frutos
(Vega et al., 2012).A pesar de los esfuerzos por erradicar la broca de los cultivos de café
en Costa Rica, durante el periodo comprendido entre 2016-2017 se determind un
promedio ponderado nacional de ataque de broca de 2.2% (ICAFE, 2016).

Cultivo in vitro de café

Uno de las mayores limitantes que se han tenido que enfrentar en los protocolos
de transformacion genética de café es el tiempo necesario y el proceso de regeneracion
de la planta (Fernandez-Da Silva & Menéndez-Yuffa, 2003). Este ultimo paso es
particularmente complejo, ya que existen muchos factores que pueden determinar el
éxito en los sistemas de regeneracion de la planta (Khayat, 2012). Entre los anteriores
se pueden mencionar la especie y el genotipo de la planta, el tipo de explante, el tipo de

medio de cultivo, el tipo y concentracién de los reguladores de crecimiento y las
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condiciones ambientales a las que se expone el cultivo (luz, fotoperiodo, temperatura,
humedad) (George et al., 2008).

Entre los procesos de regeneracion de la planta, la embriogénesis somatica es
considerada uno de los métodos mas efectivos, ya que presenta la mayor tasa de
multiplicacién y se ha logrado establecer a partir de distintos explantes, tales como
secciones de tallo, hojas, ovarios y estambres (Fernandez et al., 2010). Dicho proceso,
consiste en el desarrollo de embriones somaticos a partir de células somaticas sin la
necesidad de fusion de gametos (Celestino et al., 2005).

En café la embriogénesis somatica puede ser indirecta (ESI) o directa (ESD) (Von
Arnold et al., 2002). La ESI implica primero la formacion de una masa indiferenciada de
célula (callo) a partir de la cual se forman embriones somaticos. Por medio de la ESD se
pueden obtener embriones somaticos sin necesidad de una desdiferenciacion previa
(Van Boxtel & Berthouly, 1996). Una de las diferencias entre ambas radica en el tiempo
de formacion de embriones, ya que mientras en la embriogénesis somatica indirecta se
puede tardar hasta 7 meses (Gatica et al. 2008), por medio de la embriogénesis somatica
directa se pueden formar embriones a partir de 2 meses de tratamiento (Sridevi &
Ghiridar, 2010).

La fase inicial del proceso de la embriogénesis somatica consiste en una division
y diferenciacion celular con patrones definidos que dependen de diversos genes Yy
factores que interactian en cada etapa de la embriogénesis (Von Arnold et al., 2002).
Una vez que el medio de cultivo es el adecuado y las condiciones fisicas son apropiadas
ciertas células dan origen a la embriogénesis somatica, incrementado el numero de
divisiones celulares en el tejido y dando lugar a las diferentes etapas de desarrollo
(Celestino et al., 2005).

En la etapa inicial se forma el suspensor, el cual es una estructura compuesta por
ocho células. A continuacion se forma un embrion preglobular, después las estructuras
globulares, el embrion acorazonado, el embrion torpedo y finalmente el embrion
cotiledonar el que tiene toda la informaciéon genética para formar una planta completa
(Freire-Balseca, 2009). Una vez formado el embrién en fase cotiledonar se produce la
maduracion y finalmente se da la germinacion y la regeneracion del embrion somatico a

una planta completa (Freire-Balseca, 2009).



La embriogénesis somatica ha sido reportada tanto en C. canephora como C.
arabica, (Quiroz-Figueroa et al., 2002) y se ha encontrado que los brotes originados a
partir de hoja e hipocétilo son aptos para procesos de transformacion genética (Sridevi
et al., 2010). En C. canephora se han obtenido resultados exitosos de la embriogénesis
somatica directa a partir de segmentos de hipocétilo cortados de semillas germinadas en
cultivo in vitro. (Sridevi et al., 2010). En Costa Rica se establecié un protocolo para
regeneracion de Coffea arabica L. via ESI| a partir de segmentos de hoja de las
variedades Caturra y Catuai. La induccion maxima de callo se observo cuando los
segmentos de hoja se cultivaron en medio MS con 18.56 uM kinetina y 4.52 uM 2,4-D
(acido diclorofenoxiacético) (Gatica et al., 2008).

Transformacion genética en café

La transformacion genética es una herramienta eficaz en la investigacion de
plantas, ya que puede ser utilizada para sobre expresar, silenciar o suprimir los genes
de interés y obtener las caracteristicas deseadas (Ferreira et al., 2006). La
transformacién genética en café se ha llevado a cabo tanto por métodos biolégicos, entre
ellos el uso de bacterias del género Agrobacterium, como fisicos, entre los cuales estan
la electroporacién y la biobalistica (Albuquerque et al., 2009). La transferencia de genes
con A. tumefaciens se ha convertido en el método mas utilizado para transferir genes

foraneos en café, dado su bajo costo (Ferreira et al., 2006).

En café, la transformacion genética mediante A. fumefaciens ha sido utilizada
para disminuir el contenido de cafeina (Mishra & Slate, 2012), inhibiendo la produccién
de enzimas que ayudan a su sintesis (Ogita et al., 2004). Asimismo, se ha utilizado para
brindarle a la planta mayor tolerancia a condiciones de estrés y también para conferirle
resistencia contra patégenos. Esto Ultimo ha traido como beneficio la disminucién en el
uso de pesticidas quimicos, los cudles presentan altos riesgos a la salud de los

agricultores (Ferreira et al., 2006).



La transformacién mediante A. fumefaciens esta basada en la transferencia de
una pequena parte de su ADN (ADN-T), localizado en la parte del genoma que favorece
la induccion de tumores (Ti), en el genoma nuclear de la planta (Gelvin, 2003). Ademas
del ADN-T, el plasmido posee una region de virulencia (vir) cuyos genes median el
transporte del ADN-T y es regulada por la produccién de compuestos fendlicos los cuéles
se producen cuando se da una lesién en la planta (Gelvin, 2003). Para lograr la
transformacion genética mediante A. tumefaciens se deben determinar primero las
condiciones &ptimas para el traspaso del ADN-T en el tejido vegetal, el cual normalmente
incluye el uso de tratamientos quimicos (como cloruro de calcio) para aumentar la
permeabilidad de la membrana celular y lograr que se introduzca el ADN foraneo en la
celula (Gelvin, 2003).

El plasmido Ti, se ha observado que determina el tipo de planta que
Agrobacterium puede infectar (Gelvin & Schilperoort, 2012). Varios genes de virulencia
como virC y virf;, poseen un rol importante en la determinacién de las especies a las que
pueden ser transferidos los genes vir. Por otro lado, los genes vir Ay vir G forman parte
de un sistema sensorial de traduccion genética en el que vir A, es activado en presencia
de compuestos fendlicos relacionados con dario a la planta, activando a su vez a virG el
cual incrementa el nivel de transcripcion de los demas genes vir (Gelvin & Schilperoort,
2012). A pesar de que A. tumefaciens ha sido ampliamente utilizada en transformacién
genética, los protocolos son dificiles de replicar y la eficiencia de transformacion es
bastante baja (~1%) (Ribas et al., 2011).

Existen diversos factores que pueden afectar el éxito de la transformacion
genética mediante A. tumefaciens en café, entre los cuales se pueden mencionar el
genotipo de la planta, el tipo de explante y el medio de cultivo utilizados, la combinacion
entre el plasmido y Agrobacterium (Amoah, 2001; Suzuki et al., 2105), la densidad épica
(DOeso0) de la bacteria durante el co-cultivo, la temperatura a la que se realiza el co-
cultivo y el tiempo de co-cultivo (Ribas et al., 2011). A densidades dpticas mayores de
bacteria se ha observado que se obtiene una mayor tasa de transformacién de explantes.
Sin embargo, si ésta es muy alta (DOeoo>1), también complica la eliminacion de la
bacteria (Ribas et al., 2011).



Por otro lado, se ha observado que al disminuir la temperatura del co-cultivo se
logra una mejor eficacia en la transformacion asi como una mejor descontaminacion en
los procesos de eliminacion de la bacteria (Ribas et al., 2011). Un protocolo de
transformacion eficiente debe incluir un sistema de cultivo de tejidos adecuado que
permita una regeneracion exitosa de los tejidos o la planta, un método de seleccién
apropiado y finalmente un método de transformacion efectivo (Ferreira et al. 2006). En
Costa Rica se optimizd un protocolo de transformacion genética en callo de Caturra
mediante biobalistica. Los cultivos de células en suspension de Catuai se establecieron

a partir de callos embriogénicos (Gatica et al., 2008).
Bacillus thuringiensis (Bt)

Dado a que muchos de los pesticidas usados en control de plagas de los cultivos
de café son muy téxicos para los humanos y afectan a otros animales (Robinson, 1995),
se han buscado alternativas para control mas especificas y amigables con el ambiente
(Lacey et al., 2015). Una de estas alternativas, que ha sido utilizada en los Ultimos arios
con éxito, corresponde a diversos insecticidas derivados de la bacteria Bacillus
thuringiensis (Bt) (Espinoza et al., 2010, Glare et al., 2012). B. thuringiensis es una
bacteria Gram positiva que produce proteinas éen forma cristalizada que son
especificamente toxicas para ciertas especies de insectos, pero son inofensivas para

plantas, humanos y otros organismos (Soberéon & Bravo, 2007).

El cristal proteinico esta constituido por proteinas denominadas s-endotoxinas
también conocidas como proteinas Cry y Cyt. A la fecha se han clonado y secuenciado
mas de 200 diferentes genes Cry y 16 diferentes genes Cyt (Soberéon & Bravo, 2007).
Su toxicidad solo es especifica para ciertas especies por lo que se consideran una
herramienta inocua para el control de plagas (Arrieta et al. 2004). En esta investigacion
se trabajara con las proteinas Cry, las cuales inducen la formacién de poros, los cuales
gjercen su actividad toxica al provocar un desequilibrio osmético en las células epiteliales
donde se insertan en la membrana. Los sintomas que se observan a partir de que las
larvas de insectos susceptibles ingieren los cristales y esporas de Bt son: cese de la

ingesta, paralisis del intestino, diarrea, paralisis total y finalmente la muerte (Soberén &



Bravo, 2007). El insecto muerto provee entonces el medio rico para la propagacion de

la bacteria (Bravo et al., 2011).

Las proteinas Bt se han utlizado con éxito para controlar insectos como
coleopteros, lepidopteros y dipteros en varias especies de cafe, incluyendo C. arabica
(De Guglielmo-Croquer et al. 2010) y C. canephora (Perthius et al., 2005). En C. arabica
se ha logrado transformar genéticamente mediante Agrobacterium tumefaciens el gen
crylac, que confiere resistencia contra lepidopteros (De Guglielmo-Créoquer et al., 2010).
Por otra parte, se ha determinado que las proteinas Bt con cadenas tipo israelensis,
como Cry1B (Lopez-Pazos, 2011) son toxicas contra las larvas de H. hampei
constituyendo la transformacion con este gen una posible solucion al problema
entomoldgico mas importante en los cultivos de café del mundo (Méndez-Lopez et al.
2003).



JUSTIFICACION

El proceso de embriogénesis somatica indirecta (ESI) tiene una duracion
aproximada de 7 a 8 meses, ya que requiere la aparicion previa de callos embriogénicos
(Quiroz-Figueroa et al., 2002). Por otro lado, la Embriogénesis somatica directa (ESD)
promueve la formacion de embriones somaticos directamente del explante manteniendo
la estabilidad gendmica de las plantas regeneradas sin la formacién previa de callos
embriogénicos (Kahia et al., 2016), lo cual toma aproximadamente 2 meses segln la
literatura (Quiroz-Figueroa et al., 2002). La induccién de embriones somaticos en C.
arabica L. se ha dado principalmente de forma indirecta (Gatica-Arias et al., 2008,
Ghiridar et al. 2004) y como se mencioné anteriormente toma un tiempo

significativamente mas prolongado.

Por esta razén, es que se considera de vital importancia el establecimiento de un
protocolo de embriogénesis somatica directa en C. arabica L. Al existir protocolos de
embriogénesis somatica directa exitosos en C. canephora, utilizando nitrato de plata
(AgNO3) como inductor (Sridevi & Ghiridar, 2012), en esta investigacién se espera
establecer un protocolo similar para la induccién de embriogénesis somatica directa en

C. arabica L, ya que aun no se ha utilizado este protocolo en esta especie.

A pesar de los avances significativos en los ultimos afios, la transformacion
genética en café es alin un proceso laborioso y complejo (Kumar et al., 2016). El éxito
de la transformacion genética depende de la especie, el ambiente, el método de cultivo,
el medio de cultivo utilizado y la cepa de Agrobacterium utilizada (Ribas et al., 2011). Es
por esta razdn que con esta investigacion se busca estandarizar los factores que afectan
la introduccion exitosa de genes interés por medio de A. tumefaciens en el genoma de
café.

Debido a que se han obtenido transformaciones genéticas exitosas en C.
canephoray C. arabica utilizando A. tumefaciens, es que se pretende utilizar un protocolo
similar adaptado segun la variedad utilizada, las condiciones ambientales vy
metodoldgicas propias de esta investigacion. A pesar de que la recuperacion después

del proceso de transformacion ha probado ser mas sencillo en C. canephora que en C.
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arabica, la especie a transformar en esta investigacion sera la ultima dada su mayor

demanda e importancia econémica en el pais.

Pese a que se ha logrado la insercién exitosa de genes cry para conferir
resistencia contra patdégenos, como el cryla en C. arabica que confiere resistencia a
lepiddpteros (Soberén & Bravo, 2007), aun no se ha logrado la insercion de genes cry en
C. arabica para conferir resistencia contra la broca. El fin de establecer un protocolo de
transformacion genética mediante A. tumefaciens en C. arabica es poder utilizar
explantes de hoja para la obtencion de embriones somaticos, ya que en la mayoria de
trabajos se han utilizado callos embriogénicos o embriones cigéticos. Por lo tanto, el
objetivo es combinar este proceso de embriogénesis somatica directa con la
transformacion genética para obtener embriones somaticos con expresion estable del

gen cry10Aa.

La importancia de esta investigacidn radica en la obtencion de una variedad de
C.arabica con el gen cry10Aa, el cual tiene potencial para conferir resistencia contra la
broca. Por lo cual tanto la transformacion con el gen cry70Aa como el protocolo de
embriogénesis somatica directa representan una posible alternativa a uno de los
problemas fitosanitarios mas importante en los cultivos de café de Costa Rica y el mundo
(Vandermeer et al., 2010).
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HIPOTESIS

El nitrato de plata (AgNOz3) puede promover la tasa de induccién de embriogénesis
somatica directa en café.

La densidad optica (DOsco) de la bacteria Agrobacterium tumefaciens, la
temperatura y el tiempo de co-cultivo pueden afectar la eficiencia de la

transformacion genética en café.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar algunos factores que afectan la induccién de la embriogénesis somatica
directa y la expresion transitoria y estable de genes de interés en el genoma de

Coffea arabica L. variedad Caturra mediante Agrobacterium tumefaciens.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el efecto de la concentracion de nitrato de plata (AgNO3s) en la
formacién de embriones somaticos por embriogénesis somatica directa a partir de
segmentos de hoja de Coffea arabica L. variedad Caturra.

Evaluar el efecto de la concentracién (DOsoo) de la bacteria, la temperatura y
tiempo de co-cultivo en la expresion transitoria estable de genes reporteros vy
marcadores en el genoma de Coffea arabica L. variedad Caturra mediada por
Agrobacterium tumefaciens ATHV:: pCAMBIA 1303.

Evaluar el protocolo de transformacion genética establecido para la introduccion
del gen cry10Aa en el genoma de Coffea arabica L. variedad Caturra mediada por
Agrobacterium tumefaciens ATHV.

Comprobar mediante técnicas moleculares la presencia del gen de interés
(cry10Aa) en los tejidos de café co-cultivados con Agrobacterium tumefaciens
ATHV, C58 y GV3101.
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METODOLOGIA

Ubicacion experimental. La investigacién se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia

Vegetal, en la Escuela de Biologia de la Universidad de Costa Rica.

Material vegetal. Para la evaluacion de los factores que afectan el proceso de
embriogénesis somatica directa (ESD) y la introduccion de genes de interés mediada
por A. tumefaciens se utilizaron segmentos de hoja (0,5 cm?) de C. arabica L. variedad
Caturra, provenientes de vitroplantas, las cuales fueron mantenidas en un cuarto de
crecimiento con condiciones ambientales controladas (25°C +1, 16 horas de fotoperiodo
bajo luz blanca). El medio de cultivo para el crecimiento de las vitroplantas correspondi6
al medio semisolido Murashige y Skoog (1962), cuyos componentes incluyen
macronutrientes, micronutrientes, vitaminas (Cuadro 1), benciladenina (1mgL™"), acido

giberélico (1gL™"), 3% de sacarosa, agar (8gL™") y tiene un pH de 5.6.

Cuadro 1. Componentes para la preparacion del medio de cultivo Murashige y Skoog
(MS) (1962).

Componente Concentracion en el medic  Concentracién en la solucion TPesar (g)
MS (mgl) L N madre (mgl) para 1 litro
Macroelenientos

(10X)

NHNGO, 1630 16300 16.5

ENGs 1900 19000 %0

CaCl:2H:0 440 4400 4.4

MgSO,7 H.O 370 3700 37

KH.PO. 170 1760 LT
Microelementos

(200X)

HsBO; 6.2 1240 1.24
MnSO,. 4H:0 3 Ha60 446
ZnsS0,, TH:O 36 1720 =2

KI .83 166 0.166
Na:MeO4. 2 H:0 025 20 0103
CoCls 6H:O 0025 § 0.005
CnS0L5H0 0025 3 0.005
Hierro (100X)
EDTANaFeD, 43 1300 4.3
Vitaminas (200X}
Acido nicotnico 0.5 100 01
Pindoxzina 0.3 100 i
Tiamina 0z 100 01
Mrvo-mositol 100 20000 20
Otros
Gliciaa iz 400
Sacarona 30000 Afiadir fresco 30
Agar S000 Addadic fresco 8
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Plasmidos. Para la optimizacion del protocolo de transformacion genética se utilizé la

cepa ATHV de A. tumefaciens con el plasmido pCAMBIA 1303. El mismo contiene los

genes que confieren resistencia a kanamicina (nptll) y a higromicina (hptll), el Gltimo bajo

el control del promotor constitutivo CaMV35S y el terminador NOS. Asimismo posee los

genes reporteros: uidA, el cual codifica la enzima B-glucuronidasa y el gfp el cual codifica

para la proteina verde fluorescente. Ambos se encuentran bajo el promotor constitutivo

CaMV35S y el terminador NOS (Figura 1).
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Figura 1. Mapa del vector binario pCAMBIA 1303, utilizado en transformacién genética
de tejido vegetal de café mediante Agrobacterium tumefaciens ATHV (Snap gene,

accedido el 2 de

febrero,

2016,

http:.//www.snapgene.com/resources/plasmid files/olant vectors/pCAMBIA1303/).

desde
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Para los experimentos de transformacién genética estable se utilizd el plasmido
B427p6035S-Cry, el cual contiene el gen de interés: cry10Aa, bajo el promotor CaMV35S
(promotor constitutivo) y el terminador OCS. Ademas posee como gen de seleccion hptll
el cual confiere resistencia a higromicina y se encuentra bajo el control del promotor
especifico Ubi y el terminador E9 (Figura2).
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(9794) Nhel~ ]
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12,312 bp

Figura 2. Mapa del vector binario B427p6035S-Cry, utilizado en transformacién genética
de segmentos de hoja de C. arabica L. variedad Caturra mediante A. fumefaciens C58
y A. tumefaciens GV3101 (Snap gene, accedido el 2 de febrero, 2016, desde
http:.//www.snapgene.com/resources/plasmid_files/plant_vectors).
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Induccion de embriogénesis somatica directa (ESD): los segmentos de hoja de
vitroplantas de C. arabica L. variedad Caturra se cultivaron en el medio de cultivo para la
induccién de embriogénesis somatica directa descrito por Sridevi y Ghiridar (2012)
(Cuadro 2). Se utilizaron 3 tratamientos complementados con distintas concentraciones
de benciladenina (BA): T2 (6,6 uM), T3 (8,87 uM) y T4 (11,09 uM), con una concentracion
constante de 2,85 uM de acido indol acético (AlA) y una concentracion constante de
nitrato de plata (AgNOs) (40 uM). Se utilizaron 2 controles: uno sin reguladores de

crecimiento (TO) ni nitrato de plata (AgNO3) y uno complementado solamente con BA y
AlA sin AgNQOs, (T1) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Tratamientos para la induccion de embriogénesis somatica directa a partir
de segmentos de hoja de C. arabica L. variedad Caturra.

Componentes TO T1 T2 T3 T4
(1L) Control

Macroelementos MS MS MS MS MS
Microelementos MS MS MS MS MS
Vitaminas MS MS MS MS MS MS
Hierro (Fe) MS MS MS MS MS
Sacarosa (g) 30 30 30 30 30
Agar (g) 8 8 8 8 8
AIA(UM) - 2,85 2,85 2,85 2,85
AgNO3 (uM) - - 40 40 40
BA (uM) - 6,6 6,6 8,87 11,09

*Componentes segun el medio Murashigue y Skoog (MS) (1962), autoclavado por 20 minutos a
una presion de 2.06 kg/cm? y a una temperatura de 121 °C.,

Los segmentos de hoja (0,5 cm 2) fueron cultivados con la cara adaxial en contacto con
10 ml de medio en cajas petri de 90 mm segun los diferentes tratamientos descritos en
el cuadro 2. Las placas Petri se colocaron en un cuarto de crecimiento bajo condiciones
ambientales controladas, a una temperatura de 25 +1°C, con un fotoperiodo de 16 h
diarias, bajo luz blanca. Para la induccién de embriogénesis somatica directa, se
utilizaron 100 segmentos de hoja por cada tratamiento. Transcurridos 2 meses de cultivo,

se evaluo el porcentaje de explantes con embriones somaticos y el nimero de embriones
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por explante a partir de lo cual se determiné el tratamiento de induccion de embriogénesis
somatica mas efectivo. Una vez contabilizados se realizé un analisis histoldgico del 10

% de los embriones somaticos inducidos en cada tratamiento.

Aclimatacion de plantas de C. arabica L. variedad Caturra obtenidas a partir del
proceso de embriogénesis somatica directa (ESD): se tomaron 20 plantas de
aproximadamente 11 meses de edad, previamente cultivadas en medio T2 (Cuadro 2) y
se trasladaron a tierra previamente autoclavada a 121°C por 21 min en camara de flujo
laminar. Durante la primera semana se mantuvieron en proceso de aclimataciéon en
frascos cubiertos con plastico autoadhesivo en cuarto de crecimiento con condiciones de
luz y temperatura controladas (16 horas fotoperiodo y 25 °C+1). Durante la segunda
semana luego de haber sido introducidas en tierra, se abrieron huecos pequenos
utilizando un palillo de dientes en el plastico cubriendo las plantas y se mantuvieron en
el cuarto de crecimiento por una semana. Durante la tercera semana de aclimatacién se
agrandaron los huecos en el plastico (~0,5 cm) y se mantuvieron en cuarto de crecimiento
por una semana mas. Durante la cuarta semana de aclimatacion, se trasladaron las
plantas en frascos cubiertos con plastico y huecos grandes al invernadero. Transcurrida
una semana en el invernadero se les retird el plastico a los frascos, finalizando de esta
forma el proceso de aclimatacion de las plantas desde condiciones in vitro hasta el

invernadero.

Analisis histoldgico: el protocolo histologico de tejido vegetal incluyé: la fijacion de la
muestra (A), el procesamiento de la muestra (B), la inclusion de tejidos vegetales en
parafina (C), el corte de tejidos vegetales (D), tincion de tejidos vegetales (E) y el analisis

de la muestra final (F).

(A) Fijacion de tejido vegetal: para el procedimiento se utilizaron muestras con un
tamano ideal de 0.5 cm x 2 cm, previamente sumergidas en un volumen de Formaldehido
(FAA) (37 ml FAA: 15 ml metanol: 48 ml H20) por un periodo de 24 horas a temperatura

ambiente en una proporcion de al menos 20 veces el volumen de la muestra.

(B) Procesamiento de la muestra: Los tejidos vegetales se sumergieron en agua

destilada a 25°C por 30 min y se calentaron a 67°C empleando un horno microondas.
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Posteriormente, se sumergieron en alcohol etilico a concentraciones de 60%, 70 %, 80
%, 90 % y 95 % (v/v) por 60 min en cada concentracion, con intervalos de calentamiento
hasta llegar a los 67°C entre concentraciones de alcohol. Transcurridos 10 min los tejidos
se sumergieron en alcohol etilico al 100 % por 90 min y se calentaron a una temperatura
de 67°C por 10 min. Posteriormente, los tejidos vegetales se sumergieron en alcohol
etilico de 100 % por 60 min, tras la cual se calentaron a una temperatura de 67°C y se

dejaron reposar durante 10 min a temperatura ambiente.

Este ultimo paso se repitio para luego sumergir los tejidos en una solucion 1:1 de alcohol
etilico 100% y Xilol por 60 min, siendo calentados seguidamente a una temperatura de
67°C por 10 min. Una vez transcurrido este tiempo los tejidos se sumergieron en Xilol
por 60 min siendo llevados después a una temperatura de 67°C. Este paso se repitidé una
vez mas. Los ultimos pasos incluyeron la inmersion de los tejidos en una solucion 1:1
Xilol y parafina /paraplast por 30-60 min en una estufa a aproximadamente 60°C y
finalmente en parafina/paraplast por 30-60 min en estufa a aproximadamente 60°C. Este
ultimo paso se repitié una vez mas.

(C) Inclusion de tejidos vegetales en parafina/paraplast: primero se colocé la muestra
ya procesada, empleando pinzas con la punta previamente calentada, en un molde de
inclusion metalico previamente calentado y prellenado con parafina/paraplast. El molde
con la muestra se colocdé en una superficie con agua a temperatura ambiente y se
presion6 la muestra contra el fondo del molde acomodandola de forma tal que las
estructuras del corte quedaran en la disposicion espacial correcta. El cassette se coloco
encima del molde y se rellend con parafina/paraplast, después de lo cual se colocd en el
congelador (-20°C) por 10 minutos para separar el bloque de parafina/paraplast del

molde metdlico y quitar los excesos de parafina/paraplast de los bordes del mismo.

(D) Corte de tejidos vegetales: se cortaron las muestras con un micrétomo de marca
SHURcut 2500, a un grosor de entre 4 um a 7 um. Posterior a esto, se colocaron las
muestras en un bafio de flotacién y se recogieron con un portaobjetos, el cual se coloco

a una temperatura entre 45-60°C por un periodo de 45- 60 min.

18



(E) Tincidon de tejidos vegetales: se elimind la parafina a las muestras y luego se
colocaron en una solucién de safranina. Posteriormente se llevaron a una temperatura
aproximada de 67°C en microondas. Se dejaron enfriar durante 15 minutos y el
procedimiento se repitidé dos o tres veces mas. Posterior a esto, las muestras se lavaron
con agua hasta quitar el exceso de colorante por 1 min y se colocaron en la solucion de

Safranina 0.15% (v/v) por 5 min.

(F) Analisis de los cortes: Finalmente, se observaron las muestras al microscopio y se
tomaron microfotografias de los cortes con un microscopio confocal Olympus (Garcia del
Moral, 1993).

Protocolo general para la transformacion genética mediada por A. tumefaciens
ATHV::pCAMBIA 1303.

Para realizar la introduccion de genes mediada por A. tumefaciens ATHV::pCAMBIA
1303, primero se cultivé la bacteria en tubos de ensayo con 5 mL de medio Luria Bertani
(LB) (5gL"" cloruro de sodio, 5gL-" extracto de levadura, 10 gL' peptona de caseina, pH
de 7,2), complementado con 100 mgL" de rifampicina y 50 mgL™" de kanamicina por un
periodo de 48 horas, a 28 °C y con una agitacion constante de 100 rom. Transcurridas
48 h, el cultivo de A. tumefaciens se llevé a un volumen de 50 mL de medio LB
complementado con 100 mgL-! de rifampicina, 50 mgL-' de kanamicina y 20 uM de
acetosiringona por 48 h en las mismas condiciones de temperatura y agitacion

mencionadas anteriormente.

Después de 48 h, se centrifugd el cultivo de A. tumefaciens a 3500 rpm durante 20
minutos a 4°C, se descart6 el sobrenadante y el pellet de la bacteria se resuspendio a
una proporcion de 1:10, en el medio de co-cultivo liquido descrito por Sridevi y Ghiridar
(2012), el cual esta compuesto por macroelementos, microelementos, vitaminas, AlA,
BAP y AgNOs (T2, Cuadro 2), 30 mgL-' de sacarosa complementado con 200 uM de
acetosiringona y un pH de 5.6. Se determino la densidad optica de la bacteria (DOsoo)

utilizando el nanofotémetro IMPLEN, la cual estuvo entre un rango de 0,5-1,0.
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Los segmentos de hojas (0.5 cm?) fueron cultivados en el medio de co-cultivo liquido
descrito anteriormente con la bacteria A. tumefaciens ATHV::pCAMBIA1303 y se
sometieron a condiciones de vacio (600mg Hg) por 30 min a temperatura ambiente.
Seguidamente, se colocaron en un agitador a una velocidad de 90 rpm por 30 min.
Pasado este lapso de tiempo, los segmentos de hoja fueron cultivados en el medio semi-

sélido de co-cultivo MS complementado con acetosiringona (200 uM) (T2, Cuadro 2) y

se mantuvieron en oscuridad por 48 h a una temperatura a 25°C 1.

Transcurridas 48 h, a los segmentos de hoja se les realizaron 3 lavados con agua
destilada estéril por lapsos de 15 min cada uno, seguidos de un lavado por 30 min con
agua destilada estéril complementada con 250 mgL™' cefotaxima. Finalmente, los
segmentos de hoja se cultivaron en el medio T2 solido complementado con AlA, BAP,
AgNO3 (Cuadro 2) y 250 mgL™" cefotaxima para eliminar la bacteria. Transcurridas 48
horas se tomé una muestra de los segmentos transformados y se comprobo la expresion
transitoria del gen reportero uidA (B-glucoronidasa) mediante el ensayo GUS descrito por
Jefferson et al. (1986).

Optimizacion del protocolo de transformacién genética con A. tumefaciens
ATHV::pCAMBIA 1303: con el fin de optimizar las condiciones de introduccion de genes
mediante A. tumefaciens ATHV, se evaluaron diferentes factores: concentracion de la
bacteria (DOsoo: 0.5, 0.75 y 1.0), temperatura (25°C y 28°C) y tiempo de co-cultivo (48 y
72 h). Para la estandarizacion del protocolo de transformacion se realizaron 3
repeticiones de 15 segmentos de hoja por cada tratamiento de densidad optica,
temperatura y tiempo de co-cultivo. Se comprobé la expresion transitoria del gen
reportero uidA (B-glucoronidasa) mediante el ensayo GUS (Jefferson et al., 1986), el cual
se le realizé al 100% de los explantes 48 h después de la transformacion. Se contabilizé
el nimero de explantes con coloracién azul por tratamiento para determinar la
temperatura, tiempo de co-cultivo y temperatura de co-cultivo 6ptimos para la
introduccion de genes mediante A. fumefaciens ATHV: pCAMBIA1303. Ademas se

20



realizaron 2 transformaciones genéticas de prueba con las condiciones de
transformacion optimas utilizando 15 segmentos de hoja transformados y 5 segmentos

de hoja sin transformar como control en cada una.

Transformacién de Eschericia coli y Agrobacterium tumefaciens con el plasmido

B427 que contienen el gen cry10Aa.

Cepas de E. coli y A. tumefaciens: Se utilizé la cepa E.coli Dh5a (con resistencia a 50
mgL™" de kanamicina) y las cepas de A. tumefaciens C58 (sin resistencia a antibiéticos),
ATHV (con resistencia a 50 mgL-" de rifampicina) y GV3101 (con resistencia a 50 mgL""

de rifampicina, 50 mgL"" de gentamicina y 100 mgL-' de ampicilina).

Preparacion de células competentes de E. coli Dh5a: Se tomé una colonia de E. coli
Dh5a utilizando una punta estéril para pipeta de 1-10 ul y se cultivé en 5 ml de medio LB
liguido con 50 mgL"' de kanamicina en agitacion constante (110 rpm) a 37°C por 24
horas. Posteriormente, se distribuyeron los 5 ml de suspensién bacteriana en tubos
estériles de 1.5 ml para ser centrifugados a 13000 rpm por dos minutos. Se descarto el
sobrenadante y el pellet de bacterias se resuspendié en 10 ml de 20 mM de CaClz frio y
se centrifugd a 4°C por 20 minutos a 2500 rpm. Se descartoé el sobrenadante y el pellet
se resuspendio en 1 ml de 20 mM de CaClz frio. Finalmente, se alicuotaron 100 pl de

células competentes los cuales fueron almacenados a -20°C hasta su uso.

Transformacion genética con el gen cry70Aa en E. coli Dh5a: para la transformacion
de las cepas de E. coli Dh5a con el plasmido B427, primero se descongelaron las células
competentes de E. coli lentamente en hielo. Se agregé 1 ug de ADN plasmidico y se
mezcl6. Las muestras se incubaron durante 30 min en hielo y posteriormente 15 min en
Nitrégeno liquido. Después se incubaron durante 5 min a 42°C en un bafio Maria
después de lo cual se les agregd 150 pL de medio LB sin antibiéticos. Pasado dicho
tiempo se incubaron durante 2 horas en agitacion constante a una temperatura de
26°C+2. Posteriormente los cultivos de bacterias se transfirieron en medio LB sélido
complementado con sus respectivos antibidticos y las placas Petri se incubaron a 37°C

durante 24 horas. Para la obtencion del ADN del plasmido B427 proveniente de E. col,
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se utilizd el Viogene Mini PlusTM Plasmid DNA Extraction System siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Preparacion de células competentes de A. tumefaciens: para la obtenciéon de las
células competentes, se tomé una colonia de A. tumefaciens de cada cepa (C58, ATHV
y GV3101) utilizando una punta estéril para pipeta de 1-10 pl y se cultivd en 5 ml de
medio LB liquido con sus respectivos antibioticos en agitacion constante (220 rpm) a
28°C por 48 horas. Posteriormente, los 5 ml de suspension bacteriana se cultivaron en
50 ml de LB liquido con el respectivo antibiético en las mismas condiciones anteriormente
descritas. La suspension bacteriana se colocé en un tubo Falcon de 50 ml y se centrifugd
a 2500 rpm por 20 minutos a 4°C. Se descarté el sobrenadante y el pellet de bacterias
se resuspendid en 10 ml de 20 mM de CaClz frio y se centrifugd a 4°C por 20 minutos a
2500 rpm. Se descarto el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 1 ml de 20 mM de
CaCl: frio. Finalmente, se alicuotaron 100 pl de células competentes los cuales fueron

almacenados a -20°C hasta su uso.

Introduccion del ADN plasmidico B427 proveniente de E. coli Dh5a a A.
tumefaciens cepas C58, ATHV y GV3101: para la transformacion del ADN plasmidico
B427 en las cepas de A. tumefaciens con el plasmido B427, primero se descongelaron
las células competentes de A. tumefaciens lentamente en hielo. Se agregd 1 ug de ADN
proveniente de E. coli Dh5a:B427 y se mezclo hasta homogenizar. Las muestras se
incubaron durante 30 min en hielo y posteriormente 15 min en Nitrégeno liquido. Después
se incubaron durante 5 min a 37°C en un bafo Maria después de lo cual se les agrego
150 pL de medio LB sin antibidticos. Pasado dicho tiempo se incubaron durante 2 horas
en agitacion constante a una temperatura de 26°C+2. Posteriormente los cultivos de
bacterias se platearon en medio LB sdélido complementado con sus respectivos

antibidticos y las placas Petri se incubaron a 28°C durante 2 dias.
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Comprobacion mediante técnicas moleculares la presencia del gen de interés
(cry10Aa) en las bacterias E. coli Dh5a y Agrobacterium tumefaciens cepas ATHV,
C58 y GV3101: se midié la concentracion con un nanofotémetro Implen de ADN extraido
de E. coli B427 y A. tumefaciens cepas ATHV, C58 y GV3101 previamente
transformadas con el plasmido B427. A partir de la relacion 260/280 se logrd determinar
la calidad de ADN. Posteriormente para determinar la presencia del gen cry710Aa en E.
coli Dh5a se realizé digestion del ADN plasmidico con las enzimas Xbal/BamHI y se
realiz6 un PCR para comprobar la presencia del gen hpt/l. Asimismo para determinar la
presencia del gen cry10Aa en A. tumefaciens cepas ATHV, C58 y GV3101 previamente
transformadas con el plasmido B427 se realizd una digestion con las enzimas de
restriccion EcoRI/BamHI y finalmente se realizé un PCR para comprobar la presencia del

gen hptll.

Introduccion del gen cry10Aa de Bt en el genoma de café,v ariedad Caturra: una
vez optimizado el protocolo de transformacion genética e introducido el plasmido B427
en A. tumefaciens cepas C58 y GV3101 se procedié a realizar las transformaciones
genéticas de los segmentos de hoja. Se realizaron 2 experimentos, la primera con A.
tumefaciens C58:B427 (500 segmentos de hoja) y la segunda con A. tumefaciens
GV3101:B427 (400 segmentos de hoja). Los segmentos de hoja fueron posteriormente
cultivados por 2 semanas en un medio T2 complementado con macroelementos,
microelementos, vitaminas y concentraciones de AIA, BA y AgNOs descritas
anteriormente en el Cuadro 2, complementado con 500 mgL-! cefotaxima para la
eliminacion de la bacteria. En las siguientes 2 semanas se pasaron los segmentos a
medio T2 complementado con 250 mgL"' cefotaxima y 12.5 mgL"' higromicina.
Transcurridas 2 semanas se pasaron los segmentos de hoja a medio T2 complementado
solamente con 25 mgL™" higromicina en el cual permanecieron 2 semanas y finalmente
se trasladaron a medio T2 para induccién de embriogénesis somatica directa sin
antibidticos. Del total de segmentos co-cultivados se tomaron 22 segmentos de hoja (2
sin transformar, 10 co-cultivados con C58:B427 y 10 co-cultivados con GV3101:B427)
para la extraccién de ADN y comprobacion de la presencia del gen cry70Aa.
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Protocolo de extraccién de ADN: para la extraccion de ADN de segmentos de hoja se
precalent6 primero el buffer de extraccion a 85°C. Una vez disuelto se agregaron 50 mg
de material vegetal en un tubo de 2 ml. Se agregaron 750uL de buffer de extraccion y
mezclé la solucion mediante vortex. Se incubd la muestra a 65°C por 20 min mientras
que se incubaba la ARNasa por 10 min a 99°C, la cual se colocé en hielo una vez
terminado dicho tiempo. Transcurridos los 20 min de incubacién de la muestra se dejé
enfriar a temperatura ambiente y se agregaron 750 uL de cloroformo:octanol (24:1) en
camara de extraccion de gases. Se homogenizo la muestra sin utilizar vortex y se
centrifugd a 13000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
descart6 el sobrenadante y se agregaron 500 pl de etanol 70% v/v frio. Se centrifugé la
muestra por 5 min a 13000 rpm vy se eliminé el etanol de la muestra mediante una
micropipeta y secando el pellet durante 20-30 min a 40-45°C. Se resuspendio el pellet
en 50 L de TE 1Xy se agregd solucién de ARNasa 10mg/ mL. Finalmente se determiné
la concentracion de ADN mediante un nanofotémetro marca IMPLEN y se analizé un gel

de agarosa 1 % m/v por 30 min a 100 V.
Confirmacion de la integracion del gen cry10Aa en el genoma del café

PCR para comprobacion del gen cry710Aa: se realizd una extraccion de ADN a 2 de
los segmentos de hoja no transformados (control negativo), 10 segmentos fueron co-
cultivados con A. tumefaciens C58:B427 y 10 segmentos que fueron co-cultivados con
A. tumefaciens GV3101:B427. Se comprobé la presencia del gen de interes cry70Aa

mediante PCR, utilizando 3 pares de primers (cuadro 3) y un termociclador Biometra.
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Cuadro 3. Pares de primers utilizados para comprobar la presencia del gen cry70Aa en
segmentos de hoja de C. arabica L. variedad Caturra transformados mediante A.
fumefaciens C58:B427 y A. tumefaciens GV3101:B427.

Juegos de primers cry10Aa Primers
 (Tamaiio esperadode~500pb) | — J 4
Par 1 F 3' AAACCAGCCGTTGAAGAACA S
R 5 ACAGGATTCCAACTTTGCCT 3
Par 2 F 3 TTGAAGCATGCCGCTACTTAS5
R5 TTTTACCCACACTAACGACGA ¥
Par 3 " F 3' AACTACAAGAGAACCGATTCATACA 5'
R 5 TGTTACTTTCCCACGTACCGT 3

Utilizando la composicion de la reaccion de PCR y el programa del termociclador
mostrados en los cuadros 4 y 5 respectivamente. En el caso de la temperatura de
annealing optima para los primers correspondientes al gen de interés cry70Aa se
determiné mediante un gradiente de temperatura (52°C-62°C) utilizando ADN extraido
del plasmido B427.

Cuadro 4. Composicién de la reaccion de PCR para la amplificacion del gen cry10Aa.

Componente | conc. Inicial | Conc. Final | 1X ()
. H20 - - 12.55
| Buffer 10X +(NH4)2504 10X | 1X 2.0
MgCi2 25 mM 15mM | 1.2
dNTPs 10 mM 02mM | 04
Primer forward 20uM 0.4 uyM 0.4
Primer reverse 20uM 04uM | 04
BSA 10mgml - 0.8
Taq Polimerasa |  5U/pl 0.05U 0.25
ADN - - 2
Volumen final 20

Cuadro 5. Programa de PCR para la estandarizacion de la temperatura de annealing
optima para los primers correspondientes al gen de interés cry10Aa.

, Paso ]| ~Temperatlra | Tiempo |
Desnaturalizacion inicial 94 °C | 5min |
Desnaturalizacion 94 °C | 1min_|
Annealing 52°C,54°C,56 °C,68°C,60°C, 62°C | 1 min
Extension 727 1 min
Extension final 72 °C 10 min_|
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PCR para comprobacion del gen hptll: para comprobar la presencia del gen hptl//
(producto aproximado de ~500 pb), se extrajo el ADN de 20 segmentos de hoja y se les
realizo un PCR  utilizando  los primers: hptll_ Forward 5%
ATGAAAAAGCCTGAACTCACCGCGAZ’ y hptll_Reverse:
5 TCCATCACAGTTTGCCAGTGATACA-3’

Se utilizé la composicién de reaccién de PCR y el programa de termociclador mostrados
en los cuadros 6 y 7, respectivamente. Los productos de ambos PCR se analizaron en
un gel de agarosa al 1 % (TBE 1X + 1.5 ul de GelRed), el cual se corrio a 100 V por 1
hora. Se utilizaron agua y ADN de segmentos de hoja no transformados como controles

negativos y ADN del plasmido B427 original (Figura 1) como control positivo.

Cuadro 6. Composicién de la reaccion de PCR para la amplificacion del gen hptll.

1' Georiponeots ‘Conc. Inicial | Con¢. final | 1X (pl)
' H20 o ] -- 12.55
Buffer 10X +(NH4)2S04 10X 1X 2.0
f MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.2

dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.4

Primer forward 20pM 0.4 pyM 0.4
Primer reverse 20pM 0.4 pyM 0.4

BSA 10mgml - 0.8

l Taq Polimerasa 5U/pl 0.05U 0.25
| ADN - - 2
Volumen final 20

Cuadro 7. Programa de PCR para la amplificacion del gen hptll.

Paso | Temperatura | Tiempo |
Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 min
Desnaturalizacion | 94°C | 1min_ | } 35 ciclos
Annealing : ~_B0°C | 1min_ |
Extension 727G 1min |
Extension final 72 °C _ 10 In |
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PCR gen virG. Para comprobar la presencia del gen virG (producto aproximado de ~400
pb), se extrajo el ADN de 20 segmentos de hoja y se les realizé un PCR con los primers
virG_Forward: 5'-GCCGACAGCACCCAGTTCAC-3 y
CCTGCCGTAAGTTTCACCTCAC-3'. Se utilizé la composicién de reaccion de PCR y el

programa de termociclador mostrados en los cuadros 8 y 9, respectivamente. Los

virG_Reverse: 5'-

productos de ambos PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1 % (TBE 1X + 1.5 pyl de
GelRed), el cual se corri6 a 100 V por 1 hora. Se utilizaron agua y ADN de segmentos
de hoja no transformados como controles negativos y ADN del plasmido B427 original

(Figura 1) como control positivo.

Cuadro 8. Composicion de la reaccion de PCR para la amplificacion del gen virG.

Components Gonc: lniclal | Gone. final | 1% (up |
H20 - -- 12.55 |
Buffer 10X +(NH4)2S04 10X 1X 20 |
MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.2
dNTPs 10 mM 0.2 mM 0.4
Primer forward 20pM 0.4 pM 0.4
Primer reverse 20pM 0.4 pM 0.4
BSA 10mgml - 0.8
Taq Polimerasa 5U/pl 0.05U 0.25
ADN -- - 2
Volumen final 20
Cuadro 9. Programa de PCR para la amplificacién del gen virG.
Paso Temperatura | Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 min
Desnaturalizacién - 94°C 1 min 35 ciclos
Annealing 60 °C 1 min
Extension i 72°C___ | 1 min
Extension final 72 °C__ | 10min |
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Analisis estadistico: para el analisis estadistico de los datos, se realizaron analisis de
varianza (ANOVA) para todos los tratamientos y una prueba comparativa de Duncan para
determinar si existian diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos. Primero
se determind si existian diferencias significativas entre los diferentes medios de induccion
de ESD (Cuadro 2), utilizando como variable dependiente los medios TO, T1, T2, T3y T4
y como variable independiente el promedio de nimero de embriones producido por
explante por tratamiento (xE.S). Para determinar si existian diferencias significativas
entre las densidades opticas (DOsoo) de bacteria para transformar genéticamente se uso6
como variable dependiente las densidades opticas de 0, 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0 y como

variable independiente el nimero de explantes (xE.S) por tratamiento.

Para determinar si existian diferencias significativas entre las temperaturas y tiempos de
co-cultivo optimos para la transformacion genética se utilizaron como variable
dependiente los tratamientos: 25°C-2dias co-cultivo, 25°C-4dias co-cultivo, 28°C-2dias
co-cultivo y 28°C-2dias co-cultivo, y como variable independiente el nimero de explantes
con expresion transitoria del gen uidA (zE.S) por tratamiento. Los analisis se realizaron
mediante el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2011). Para determinar la
eficiencia de transformacion se tomaron en cuenta los segmentos de hoja que
presentaron el gen cry10Aa. Para calcular la eficiencia de transformacion se utilizé una

distribucién binomial 3 § con 99% de confianza segun la siguiente férmula:

pt3 (\jp(l .?;))

En dicha férmula, p correspondié a la proporcion de segmentos transformados, x el

numero de segmentos transformados y n el nimero de segmentos co-cultivados (Ribas
et al., 2011).
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Resultados

Induccion de embriogénesis somatica directa (ESD) utilizando nitrato de plata
(AgNO3) en segmentos de hoja de C. arabica, variedad Caturra

Los resultados obtenidos evidencian que el proceso de. induccion de embriogénesis
somatica directa a partir de los segmentos de hoja de café es influenciado por la
utilizacion de reguladores de crecimiento (AIA, BAP) y AgNOs. En las condiciones
experimentales de esta investigacion, el tratamiento control desprovisto de reguladores
(TO) y el tratamiento suplementado solo con 2.85 uM AlA y 6.6 uM BAP (T1) no indujeron
la formacion de embriones (p>0.05). Pero, la adicion de 40 uM AgNo3 en los medios de
los tratamientos T2,T3 y T4 cultivo potencia la formacion de los embriones somaticos en

los segmentos de café (p<0.05).

Ahora bien, la mayor cantidad de embriones se obtuvo al utilizar el medio de cultivo MS
suplementado con 2.85 uM AlA, 6.6 uM BAP y 40 uM de AgNO3 (T2) (p<0.05). Pero, al
utilizar una mayor concentracion de BAP se evidencia una menor induccion de embriones
con los tratamientos a los que se agregé 8,87uM y 11,89 uM de BAP respectivamente
(p<0.05) (Cuadro 10).

Cuadro 10. Numero de embriones por explante con su respectivo error estandar,

obtenido para cada tratamiento para la variedad Caturra (InfoStat, 2011).

Tratamiento AlA BA AgNO3 Promedio Porcentaje de Prueba
(MM)  (pM) (pM) embriones/explante explantes con Duncan
* ES embriones por
tratamiento
(%)
T 0 (Control sin - - - 00 0 A
reguladores)
T 1 (Control sin 2,85 6,6 - 0+0 0 A
AgNO3)
T2 285 6,6 40 3,30+ 0,73 53 C
T3 2,85 8,87 40 2,26% 0,38 46 B
T4 2,85 11,09 40 2,41 0,31 46 B
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El proceso de embriogénesis somatica directa (ESD) se empezd a observar a partir de
las 8 semanas de haberse colocado los explantes en los medios T2, T3 y T4. En ambos
controles TO y T1 no se observé la formacion de embriones somaticos en los segmentos
de hoja, mostrandose estos Ultimos en estado de oxidacion al final del experimento
(Figura 3 B y D). Mientras que en los medios T2, T3 y T4 se encontraron embriones de
los 4 diferentes estados de desarrollo (globular, torpedo, corazén y cotiledonar),
coexistiendo varios estados de desarrollo simultaneamente en un mismo segmento de
hoja (Figura 3 F, H, J).
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Figura 3. Proceso de embriogénesis somatica directa en segmentos de hoja de C. arabica
variedad Caturra a las 8 semanas de haber sido cultivados en los respectivos medios de
cultivo (Cuadro 2). TO (Control sin reguladores) al inicio del experimento (A), TO (Control sin
reguladores) al final del experimento (B), T1 (Control sin AgNO3) al inicio del experimento
(C), T1 (Control sin AgQNQO3) al final del experimento (D), T2 al inicio del experimento (E), T2
al final del experimento (F), T3 al inicio del experimento (G), T3 al final del experimento (H),

T4 al inicio del experimento (l), T4 al final del experimento (J). Embriones sefalados con
flecha roja.
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Los embriones somaticos de C. arabica variedad Caturra tuvieron diferentes estados de
desarrollo después 5 meses. En el estado globular se puede observar cbmo se empiezan
a formar los sistemas vasculares, en el estado corazén se puede distinguir el sistema
vascular mas desarrollado (Figura 4 C,D), en el estado torpedo se puede observar el
embrién con su forma mas alargada (Figura 4 F) y en el estado cotiledonar se puede
observar la aparicion de los cotiledones (Figura 4 E, G y H). El tiempo estimado desde el

inicio de la embriogénesis somatica directa hasta la aclimatacion fue de



aproximadamente 13 meses (Figura 5), correspondiendo esta Ultima a 5 semanas
obteniendo 100% de aclimatacion de las plantas (Figura 6).

Figura 4. Diferentes estados de desarrollo de los embriones somaticos de C. arabica
variedad Caturra los 5 meses de haber cultivado los segmentos de hoja en el tratamiento
2 Fotos tomadas con estereocamara. Estado globular (A), Estado corazén (C) y estado
cotiledonar (E, G). Cortes histologicos de embriones en diferentes estados embrionarios
de C. arabica variedad Caturra, tomadas con microscopio confocal con camara
fusionada. Estado globular (B), estado corazén (D), estado torpedo (F) y estado
cotiledonar (H).
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0 meses 2 meses 7 meses 12 meses 13 meses

Figura 5. Linea de tiempo del proceso de embriogénesis somatica directa de
segmentos de hoja de C. arabica L. variedad Caturra desde su introduccién en medio
T2 (Cuadro 2) hasta su aclimatacion en invernadero 13 meses después.
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Figura 6. Proceso de aclimatacion de una planta de C. arabica L. variedad Caturra de 11
meses. Planta en medio T2 (A). Paso a tierra autoclavada en camara de flujo laminar (B).
Primera semana en proceso de aclimatacion con plastico en cuarto de crecimiento (C).
Segunda semana de aclimataciéon con huecos pequefios huecos hechos con palillo de
dientes en cuarto de crecimiento (D). Tercera semana de aclimatacién con huecos de ~0,5
cm mas grandes en cuarto de crecimiento (E). Cuarta semana de aclimatacién con huecos
grandes en invernadero (F). Quinta semana de aclimatacion sin plastico en invernadero (G).
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Estandarizacion de los factores (densidad optica (DOsoo) de la bacteria,
temperatura y tiempo de co-cultivo) para la introduccion de genes de interés en el
genoma de café utilizando Agrobacterium tumefaciens ATHV:: pCAMBIA 1303.
Estandarizacion de la densidad optica (DOsoo) de la bacteria: se observd que los
explantes co-cultivados con Agrobacterium tumefaciens ATHV::pCAMBIA 1303 con las
densidades opticas de 0.25, 0.50, 0.75 y 1.0 tuvieron resultados positivos ante la prueba
GUS (presencia de coloracion azul) (Figura 7 B, C, D y E), exceptuando el control
negativo (Figura 7A). En cuanto a la estandarizaciéon de la densidad optica (DOsoo) de
bacteria 6ptima, se obtuvo un mayor promedio de transformacién de explantes utilizando
una DOsoo de 0.75 (0.75 £ 0.04), seguida por la DOsoo de 1.0 (0.72 +0.06), la DOsoo de
0.5(0.46 £ 0.04), la DOsoo de 0.25 (0.46 + 0.07) y el control negativo (0.00 + 0.00) (Cuadro
i3,

Se determind que existian diferencias significativas (p<0.05) entre el promedio de
explantes con expresion transitoria del gen widA utilizando las densidades 6pticas (DOso0)
de 0.25, 0.50, 0.75, 1.0 y el control (DOs00=0) (Cuadro 11). No se encontraron diferencias
significativas entre las densidades opticas (DOsoo) de 0.25 y 0.50, ni tampoco entre las
densidades Opticas de 0.75 y 1.0. Al obtenerse una mayor tasa de segmentos de hoja
mediante la DOsoo entre un rango de 0.75 a 1.0 se determind que la densidad 6ptima

para la expresion transitoria del gen uidA se encontraba entre dicho rango.

Cuadro 11. Promedio de segmentos de hoja de C. arabica L. variedad Caturra, co-
cultivados con Agrobacterium tumefaciens ATHV::pCAMBIA 1303 a densidades opticas
(DOs00) de 0.0 (control sin transformar), 0.25, 0.50, 0.75y 1.0 con sus respectivos errores
estandar (InfoStat, 2011).

Densidad dptica Promedio Porcentaje de explantes Prueba de
(DO600) explantes transformados por Duncan
transformados tratamiento (%)
* ES
0.0 0 +0.04 0 C
0.25 0.46 +£0.07 40 B
0.50 0.46 £ 0,04 46 B
0.75 0.72 +0.06 75 A
1.0 0.75+0.04 &2 A

33
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Figura 7. Expresion transitoria del gen uidA en segmentos de hoja de café co-cultivados con
A. tumefaciens ATHV::pCAMBIA 1303 a densidades o6pticas (DOsoo) de bacteria de 0,
0.25, 0.50 y 0.75. Control DOsoo: 0.00(A), DOsoo: 0.25 (B), DOsoo: 0.50 (C), DOeoo: 0.75
(D) y DOes00:1.0 (E). Medicién a través de la expresion transitoria del gen uidA. Escala
equivalente a 5 mm.
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Estandarizacion de la temperatura y tiempo de co-cultivo en la expresion
transitora del gen uidA utilizando A. tumefaciens ATHV::pCAMBIA 1303: se observé
que los explantes cultivados con las temperaturas y tiempos de co-cultivo de 25 ° C por
2 dias, 25 ° C por 4 dias, 28° C por 2 dias, 28° C por 4 dias (Figura 8 A, B, C y D)
tuvieron resultados positivos en la prueba GUS (presencia de coloracion azul) con
respecto al control (Figura 8E). Se determind que no existian diferencias significativas
(p>0.05) entre el promedio de explantes co-cultivados a temperatura de 25 ° C por 2 dias
(0.34+ 0.07), 25 ° C por 4 dias (0.38+ 0.07) y el tratamiento 28 ° C por 2 dias  (0.38
+0.07). Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos anteriores y el
tratamiento de 28° C por 4 dias  (0.82 +0.07, p<0.05) con el cual se obtuvo una mayor
cantidad de explantes con expresion transitoria del gen uidA. Sin embargo en este ultimo
se observé contaminacion por A. tumefaciens dada la alta densidad dptica de bacteria
utilizada, por lo que se determind que 25-28 ° C por 2 dias era el mejor tratamiento a
utilizar (Cuadro 13).

Cuadro 12. Promedio de segmentos de hoja variedad Caturra, co-cultivados con
Agrobacterium tumefaciens ATHV:.: pCAMBIA 1303 a temperaturas y tiempos de co-
cultivo de 25 ° C por 2 dias, 25 ° C por 4 dias, 28° C por 2 dias, 28° C por 4 dias, ademas
de un control sin transformar con sus respectivos errores estandar (InfoStat, 2011).

Tiempo/temperatura Promedio Porcentaje de Porcentaje de Prueba de
co-cultivo explantes explantes explantes Duncan

transformados contaminados transformados

*ES (%) por

: tratamiento
(%)

25 ° C-2 dias (0.34 £ 0.07) 0 42 A
25 ° C- 4 dias (0.38 £0.07) 2 38 A
28 ° C-2 dias (0.38 £ 0.07) 0 42 A
28° C- 4 dias (0.82£0.07) 46 91 B
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Figura 8. Transformacion mediante A. tumefaciens ATHV:: pCAMBIA 1303 en
segmentos de hoja de la variedad Caturra a temperaturas y tiempos de co-cultivo de
25 ° C por 2 dias (A), 25 ° C por 4 dias (B), 28° C por 2 dias (C), 28° C por 4 dias (D)
Control sin transformar (E). Escala equivalente a 5 mm.
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Cuadro 13. Condiciones 6ptimas para la introduccion de genes de interés en el
genoma de café utilizando Agrobacterium tumefaciens ATHV::pCAMBIA 1303.

0.75-1.0 2 dias 25-28°C

Utilizando las condiciones oOptimas determinadas anteriormente (Cuadro 13) se
realizaron 2 experimentos de prueba utilizando el plasmido pCAMBIA1303. Para el
primer experimento se obtuvo un 80 % de explantes transformados con una densidad
optica (D.Oe00) de A. tumefaciens: ATHV de 0,866 (Figura 9) y se obtuvo un 91.6% de
explantes con expresion transitoria del gen uidA con una densidad optica (D.Osoo0) de A.
tumefaciens: ATHV de 0,762 (Figura10).

Figura 9. Transformacion de prueba con A. tumefaciens ATHV (D.Osoo = 0,866) en
segmentos de hoja de C. arabica L. variedad Caturra. (A) Control negativo (B) Explante
con expresion del gen uidA comprobado mediante prueba GUS (coloracion azul).
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Figura 10. Transformacion de prueba (2) mediante A. tumefaciens ATHV (D.Oso00 =0762)
en segmentos de hoja de C. arabica L. variedad Caturra. (A) Control, (B) Explante
transformado con presencia del gen uidA comprobado mediante prueba GUS (coloracion
azul).

Comprobacion de la presencia del gen de interés (cry70Aa) mediante técnicas
moleculares en las bacterias E. coli Dh5a y Agrobacterium tumefaciens cepas
ATHV, C58 y GV3101.

Se obtuvieron 4 colonias (P1C1, P1C2, P1C3 y P1C4) transformadas de E.coli
Dh5-a conteniendo el plasmido B427 creciendo en medio de seleccion soélido con
kanamicina. Se encontré que las colonias P1C1 (260/280=1,87) y P1C4 (260/280=1,05)
tenian una buena calidad de ADN (Figura11). Al realizar la digestion del plasmido B427
en E. coli DH5-a colonia 1 y 4, se encontré que los fragmentos obtenidos con las enzimas
Xbal/BamHI| concuerdan con lo esperado (2440 y 9872 pb) (Figura 12). Asimismo se
encontro la presencia del gen hptl/l en la colonia 4 de A. tumefaciens C58:B427 (Figura
13). Los fragmentos obtenidos de la digestion del plasmido B427 previamente
transformado en A. tumefaciens GV3101 con las enzimas de restriccion EcoRI/BamHI
concuerdan con lo esperado (2043 y 10269 pb) (Figural14). A pesar de que inicialmente
se pretendia trabajar también con A. tumefaciens ATHV no se logré transformar el
plasmido B427 en dicha cepa por lo que se continué trabajando con A. tumefaciens
C58:B427 y A. tumefaciens GVV3101:B427.
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Figura 11. Introduccién del plasmido B427 en E.coli Dh5-a. (M) Marcador Molecular de
100 bp (FERMENTAS) Colonias 1 (P1C1), 2 (P1C2), 3 (P1C3) y 4 (P1C4). Electroforesis
realizada en gel de agarosa 1%, buffer TAE (1X) a 100 V durante 90 min.
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Figura 12. Electroforesis con productos de restriccion de plasmido B427en E. coli DH5-
a con las enzimas de restriccion Xbal/BamHI (Fragmentos esperados de 2440 y 9872
pb). Marcador (M) 1 kb (FERMENTAS), Control Negativo (agua) (C-), ADN de plasmido
B427 colonia 1 (1) y ADN de plasmido B427 colonia 4 digeridos con Xbal/BamHI (2),

Electroforesis realizada en gel de agarosa 1% con buffer TAE (1X) a 100 V durante 90
min.
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Figura 13. Presencia del gen hptll (producto esperado de 500 pb) en Agrobacterium
tumefaciens C58 transformada con el plasmido B427. M: Marcador 100 pb
(FERMENTAS), Control negativo con agua (C-), Control positivo con ADN miniprep de
B427 (C+), Control negativo con C58 silvestre (1), C58 B427 Colonia 1 (2-4), C58 B427
Colonia 4 (5-6). Electroforesis realizada en gel de agarosa 1% con buffer TBE (1X) a
100 V durante 90 min.
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Fig 14. Electroforesis en gel con los productos de la digestion de plasmido B427en A.
tumefaciens GV3101 con las enzimas de restriccion EcoRI/BamH]I (producto esperado
de 2043 y 10269 pb). Marcador molecular (M), ADN de plasmido B427 digerido con

EcoRI/BamHI (1).
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Comprobacién mediante técnicas moleculares la presencia de los genes virG y
cry10Aa en los tejidos de café co-cultivados con Agrobacterium tumefaciens
cepas C58 y GV3101.

Se cultivaron en total 900 segmentos de hoja de C. arabica L. variedad Caturra.
De ellos, 500 fueron co-cultivados utilizando A. tumefaciens C58:B427y 400 empleando
A. tumefaciens GV3101:B427 y un control de 100 segmentos de hoja sin transformar. Se
les extrajo ADN a 22 segmentos de hoja, de los cuales 2 segmentos de hoja fueron
control sin transformar, 10 fueron co-cultivados con A. fumefaciens C58:B427 y 400
empleando A. tumefaciens GV3101:B427. La calidad de ADN obtenida en el ADN
extraido de los segmentos de hoja fue bastante cercana al valor esperado (Relacion
280/260 ~1,8), mientras que los valores obtenidos mediante la relacion de pureza

260/230 fueron significativamente menores al valor esperado (2.0~2.2) (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Concentracion y calidad de ADN de segmentos de hoja C. arabica L.
variedad Caturra co-cultivados con A. tumefaciens C58:B427 y A. tumefaciens
GV3101:B427.

Concentracion de
acido nucleico

Muestra (ng/pL) 260/280  260/230
Control 143.0 1.7 0.6
Control 185.0 1.7 0.5
C58 M1 415.0 1.6 0.5
C58 M2 189.0 1.6 0.7
C58 M3 210.0 1.7 0.2
C58 M4 99.0 1.6 0.2
C58 M5 335.0 1.8 0.8
C58 M6 147.0 1.7 0.4
C58 M7 133.0 B 0.3
C58 M8 388.0 1.4 0.4
C58 M9 242.0 1.4 0.5
C58 M10 67.0 1.7 0.3
GV M1 42.0 1.4 0.4
GV M2 118.0 1.6 0.4
GV M3 140.0 Fid 0.3
GV M4 56.0 1.5 0.3
GV M5 81.0 1.6 0.2
GV M6 80.0 Yl 0.4
GV M7 73.0 1.7 0.3
GV M8 29.0 1.4 0.6
GV M9 20.0 5 0.2
GV M10 20.0 1k 0.2
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Comprobacion de la presencia del gen virG en muestras transformadas con A.
tumefaciens C58:B427 y GV3101:B427: Se observo la presencia de un fragmento del
gen virG en las muestras 5 y 10, co-cultivadas con A. tumefaciens C58:B427 vy las
muestras 12, 13, 16, 18, 19y 20, co-cultivadas con A. tumefaciens GVV3101:B427 (Figura
15).

M - L 3 3.3 % 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 151617 18 19 20
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Figura 15. PCR de comprobacion para la presencia de virG en segmentos de hoja de
C. arabica L. variedad Caturra co-cultivados con A. tumefaciens C58:B427 y A.
tumefaciens GV3101:B427. M: Marcador 100 pb (FERMENTAS), Control negativo (agua)
(C-), Material sin transformar (C1 y C2), Material co-cultivado con A. tumefaciens
C58:B427 (1-10), Material co-cultivado con A. tumefaciens GV3101:B427 (11-20).
Electroforesis realizada en gel de agarosa 1% con buffer TBE (1X) a 100 V durante 90
min.

Optimizacion de las condiciones para la amplificacion del gen cry10Aa: los 3 pares
de primers (Cuadro 3) amplificaron el gen cry10Aa a temperaturas entre 52°C y los 62°C
(Figura 18).
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Figura 16. PCR para determinar gradiente de temperatura (52°-62°C) para 3 pares de
primers del gen cry10Aa (Cuadro 3). M: Marcador 100 pb (FERMENTAS). Primer par
de primers: 52°C (1), 54°C (2), 56°C (3), 58°C(4), 60°C(5), 62°C (6). Segundo par de
primers: 52°C (7), 54°C (8), 56°C (9), 58°C (10), 60°C (11), 62°C (12). Tercer par de
primers: 52°C (13), 54°C (14), 56°C (15), 58°C (16), 60°C (17), 62°C (18). Electroforesis
realizada en gel de agarosa 1% (m/V) con buffer TBE (1X) a 100 V durante 90 min.

Comprobacion de la presencia de cry70Aa en muestras co-cultivadas con A.
tumefaciens C58:B427 y A. tumefaciens GV3101:B427: Con el primer y segundo par
de primers se observo la amplificacion de un fragmento del gen cry70Aa en las muestras
2 y 5 co-cultivadas con A. tumefaciens C58: B427 y las muestras 11, 12, 13, 15, 16, 18,
19 y 20 co-cultivadas con A. tumefaciens GV3101: B427 (Figuras 17 y 18). Con el tercer
par de primers se observé la amplificacion del gen cry10Aa en las muestras 5 y 10 co-
cultivadas con A. tumefaciens C58:B427 y las muestras 12, 13, 16, 17, 18, 19 y 20 co-
cultivadas con A. tumefaciens GV3101:B427 (Figura 20). En las muestras 5, 12,13, 18,
19 y 20 se observé tanto la presencia del gen virG como la presencia del gen cry710Aa
con los 3 pares de primers (Cuadro 15). Se pudo observar una eficiencia de
transformacién genética para A. tumefaciens C58:B427 (DOs00=0.982) de 0.3+0.95 y en
el caso de A. tumefaciens GV3101: B427 (DOs00=0.765) correspondié a 0.3+0.95.
Asimismo no se pudo observar la formacion de embriones en los segmentos de hoja
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durante el proceso de eliminacion de bacteria y seleccion de segmentos de hoja

transformados.

M C C+ Ct 41 2 3 4 85 8 7 8 9 40 1112 13 14 15 18 17 18 10 20 M

Figura 17. PCR de comprobacion para la presencia de cry70Aa (utilizando el primer
par de primers) en segmentos de hoja de C. arabica L. variedad Caturra co-cultivados
con A. tumefaciens C58:B427 y A. tumefaciens GV3101:B427. M: Marcador 100 pb
(FERMENTAS), Control negativo (agua) (C-), Material sin transformar (C1 y C2), Material
co-cultivado con A. tumefaciens C58:B427 (1-10), Material co-cultivado con A.
tumefaciens GV3101:B427 (11-20). Electroforesis realizada en gel de agarosa 1% con
buffer TBE (1X) a 100 V durante 90 min.
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Figura 18. PCR de comprobacién para la presencia de cry70Aa (utilizando el segundo
par de primers) en segmentos de hoja de C. arabica L. variedad Caturra co-cultivados
con A. tumefaciens C58:B427 y A. tumefaciens GV3101:B427. M: Marcador 100 pb
(FERMENTAS), Control negativo (agua) (C-), Material sin transformar (C1 y C2),
Material co-cultivado con A. tumefaciens C58:8427 (1-10), Material co-cultivado con A.
tumefaciens GV3101:B427 (11-20). Electroforesis realizada en gel de agarosa 1% con
buffer TBE (1X) a 100 V durante 90 min.
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Figura 19. PCR de comprobacion para la presencia de cry10Aa (utilizando el tercer par
de primers) en segmentos de hoja de C. arabica L. variedad Caturra co-cultivados con
A. tumefaciens C58:B427 y A. tumefaciens GV3101:B427. M: Marcador 100 pb
(FERMENTAS), Control negativo (agua) (C-), Material sin transformar (C1y C2), Material
co-cultivado con A. tumefaciens C58:B427 (1-10), Material co-cultivado con A.
tumefaciens GV3101:B427 (11-20). Electroforesis realizada en gel de agarosa 1% con
buffer TBE (1X) a 100 V durante 90 min.
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Cuadro 15. Presencia de los genes virG y cry10Aa (3 pares de primers) en ADN extraido
de segmentos de hoja de C. arabica variedad Caturra (Gris: presencia, Blanco:ausencia).

Muestra

virG

cry10Aa
18" par
primers

cry10Aa cry10Aa
2040 par | 3¢ par

primers irimers

AN —

O 00N
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Discusion

A pesar del creciente nimero de casos exitosos, la produccién de plantas
transgenicas es aun un proceso dificultoso y esta limitado a un numero de especies y
genotipos (Ribas et al., 2011). El hecho de que se diera la induccién de embriogénesis
somatica utilizando la combinacion de AgNOs, BA y AlA en C. arabica concuerda con los
resultados aportados por las investigaciones realizadas tanto en C. canephora (Sridevi
et al., 2010) como en C. dewevrei (Sridevi & Giridhar, 2012). Esto ya que en otras
investigaciones se ha reportado que el compuesto BA es un regulador bastante eficiente
para inducir embriogénesis en explantes comparado con otras citoquinininas (Sonia et
al., 1998). Y ademas en conjunto con AgNOsy AlA se ha observado que ayuda a inducir

el proceso de embriogénesis somatica directa (Sridevi et al., 2010).

En la actualidad se esta observando un nimero cada vez mayor de trabajos
reforzando la utilidad del nitrato de plata en el cultivo de tejidos y otras aplicaciones,
logrando el avance de la biotecnologia vegetal y la investigacién con transgénicos
(Giridhar et al., 2003). El nitrato de plata se ha reportado inclusive, que inhibe la accion
del etileno, mejorando significativamente la regeneracion y propagacién clonal de otras
plantas de interés econdmico como el pino blanco y la zanahoria (Sridevi et al., 2010).
LL.a ventaja de utilizar nitrato de plata es la posibilidad de obtener un método efectivo de
regeneracion de embriones directamente del explante, que se puede lograr en un tiempo
cortoy que permita la produccion embriones somaticos, todo lo anterior importante en

el establecimiento de un protocolo de transformacion eficiente (Sridevi et al., 2010).

En Zinnia sp. (Jackrit y Kamnoon 2008) y Punica granatum (Naik y Chand 2003),
se ha observado por ejemplo que el nitrato de plata tiene un efecto positivo en la
regeneracion de brotes, mientras que en otras investigaciones se ha determinado que a
concentraciones altas se obtenia el resultado contrario por ende la importancia de
determinar la concentracién adecuada para inducir el proceso de regeneracion (Sridevi
& Giridhar 2012). En el caso de C. dewevrei (Sridevi & Giridhar, 2012) y C. canephora
(Sridevi et al., 2010), a niveles mayores a 40 pM de nitrato de plata no se obtuvo

regeneracion de embriones somaticos.
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El desarrollo de los embriones somaticos se determind que era similar al
desarrollo de embriones cigéticos, lo cual es un fendmeno observado cominmente en
las plantas (de Almeida et al., 2014). En este caso se pudo establecer claramente que el
proceso de embriogénesis observado fue de embriogénesis somatica directa, ya que los
embriones se formaron directamente del explante sin formacion previa de callo (Quirés-
Figueroa et al.,, 2002). Adicionalmente, se sabe que los embriones son resultado de
embriogénesis somatica directa ya que surgen a partir de una sola célula (Quirds-
Figueroa et al., 2002).

Los estados de desarrollo embrionario se pueden distinguir gracias a su forma y
al estado de diferenciacion del tejido conductivo. E n la presente investigacion, tanto el
estado globular (Figura 4A) como en el estado corazon (Figura 4C) presentan forma
esférica mientras que los estados de desarrollo torpedo y cotiledonar presentan forma
elongada (Figura E, G) (Campos et al., 2017). Asimismo, en el estado globulary el estado
corazdn las células presentes son esféricas (Figura 4B y D), mientras que en el estado
torpedo y el estado cotiledonar las células son mas elongadas (Figura 4E y F). El
procambium se comienza a desarrollar en estado globular (Figura 4B), pasando a verse
mas diferenciado en estado corazén (Figura 4D) y en estado torpedo (Figura 4E)
llegando a bifurcarse en el estado cotiledonar (Figura 4F), todo lo anterior concordando

con el desarrollo normal de un embrién (Quirds-Figueroa et al., 2002).

De acuerdo con otras investigaciones el proceso de embriogénesis somatica
directa también puede ser favorecido por la utilizacion de altas temperaturas. de Almeida
et al. (2014) reportaron una mayor obtencién de embriones somaticos a una temperatura
de 30°C en comparacion a la cantidad de embriones somaticos obtenidos a 25°C. Por
esta razon para futuras investigaciones se recomienda mantener los explantes a 30°C
para obtener una mayor cantidad de embriones somaticos. Asimismo, el proceso de
aclimatacion observado en esta investigacidn se asemeja al obtenido por de Almeida et
al. (2014), segun el cual se lograron obtener plantas adultas luego de 6-8 semanas

después de haber sido inducida la embriogénesis somatica indirecta.

La densidad optica de bacteria 6ptima obtenida al estandarizar el protocolo de

transformacién genética con A. tumefaciens ATHV:pCAMBIA 1303 también concuerda
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con otros protocolos de transformacion de C. arabica (Ribas et al. 2011). En cuanto a la
temperatura de co-cultivo, Ribas et al. (2011) observaron un aumento en la eficiencia de
transformacion y disminucién en el sobre crecimiento de la bacteria a 20°C. En esta
investigacion se utilizaron temperaturas de co-cultivo de 25 y 28°C, por lo que para
futuras investigaciones se recomienda probar temperaturas de co-cultivo menores a
25°C. Por otra parte el tiempo de co-cultivo concuerda también con Ribas et al. (2011),
ya que en dicha investigaciéon se determind que el tiempo de co-cultivo 6ptimo era de 2
dias. En esta investigacion dicho lapso de tiempo se reafirma, dado a que a pesar de
obtener mayor porcentaje de transformacion de explantes en un tiempo de co-cultivo de

4 dias el porcentaje de explantes contaminados por bacteria también es mayor.

Asimismo el hecho de que se encontrara el gen virG en el ADN extraido de los
segmentos de hoja de C. arabica determina la contaminacion por parte de A. tumefaciens
dado a que los genes vir forman parte del plasmido Ti presente en A. tumefaciens (Baron
et al., 2001) y por ende no se pueda diferenciar si los segmentos transformados
presentan el gen cry10Aa por transformacion exitosa o por la presencia de la bacteria
transformada. La eficiencia de transformacion obtenida tanto en los segmentos de hoja
transformados mediante A. fumefaciens C58: B427 y A. tumefaciens GV3101:B427 fue
menor en comparacion a la obtenida por Ribas et al. (2011), lo cual puede ser debido a
que en dicha investigacion se utilizé una temperatura de co-cultivo de 20°C lo cual se
concluyé aumentaba tanto la eficiencia de transformacion genética como la proliferacion
de bacteria. Cabe mencionar ademas que los explantes utilizados por Ribas et al. (2011)
correspondieron a callos embriogénicos y no a segmentos de hoja, por lo que esto
también puede haber conllevado a la diferencia en la eficiencia de transformacion en esta

investigacion.
Conclusiones

Se puede concluir que a pesar de los avances existentes en la transformacion
genética en café, aun quedan muchos retos que superar. A partir de esta investigacion
se logré determinar que el nitrato de plata (AgNOs), en conjunto con el acido indolacético
(AlA) y la bencil adenina (BA) tienen un efecto positivo en la induccion de embriogénesis

somatica directa en segmentos de hoja de C. arabica variedad Caturra. Ademas, los
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embriones producto de dicho proceso presentaron un desarrollo normal igual a los
embriones cigoéticos. La aclimatacion se llevo a cabo en 5 semanas en las cuales las
plantas aclimatadas presentaron un desarrollo normal. Las condiciones 6ptimas para la
transformacion genética con A. tumefaciens ATHV:pCAMBIA 1303 correspondieron a
una temperatura de 25°C por 2 dias y una densidad optica (DOsoo) de bacteria entre 0.75
a 1.0. Asimismo, la temperatura de amplificacion del gen cry70Aa se encontré entre los
52-62°C.

Recomendaciones

El haber utilizado solo una concentracion estandar de nitrato de plata en esta
investigacion pudo conllevar a la inhibicion de la formacion de brotes, por lo que seria
recomendable para futuras investigaciones utilizar diferentes concentraciones de nitrato
de plata y de esta forma poder dilucidar si diferentes concentraciones son mas aptas
para la induccién de embriogénesis en C. arabica. Asimismo, se recomienda para futuras
investigaciones el uso de una temperatura de 20°C en la transformacion genética
mediante A. tumefaciens para lograr aumentar la tasa de transformacion y disminuir el
crecimiento de la bacteria. Para la transformacion del plasmido en E. coli y en A.
tumefaciens ademas del choque térmico y tratamiento quimico, se recomienda el uso de
electroporacion para lograr introducir el ADN en la bacteria. Para determinar si se esta
dando una amplificaciéon inespecifica con el gen cry710Aa, se recomienda mandar a
secuenciar dichas muestras para determinar si la secuencia amplificada concuerda
efectivamente con el gen cry70Aa, asi como determinar el nimero de ciclos optimo de

PCR y probar otras temperaturas de annealing para los 'primers.
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