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Resumen

INTRODUCCION

El café ( Coffea spp) es uno de los cultivos mds importantes a nivel mundial y provee sustento econémico a millones de personas
en paises en vias de desarrollo. Existen mds de las 130 especies del género Coffea, pero solo tres son cultivadas comercialmente:
Coffea arabica L. (2n=4x=44), Coffea canephora P. (2n=2x=22)y Coffea liberica Bull. (2n=2x=22). Las cuales presentan limitantes
para su mejoramiento genético a través de programas convencionales por su cardcter perenne y diferencias de nivel de ploidia e
incompatibilidad. Ademds, existen caracteristicas de importancia como resistencia a plagas o patdgenos, que no se encuentran
presentes en el germoplasma disponible. Técnicas de ingenierfa genética se han utilizado para solventar esta barrera y se han
generado avances significativos durante las tltimas décadas.

OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo fue proporcionar un panorama de las metodologias y avances en mejoramiento genético a través
del tiempo que se han realizado en café, y finaliza con perspectivas sobre el uso de nuevas tecnologfas que han surgido en los tltimos
anos.

DESARROLLO

El mejoramiento inici6 con la seleccidn por cruces y retrocruces interespecificos, para pasar a la seleccién asistida por marcadores
moleculares. Posteriormente, el cultivo y fusién de protoplastos fue reportado, con el inconveniente en su proceso de regeneracion.
La ingenierfa genética por medio de las técnicas fisicas (electroporacion y biobalistica) y bioldgicas (A. tumefaciensy A. rhizogenes),
ayud6 a sobrepasar las limitantes de regeneracion, aunque los procesos de optimizacién atin son laboriosos, por lo que, nuevas
tecnologfas de edicién de genomas como CRISPR-Cas9, pueden solucionar problemas de tiempo y trabajo en el laboratorio para
el cultivo.

CONCLUSION

El mejoramiento del café inicié hace tres décadas y ha progresado principalmente desde el inicio de las tecnologias transgénicas, y
con las nuevas técnicas de modificacién especifica de genes, el cultivo se beneficiard en los préximos afos.

PALABRAS CLAVE: protoplastos, electroporacién, ingenieria genética, Agrobacterium tumefaciens, plasmido.
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Abstract

INTRODUCTION

Coffee ( Coffea spp) is one of the most important crops worldwide, providing economic livelihood to millions of people in
developing countries. There are more than 130 species of the Coffea genus, but only three species are commercially cultivated:
Coffea arabica L. (2n=4x=44), Coffea canephora P. (2n=2x=22), and Coffea liberica L. (2n=2x=22). Which present limitations for
their genetic improvement through conventional programs because of their perennial nature and differences in level of ploidy and
incompatibility. Additionally, there are important characteristics such as resistance to pests or pathogens, which are not present in
the available germplasm. Genetic engineering techniques have been used to solve this barrier, and significant advances have been
generated during the last decades.

OBJETIVE

The objective of this work was to provide an overview of the methodologies and advances in coffee genetic improvement through
time, and ends with perspectives about the use of new technologies that have emerged in recent years.

DEVELOPMENT

The improvement began with the selection by crosses and interspecific backcrosses, to move to the selection assisted by molecular
markers. Subsequently, the culture and fusion of protoplasts was reported, with the disadvantage in the regeneration process.
Genetic engineering through physical (electroporation and biolistics), and biological techniques (A. tumefaciens and A. rhizogenes)
helped to overcome the limitations of regeneration, although the optimization processes are still laborious, so, new technologies
for editing genomes such as CRISPR-Cas9, can solve problems of time and work in the laboratory for the crop.

CONCLUSION

The improvement of coffee began three decades ago and has progressed mainly since the beginning of transgenic technologies, and
with the new techniques of specific modification of genes, the crop will benefit in the coming years.

KEYWORDS: protoplasts, electroporation, genetic engineering, Agrobacterium tumefaciens , plasmid.

INTRODUCCION

El café ( Coffea spp.) es un cultivo de suma relevancia a nivel mundial por su alto valor como bebida de
consumo ( Alemayehu, 2017) y por ser uno de los productos agricolas mas importantes, ocupando el segundo
puesto en el comercio internacional luego del petréleo ( Labouisse et al., 2008). Las regiones tropicales y
subtropicales del mundo son los lugares donde se cultiva mayormente, derivaindose, directa o indirectamente
de su produccién, los ingresos de mas de 125 millones de personas ( Tran et al., 2016).

El género Coffea L., comprende més de 130 especies, de las cuales las mas cultivadas comercialmente son
C. arabica L., C. canephora P.y C. liberica Bull. ( Ferndndez et al., 2010). Coffea arabica L. es la especie mas
importante y la preferida en el mercado, teniendo una participacién promedio entre las cosechas 2014-2015
y2015-2016 de 58,1 % en la produccién mundial ( ICAFE, 2016).

Todas las especies de café, a excepcion de Coffea arabica L., Coffea heterocalyx L.y Coffea anthonyi L., son
autoincompatibles ( Davis et al., 2006), y ademds C. arabica L. es la inica especie no diploide ( Mishray Slater,
2012). La especie arabica es un alotetraploide autofértil (2n=4x=44), producto de la hibridacién espontinea
entre Coffea canephora Pierre. (progenitor paterno) y Coffea eugenoides L. (progenitor materno) ( Lashermes
etal., 1999), con un tamafno de genoma de 1300 Mpb ( Lashermes et al., 2008).
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Las diferentes ploidias en el género Coffea obstaculizan la introduccién de caracteristicas agrondmicas de
las especies diploides hacia las tetraploides y por esto, es tan importante el uso de técnicas que puedan romper
estas barreras entre especies y que sirvan para complementar los programas tradicionales de mejoramiento
genético y, a la vez la base genética disponible. El mejoramiento del café y la obtencién de un nuevo cultivar
con base en las metodologias tradicionales, es un proceso que requiere alrededor de treinta afos ( Melese,
2016) y esfuerzos, ya que comprende varios pasos como la seleccién de las especies o variedades a utilizar,
su consiguiente hibridacién y evaluacién de la progenie resultante, en algunos casos retrocruces, y cruces
interespecificos ( Orozco y Schieder, 1982).

El objetivo del presente trabajo fue proporcionar un panorama de las metodologias y avances en
mejoramiento genético a través del tiempo que se han realizado en café, y finaliza con perspectivas sobre el
uso de nuevas tecnologias que han surgido en los tltimos afos.

MEJORAMIENTO GENETICO CONVENCIONAL

En el caso de C. arabica L., los esfuerzos de mejoramiento genético convencional se han enfocado a la
hibridacidn, seleccién genealdgica y seleccidon por cruces y retrocruces interespecificos, con el fin de transferir
factores de resistencia a patdgenos y plagas, mejorar la adaptacién y el rendimiento del cultivo. Ademas, en
el mejoramiento genético convencional de café, se ha utilizado la introduccién y seleccién de plantas, cruces
artificiales con parentales seleccionados y ensayos de mutagénesis y radiacion en semillas ( Berthouly, 1997;
Solano, 2001).

El hibrido Timor ( C. arabica L. x C. canephora), ha sido ampliamente utilizado por su resistencia a
Hemileia vastatrix, derivada de cuatro genes mayores de resistencia de C. canephora. De esta manera, el cruce
entre el hibrido Timor y el mutante natural Caturra Rojo dio origen a la variedad Catimor, la cual presenta
resistencia a la roya. Por otro lado, con el fin de conferirle vigor a la variedad Catimor, se llevé a cabo un
retrocruce entre Catimor y la variedad Catuai. Ademds, con el fin de obtener variedades resistentes a la roya,
la antracnosis de los frutos y a los nematodos, en Brasil se desarroll6 la variedad Icatu, la cual es producto del
cruzamiento artificial entre C. arabica tetraploide y C. canephora tetraploide ( Berthouly, 1997). En 1985
en Kenia, se liberé el hibrido Ruiri 11, el cual presenta resistencia a la roya, la antracnosis del fruto, asi como
alta produccién y calidad ( Agwanda, 1999).

Desde 1991 en Centroamérica se desarrolla un programa de mejoramiento genético convencional de
café, en el cual participan varias instituciones tales como PROMECAEFE, los institutos de café de los
paises centroamericanos, instituciones nacionales de investigacion en café, la cooperacidn francesa (CIRAD,
ORSTOM, MAE) y el Centro Agronédmico Tropical de Investigacién y Ensefianza (CATIE). Dicho
programa tiene como finalidad cruzar variedades tradicionales de América Latina con individuos silvestres
de Etiopia y Suddn, para recuperar una fuente de variabilidad y, posteriormente propagar a gran escala los
hibridos F1 de C. arabica obtenidos. La importancia de propagar dichos hibridos se basa en las caracteristicas
de resistencia a la roya, tolerancia a nematodos, gran vigor y alta productividad ( Albarrdn, 1999). Sin
embargo, la incorporacién de genes que confieran caracteristicas especificas de interés agronémico al genoma
de las variedades comerciales de café, mediante mejoramiento genético convencional, es un proceso largo y
dificil de lograr, debido al prolongado ciclo de vida de las especies perennes, la heterogeneidad y al extenso
periodo de evaluacion requerido ( Carneiro, 1993).

Una revision detallada del papel de los objetivos del mejoramiento genético en el café se puede consultar
en Van-Der-Vossen et al. (2015).
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MEJORAMIENTO GENETICO ASISTIDO POR MARCADORES MOLECULARES

Entre los principales marcadores moleculares utilizados en cultivares de importancia comercial estan las
aloenzimas, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphic), RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SNP (Single Nucleotide Polymorphism) y
microsatélites SSR (Simple Sequence Repeats) ( Azofeifa, 2006). Los marcadores moleculares se han utilizado
en café para evaluar la diversidad genética de las especies y construir mapas genéticos ( De-Kochko et al.,,
2010); ademds, para la evaluacidn de introgresion, determinacion del modo de herencia de enfermedad y
resistencia a plagas, evaluacién de calidad de bebida y andlisis e identificacién de loci de rasgos cuantitativos
(QTL), los cuales tienen implicaciones de gran importancia para el mejoramiento genético ( Melese, 2016).

El desarrollo de la seleccién asistida por marcadores (MAS) proporciona una alternativa para el
mejoramiento genético convencional de café ( Lashermes et al., 2000). El principio general de MAS es el uso y
la seleccién de un marcador molecular identificado vinculado a un gen para un rasgo especifico, en lugar de la
seleccién del rasgo mismo, y ast reducir el nimero de retrocruzamientos requeridos ( Lashermes et al., 2000).
Ast por ejemplo, Gichuru et al. (2008) identificaron ocho AFLP y dos marcadores de microsatélites, que se
asignaron a un unico fragmento cromosémico introgresado de C. canephora, en fenotipos de café resistentes
ala enfermedad causada por Colletotrichum kahawae. Por otro lado, Agwanda et al. (1997) identificaron tres
marcadores de RAPD asociados estrechamente con la resistencia a la enfermedad de la baya de café.

Una revisién detallada del papel de varios marcadores moleculares en el café se puede consultar en la
literatura ( Hendre y Aggarwal, 2007) y, por lo tanto, fuera del alcance de la presente revision.

LA NECESIDAD DEL MEJORAMIENTO GENETICO NO CONVENCIONAL EN CAFE

Desde su aplicacién en plantas hace més de veinticinco anos, la transformacién genética se ha convertido
en una herramienta indispensable en el mejoramiento genético de cultivos ( De-Block et al., 1984). La
tecnologia de transformacién genética es considerada como una extension de las tecnologfas convencionales
de mejoramiento genético ( Zhong, 2001), y ofrece oportunidades tnicas para superar barreras de
compatibilidad entre especies, y asi desarrollar fenotipos con rasgos deseados que no estén disponibles en el
germoplasma de las plantas de cultivo ( Mishra y Slater, 2012). Los principales objetivos del mejoramiento
genético no convencional a través del uso de la técnica de ingenieria genética en el café son introducir nuevos
rasgos en genotipos de élite, desarrollar nuevos cultivares con caracteristicas deseables como resistencia a
plagas y a enfermedades, resistencia a herbicidas, tolerancia a sequfa y heladas, y mejorar la calidad de la taza
( Mishray Slater, 2012).

La transformacidon genética de café tiene dos aplicaciones principales: (1) una herramienta para
la validacién de la funcién del gen y (2) la produccién de cultivos transgénicos con caracteristicas
agrondmicamente importantes ( Mishra y Slater, 2012). Ademds, tecnologfas como los marcadores
moleculares,la multiplicacién iz vitro, la gendmica, la proteémica y la metabolémica, deberian complementar
los esfuerzos de mejoramiento convencional para acelerar el mejoramiento genético del café ( Mishray Slater,
2012).

CULTIVO Y FUSION DE PROTOPLASTOS

La hibridacién somdtica o fusién de protoplastos es una técnica biotecnoldgica para el mejoramiento genético
de cultivos vegetales. Su uso se basa en el aislamiento y unién de dos células sométicas que carecen de pared
celular (protoplastos), para formar una tnica célula hibrida que tiene el potencial de regenerar y desarrollar
una planta completa usando técnicas de cultivo iz vitro ( Pensabene, 2009).
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Para desproveer a la célula de su pared celular y obtener los protoplastos (citoplasma y ntcleo
rodeados por una membrana plasmitica), se utilizan tres vias: i) digestién enzimdtica con pectinasas,
celulasas, hemicelulasas individualmente o en combinacién, ii) disrupcién mecdnica con las fuerzas de
corte (sonicadores, homogenizadores de alta presion y molinos de perlas) que deforman las células hasta el
rompimiento de sus cubiertas, y iii) combinacién de las vias anteriores ( Gutiérrez et al., 2003).

Con el empleo de quimicos como polietilenglicol (PEG) o procedimientos que involucran una fuente
eléctrica, los protoplastos de diversas plantas donadoras pueden fusionarse y generar hibridos sométicos, que
luego pueden regenerar en plantas y generar nuevos genotipos como resultado de la combinacién de especies
incompatibles sexualmente ( Espejo et al., 2008). En la fusion se da la coexistencia de dos nicleos y de los
citoplasmas de ambos protoplastos, lo cual genera una etapa de heterocariosis. Si se da la fusion de nucleos
durante la mitosis, la produccién de las células hibridas se completa ( Montero y Jimenéz, 2009). En café
existen pocos casos en los que esta técnica se ha implementado con propésitos de estandarizacién del método
para posteriores usos en mejoramiento genético.

En 1980, se aislaron protoplastos a partir de callos embriogénicos de sesenta dias de edad, provenientes de
segmentos de hoja de C. arabica L. Bourbon, y se logré la regeneracion de la pared celular y la proliferacion
de callo embriogénico en un 30 % de los casos ( Sondahl et al., 1980). Hojas de vitroplantas de C. arabica
L.y C. canephora Pierre, se emplearon para aislar protoplastos, por medio de una disrupcién enzimdtica
al incubar los explantes por cuatro horas en una solucién de celulasa R10 (3 %), pectoliasa Y23 (0,5 %)
y manitol (0,6 M), a un pH de 5,8. Los protoplastos aislados se cultivaron a 25 °C en oscuridad, donde
proliferaron y formaron callos embriogénicos, los cuales posteriormente murieron sin su conversién en
embriones somdticos ( Orozco y Schieder, 1982).

En 1987 se aislaron protoplastos a partir de embriones sométicos derivados de suspensiones celulares de C.
canephora L. ( Schopke et al., 1987). Los protoplastos se colocaron en un medio suplementado con 0,5 mg.l
1 de Kinetina, 0,5 mg.l ‘I de 4cido naftalenacético (ANA) vy 0,5 mgl 1 de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).
Luego de varios subcultivos, obtuvieron la formacién de callo embriogénico, el cual colocaron en un medio de
cultivo sin reguladores de crecimiento para su posterior desarrollo a embriones somaticos en etapa globular
y, finalmente a plantas que se transfirieron al invernadero.

A inicios de los noventa, se regeneraron plantas a partir de protoplastos aislados de suspensiones celulares
de C. arabica L.y C. canephora. Los protoplastos se obtuvieron por digestién enzimatica (con celulasa,
macerozima y pectoliasa), para luego colocarlos en medio Blaydes modificado con 2,4-D y ANA. Luego
de siete meses, los callos embriogénicos resultantes se colocaron en medio semisélido de germinacién de
embriones somdticos, y las plantas obtenidas se aclimataron en el invernadero ( Spiral y Petiard, 1991). En
el mismo afo, se lograron regenerar plantas a partir de protoplastos aislados de suspensiones celulares de C.
arabica L. var. Caturra, donde los rendimientos de viabilidad de los protoplastos fueron de 1x105 - 6x105

protoplastos.g ! en peso fresco. Los callos embriogénicos obtenidos en el medio de cultivo suplementado
con 0,5 mgl 1 de bencilaminopurina (BAP), 0,5 mgl-1 de 2,4-D y 0,5 mgl 1 de ANA, se subcultivaron
en un medio sin reguladores de crecimiento para obtener los embriones sométicos, de los cuales, el 70 % se
desarrollaron en plantas que se llevaron hasta etapa de invernadero ( Acufia y De-Pefia, 1991).

En 1994 se reportaron rendimientos en la regeneracién y viabilidad de protoplastos de C. arabica L. de
3,5x10 ®-4,6x10 ¢ protoplastos.g Ten peso fresco, lo que equivale de 10 a 15 veces los obtenidos por Acufia
y De-Pefia (1991). Dichos rendimientos se lograron al utilizar 6 g de peso fresco de suspensiones celulares,
las cuales se plasmolizaron en 100 ml de sales K3 suplementadas con 0,5 M de sacarosa por 60 min a 24 °C,
para luego tomar 1 g de las células plasmolizadas en una solucién enzimdtica que consistié de macerozima
R10 (0,8 %), celulasa R10 (1 %) y driselasa (0,5 %), para finalmente colectarlas y purificarlas ( Grézes et al.,
1994). La principal razon que obstaculiza el uso amplio de esta técnica fue que presenté muchos problemas
en la etapa de regeneracién ( Barros et al., 2000).
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INGENIERTA GENETICA

La ingenieria genética de plantas ha revolucionado las técnicas de mejoramiento genético convencionales, ya
que a pesar de tener los mismos objetivos (identificacién, seleccién, incorporacién y herencia de rasgos a la
siguiente generacion), posee las grandes ventajas de aumentar el rango de caracteres de interés a transferir a las
especies que pueden ser de origen vegetal, animal o microbiano, y de modificar puntualmente alos organismos
al integrar uno o pocos genes, y no el genoma completo ( De-Gluglielmo, 2009).

En café, la ingenierfa genética se ha enfocado en dos objetivos: i) elucidar la funcidn, regulacion e
interaccién de genes agrondmicos importantes ¢ ii) introducir nuevos rasgos en genotipos élite, desarrollar
nuevos cultivares con rasgos deseables como resistencia a plagas, patdgenos y herbicidas, tolerancia a sequia
y heladas, y mejoramiento de la calidad de tasa ( Fernandez et al., 2010).

Se han utilizado tanto los métodos bioldgicos con el empleo de bacterias del género Agrobacterium,
como los fisicos en los que se encuentran la electroporacién y biobalistica ( Gatica et al., 2009), los cuales se
analizardn a continuacién.

METODOS FiSICOS DIRECTOS DE INTRODUCCION DE GENES DE INTERES EN EL GENOMA

Electroporaciéon

La técnica de electroporacion se basa en la permeabilizacién de las membranas celulares al aumentar la
conductividad eléctrica. Esto ocasiona que las membranas se desestabilicen y generen poros momenténeos y
reversibles, por los cuales ocurre la absorcién por parte de las células del dcido desoxirribonucleico (ADN)
fordneo que contiene el o los genes de interés ( Diaz y Chaparro, 2012). Ademas de la insercién de dcidos
nucleicos, se pueden ingresar drogas, colorantes o proteinas a las células ( Mishra y Slater, 2012).

En café la electroporacién se utilizé inicialmente por Barton et al. (1991) ( Cuadro 1), quienes
electroporaron protoplastos de C. arabica L. con los genes nptl'y gus, bajo el control del promotor pGA472,
y lograron regenerar los embriones somdticos y las plantas resistentes a kanamicina; sin embargo, por su
débil desarrollo radical las plantas no sobrevivieron. Tres afios después, Van-Boxtel (1994) logré la insercién
del gen gus en protoplastos aislados de suspensiones celulares no embriogénicas, pero solo obtuvo una
expresion transitoria del transgen, con una actividad méxima de expresién a los 6-9 dias luego de realizada
la electroporacién, al aplicar un campo de fuerza de 150 V.cm ™, lo cual a su vez aument$ la viabilidad de
los protoplastos.

582



JIMMY VILLALTA-VILLALOBOS, ET AL. UNA MIRADA EN EL TIEMPO: MEJORAMIENTO GENETICO DE CAFE MED...

CUADRO 1
Resumen de estudios de electroporacién y biobalistica en café (1991-2011).
Electroporacion
Al Caffea Explante Vector Promotor Gen selec.  Gen inferes Resultados Referencia
1001 arabica P MR pEA4T2 rptl BRI Inteeracian de ngll, Mo Barton et al_,
TeEEnETACion 1991
1904 arabica B MR EFlo-Al NE BRI Expresion gaus Van-Boxtel, 1994
ransitoria
2003 arabica ES torpede  pCAMBIAIN]  CaMV3Iss bar BHE Expresion gus ¥ Femandez v
formacion de embriones  Mensndez, 2003
secndanios
2007  canephora Emdospermo  pCAMBIALI]  CaMV3IES hpt BHE Expresion gus Enmar et al.,
mamsitoria 2007
2011 arabica sC pDB-GUS-INT  CaMV15S bar pHs Expresion gus Barbom et al,
mansitoria 2011
Biohalistica
Ao Caffea Explante Vector Promotor Gen selec. Gen interes Resultados Referencia
1905 arabica 5H pPIGE EFlao-Al bar BHE Expresion gus Van-Boztel et al ,
mansitoria 1995
2000 arabica EC pB1 426 NE - pus Expresiom gus Bamos et al., 2000
pAG]1 akas ps mansitoria
pAA4 — o-All
2001 arabica CEvEC MR KR KE BHE Expresion gus Bamros et al., 2001
canephora mamsitoria
2002 arabica CE FE1416 NE npdl pus Expresiom gus Cunha v Bamos,
mansitoria 2002
2003 arabica s5C pCAMBIA230]  CaMV3I5S rptl BRI Integracion del mansgen.  Rosllo ecal.,
2003
2004 arabica CE pBI426 CaMViss rptl BRI Fepemeracion & Cunha et al., 2004
integracion del mansgen
2005  canephora ES pCAMBIATIN]  CaMV3ISS bar BHE RepemeTacion & Fibas et al., 2005
inteeracion del manszen
2008 arabica CE pCAMBIA230]  CaMV3ISS rptll BRI Expresion gus Gatica et al., 7008
mansitoria
2009 arabica CE pBH26 CaMViss rptl BHE Fepemeracion & Albuqmergue et
intepracion del ransgen al., X009
arabica Hojas v ES pCAMBIALI052 CaMV3iss hpt BHE Expresion gus Ganiea et al., 2009
mamsitoria
2010 arabica ES pCAMBIA3IRN] Canv Bar pus Expresiom gus De-Cuglislmo et
mansitonia ¥ al., 2010b
REENSTACloN
arabica ES torpedo EUBC Uaguitina NE crylac Intepracion del ransgen  De-Guglielmo et
ubi-crylac-mos al, 2010
arabica CE pEINISmATL-1 FHA-L KR o-All Rege-nera_{:ln"n. Barbosaetal.,
integracion del 2010

transzen pemeracion T1

Table 1. Summary of electroporation and biobalistic studies in coffee (1991-2011).

CE: callos embriogénicos, EC: embriones cigéticos, ES: embriones sométicos, NR: no reportado, P:
protoplastos, SH: segmentos de hoja, SC: suspensiones celulares / CE: embryogenic callus, EC: zygotic
embryos, ES: somatic embryos, NR: not reported, P: protoplasts, SH: leaf segments, SC: cell suspensions.
CE: callos embriogénicos, EC: embriones cigéticos, ES: embriones sométicos, NR: no reportado, P:
protoplastos, SH: segmentos de hoja, SC: suspensiones celulares / CE: embryogenic callus, EC: zygotic
embryos, ES: somatic embryos, NR: not reported, P: protoplasts, SH: leaf segments, SC: cell suspensions.

Embriones somdticos en etapa torpedo se pretrataron por una hora con una solucién enzimatica (2 %
de celulasa y 1 % de macerozima en buffer 5 mM MES, 0,5 M de Manitol y 25 mM CaCl ,, pH 5,8), para
posteriormente introducirles el pldsmido pPCAMBIA3201 (gus y bar) bajo el control del promotor duplicado
CAMV35S, mediante electroporacién a 375 V'y 900 pF ( Ferndndez y Menéndez, 2003). El estudio mostré
una regeneracion mdixima a través de embriogénesis somdtica secundaria, y se observaron los puntos de color
azulado de un resultado positivo de expresién transitoria con la prueba histoquimica del gen gus; ademis, se
obtuvieron las amplificaciones respectivas para ambos transgenes mediante la técnica de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) ( Fernandez y Menéndez, 2003).
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Las N-metiltransferasas (NMT) se encuentran directamente relacionadas con la formacion de la cafeina a
partir de la xantosina ( Denoeud et al., 2014) y, por ello, en ¢l 2007 se realizaron ensayos de electroporacion
en endospermos de C. canephora L. con el pldsmido pCAMBIA1301 (gen gus controlado por un promotor
de la NMT), con el fin de localizar donde ocurre la expresién de estas enzimas. Se logré demostrar que el
promotor utilizado podia controlar la expresién de genes reporteros en endospermos de café al observarse
la coloracién azulada caracteristica de una prueba gus positiva, y se concluyé que la expresion transitoria
del transgen estaba dirigida hacia la superficie externa de las vacuolas, lo cual confirmaron con el empleo de
anticuerpos especificos para NMT ( Kumar et al., 2007).

Enel2011, suspensiones celulares de C. arabica L. cv. Caturrarojo se electroporaron con el plismido pDB-
GUS-INT ( gus y bar) bajo el control del promotor CAMV35S, con el objetivo de determinar el efecto de la
capacitanciay fuerza de campo sobre la vitalidad de las células, 24, 48 y 72 h posteriores a su aplicacion, y para
determinar la influencia del buffer de electroporacién utilizado sobre la expresion transitoria del transgen
gus (Barbén etal., 2011). Al utilizar el buffer A (10 mM de N-2-hidroxyethyl piperazine-N-2ethanesulfonic
(HEPES), 4mM de cloruro de calcio dihidratado, 0,1 mM de glucosa y 0,2 M de espermidina) y un tiempo
de descarga de 500 ms se obtuvo el mayor porcentaje de vitalidad (32,14 %). Sin embargo, al aplicar una
capacitancia de 1000y 1200 pF hubo mayores porcentajes de expresion transitoria del gen gus (59,37 y 61,01
%, respectivamente) con respecto al tratamiento electroporado con 490 pF (50 % de expresion transitoria)
( Barbén et al,, 2011).

Biobalistica

La biobalistica es uno de los métodos directos de transformacién mds ampliamente utilizado en plantas,
y se basa en el uso de particulas de metales pesados bioldgicamente inertes como el oro o el tungsteno
para transportar las moléculas de acidos nucleicos. Se da un paso conocido como bombardeo o disparo,
en el que estas particulas son aceleradas a gran presion con gases como helio o nitrégeno bajo condiciones
establecidas (presion y distancia del disparo, cantidad de dcido nucleico) hacia el tejido blanco, lo cual permite
la penetracion de los dcidos nucleicos al genoma vegetal ( Lopez et al., 2013).

En café, el primer estudio con la técnica biobalistica se remonta a 1995 ( Cuadro 1), con diferentes tipos
de explantes como hojas, embriones somdticos y suspensiones celulares de C. arabica L.y C. canephora P.,
y se determind la expresion transitoria del gen gus controlada por dos promotores: EF1a-A1l de Arabidopsis
thaliana y CaM V35S del virus del mosaico de la coliflor ( Brassica oleracea var. botrytis L.). Se obtuvo una
expresion observable en hojas y el promotor EFla-Al, ademads, se concluyd que suspensiones celulares y
embriones somdticos son poco apropiados para estudios de expresion transitoria gus, por presentar actividad
enddgena ( Van-Boxtel et al., 1995).

Regiones apicales de embriones cigéticos de C. arabica L. se bombardearon con tres pldsmidos distintos:
pB1426 (gen gus), pAG1 (gen gus y ahas para resistencia al herbicida Imazapyr) y pAA4 (gen inhibidor de
a-amilasa en insectos y gus) (informacion de promotores y terminadores no disponible). Se concluy6 que
a partir de la expresion transitoria del gen gus no existia diferencia entre los plasmidos utilizados. Ademis,
obtuvieron expresion transitoria diferencial del gen gus dependiente del tiempo de cultivo de los embriones
en medio WPM (Wood Plant Medium) ( McCown y Lloyd, 1981) previos a su bombardeo, donde a los dos
y ocho dias de cultivo se observaron un mayor niimero de puntos azules con respecto a los cuatro y seis dias
( Barros et al., 2000).

Se evalud la expresion transitoria del gen gus cuando se colocaron embriones cigéticos de C. arabica L. en
cocultivo por distintos dias (2, 5,7, 9 y 12 dias) previos al bombardeo con un plasmido que contentia el gen
gus, y se observé que a los doce dias se optimizé su expresion ( Barros et al., 2001).

Callos embriogénicos de C. arabica L. Catuai Vermelho derivados de segmentos de hoja se transformaron
genéticamente con el vector PB1426, el cual posee los genes gus y nptll, y posteriormente se subcultivaron

semanalmente en medios de seleccion con concentraciones ascendentes (de 200 a 400 mg.l ') de kanamicina.

Los callos que crecieron en el medio de seleccién con 400 mg.l * del antibidtico se utilizaron para realizar la
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prueba histoquimica gus, en la que todos los explantes mostraron una coloracién azul positiva (informacién
no disponible) ( Cunha y Barros, 2002).

Suspensiones celulares de C. arabica L. se bombardearon con el gen gus controlado por el promotor
constitutivo CAMV35S, donde al someter las células a un pretratamiento de cuatro horas antes del
bombardeo en un medio con 0,5 M manitol-sorbitol, una presién de 1550 psiy 12 cm de distancia entre
el explante y la fuente del disparo, se obtuvo la mayor expresién transitoria (78 996,07+11 729,58 en
promedio de lugares azules) del gen gus ( Rosillo et al., 2003). Este protocolo se utilizd para comparar el
promotor CAMV35S contra dos promotores de café (a-tubulina y arabicina) en endospermos de café, sin
encontrarse diferencias significativas entre ellos, basados en la prueba histoquimica gus realizada a explantes
bombardeados con los tres plasmidos, aunque solo el promotor CAMV35S vy el de arabicina mostraron
actividad gus.

Callos embriogénicos de C. arabica L., se bombardearon con el plasmido pBI-426 ( nptIl'y gus), y luego se
seleccionaron con 400 mgl 1 de kanamicina y se analizaron por PCR. Un dia previo al bombardeo, los callos
se colocaron en medio osmético con 10 uM de 2,4-D y 0,5 M de manitol para luego ser bombardeados vy,
posteriormente subcultivarse al mismo medio (sin manitol) por quince dias, luego de los cuales se colocaron
en seleccion. Se obtuvieron 88 plantas de 44 eventos, de las cuales a doce se les realizaron extracciones de ADN
y posterior PCR para la amplificacién de un fragmento del gen gus, con la presencia del gen en once de ellas.
En este medio se produjeron embriones somdticos que se transfirieron a un medio WPM ( McCown y Lloyd,
1981) y, posteriormente al invernadero. A estas plantas se les realizaron PCR para el gen gus, obteniéndose
la amplificacién del transgen ( Cunha et al., 2004).

Cuando se bombardearon embriones somaticos de C. canephora P. con el plasmido pPCAMBIA3301 que
contenia los genes bar y gus, se obtuvo una transformacién estable, confirmado por la prueba gus, PCR y
southern blot para el gen bar ( Ribas et al., 2005). Por su parte, en Costa Rica se determinaron las condiciones
6ptimas de presién de helio (900 y 1550 psi) y distancia del disparo (9 y 12 cm), para realizar transformacién
mediante biobalistica. Con el empleo de callos embriogénicos de C. arabica L. Catuai, a una presién de 900
psiy una distancia de 9 cm, Gatica et al. (2008) obtuvieron el mayor nimero de lugares con coloracién azul
caracteristica de un resultado positivo en la prueba gus. Ademas, obtuvieron expresion estable del gen gus
en callos bombardeados con el plasmido pCAMBIA2301 ( #id A y nptIl), sometidos a una seleccién con 100
mg.l ! del antibiético kanamicina ( Gatica et al., 2008).

Las condiciones 6ptimas de entrega de ADN con la técnica de biobalistica, se determinaron en hojas
y embriones somaticos de las variedades Caturra y Catuai de C. arabica L. ( Gatica et al., 2009). Como
resultado se obtuvo que la mayor expresion transitoria del gen gus se dio cuando las hojas de ambas variedades
y los embriones sométicos de Catuai se cultivaron por 5 h en un medio complementado con 0,5 M de
manitol y 0,5 M de sorbitol. Ademds, la combinacion de una presién de 1100 psi y una distancia de 9 cm,
generd la mayor cantidad de puntos azules en la prucba gus para las hojas de Caturra (23,6+3,9), mientras
que para Catuai, la misma presion y distancias de 6 y 9 cm dio los mejores resultados (10,2+1,9y 8,2+1,9,
respectivamente). Posteriormente, con el protocolo optimizado y tres pldsmidos diferentes: pCAMBIA
1301 y pCAMBIA 1305,2 con los genes hpr y gus, y pPCAMBIA 1301-BAR ( gus y bar), se realizé una
transformacién y se obtuvo el mayor numero de puntos azules de la prueba gus en la variedad Catuai
(28,944,3) y Caturra (54,6%5,7), al bombardear hojas con el pldsmido pCAMBIA 1305,2.

En 2009, callos embriogénicos derivados de segmentos de hoja de C. arabica L. se bombardearon con
el vector pBI426 ( nptll y gus) dirigido por el promotor doble CaMV35S. Posteriormente, en medio
de seleccién con kanamicina se obtuvieron embriones somdticos que resultaron positivos para la prueba
histoquimica gus, y amplificaron un fragmento especifico del gen nptIl por PCR. Ademas, por medio de
la técnica de southern blot se obtuvo un nimero bajo de copias integradas del gen nptll. Finalmente, los
embriones somdticos se desarrollaron a plantas, en las que las flores y frutos fueron positivas para la prueba
gus, demostrando una transformacién estable ( Albuquerque et al., 2009).
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Se bombardearon embriones somaticos de C. arabica L. cv. Catimor en estado torpedo con el gen
reportero gus, con el fin de determinar las condiciones dptimas de presion, distancia de disparo, supervivencia,
asi como el efecto de una pre-incubacién de los embriones en medio liquido de regeneracién suplementado
con 8 mg.l ! de dcido naftalenacético (ANA) antes de su regeneraciéon en medio sélido ( De-Guglielmo et al.,
2010b). Se encontrd que los mejores resultados de expresion gus se dieron al utilizar una presion de 70 psi de
helio, 14 cm de distancia y colocando los explantes bombardeados directamente en el medio sélido sin pasar
por el medio liquido. Ademds, se han realizado transformaciones por este método para introducir genes de
resistencia a insectos, como por ejemplo, genes crylac de Bacillus t/mrz’ngz'ensz’s (Bt) enel genoma de Carabica
L. cv. Catimor con el pldsmido pUBC o el cassette ubi-crylac-nos, los cuales no contienen genes marcadores,
obteniendo plantas positivas por PCR, southern blot y RT-PCR para el gen ¢rylac ( De-Guglielmo et al.,
2010a).

Se ha logrado inhibir enzimas de insectos, como por e¢jemplo la a-amilasa de la broca del café (
Hypothenemus hampei Ferrari), al transformar por biobalistica callos embriogénicos de C. arabica L. con el
plédsmido pBIN192.AI-1 que contenia el gen inhibidor de amilasa ¢ AI-1 proveniente de Phaseolus vulgaris
L. controlado por un promotor especifico de semilla (PHA-L). Se obtuvieron seis plantas regeneradas que
fueron positivas a analisis por PCR de un fragmento del gen e AI-1. Luego, se realizaron ensayos in vitro de
inhibicién de la & amilasa de un extracto proteico de la broca, por medio de extractos de la proteina ¢ Al-1
de las plantas regeneradas, obteniéndose resultados de hasta 88 % de inhibicion de la actividad enzimética
( Barbosa et al., 2010).

METODOS BIOLOGICOS INDIRECTOS DE TRANSFORMACION GENETICA

En protocolos de transformacién genética por medios bioldgicos se han utilizado las bacterias Agrobacterium
tumefaciens 'y Agrobacterium rhizogenes. Estas son bacterias Gram negativas, encapsuladas y con forma de
bast6n (bacilo), con una temperatura éptima de crecimiento de 25-28 °C, las cuales son fitopatégenos del
suelo ( Nester, 2015). A. tumefaciens ha sido estudiada ampliamente, ya que logra transferir naturalmente
secciones especificas de su ADN a células huésped ( Morillo, 2011), causando el tumor del cuello o agalla que
crece en la unién de la rafz y el tallo (cuello), la cual es una enfermedad agrondmica importante que afecta
en su mayoria a plantas dicotiledéneas.

La regiéon de ADN transferida (ADN-T) se encuentra alojada en la bacteria dentro del plasmido inductor
de tumores Ti (en A. tumefaciens) y dentro del plasmido Ri (en A. rhizogenes), los cuales codifican genes
relacionados con la sintesis de reguladores de crecimiento (auxinas y citocininas), y produccién de opinas
(octopinas, nopalinas, lisopinas), las cuales son fuentes de carbono y nitrégeno para la bacteria ( Llop, 2003).

Con el conocimiento bésico sobre como se da la transferencia del ADN-T alas plantas, se han desarrollado
vectores con el fin de introducir genes fordneos en plantas cultivadas. Los genes codificantes para la sintesis
de opinas y auxinas, al no ser necesarios para la transferencia del ADN-T, son reemplazados por los genes de
interés. Mayoritariamente se utilizan vectores binarios, los cuales consisten en diferentes pldsmidos dentro
de una misma bacteria: un pldsmido helper que lleva los genes de virulencia (genes vir) necesarios para la
transferencia del ADN-T de la bacteria al genoma vegetal, pero que no son transferidos a la planta, y un
plésmido que lleva los genes de interés a ser transferidos ( Valderrama et al., 2005).

Agrobacterium rhizogenes

La especie bacteriana Agrobacterium rhizogenes se ha utilizado en café ( Cuadro 2), mayoritariamente para
el andlisis funcional de genes relacionados con resistencia al nematodo de la raiz ( Meloidogyne coffeicola) (
Alpizar et al,, 2007). Fue utilizada inicialmente en este cultivo en el afio 1993 ( Spiral et al., 1993) y luego en
1997 ( Leroy et al., 1997), en estos trabajos se transformaron embriones sométicos de C. canephora P. con la
cepa A4 (genes gus y nptll), obteniéndose plantas transgénicas. Ademds de la cepa A4, se ha utilizado la cepa
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IFO14554 en segmentos de hoja de C. arabica L., con la que se obtuvo la integracién de los transgenes pero
no la regeneracién de embriones somdticos ( Sugiyama et al., 1995).

CUADRO 2
Resumen de estudios de transformacién con A. rhizogenes en café. 1993-2009.
Aprobacterium rhizogenes
Ao Coffea  Explante Cepa Vector Promotor Gren selec. Gren Resultados Referencia
interes
1993 arabica ES A4 pELIV 19 CaMV355 i) EHS Comprobacion Spiral et al.,
canephora de la intepracion 1993
del mansgen ¥
regeneracion de PT
1995 arakica 5H IFO14554 NE MR NE MR Integracion del Sngiyama et
mansgen. Mo al, 1995
TEEETETacion
1926 canephora ES A4 pBINIG MR csr-J-1 crylAc Comprobacion Gimenez et
de la intepracion al., 1996
del mamsgen ¥
regemeracion de BT
20086 arabica HdeEC A4 pCAMBIAZ300 CaMV3ss Visual B Regeneracidn de Alpizar et
canephora raices mansformadas  al, 2006
canephora ES A4 pCAMBIALZ0] CaMV3ss kot B Comprobacion Eumar et
de la integracion al, 20046
del manszen ¥
regeneracion de BT
207 arabica H A4 pBINI1D CahV3ss Visual B Comprobacion Alpazar et
de la integracion al., 2007
del mamszen ¥
regemeracian de PT
M08  arabica EC ALRS Fuoot Indncing MR rol ¥ aur MR Proliferaciom de Alpazar et
raices pehudas al., 2008
2009 arakica H MSU4H4D  pCAMBIALS0L MR hpt BHS Integracion del Steim, 2009
phAOG22- il —- mansgen. (humera
355:5HM2 Flocrescemcia  dsRed COM METIStemos
pREDR.aot silvesttes ¥ raices
Tansgenicas

Table 2. Summary of transformation studies with A. rhizogenes in coffee. 1993-2009.
H: hipocétilos, EC: embriones cigéticos, ES: embriones sométicos, NR: no reportado, PT: plantas transgénicas, SH: segmentos
de hoja / H: hypocotyls, EC: zygotic embryos, ES: somatic embryos, NR: not reported, PT: transgenic plants, SH: leaf segments.
H: hipocétilos, EC: embriones cigéticos, ES: embriones sométicos, NR: no reportado, PT: plantas transgénicas, SH: segmentos
de hoja / H: hypocotyls, EC: zygotic embryos, ES: somatic embryos, NR: not reported, PT: transgenic plants, SH: leaf segments.

Protocolos para transformar C. arabica L. han sido desarrollados, en los cuales se ha obtenido una
regeneracion tres veces més rapida (cinco meses) de raices transformadas a partir de hipocétilos de embriones
cigdticos ( Alpizar et al., 2006). También, se han descrito protocolos para la transformacion de embriones
somdticos secundarios de C. canephora P. con un paso de sonicacién, que consiste en colocar los embriones
somdticos en una solucién de A. rhizogenesy ultrasonicarlos por 30 s 2 80 % de amplitud y luego colocarlos en
agitacién a 120 rpm por 2 h, para posteriormente cultivarlos en medio semisdlido de regeneracién ( Kumar
et al., 2006).

En ¢l 2008, se determind la concentracidn de auxinas en el medio de cultivo para la proliferacion de raices
peludas o hairy roots de C. arabica L. obtenidas posterior a la transformacién con la cepa A4-RS (rol y aux),
donde con 0,5 uM de AIB se obtuvo el mayor crecimiento y ramificacidon con respecto a los tratamientos con
0,0,125, 0,25y 5 de la auxina ( Alpizar et al., 2008).

En 2009, se desarrollé un método de transformacion para generar una C. arabica L. quimera compuesta
por meristemos no transgénicos y raices transgénicas. Para lo cual, a los hipocétilos se les hizo una pequefia
incisién en la que se colocé una colonia de A. rhizogenes que contenia uno de los siguientes pldsmidos:
pCAMBIA1301 ( gus y hptIl bajo el control del promotor CaMV35S), pMOG22-35S::SHN2 ( shine2
y hptll) o el pREDRoot con los genes DSRED1 (codifica para la proteina roja fluorescente) y np#Il bajo
el control del promotor CaMV35S. Luego de este paso, se colocaron los explantes en medio semisdlido
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Murashige & Skoog. Para analizar las plantas incubadas con el plasmido pCAMBIA1301, se utilizé la prueba
de expresién transitoria gus, donde se obtuvo una eficiencia de transformacién de 30 %. Para el pldsmido
pMOG22-35S::SHN2 se utiliz6 la técnica de PCR, obteniéndose una eficiencia de 35 %, y para el gen
DsRED1 del plidsmido pREDRoot se utilizé un estereomicroscopio de fluorescencia con eficiencias de 42
% ( Stein, 2009).
Agrobacterium tumefaciens
Los protocolos de transformacién disponibles en café utilizan mayoritariamente Agrobacterium
tumefaciens ( Cuadros 3 y 4), por ser un método barato que transfiere segmentos largos de ADN y con un

ntimero bajo de copias del gen integradas ( Ribas et al., 2006¢).

CUADRO 3

Resumen de estudios de transformacion con Agrobacterium tumefaciens en café del afio 1991 al 2005.

Agrobacterium mumefaciens

Aflo Coffea  Explante Cepa Vector Promotor Gen selec. Gen Resultados Beferencias
imferes
1991 arabica H WE NER WNE KR NER Ho regeneracion Ocampo ¥
Mamzanera,
1991
arabica B NR PGV 2260 CaMV355 hpt B Expresion zus Spiral ¥
ransitona Petieard,
1991
1999 canephora CE EHAL0L pIG121-Hm NR hpi v mpill EHE Comprobacion Hatanaka et
de 12 integracion al, 1339
del transzen ¥
regeneracion de PT
2000 arabica ES LBAH04 pBIN19 EF-In csr-I-1 crylac Cornprobacion Leroy et al,
canephora de 13 integracion 2000
del manszen v
regeneracion de PT
arabica CEvES LBAMN4 pBIN19 EF-In cor-I-1 EHE Comprobacion Drufour et
canephora cr¥idic) de la mtegracion al_, 2000
del ranszen v
Tegeneracion de PT
2002 camephora H,ESy  EHAIlOL pBECES400  CaMWV3ss hpi FHS Integracion del Mlishra et
EC mansgen al, 2002
arabica ESyCE EHALOL pHIBEIG CaMV355 hpt i Suprezign de Oigita et al ,
canephora CalMXMT] expresion par acido 2004
nbommcleico (ARN)
de interferencia ¥
regeneracion de PT
2004 canephora H EHAL01 pBECES400  CaMWV3iss hpt FHS Comprobacion Mishra ¥
de 13 mtegracion Sreemath,
del manszen v 2004
Tegeneracion de PT
canephora CE EHAlDS pCAMBIAS301 CaMV3ss Bpi EHS Integracion del Cruz et al.,
ransgen 2004
canephora ES Ad pCAMBIALIE] CaMV3Iss hpi NMT Supresion de Eumar et
EHALN expresiom por ARMNI  al, 2004
2005 canephora ES LBAHD4 pBIN19 pEFla cor-I-1 crylAc Pmebas de campo  Perthmis et
al, 2005

Table 3. Summary of transformation studies with dgrobacterium tumefaciens in coffee from 1991 to 2005.
CE: callos embriogénicos, H: hipocétilos, EC: embriones cigéticos, ES: embriones somdticos, NR:
no reportado, P: protoplastos, PT: plantas transgénicas / CE: embryogenic callus, H: hypocotyls,
EC: zygotic embryos, ES: somatic embryos, NR: not reported, P: protoplasts, PT: transgenic plants.
CE: callos embriogénicos, H: hipocétilos, EC: embriones cigéticos, ES: embriones somdticos, NR:
no reportado, P: protoplastos, PT: plantas transgénicas / CE: embryogenic callus, H: hypocotyls,
EC: zygotic embryos, ES: somatic embryos, NR: not reported, P: protoplasts, PT: transgenic plants.

588



JIMMY VILLALTA-VILLALOBOS, ET AL. UNA MIRADA EN EL TIEMPO: MEJORAMIENTO GENETICO DE CAFE MED...

CUADRO 4
Resumen de estudios de transformacion con Agrobacterium tumefaciens en café del ano 2006 al 2011.

Agrobacterium rumefaciens

Afo Coffen Explante Cepa Vector Promotor Genselec. Geninteres Resultados Referencias
2006  archica CE EHALOS  pCAMBIA3300 CaMV3ss bar ACC- Expreszion Fibas et al.,
oxidasa antsentido M0sa
carephora CE ¥ 5H C58 pERIOW-355Red CaMV355 nptl] DsRFP Comprobacion Canche et
de la mtegracion  al., 2006
del manszen v
regeneracion de PT
carephora 5H EHAIDS pCAMBIA3I30] CaMV355 bar pus Comprobacion ~ Ribaset al,

de 13 mtegracion 2006k
del manzzen ¥
regeneracion de PT

2008 camcphora E5 C58C1 pERIOW-355RED CaMV355  wuschel dsfp Comprobacion Amoyo et
de la miepracion  al., 2008
del manszen v

regenaraciom de PT
arabica CEv¥5H EHAILOL pBECESZD00  CanmV3iss i pus ¥ pfps Comprobacion Mishra et

carephora EHALDS de la miegracion al., 2008
AGLL del manszen v
LBAS404 regeneracion de PT
2010 camephora H V310l pCAMBIALIDS2 CaMV3sS kot BHE Comprobacion Srdewvi et
de 1a integracion al., 2010
del mansgen y
regeneracion de PT
carephora 5C EHALDS  pBECES20D0T7  CaMWV3ss hoh sgfp Comprobacion Mishra et
de la mtegracion  al., 2010
del manzzem ¥
regeneracion de PT
2011  archica CE LBAILLR pMIMC32 CaMWV355 hpdl g5 Comprobacion  Ribaset al,
de 13 ntegracion 2011

del manzzen ¥
regeneracion de PT

Table 4. Summary of transformation studies with Agrobacterium tumefaciens in coffee from 2006 to 2011.
CE: callos embriogénicos, H: hipocdtilos, ES: embriones sométicos, PT: plantas transgénicas,
SH: segmentos de hoja, SC: suspensiones celulares / CE: embryogenic callus, H: hypocotyls,
ES: somatic embryos, PT: transgenic plants, SH: leaf segments, SC: cell suspensions.
CE: callos embriogénicos, H: hipocdtilos, ES: embriones sométicos, PT: plantas transgénicas,
SH: segmentos de hoja, SC: suspensiones celulares / CE: embryogenic callus, H: hypocotyls,
ES: somatic embryos, PT: transgenic plants, SH: leaf segments, SC: cell suspensions.

Las investigaciones con esta bacteria en café iniciaron en los afilos noventa, cuando Ocampo y Manzanera
(1991) infectaron hipocétilos de C. arabica L. con A. tumefaciens (cepa no especificada) sin lograr la
regeneracion de plantas. Ademds, en 1999, Hatanaka et al. (1999) reportaron la transformacién de callos
embriogénicos de C. canephora P. con los genes gus, hpt y nptll, quienes luego de realizar la selecciéon

de los callos transformados con 100 mg.l Tde higromicina, y la prueba histoquimica gus, obtuvieron una
reaccién positiva demostrada por puntos azules en los explantes. Los embriones somaticos formados a partir
de este callo se desarrollaron en plantulas, las cuales presentaron resultados positivos para la prueba gus y
amplificaron por PCR fragmentos especificos de los genes hpt y gus ( Hatanaka et al., 1999).

Uno de los trabajos iniciales mas importantes en transformacion de este cultivo con genes de interés
agrondmicos fue logrado por Leroy et al. (2000), al obtener plantas transgénicas resistentes al minador
de la hoja, mediante la transformacién de embriones somaticos de C. arabica L.y C. canephora P. con
A. tumefaciens LBA4404 portadora del gen crylac de  Bacillus thuringiensis. Ademds, se publicé una
metodologia de transformacién de callos embriogénicos y embriones sométicos de dos genotipos de C.
arabica L. (Catimor 8661-4 y Et29 x Ca5) y dos de C. canephora P. (126 y 197), con la cepa LBA4404 y un
plésmido que contenia los genes gus, cs71-1, que confiere resistencia al clorosulfurén, y ¢y1A4(c) de Bacillus
thuringiensis dirigidos por el promotor EF-1a. Para cada genotipo se obtuvo una eficiencia de transformacion
aproximada al 1 %, los embriones sométicos que crecieron en el medio selectivo con clorosulfurén se

589



AGRroNOMIA MESOAMERICANA, 2019, voL. 30, NUM. 2, MAY-AuG, ISSN: 2215-3608

analizaron molecularmente por PCR y por medio de la prueba histoquimica gus, dando resultados positivos
de la presencia del gen ¢s7-1 y la expresion del gen gus, respectivamente ( Dufour et al., 2000).

En 2002, Mishra et al. (2002), transformaron segmentos de hoja, hipocétilos, embriones cigéticos y
somaticos de C. canephora con un plismido que contenia el gen gus, y se analiz6 por medio de la prueba
histoquimica gus la localizacién de la expresion transitoria en los explantes. Se determiné que los extremos
de las venas en las hojas y las regiones adyacentes de hipocétilos y ambos tipos de embriones, fueron los sitios
de expresion transitoria del gen.

Mediante el uso de A. tumefaciens, también se ha estudiado la ruta metabdlica de sintesis de cafeina. Se
introdujeron ARN de interferencia en plantas de C. arabica L.y C. canephora P., por medio de A. tumefaciens
parasuprimir la expresién de los genes CaMXMT1, CaXMT1y CaDXMT1,y evaluar si esta supresion afecta
el contenido de cafeina en las plantas, para con esto en un futuro producir café libre de cafeina. Las lineas
transgénicas presentaron una reduccién de 30-50 % en los transcritos de los tres genes en comparacion con
las plantas control no transformadas ( Ogita et al., 2004).

En el 2004, se publicaron dos metodologias para obtener altas eficiencias en el cultivo de café. En la
primera se utilizaron hipocétilos de los cultivares S274 y CxR de C. canephora P., se transformaron con
la cepa EHA101, con el plasmido pBECKS ( gus, nptll y el gen de resistencia a la higromicina bpz). Al
colocar los explantes en un medio de precultivo MS complementado con 0,1 mg.l 1de2,4-D+1 mg.l -1
de 4cido indol-acético (AIA) + 4 mgl ! de kinetina por tres dias en oscuridad y luego en cocultivo a 22
°C, se obtuvieron plantas transformadas establemente de ambos cultivares ( Mishra y Sreenath, 2004). En
la segunda metodologia se utilizaron callos embriogénicos de C. canephora P.y se transformaron con la cepa
EHA105, que contiene un pldsmido con los genes ppt (resistencia a la fosfinotricina) y gus bajo el control del
promotor CAMV?35S. Luego de dos meses de cultivo de los callos transformados, se obtuvieron embriones
somdticos en estado torpedo que expresaban el gen gus, determinado por prueba histoquimica, 54 embriones
se aclimataron, para luego confirmar por PCR la integracién estable del gen gus en todas las muestras ( Cruz
etal., 2004).

En la Guyana Francesa se llevaron a cabo pruebas controladas de campo con plantas de C. canephora
P. transformadas con el gen crylAc de Bacillus thuringiensis (Bt), gen de resistencia al minador de la
hoja ( Leucoptera cofféella), dirigido por el promotor constitutivo pEFla. Se sembraron veinte plantas
transformadas y sesenta plantas control no transformadas, durante un periodo de cuatro anos desde su
siembra se realizaron seis liberaciones de L. coffeella, durante las cuales se conté el niimero de minas o 4reas
necroticas caracteristicas del ataque del minador. Las plantas transformadas presentaron menos del 10 % del
numero promedio de minas de las plantas control, con lo que se concluy6 que se estaba dando una expresion
estable del transgen ( Perthuis et al., 2005).

En 2006 se obtuvieron plantas transgénicas de C. canephora L. resistentes al herbicida glufosinato de
amonio, luego de transformar segmentos de hoja con 4. tumefaciens EHA105, la cual contentia el plismido
pCAMBIA3301 con el promotor 35S controlando los genes bary uidA ( Ribas et al., 2006b). En ese mismo
afioy con el mismo tipo de explante, se insertaron los genes zpry el de la proteina roja fluorescente ( dsrfp), por
medio de infiltracién al vacio, luego del paso de embriogénesis somética y seleccion del material transgénico,
se obtuvo un rendimiento de 33 % de embriones somaticos transformados ( Canche et al., 2006).

La introduccién del gen wuschel (WUS) en C. canephora L. con el empleo de A. tumefaciens C58C1,
ha contribuido al estudio del proceso de embriogénesis somatica. Se han insertado genes como el wuschel
y el dsrfp (que codifica para la proteina roja fluorescente) en embriones somaticos, y se determiné que la
expresion de WUS podia inducir la formacion de callos y aumentar la produccién de embriones somaticos
en un 400 %, con respecto a la induccién generada a partir de segmentos de hoja de explantes control no
transformados. Ademds, los embriones transformados aumentaron en 350 % su tamano, pero no lograron
regenerar, mostrando que la sobreexpresién o expresion continua de WUS resulta en malformaciones y
alteraciones de crecimiento ( Arroyo et al., 2008).
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Con el uso de los genes gus, sgfp, hpt y nptIl en cuatro cepas de A. tumefaciens (EHA101, EHA105, AGL1
y LBA4404), se realizaron ensayos de transformacion en los que se utilizaron callos embriogénicos derivados
de hipocétilos y segmentos de hojas de vitroplantas. De acuerdo a los resultados de expresion transitoria del
gen gus (informacién no disponible), se determiné que las cepas EHA101 y EHA105 eran mejores que las
AGL1 y la LBA4404; ademas, con la cepa EHA105 se obtuvieron mayor cantidad de plantas transgénicas,
lo cual se confirmé con pruebas moleculares de PCR para los genes hpz, gus y nptIl y southern blot ( Mishra
etal., 2008).

En 2010 se reportd la transformacién de hipocétilos con la cepa GV3101, portando el plismido
pCAMBIA1305.2 con los genes gusy hpt. Se obtuvo un porcentaje de transformacién estable entre 2y 5 %
( Sridevi et al., 2010). Otra publicacién del mismo ano ( Mishra et al., 2010) enfatizé la importancia del gen
de la proteina verde fluorescente ( gfp) para realizar la seleccion del tejido que contiene los genes de interés.
Se transformaron suspensiones celulares de C. canephora L. con un vector pPBECKS2000.7 ( sgfp y hph), y se
determind la eficiencia de realizar la seleccion visual junto con una baja concentracién de antibidtico o con
solamente una concentracién mayor del mismo. Se concluyé que la seleccion con GFP y una concentracion
baja del agente selectivo, mejoraron la eficienciay nimero de plantas transformadas; ademas, redujo el tiempo
de formaciéon de embriones somaticos transformados en diez semanas, comparado a una seleccion basada
solamente en el antibidtico ( Mishra et al., 2010).

Para la transformacién genética en C. arabica L., se han utilizado ampliamente callos embriogénicos
derivados de hoja, donde se han optimizado condiciones de transformacion en términos de edad y fenotipo
del explante, asi como densidad dptica, tiempo y temperatura del cocultivo de la bacteria. Asi, con el empleo
de la cepa LBA1119, que contiene el plismido pBIN35S GFP con el gen reportero gfpS bajo el control del
promotor constitutivo CAMV35S, se determiné que callos embriogénicos friables de color amarillo con una
edad entre 7 y 10 meses de proliferacién, y una densidad dptica de 0,6 con un tiempo de cocultivo de cinco
dias a 20 °C, era el conjunto 6ptimo de condiciones para realizar la integracién de genes de interés. Con estas
condiciones se utilizé la cepa LBA1119, la cual contenta el pldsmido pMDC32 ( gfpS y hptIl), en una nueva
transformacién de callos embriogénicos, obteniéndose una eficiencia mayor al 90 % de transformacién y
conversion de callos a embriones somaticos y posteriormente a plantas, las cuales amplificaron fragmentos del
gen hptll por PCR. Asimismo, por medio de southern blot se determiné que el 69 % de las plantas presentaba
una tnica copia del ADN-T en su genoma ( Ribas et al., 2011).

NUEVAS TECNOLOGTAS: EDICION DE GENOMAS MEDIANTE CRISPR-CAs9

Una de las nuevas tecnologias con potencial uso en programas de mejoramiento genético vegetal no
convencional es la técnica de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas
(CRIPSR-Cas9, por sus siglas en inglés). Esta permite el corte de una molécula de ADN de manera precisa
y controlada, logrando modificar la secuencia del genoma al eliminar o insertar nuevo ADN ( Ran et al,
2013). Este mecanismo es utilizado por muchas bacterias como un sistema inmune que las protege de
4cidos nucleicos externos de virus o plismidos, en el cual se incorporan al genoma bacteriano secuencias
del ADN invasor (ADN espaciador) entre repeticiones de una secuencia corta. Los transcritos de estos
ADN espaciadores procesados como ARNecr se hibridan con un segundo ARN conocido como ARNtracr
(transactivador de CRISPR), formando un complejo el cual se une a la enzima caspasa 9 (Cas9) y la gufan
hasta el ADN blanco en la que esta realizan los cortes ( Sander y Joung, 2014).

En la actualidad, a nivel de laboratorio se genera un ARN guia (ARNg), resultado de la fusién del ARNcr
del gen que se quiere modificar y el ARNtracr, y se inserta junto con la enzima Cas9 en la célula receptora
que posee el genoma que se quiere modificar, donde la nucleasa realiza los cortes en la secuencia de ADN
complementario al ARNer especificado ( Lammoglia et al., 2016). Posterior al corte del ADN realizado por
la caspasa 9 en el sitio especificado para lograr introducir los cambios deseados en el genoma, se hace necesario
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manipular a los mecanismos naturales de reparacion del ADN de una célula mediante dos formas ( Sander
y Joung, 2014): i) el método de unidn de extremos no homdlogos que consiste en pegar y unir los dos cortes
hechos, lo que tiende a introducir errores, ya que los nucledtidos son aleatoriamente insertados o eliminados,
y genera mutaciones que podrian modificar la funcionalidad de un gen, y ii) el método en el que la célula
utiliza una cadena cortade ADN como plantilla para rellenar el espacio dejado por el corte de la caspasa 9, esta
plantilla le es suministrada a la célula y con esto integra la secuencia que se desea para modificar la secuencia
del genoma. Este sistema comparado con el mejoramiento genético convencional, posee la gran ventaja de
que los cambios se realizan en genes especificos de loci nativos del genoma ( Liu et al., 2017), por lo que, las
células editadas se pueden comparar en términos genéticos con células y posteriores plantas desarrolladas por
métodos de fitomejoramiento asistido por mutaciones, asi con esto no tener que pasar por todas las politicas
reglamentarias que por ejemplo enfrentan los cultivos OGM ( AMC, 2016).

Para el uso de esta herramienta de edicién de genomas mediante CRISPR-Cas9 en el cultivo del café, se
necesita conocer exactamente los genes especificos para las caracteristicas que se quieren alterar, por lo que, se
han buscado genes candidatos para su posterior uso como genes blanco ( Sant’Ana et al., 2018). Al respecto,
Souto et al. (2016) reportaron la identificacién de genes candidatos para tolerancia a sequia al comparar las
respuestas moleculares a este factor en dos cultivares comerciales de C. arabica L.: IAPARS9 (tolerante a la
sequia) y Rubi (susceptible). Estas variedades crecieron en campo bajo condiciones control con irrigacion,
y en condiciones de sequia, se analizaron 38 genes candidatos a través de la pirosecuenciacién de ARN de
sus apices. Bajo condiciones de sequia se observé una regulacién positiva en el cultivar IAPARS9 pero no
en Rubi, para los genes que codifican proteinas para transferencia de lipidos ( 2sL TP), asi como la CaSTK1
(proteina kinasa), CaMAS1 (biosintesis de 4cido abscisico), CaSLPI (desarrollo de la planta) y CaSAMT1
(metiltransferasa dependiente de S-adenosil metionina).

Ademas de los factores bidticos, la calidad de taza es muy importante comercialmente y en ella intervienen
compuestos lipidicos diterpenos como el cafestol y el kahweol, por lo que, se ha estudiado la sintesis de los
mismos. Se estudio el contenido de estos diterpenos en varios tejidos de la planta de C. arabica L. como las
raices, hojas, flores y frutos, donde no se detecté ninguno en hojas, en raices hubo mayor cantidad de kahweol,
mientras que los niveles de cafestol fueron mayores en flores en comparacién con los frutos. Utilizando genes
del citocromo P450, se realizaron analisis transcripcionales de hojas, flores y frutos, a los 90, 120 y 150 dias
después de la floracién, donde los genes CaCYP76C4, CaCYP82C2y CaCYP74A1 mostraron patrones de
transcripcion similares para la concentracion de cafestol y los genes CaCYP71A425y CaCYP701A43 para la
concentracién de kahweol, por lo que, se han propuesto genes de este citocromo como potenciales candidatos
para investigacion de las etapas finales de los procesos de sintesis de estos lipidos ( Ivamoto et al., 2017b).

Con respecto a oligosacéridos, se han identificado genes candidatos relacionados con sintesis de azticares de
la familia de la rafinosa como genes con actividad galactinol sintasa ( C2Go/S2, CaGolS3, CaGolS4, CaGolS8
y CaGolS9), rafinosasintasa ( CaRS1, CaRSSy CaRS6) y estaquiosasintasa ( CaSTS) (Ivamotoetal.,,2017a).

Se desarroll6 un programa web denominado “CRIP” (Coffee gRNA Identification Program) ( Breitler
et al,, 2018), que permite la identificacién de todas las secuencias blanco de ARNg en el genoma de C.
canephora, con la ventaja de identificar secuencias no blanco para cada secuencia guia. Dicho programa se
probd escogiendo un gen extensamente usado en investigacion de silenciamiento génico en plantas, como lo
es el gen fitoeno desaturasa CcPDS, el cual produce un fenotipo albino fécilmente visible cuando es mutado.
Inicialmente, se integré la herramienta al navegador que posee el genoma de café para luego seleccionar
los ARNg para el gen especifico en diferentes regiones (ex6n 3, 5y 14), y por medio de transformacion
genética mediada por A. tumefaciens EHA105 se integraron las secuencias en callos embriogénicos de C.
canephora L. Dichos explantes se llevaron hasta la etapa de plantas y con ellas se realizaron las extracciones
de ADN genémico y luego PCR para fragmentos especificos en diferentes lugares del gen CcPDS en todas
las plantas, los productos de la amplificacién se secuenciaron para posteriormente identificar las mutaciones.
Ademas, por medio de RT-PCR, se corrobord la expresion del gen de la caspasa9. Se obtuvieron 94 plantas
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transformadas con el constructo con el ARNg dirigido hacia el exén 3, 56 para el ex6n 5y 92 para el
ex6n 14. De estas, se detectaron mutaciones en 30,4 % de las plantas transformadas con ARNg dirigidos
para el exén 14, con un total de nueve diferentes mutaciones, mientras que para los otros exones no
se obtuvieron mutantes. Ninguna de las plantas mostré un fenotipo albino completo, pero si un rango
de fenotipos mutantes que incluian plantas con hojas pequenas, lanceoladas, con pigmentacién anormal
(amarilla, clorética), internudos més cortos y hojas faltantes o en algunos casos, en mayor ntimero del normal.
Asi, se demostrd que la edicion de genomas por CRISPR-Cas9 es una manera eficiente y confiable de inactivar
genes de interés agrondmico.

La mayoria de los rasgos deseables de modificar tales como la calidad de taza, resistencia a plagas y/o
patdgenos o producci(')n son de caracter poligénico, es decir, varios genes interactian entre si para dar como
resultado la caracteristica final, por lo que, al editar solamente un gen de todo el complejo es improbable que
se logre la modificacién del rasgo final. Sin embargo, esta técnica ha sido aplicada satisfactoriamente en otras
especies, donde se ha logrado la edicién de varios genes simultaneamente al introducir varios ARN guias, por
lo que no se descarta que en un futuro y con mas investigacién pueda ser utilizada satisfactoriamente en este
cultivo.

CONCLUSION

Hace mas de treinta anos que se comenzd a mejorar el café y los estudios y avances contintian actualmente
por medio de tecnologias transgénicas y técnicas de modificacién especifica de genes como CRISPR-Cas9.
Posiblemente, en un futuro cercano el cultivo y su produccién se verdn impactados de manera positiva gracias
a todos estos esfuerzos e investigaciones.
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