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Resumen

La floracion en Coffea arabica L. es un proceso altamente regulado por sefiales ambientales,
hormonales y epigenéticas, cuya comprension es clave ante escenarios de cambio climatico. En
este estudio se evaluaron los efectos de diferentes niveles de sombra (0%, 30%, 50%, 70%) sobre
la expresion génica, los perfiles hormonales y los patrones de metilacion del ADN en nudos
florales de C. arabica durante dos etapas fenoldgicas contrastantes (enero: yemas florales;
septiembre: frutos en desarrollo). Se cuantifico la expresion de 21 genes relacionados con floracién
por RT-qPCR. Ademas, se determinaron concentraciones de ABA, GA, iPR y JA mediante
UHPLC-MS, y se evalud la metilacién global por secuenciacion con bisulfito.

Los resultados mostraron que la sombra intermedia (30-50%) en enero indujo la expresion de
genes como CaFT1, CaLFY, CaSVP-1y CaAP1, en concordancia con una mayor acumulacion de
AG1, AG7 e iPR, lo que sugiere una regulacion promotora de la floracion. En contraste, en
septiembre, predominé la acumulacion de ABA y JA, especialmente bajo 70% y 0% de sombra,
respectivamente, lo que indica una asociacién con latencia floral y estrés abiotico. En cuanto a la
metilacion del ADN, el contexto mCpG present6 los niveles mas altos de metilacion en todas las
muestras, y el tratamiento con 70% de sombra mostr6 mayor metilacion global,
independientemente del mes. No se encontraron diferencias significativas entre meses evaluados,

lo que sugiere estabilidad relativa del metiloma a nivel global.

Estos hallazgos apoyan la existencia de una red reguladora de floracion altamente pléstica en C.
arabica, donde la interaccion entre luz, hormonas y epigenética modula la transicién floral y la
asincronia reproductiva, ofreciendo informacion valiosa para el manejo agronomico y el

mejoramiento genético del cultivo.

Palabras clave: Coffea arabica, floracion, expresion génica, metilacion global, perfil hormonal,
estrés abiotico
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1. INTRODUCCION

El café es una especie perenne, pertenece a la familia Rubiacea y al género Coffea,
(Montoya et al., 2006). El género consta de 103 especies conocidas (Missio et al., 2009), de las
cuales solo Coffea arabica L. (conocido como el café arabico) y C. canephora Pierre ex A.

Froehner (conocido como el café Robusta) tienen importancia comercial (Tornincasa et al., 2010).

El café es una de las bebidas més populares, y uno de los cultivos mas importante en el
comercio mundial, que genera grandes ingresos a los paises productores (Montoya et al., 2006),
entre los que destacan Brasil, Vietnam, Colombia, Indonesia y Etiopia. Siendo Brasil y Vietnam
los principales exportadores, que generan producto a los grandes consumidores tradicionales de
esta bebida como los son los habitantes de la Union Europea, los Estados Unidos, Japon, Reino
Unido y la Federacion Rusa (ICAFE, 2021). Segun el reporte del Instituto Costarricense del Café
para el periodo 2020-2021, se estim6 una produccién mundial promedio de 169,54 millones de
sacos de 60 kg. Costa Rica ocupd el décimo cuarto lugar entre los paises productores, aportando
el 0,85% de la produccion mundial (ICAFE, 2021).

Sin embargo, estudios como el realizado por Moat et al. (2017) han previsto futuros
escenarios de cambio climético en los cuales la produccion de café se vera seriamente afectada por
el calentamiento global y el incremento de las precipitaciones. En los Gltimos afios se han dado
grandes avances informativos con respecto a los factores ambientales y enddgenos que afectan la
produccidn de café, pero estos aspectos han sido poco analizados durante el proceso de floracion,

esencial para mejorar este cultivo (Lopez et al., 2021).

La fase reproductiva del café inicia con el proceso de floracion, la cual constituye uno de
los aspectos méas importantes para los productores de este cultivo, ya que cada flor se convertira
en un fruto, por lo que la magnitud de la cosecha resultante dependera del éxito de la floracion
(Camayo et al., 2003). La culminacion del proceso floral se da con la antesis, la cual ocurre de 10
a 12 dias después de que la planta reciba un estimulo hidrico y rompe el estado de latencia de los
botones florales (Vignola et al., 2018). Sin embargo, Crisosto et al. (1992) describe que,
dependiendo de la gravedad y la duracion del déficit hidrico que sufre la planta, no todos los
botones florales maduros florecen, de modo que una parte de los botones quedan para florecer
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algun tiempo después. De esta manera, se pueden esperar varios episodios de floracion durante
una temporada, hasta que todos los botones de una planta hayan madurado, y se hayan activado
para florecer. Esta asincronia en el desarrollo de los botones florales se sefiala como la causa
principal de la floracion no uniforme en el café (Majerovicz & Sondahl, 2005).

Se ha visto que la floracion del café no est& controlada por un factor principal aislado como
se observa en otras angiospermas, ademas del fotoperiodo y la vernalizacion, también se da una
asociacion importante con cambios en el potencial hidrico de las plantas (Majerovicz & Sondahl,
2005), humedad, estado nutricional de la planta, fitohormonas, temperatura (L6pez et al., 2021) y
los sistemas de produccion (Meyland et al., 2017). En Costa Rica el café se cultiva durante la
estacion seca (la cual estaba bien definida tiempo atras), por lo tanto, la antesis ocurria con el
retorno de la lluvia, y los cafetos mostraban intensos eventos de floracion generalmente entre abril
y mayo en las principales areas de produccion de café en el pais (Vignola et al., 2018). Este cultivo
muestra un proceso de floracion gregaria (Almeida, 2015), en el cual la mayor parte de las plantas
de una determinada region florecen simultaneamente. Esta es la razon principal por la que existe
un pico de cosecha fuerte por afio. Ademas, este patron de temporada de floracion concentrada
permite que la cosecha se extienda por un periodo relativamente corto de aproximadamente tres
meses cada afio. En los Ultimos afios este panorama ha cambiado en el pais, y en toda la regién
centroamericana, debido a los incrementos variables de temperatura, y cambios en los patrones de
precipitacién ocasionados por el cambio climatico, estas variaciones han afectado directamente al
cultivo que es altamente susceptible a estos cambios (patrones de temperatura y precipitacion)
(Viguera et al., 2019). El estrés hidrico, por ejemplo, ha agravado la asincronia floral que sufre el
cultivo del café, ya que la antesis puede activarse cada vez que hay un periodo seco seguido de
lluvias espontaneas (Almeida, 2015). Este problema de asincronia floral afecta directamente la
calidad del café, porque las frutas en diferentes etapas de maduracion (inmaduros, maduros y
sobremaduros) estaran presentes en el momento de la cosecha, creando dificultades para la
recoleccion mecénica eficiente del fruto (Drinnan & Menzel, 1994) y provocando pérdidas de

rendimiento por desperdicio que afecta directamente a los productores nacionales.

El aumento en los patrones de temperatura en los Gltimos tiempos es otro de los factores
que esta causando preocupacion, ya que en zonas con poca elevacion las plantaciones abiertas

pueden disminuir su productividad en respuesta al estrés causado por las altas temperaturas



(Muschler, 1997.). Estudios realizados en afios anteriores han demostrado que las plantas de café
cultivadas bajo radiacion intensa tienden a tener una alta produccion, pero irregular (DaMatta,
2004; Chaves et al, 2012), esto como resultado de las adaptaciones en los procesos morfoldgicos
y metabolicos (Morais et al., 2006). Sin embargo, las altas producciones provocan un agotamiento
en las plantas que lleva a la muerte progresiva de las ramas, requiere un periodo de recuperacion,
y la cosecha tiende a alternar entre afios de floracion intensa y floracion ligera, lo que lleva a una
tendencia de produccion bienal (Chaves et al., 2012). Por otro lado, la alta produccion requiere
altos niveles de insumos externos para maximizar el rendimiento de los cultivos y, se asocian con

la degradacion del suelo y la contaminacion ambiental (DaMatta, 2004).

En el proceso de floracion se ha visto que las precipitaciones asociadas a una disminucion
de la temperatura de aire pueden contribuir a la interrupcion de la latencia de las yemas, y por lo
tanto mejorar el desarrollo floral (Morais et al., 2008). Una de las estrategias que se utiliza para
disminuir la temperatura y aumentar la humedad relativa en las plantaciones, es el uso de sombra.
El sombreado provoca cambios en el microclima, y debido a la plasticidad de las plantas de café,
puede llegar a afectar su anatomia, fisiologia, proceso de induccion, diferenciacion floral y antesis
(Morais et al., 2008). Por lo que tener conocimiento en los niveles de sombra adecuados para que
no afecte econdmicamente a la produccion, es fundamental para enfrentar un escenario de cambio
climatico que permita la proteccion contra el estrés abiotico, y la identificacion de alternativas para

mejorar los procesos de floracion con el fin mantener o aumentar la productividad de los cafetos.

En general, el desarrollo floral comprende una secuencia compleja de eventos moleculares,
bioguimicos, fisiolégicos y morfoldgicos (Camayo et al., 2003). La mayoria de los trabajos
realizados se basan en estudios fenoldgicos, pero ain no hay claridad en la relacion entre el
desarrollo reproductivo y su interaccion con las sefiales ambientales. No se ha logrado encontrar
suficiente evidencia molecular que apoye la influencia o rechace su relacion con el estado

metabolico y energético que podria desencadenar procesos de desarrollo (Lopez et al., 2021).

Estudios previos han revelado que los mecanismos epigenéticos como la metilacion del
ADN, esta involucrada en la estabilidad e integridad del genoma (Gan et al., 2013), y ademas tiene
un papel esencial en la regulacion de la expresion de numerosos genes (Chan et al., 2005). Un

ejemplo de esto es el estudio realizado por Yang et al., (2015) en el cual demuestran que la



metilacion del ADN esté asociada con cambios en la expresion de mas de 3000 genes, y sugieren
que la metilacion afecta genes con diversas funciones durante la regulacion del desarrollo de las
flores. Distintos investigadores se han dado la tarea de estudiar la metilacion del ADN en todo el
genoma de los tejidos vegetativos de especies modelos como Arabidopsis, pero aun se sabe poco
sobre los patrones de metilacion del ADN y su asociacion con la expresion génica durante el

desarrollo de la flor.

Para el caso de la especie Coffea arabica, a la fecha no se logro encontrar ningun estudio
sobre metilacion del ADN durante el proceso de floracion, aunque si se encontré informacion
sobre la expresion de genes asociados. Tal es el caso de De Oliveira et al., (2014) que contribuye
con un importante trabajo en flores de C. arabica., donde realiz6 un anélisis de expresion con 23
genes MADS-box, los cuales corresponden a un grupo de factores de transcripcion que regulan
varios procesos de desarrollo en plantas, que van desde el desarrollo de la raiz hasta el fruto. En
este estudio se obtuvo una caracterizacion inicial de los genes involucrados en la induccién y

desarrollo floral.

Por otro lado, Vieira et al., (2019) reportaron el analisis de la expresion de cinco genes
similares a FRIGIDA (FRL), que codifican proteinas clave en la regulacion de la floracion
mediante la activacion del gen FLC (FLOWERING LOCUS C). Se identificaron los genes
homeoblogos de FRL en las especies parentales de C. arabica (C. canephora y C. eugenoides),
lograron caracterizar la familia de 10 genes FRL en C. arabica a lo largo del desarrollo de flores

y frutos, y determinaron que estos genes se transcriben de manera diferencial.

A pesar de que toda esta informacion es de suma importancia para este sector en el pais, el
proceso de induccidn de la floracién ha sido poco estudiado. Solamente se tiene un conocimiento
general y cualitativo sobre las épocas de floracién, y desde el punto de vista de estudios
moleculares, el mecanismo involucrado en la percepcion de estos estimulos o sefiales, y la
activacion del desarrollo reproductivo en C. arabica es poco conocido (De Oliveira et al., 2014).
Por lo tanto, determinar y estudiar factores moleculares como patrones de metilacion de ADN
global y cambios que ocurren en la expresion de genes asociados al proceso de floracion del café,
comparando plantas bajo diferentes tratamientos hidricos y diferentes niveles de sombra,

proporcionaria informacion util para ayudarnos a comprender de una mejor forma estas vias de



sefalizacion asociadas a los procesos de floracion. Informacion que a su vez podria contribuir a
los programas de mejoramiento genético de este cultivo, al proporcionar un mayor conocimiento
del desarrollo floral, y en un futuro permita mitigar la asincronia floral frente a un escenario de
estrés hidrico y aumento de temperatura. Ademas, en el &rea agronomica permitiria generar
informacidn para mejorar las practicas agricolas, que lograria establecer la distribucion de la

cosecha y estimar las necesidades de mano de obra para la recoleccion.

2. OBJETIVOS

2.1.0Dbjetivo general
Determinar el efecto del estrés abidtico hidrico y de sombra en la expresion génica y metilacion
global del acido desoxirribonucleico ADN ocurridos durante el desarrollo floral en café arébico

(C. arabica).

2.2.0Dbjetivos especificos

e Cuantificar la expresion diferencial de algunos genes relacionados con la floracion en café
(C. arabica) bajo distintas condiciones de estrés abidtico (condiciones hidricas y de
sombra).

e Analizar los patrones de metilacion global del ADN en los nudos de café sometidos a
diferentes porcentajes de sombra mediante secuenciacion por bisulfito y amplificacion de
polimorfismos sensibles a la metilacion (MSAP: “Methyl-Sensitive Amplification
Polymorphism”).

e Determinar la asociacion entre la metilacion del ADN vy la expresion génica durante el
desarrollo floral en café arabigo (C. arabica).



3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Muestreo del material vegetal bajo condiciones de estrés hidrico

Se trabajo con plantas de café de la especie C. arabica variedad Catuai ubicadas en la parcela
experimental del Instituto del Café de Costa Rica (ICAFE), en San Pedro de Barva de Heredia,
Costa Rica (10°02'03.2"N 84°08'11.1"0O, 1.170 msnm.).

La zona de siembra posee columnas con 25 plantas cada una. EI marcaje de las plantas se realizo
de acuerdo al esquema adjunto en la figura 1, entre cada columna hay una distancia de 2 my entre
cada planta 80 cm. La columna A no se tomd en cuenta ya que corresponde al borde de la zona, al
igual que las primeras cinco plantas de cada columna. Lo que quiere decir que el marcaje de cada

columna siempre empieza a partir de la sexta planta.

Se marco en la columna B las plantas sin tratamiento de riego las cuales corresponden a las plantas
enumeradas de la 1 a la 15 (color rojo), mientras que las plantas que recibieron riego por goteo 10
dias antes de la fecha de colecta corresponden a las columnas C y D, y se enumeraron de la 16 a

la 30 (color amarillo) de forma intercalada (zigzag) entre cada columna.
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Figura 1. Distribucién de las plantas de Coffea arabica L. de la variedad Catuai en la parcela
experimental del ICAFE utilizadas en el presente estudio. El color rojo corresponde a plantas no
irrigadas (condiciones de sequia) y el color amarillo corresponde a plantas que recibieron riego

por goteo. Elaboracién propia.



En cada una de las plantas seleccionadas se marco una bandola en la parte apical, una en la parte
media y una en la parte basal. En cada una de estas bandolas se tomd los siguientes datos: numero
de planta, cantidad de flores y estadio de las flores, el cual fue determinado en base a la
clasificacion de 6 etapas reportada por De Oliveira et al., (2014).

Posteriormente, se colectaron las flores de las 30 plantas seleccionadas (15 plantas sin tratamiento
(bajo condicidn de sequia) + 15 plantas tratadas (aplicacion de riego)) en los tres niveles de las
bandolas indicadas anteriormente. Las flores colectadas se encontraban en los estadios E3, E4 y
E5, se colocaron en sobres de aluminio y fueron sumergidas en nitrogeno liquido. Se trasladaron
congeladas hasta el laboratorio de Biotecnologia Vegetal en la Escuela de Biologia, Universidad
de Costa Rica, San Pedro de Montes de Oca. Una vez en el laboratorio se almacenaron a -80 °C.

3.2.Muestreo material vegetal bajo condiciones de sombra

Se trabajo con plantas de café de la especie C. arabica variedad Villa Sarchi ubicadas en la parcela
experimental del Instituto del Café de Costa Rica (ICAFE), en San Pedro de Barva de Heredia,
Costa Rica (10°02'03.2"N 84°08'11.1"0O, 1.170 msnm). Se aplicaron cuatro tratamientos de
sombra utilizando mallas de saran con diferentes niveles de cobertura: 0 % (plantas expuestas al
sol sin saran), 30 %, 50 % y 70 % de sombra. Las plantas se expusieron al tratamiento siete meses
antes de realizar el muestreo, se tomaron muestras en 2 meses con condiciones climaticas
contrastantes (época lluviosa/época seca): en el mes de setiembre (postfloracion) y en enero (antes
de que inicie la proxima floracién). EI marcaje se realiz6 seleccionando columnas de plantas que
se encontraban fuera de los bordes de cada tratamiento y, en cada columna se marco la planta en
la posicion 6, 12y 18, es decir el marcaje de cada columna fila siempre empieza a partir de la sexta
planta y se dejaron cinco plantas de separacion en cada columna (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion de las plantas de Coffea. arabica L. de la variedad Villa Sarchi en la parcela
experimental del ICAFE utilizadas en el presente estudio. El color azul representa las plantas a
muestrear, la intensidad del color va aumentando conforme aumenta la cantidad de sombra que

proporciona el sarén en los diferentes tratamientos (0 %, 30 %, 50 %y 70 %). Elaboracion propia.

En cada una de las plantas seleccionadas (tres plantas por tratamiento) se corté una bandola en la
parte media (en el mes de setiembre) y se marco otra bandola cercana para colectar en el segundo
muestreo (en el mes de enero). Las bandolas colectadas se colocaron en bolsas plasticas con agua
y se trasladaron al laboratorio de Biotecnologia Vegetal en la Escuela de Biologia, Universidad de
Costa Rica, San Pedro de Montes de Oca. Una vez en el laboratorio, se aislaron las yemas florales

de las 3 bandolas y se combinaron muestras de tres individuos por tratamiento en cada mes, para
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obtener una sola muestra compuesta, se empacaron en tubos conicos plasticos de 50 ml y se

almacenaron a -80 °C.

3.3.Preparacion del material vegetal para la extraccion de &cidos nucleicos

La extraccion de ADN y ARN se realizé utilizando ~100 mg de material vegetal fresco en el caso
de las flores, y ~500 mg en las muestras de las yemas florales (mezclas de tres individuos). El
material vegetal fue macerado en un mortero con nitrégeno liquido hasta pulverizar y se colocé en

tubos Eppendorf de 2 ml.

3.4.Extraccion de ARN (Protocolo Sigma TRI Reagent T9424)

En cada muestra se agreg6 1 ml de Trizol (TRI Reagent T9424, Sigma) y se dejaron reposar por 5
min en hielo. Luego se agregaron 200 pl de cloroformo, se mezclaron por inversion por 30 sy se
dejaron reposando por 3 min en hielo. Posteriormente, se centrifugaron a 10000 rpm a 4 °C por 20
min. El sobrenadante fue transferido a tubos Eppendorf de 1,5 ml y se agregaron 500 ul de
isopropanol frio. Se dejaron precipitando en hielo por 10 min y centrifugaron por 15 min a 10000
rpm a 4 °C. Luego, se descarto el isopropanol, se lavo el precipitado formado con 600 ul de etanol
frio libre de RNasas al 70 % y se centrifugaron por 5 min a 13 000 rpm. Se descarté el etanol y
realizd un segundo lavado nuevamente con etanol de 70%. Finalmente, el precipitado se secé a 37
°C por 5 min (aproximadamente) y posteriormente se resuspendié en 60 ul de agua libre de
RNasas. Se agregd 1pl de DNasa | (1 U/ul, Thermo Scientific™) junto con 1 pl de buffer con
MgCl; a cada muestra, se incubaron a 37 °C por 1 h, y finalmente se afiadié 1 ul EDTA (0,5 M,
Thermo Scientific™) y se incubaron nuevamente a 60°C por 10 min. EI ARN obtenido se

almacend a -80°C.

La cantidad de ARN se cuantificd utilizando el fluorémetro Quantus™ con el kit QuantiFlour®
RNA System (Promega Corporation), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para estimar la
calidad, se determinaron las relaciones A260/280 nm y A260/230 nm en el espectrofotometro

NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific Inc., USA), y se verifico la integridad en un gel de

10
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agarosa desnaturalizante con 2 % formaldehido (37 % v/v), el cual se corrio en buffer MOPS 1X
durante 1 ha100 V.

3.5.Extraccion de ADN (Doyle & Doyle 1990 con modificaciones)

En cada muestra de flores y de nudos (~100 mg de material vegetal fresco) se agregaron 600 pl de
buffer de extraccion (20 mM EDTA (pH 8,0), 100 mM Tris (pH 8,0), 2 % m/v PVP, 2 % m/v
CTAB, 1,4 M NaCl y 0,2 % v/v B-mercaptoetanol), se mezclo por inversion por 15 sy se incubaron
a 65 °C por 30 min, agitando cada 10 min por inversion. Posteriormente, se agregaron 600 pl de

una solucion de cloroformo: octanol (24:1) a cada tubo y homogenizaron por inversion.

Los tubos se centrifugaron a 13 000 rpm por 5 min a temperatura ambiente. Se transfirié 400 pl
del sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 ml, y se agregaron 400 ul de isopropanol frio
(-20 °C), se homogenizaron por inversion y dejaron reposar por 30 min en hielo. Luego se
centrifugaron a 13000 rpm por 15 min a -4 °C y se descarté el isopropanol. Se lavo el precipitado
formado con 600 pl de etanol 70 v/iv % frio, y centrifug6 por 2 min a 13 000 rpm. Se descarto el
etanol y se realiz6 un segundo lavado de nuevo con la misma cantidad de etanol. El precipitado se
secO a 42 °C por aproximadamente 20 min y posteriormente, cada muestra se resuspendié en 100
pl de agua libre de nucleasas junto con 1 pl de RNasa I (10 U/ul, Thermo Scientific™), se
incubaron a 37 °C por 30 min y se almacenaron a -20 °C.

La cantidad de material gendmico (ADN), se cuantificé utilizando el fluorometro QuantusTM con
el kit QuantiFlour® ONE dsDNA System (Promega Corporation). Para estimar la calidad, se
determinaron las relaciones A260/280 nm y A260/230 nm en el espectrofotometro NanoDrop One
(Thermo Fisher Scientific Inc., USA), y se verific la integridad en un gel de agarosa al 1 % con
buffer TBE 1X (45 min/100 V).

3.6.Sintesis de ADN copia

Para la sintesis de ADNc se utilizaron 1000 ng totales de ARN de cada una de las muestras, y se

siguieron las instrucciones del fabricante del kit comercial RevertAid RT Reverse Transcription
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Kit (ThermoScientific®). Se utilizaron controles negativos (muestras sin ARN) y controles
absolutos (muestras sin RT). Posteriormente la cantidad del ADNc y las relaciones A260/280 nm
y A260/230 nm se cuantificaron en el espectrofotometro NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific
Inc., USA).

En las muestras de los nudos aparte del control absoluto se realizé también una PCR con el
marcador CIpP_1 para descartar contaminacién de ADN gendmico, y este se verifico en gel de
agarosa al 1% (45 min/100V). (Anexo 1).

3.7.Amplificacion de genes de interés

Para identificar algunos de los genes involucrados en el proceso de floracion del cafe, se realizo la
validacion de 35 oligonucledtidos reportados en la literatura (uno de ellos sintetizado con el
programa Primer 3) (Cuadro 1) mediante PCR en tiempo final. Para ello se utilizaron: 50 ng de
ADN con 1X Taq Buffer (Thermo Scientific™), 1,5 mM MgCl. (Thermo Scientific™), 0,5 mM
dNTPs (Promega™), 0,2 uM de oligonucleétidos, 0,01 mg BSA (Thermo Scientific™) y 0,5 U de
Tag DNA Polymerase (Thermo Scientific™) para un volumen final de 25 pl.

Para los oligonucleétidos que no se reportaban las condiciones de amplificacion, se realiz6 un
gradiente de temperatura de 55-62 °C con el fin de determinar la temperatura de hibridacion apta
para la amplificacion del fragmento del gen. Se corri6 bajo el siguiente programa de amplificacion:
un ciclo de desnaturalizacion de 95 °C por 7 min, seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 s, 55-62 °C

por 1 miny 72 °C por 1:20 min, finalizando con un ciclo de extension de 7 min.

Aquellos oligonuclettidos, de los 34 analizados, que amplificaron en una sola banda se utilizaron

para realizar el estudio de expresidn génica mediante PCR en tiempo real.
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Cuadro 1. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion de genes relacionados en procesos de

floracion en Coffea arabica L. reportados en la literatura

Nombre del gen # deaccesion | Oligonucleotido Secuencia Forward 5'- 3" Secuencia Reverse 3'- 5 Referencia
CDP03992 CaCc FRL1 CGCCGACAAGAACTCCTATCC [GTGGTTGTCAGTIGGTCCAGTG
CaCe_FRL1 GCCGCTGACAAGAGCTICTATCT [GGTTGTCAGTTGGTCCAGCA
CD099060 1 CaCc FRL2 TGACTCAGACTCAGCCTCCTCAT [CCTTCCAGAGGAGAGTGCAGC
CaCe FRL2 GAGTTGACTCAGCCTCCTICGC [CCTTCCAGAGGAGAGTGCAGC
" CDO98273.1 CaCc_FRL2 CTGTATTGCATGGAGCTGGTIG [AACCAGTTCGCACAACACTGG o
FRIGIDA ke CaCe FRL3 TGCATTGCATGGAGCTGGTAC [AGAACCAGTTCGCACAACACTCT Vieira et al., 2019
CDP13747.1 CaCc_FRL4 CGCCGGACCCAGCTAAGA [AACCCGAATCATCCGCACT
CaCe_FRL{ CGCCGGACCCAGCTAACT [AACCCGAATCATCCGCATC
CDP19997.1 CaCc FRLS GCAACTCCACTTCTCCTCAATGG TTCATCTGGTGACTCAAGGTTCCT
CaCe FRLS TCAGTAACTCCACTTICTCGTCAATCT [CTTCATCTGGTGACTCAAGGTTICTC
KJ483224 CadAGLS GAGAATGCTGCTGAAAGAGA (GGTGAGAAGTGTGCATAGGA
AG AMOLS il KJ483245 CaAGL1S CGAGGTGTCCGTATGAGAAAG [GCACCACTCCTTACGAATTGA
- e KJ483230 CadGL171 AACCCTCTTCAGCAATCACA [GCCATACAGTTCTICTCCCATC
KJ483240 CadAGLA2 GCTTGCCTATTTAGAGTCCTTG [GGTCGCTTCTTITGATCTTCCT
KJ483226 CaTM3-1 CGTCTCACCTACCCAGCATITT [GTGCTTGTICCATTCTICTGCT
. KJ483227 CaTM3-2 GCAGCAAGTAGACAAGTGACA (CTCCCAAAACAATAGGCTCT
Tomato MADS-box gene like
KJ483228 CaTM3-3 CGCACCTGATCTGCTCATAA TGGCAATTGGCATAAACATC
KJ483238 CaIM§ ACAATATGTGCCGTCTGCAA TTCTCATACGAGGACTAGCACA
KJ483237 CaAPl ATGAGCTCGAAAGACCTCCA TGGTITCTCCGCCTITATC
APETALA KJ483229 CaAP3 TCAAAAGGCTGTAGGGGTTIG TGTGAAGATTAGGCTGGGTAGG De Oliveira etal 2014
KI483235 CaSEPL2 TGGCCCTCATCATCTTCTCT TTTCCAAGCTCCTTICTAATGC ’
SEPALLATA KJ483233 CaSEP3 GCGAAGAAATGGGCTATTGA [ACTTGAGTCCGTGTTGATCTG
KJ483232 CaSEP4 TGTGATGCTGAGGTTGCTICT [GGCCTTGTTTACTICCATCA
PISTILLATA KJ483234 CaPI TGGAAAGAAGCTGTGGGATG TGAAGATTIGGCTGCATTGG
AGAMOUS KJ483236 CadG AGCAGAGTCCGATCCAAAAL lcTTCcGCCTCCACCAACAC
FRUITFULL KJ483239 CaFUL GCTGCTGGAGTCTGGAACAT [CATTGGTTTGGCTGCTCTG
KJ483225 CaSTP-1 TGGATACCTTIGACICTIGG (CTCTTCTCATITGCCICAGTIG
SHORT VEGETATIVE PHASE KJ483241 CaSTP-2 TITIGTGCGATGCTGATGTT TCTGGAATCACTGGCCTCTT
KJ483242 CaSTP-3 TCCGAGTCGAGAAAAATGGT [ACCCAAGTCTTCCATGCTCA
FLOWERING LOCUS C KJ483243 CaFLC CTACGACTICTGCAGCACCA [AAGGTCCCCAATTCAAGGAT
FLOWERING LOCUS T 1Q935602.1 CaLFY CAGGTGTTCAGGTATGCAAAAA CGTTCAGCATGGCAMAGTT
CONSTANS 1Q935600.1 CaCO TGCTATTTGGTGGCGAGGTT [CGCTGTCTCCTCCGTAACTC Cardon et al , 2022
[PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4| XM027208636.2 CaPIF4 CACTACATGCCCCGCTTAG [GAACATTGTGGTTIGGTGGCA
LEAFY CaFT1 GTTCACCAGGTCCCTAAGCC IATCGTCACCTCCAATCTCAACC Disefiado con programa Primer 3|

3.8.Andlisis de expresion génica mediante gRT-PCR

3.8.1. Determinacion de los genes de referencia (housekeeping genes)

Se realizé la validacion de los genes de referencia: ubiquitina 19 (UBQ19), tubulina (TUB), actina

(ACT), gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa (GAPDH) y el factor de iniciacion eucariota 4A

(EIF4A), los cuales se han utilizado como referencia interna en otras investigaciones (Bolivar,

2021). Cada gen se valido para tres tejidos: flor, nudo y hoja, para ello se utilizé la aplicacion

“Reference gene selection tool” (GENorm) del programa CFX Maestro (Bio-Rad™), que calcula

automaticamente la estabilidad de cada gen de referencia en todas las muestras incluidas. De

acuerdo con los resultados de la evaluacion, se seleccionaron los dos genes que se expresan de

manera estable en todas las muestras segun el programa.
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3.8.2. Cuantificacion de los niveles de expresion de los genes relacionados en procesos
de floracion

Se analizaron los cambios en los niveles de expresion de 24 genes seleccionados (ver seccién 3.7)
contra los genes de referencia (previamente seleccionados). La amplificacion de estos se realizo
con el kit comercial Applied Biosystems™ SYBR® Green PCR Master Mix (Thermo
Scientific™). Para cada reaccion se utilizd 12 pl de master mix, 0,5 pl de cada oligonucleétido
“forward” y “reverse” (10 uM), 9,5 pl de agua ultrapura 'y 2 pul de ADNc para un volumen final de
25 pl.

La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador de tiempo real StepOne (Applied
Biosystems), todos los oligonucle6tidos amplificaron correctamente con una temperatura de 60
°C. Por lo que se utilizé el siguiente programa de amplificacion: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial
a 95 °C durante 10 min; 40 ciclos de 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 45 s 'y el HRM con un
incremento de temperatura de 55 °C a 95 °C a una velocidad de 0,5 °C /0,05 s. Todas las muestras

se analizaron por triplicado y se usé un control negativo con agua.

Mediante el analisis de HRM se verificd la especificidad de los productos de PCR y se realizd un
andlisis de expresion genética normalizada (AACq) siguiendo el método comparativo Ct (Livak &
Schmittgen, 2001) para la normalizacion con el programa CFX Maestro (Bio-Rad™), utilizando

los dos mejores genes de referencia internos (EIF4A y ACT).

3.9.Reacciones de amplificacion de polimorfismos sensibles a la metilacion (MSAP:
“Methyl-Sensitive Amplification Polymorphism”) (Mufioz, 2020).

3.9.1. Digestiony ligacion

Se utiliz6 el ADN extraido anteriormente (ver seccion 3.5) de las flores y los nudos, de los
tratamientos de estrés hidrico y sombra. Para la digestion del ADN de cada una de las muestras se
hicieron pruebas con la cantidad de ADN total y el tiempo de incubacion, ya que en pruebas previas
utilizando el protocolo de Mufioz, 2020, no se logré una digestion completa del material.

Se llevaron a cabo simultaneamente en 2 tubos de 0,5 ml con cada uno de los siguientes reactivos:
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e Tubo 1: 6 pl del buffer Tango 10 X (Thermo Scientific™), 5U de la enzima EcoRlI
(Thermo Scientific™), 10 U de la enzima Hpall (Thermo Scientific™) y X ng de ADN.
Donde X representa cada una de las cantidades de ADN que se probd: 100 ng, 150 ng, 200
ng, 300 ng, 500 ng.

e Tubo 2: 6 ul del buffer Tango 10 X (Thermo Scientific™), 5U de la enzima EcoRI (Thermo
Scientific™), 10 U de la enzima Mspl (Thermo Scientific™) y X ng de ADN.

Esta digestion se realizo por un periodo de incubacion de 3 h a 37 °C. Posteriormente, se realizo
una segunda digestion con ligacion simultanea, en la que se agregaron 10 pl de una solucion
compuesta por 6 ul de buffer digestion-ligacion 5X (250 mM KOAc, 50 mM Tris-HOAc, pH:
7,5, 50 mM MgOAc, 250 pug/ml BSA 'y 25 mM DTT), 5 U de EcoRI, 10 U de la enzima
correspondiente de cada tubo (Mspl o Hpall), 5 pmol/ul del adaptador-EcoRl
(AATTGGTACGCAGTCTAC), 50 pmol/ul del adaptador H/M (CGATCGAGACTCAT), 10
mM ATP y 400 U/ul de ligasa T4 DNA (1000U) (Thermo Scientific™). Las muestras se
incubaron segun estos 2 protocolos:

e 3ha37°C, 2h por 16°C y finalmente se dejaran toda la noche a 4 °C.
e 16 ha37°C, 2h por 16°C y finalmente se dejaran toda la noche a 4 °C.

Para verificar que las reacciones se efectuaron de forma correcta se realizara un gel de agarosa al
1 % m/v con buffer TBE 1X (45 min/100 V).

3.9.2. Pre-amplificacion

Para las reacciones de pre-amplificacion se utilizaron los ADN previamente digerido/ligado
diluido (1/30, 1/10, 1/5 pl) junto con 3 ul de 10X buffer de PCR con MgCly, 0,6 ul de dNTPs (10
mM), 0,2 pl de Taq polimerasa (5 U/ul), 1,5 pl de Eco+0 (GACTGCGTACCAATTCA) (10 uM),
H/M+0 (ATGAGTCTCGATCGG) (10 uM) vy se llevaran al termociclador bajo el siguiente
programa de amplificacion: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial de 94 °C por 5 min; 28 ciclos de
94 °C por 30 s, 60 °C por 1 miny 72 °C por 1 min con una extension final de 72 °C por 15 min.
Para verificar que las reacciones de pre-amplificacion se efectuaron de forma correcta se realizé
un gel de agarosa al 1 % con buffer TBE 1X (45 min/100 V).
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3.9.3. Amplificacion selectiva

Para realizar las amplificaciones selectivas se utilizaron los productos de pre-amplificacion
obtenidos previamente diluidos (1/30, 1/10, 1/5 pul) junto con 2 pl de 10X buffer de PCR con
MgCly, 0,4 pl de dNTPs (10 mM), 0,2 ul de Taq polimerasa (5 U/ul), 1,5 pl de Eco+3 (10 puM),
H/M+3 (10 uM) (Cuadro 2) y se llevaran al termociclador bajo el siguiente programa de
amplificacion: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial de 94 °C por 5 min; 13 ciclos de 94 °C por 30
s, 65 °C por 30 s (reduciendo la temperatura 0.7 °C por ciclo) y 72 °C por 1 min; 23 ciclos de 94
°C por 30s, 56 °C por 30 sy 72 °C por 1 min; 1 ciclo de extension final de 72 °C por 15 miny 37

°C por 3 min.

Cuadro 2. Combinacion de adaptadores selectivos analizados para el MSAP (Reportados por

Cheng et al, 2019 y elaborados por Federico Albertazzi, comunicacion personal)

EcoRlI Mspl/Hpall
1) GACTGCGTACCAATTCAGG 1) ATGAGTCTCGATCGGAAT
2) GACTGCGTACCAATTCACG 2) ATGAGTCTCGATCGGACG
3) GACTGCGTACCAATTCAAA 3) ATGAGTCTCGATCGGATC
4) GACTGCGTACCAATTCATA 4) ATGAGTCTCGATCGGATT
6) GACTGCGTACCAATTCATT 6) ATGAGTCTCGATCGGTCA

7) GACTGCGTACCAATTCAAAT 7) ATGAGTCTCGATCGGTGC

8) GACTGCGTACCAATTCAATT 8) ATGAGTCTCGATCGGTCCA
9) GACTGCGTACCAATTCATAA 9) ATGAGTCTCGATCGGAATA
10) GACTGCGTACCAATTCAAATA | 10) ATGAGTCTCGATCGGTACA
11) GACTGCGTACCAATTCAATTA | 11) ATGAGTCTCGATCGGTAAA
12)GACTGCGTACCAATTCAATAA | 12) ATGAGTCTCGATCGGTT

3.10. Metilacion global de ADN utilizando secuenciacion por bisulfito

Este procedimiento se realizé Unicamente para el experimento de sombra. Se utilizaron 50 pl del
ADN aislado previamente y se envi6 a la empresa NOVOGENE donde se realiz la secuenciacion
gendmica completa por bisulfito (WGBS) la cual se utiliza para convertir las citosinas no metiladas
en uracilo, permitiendo que las citosinas metiladas se identifiquen mediante Secuenciacion

gendmica.
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Para procesar los datos se utilizo la plataforma Galaxy (version Europea), utilizando el siguiente

flujo de trabajo:

WGBS (fastq)
Entrada

FastQC

Calidad de las
secuencias v

Trimgalore
Limpieza adaptadores i

e
S
| S—

FastQC
Calidad de las
secuencias +/

4&\7 Genoma de BlsArpark N!apper
referencia NEAMICHo

Bismark Methylation Extractor
Llamados de metilacion

[ CpG" CHG " CHH|

MultiQC
Visualizacion de los datos

—— 0

o% 20%

Figura 3. Flujo de trabajo bioinformatico empleado en la plataforma Galaxy para analizar perfiles
de metilacién del ADN genomico en Coffea arabica L. mediante datos de secuenciacion por
bisulfito (WGBS). Elaboracidn propia.
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3.11. Perfil de hormonas vegetales

Para la obtencion del perfil hormonal de cada muestra de nudos en los diferentes tratamientos de
sombra se utilizd el protocolo “Anélisis de hormonas vegetales por cromatografia de alto
desempefio con deteccion de masas (UHPLC-MS)”, el cual fue desarrollado por el laboratorio de

Biotecnologia del Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS).

3.11.1. Extraccion de las hormonas

Se coloco la muestra (previamente liofilizada) en un mortero y se pulverizé con nitrégeno liquido,
se pesaron 20 mg de material seco y se colocaron en tubos Eppendorf de 2 ml color &mbar. A cada
muestra se le agregd 1 ml de acetonitrilo al 50% (v/v) frio y se dejaron durante toda la noche en
oscuridad y a 4 °C con agitacion de 600 rpm. Posteriormente se centrifugaron los tubos a méaxima
velocidad (13200 min-1 a 4 °C por 10 min) y se traspaso el sobrenadante en un tubo limpio, los
cuales se colocaron en un concentrador al vacio speed-vac (modo V-AQ) a temperatura ambiente
(duracion aproximada: 5 horas). EIl precipitado de cada muestra se resuspendié en 400 ul de
acetonitrilo al 30 % (v/v), y se colocé en el sonicador por 5 min., finalmente se filtraron utilizando
filtros de 0,2 um'y se procedio a analizar en el UHPLC-ESI-MS/MS (Ultimate 3000 TSQ Endura,
serie TQH-E1-0288, marca Thermo Fisher Scientific, MA, USA).

Para la obtencion de las muestras enriquecidas se utiliza el mismo procedimiento, pero luego de
pesar del material seco, se agreg6 el estandar d-2ip (2,93 pL a cada tubo de una solucion a 10
mg/L) al tubo Eppendorf color &mbar y se homogenizé utilizando el ultra-turrax con potencia
escalonada. La utilizacion de muestras enriquecidas permite la estimacion de la eficiencia de la

extraccion por medio del calculo del porcentaje de recuperacion.
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3.11.2. Preparacion de curvas de calibracion, cuantificacion y estimacion de
incertidumbre

Para la cuantificacion de hormonas vegetales, se prepararon curvas de calibracion especificas para
cada corrida en el UHPLC-ESI-MS/MS. Se utilizaron 15 estandares, correspondientes a 12
hormonas naturales (trans-zeatina, zeatina ribdsido isopenteniladenina, benziladenina, &cido indol-
3-acetico, isopentenila-denosina, benziladenina ribosido, &cido abscisico, acido jasmoénico y las
giberelinas Al, A4y A7)y 3 hormonas deuteradas utilizadas como controles internos (d-trans-
zeatina, d-Benziladenina, d-Acido indol-3-acético). Las concentraciones abarcaron un rango de 1,7
a 222 ng/kg. A partir de soluciones madre individuales, se prepard una mezcla estandar con una
concentracion de 1000 pg/kg. A partir de esta mezcla, se realizaron diluciones seriadas en metanol
grado cromatografico para generar los distintos puntos de la curva de calibracién. Todas las
soluciones se filtraron a través de filtros de membrana de 0,2 um antes de su analisis. Las curvas
de calibracion se utilizaron para determinar la concentracion de hormonas en las muestras

analizadas, mediante interpolacion del area del pico cromatogréafico.

La concentracion de cada hormona en las muestras se calculd con la siguiente formula:

(2D) x %

C. =
H M

X %R

donde CH es la concentracion de la hormona en pg/kg, A es el area del pico cromatogréafico, b el
intercepto y m la pendiente de la curva de calibracion, Vr el volumen de resuspension en litros, M
la masa de la muestra seca en kilogramos, y %R el porcentaje de recuperacion.

Para estimar el porcentaje de recuperacién del método de extraccién, se prepararon muestras
enriquecidas con una concentracion conocida de un estandar deuterado y se calculd con la siguiente

formula;

» (Concentraciéon en muestra enriquecida )
Recuperacion (%) = — — %X 100
Concentracion real adicionada

Los limites de deteccién y cuantificacion fueron determinados previamente para cada hormona
vegetal mediante validaciones internas en el laboratorio. La estimacion de la incertidumbre en los

resultados se realizd considerando dos factores principales: la variabilidad entre repeticiones
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(representando el 89% de la incertidumbre total) y el porcentaje de recuperacién (11%). Por esta
razon, todos los anélisis se realizaron por duplicado y se reportd la desviacion estandar. El
porcentaje de recuperacion fue incorporado directamente en el calculo de la concentracion, lo que

permitié una estimacion precisa y confiable del contenido hormonal en las muestras analizadas.

Para el andlisis del perfil hormonal, se aplicaron métodos estadisticos multivariados con el objetivo
de identificar patrones de variacion entre los diferentes tratamientos de sombra y épocas de
muestreo. Se realizaron analisis de componentes principales (PCA), regresion por minimos
cuadrados parciales (PLS) y su version ortogonal (OPLS) utilizando el software Multivariate
(version 2.3.10) en la plataforma Galaxy, lo que permitié explorar la estructura de los datos,
clasificar las muestras y determinar las hormonas con mayor capacidad discriminante. Ademas, se
construyeron graficos de barras con las concentraciones promedio de cada hormona, comparando
todos los tratamientos de sombra (0%, 30%, 50% y 70%) en los meses de enero del 2020 y
septiembre del 2019, para facilitar la interpretacion de los cambios hormonales. Ademas, se
generaron mapas de calor mediante el software heatmap2 (version 3.2.0) también de la plataforma
Galaxy, incorporando agrupamiento jerarquico bidireccional para visualizar la distribucion

relativa de las hormonas y las similitudes entre condiciones experimentales.

4. RESULTADOS

4.1.Extraccién de ADN, ARN y sintesis de ADNc

Se logro extraer de forma exitosa ADN y ARN de los nudos de café para los analisis posteriores
(Anexo 1). EI ARN se extrajo libre de contaminacion con ADN, esto se comprobd al amplificar
el ADNc de las muestras con el oligonucle6tido ClpP_1 el cual es exclusivo de una region del
genoma del cloroplasto por lo que no amplificd en ninguna de las muestras de ADNCc, y amplificd

en el control positivo de ADN gendmico (Anexo 1)

En el caso del tejido floral, se presentd un inconveniente importante: el congelador que almacenaba
las muestras sufrié un desperfecto mecanico, lo que provocd la descongelacion y oxidacion de

todo el material. Aunque se logro realizar la extraccion de los acidos nucleicos, el producto final
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mantenia signos de oxidacion. En el gel de agarosa se observo una ligera degradacion tanto del
ADN como del ARN; no obstante, debido a la intensa coloracion de las muestras, no fue posible

medir las relaciones 260/280 y 260/230 en el espectrofotometro para evaluar su calidad (Anexo ).

4.2.Expresion génica

Los genes de referencia seleccionados fueron Actina (ACT) y el factor de iniciacion eucariota 4A

(EIF4A), esto segun los resultados de estabilidad del “Reference gene selection tool” (GENorm)
del programa CFX Mestro (BioRad) (Anexo I11).

Durante las pruebas preliminares para el analisis de expresion génica de las flores recolectadas en
el experimento de sequia, se identificaron problemas asociados a la calidad del ARN extraido. A
pesar de que fue posible sintetizar ADNCc, la oxidacion del tejido floral, producto de una
degradacion acelerada por la descongelacién, comprometié la integridad del ARN y como

resultado, las reacciones de qPCR presentaron fallos en la amplificacidn de los genes objetivo.

Esto se evidencid en los andlisis de curvas de disociacién (HRM), donde solo unas pocas muestras
mostraron picos definidos para los genes de referencia (Anexo V), mientras que la mayoria no
presentd amplificacién o generd productos inespecificos. Ejemplo de esto, sucedié con el gen
CaAP3, donde se detectaron maltiples picos anémalos que indican una amplificacion inespecifica
(Anexo V). Debido a estos resultados inconsistentes y la baja calidad general de las curvas de
fusion con la mayoria de los genes incluyendo los genes de referencia, se decidid no continuar con

el experimento de expresion genética para las muestras florales.

En el caso de las muestras de los nudos de café para los tratamientos de sombra, se logré optimizar
el protocolo para 21 oligonucle6tidos de los 34 seleccionados inicialmente. Se analizé la expresion
diferencial relativa de estos genes bajo la respuesta de 4 tratamientos de sombra (0%, 30%, 50%,
70%) en dos meses contrastantes (setiembre 2019-época lluviosa, enero 2020-época seca). Para el
mes de setiembre se observo que en el tratamiento de 70% sombra, los genes CaAGL42, CaAGLS6,
CaCc_FRL1, CaCc_FRL3, CaCe_FRL1, CaCO, CaFT1, CaSVP-1, CaAP1 mostraron mayor
expresion con respecto al resto de los tratamientos (Anexo VI). Esta diferencia es notable
principalmente en los genes CaAGL6, CaCO y CaFT1 (Figura 4).
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Para los genes CaFLC, CaLFY, CaSVP3y CaTM3-1 mostraron una expresion baja constante entre
los tratamientos, con un leve aumento en los tratamientos de 30% y 50% de sombra. Los genes
CaAP3, CaCc_FRL2, CaCe_FRL4y CaAP1 también mostraron una expresion baja constante entre

los tratamientos, pero estos con un leve aumento en el tratamiento 0% de sombra (Figura 4).

Finalmente, los genes CaCe FRL2, CaCe FRL3, CaCe FRL4 y CaTM6 mantuvieron una
expresion baja constante en todos los tratamientos, no se observaron diferencias importantes entre

los tratamientos (Anexo VI).
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Figura 4. Analisis cuantitativo por PCR tiempo real (RT-qPCR) de la expresion relativa de genes
relacionados con el proceso de floracion en Coffea arabica L. en diferentes tratamientos de sombra
(0%, 30%, 50%, 70%) durante el mes de setiembre. Las barras muestran el promedio + DE de 3

repeticiones
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En general para el mes de enero se observé un aumento de expresion en los tratamientos de sombra
intermedia, se obtuvieron valores de expresién muy altos para los genes CaAGL6 (30% y 50%
sombra), CaLFY (30 % sombra) y CaSVP-1 (30% y 50% de sombra) (Figura 5).

Los genes CaCc_FRL1, CaCc_FRL2, CaCc_FRL4, CaCe FRL1, CaCc_FRL2 y CaCeFRL4, al
igual que en setiembre muestran baja expresion sin diferencias relevantes entre los tratamientos.
Sin embargo, vemos que los genes CaCc_FRL3 y CaCe_ FRL3, muestran un aumento de la
expresion en tratamiento de sombra intermedia de 30%. Los genes CaCO y CaFT1 vuelven a
mostrar un comportamiento de expresion similar entre ellos, pero esta vez con un aumento de
expresion en el nivel de sobra intermedia de 30%. Por otro lado, los genes CaAGL42, CaAPl y
CaAP3 muestran un aumento de expresion en el tratamiento de 50% sombra (Figura 5).

Los genes CaFLC, CaSVP3, CaTM3-1, CaP1y CaTM6 mantuvieron una expresion baja constante
en todos los tratamientos, incluso en algunos tratamientos la expresion fue nula, no se observaron

diferencias entre los tratamientos (Anexo VI).
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Figura 5. Analisis cuantitativo por PCR tiempo real (RT-qPCR) de la expresion relativa de genes
relacionados con el proceso de floracion en Coffea arabica L. en diferentes tratamientos de sombra
(0%, 30%, 50%, 70%) durante el mes de enero. Las barras muestran el promedio = DE de 3
repeticiones

4.3.Reacciones de amplificacion de polimorfismos sensibles a la metilacion (MSAP:
“Methyl-Sensitive Amplification Polymorphism”)

Durante el desarrollo del protocolo de metilacion MSAP, se realizaron ensayos tanto con ADN
extraido de flores oxidadas (estadio E3, E4, E5) como de nudos florales de C. arabica sometidos
a condiciones de sombra y estrés hidrico, se procedio a realizar el protocolo de digestion y ligacion

con las enzimas EcoRI1 y Hpall/Mspl, segun el procedimiento descrito. En el caso del ADN de
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flores oxidadas, se aplicaron diferentes concentraciones de ADN (100, 200, 300 y 500 ng) y
condiciones de incubacion (3 ha37°Cy 16 h a 37 °C, seguidas de incubaciones a 16 °C y 4 °C)
para lograr una digestion completa con las enzimas; sin embargo, ninguno de los tratamientos
resulto en una digestion eficiente, lo cual fue confirmado por electroforesis en gel (Anexo 4).
Debido al estado degradado del material vegetal y a los fallos persistentes en la digestion, se opto

por no continuar con el andlisis de estas muestras.

Con el ADN de los nudos florales se continud el protocolo, y aunque se observo una ligera
digestion, los productos obtenidos fueron escasos. Se procedié a realizar la pre-amplificacion, pero
en los andlisis por electroforesis las bandas obtenidas fueron sumamente tenues, incluso al reducir
las diluciones. En la amplificacion selectiva que se visualizaron por medio de electroforesis
capilar, el patron de bandas fue ain mas débil. Se realizaron pruebas adicionales limpiando el
ADN extraido de los nudos mediante purificacion adicional; sin embargo, los resultados de las
reacciones de amplificacion no mejoraron. A pesar de utilizar mdltiples combinaciones de
oligonucleo6tidos selectivos, los perfiles obtenidos continuaron mostrando baja intensidad y escasa
resolucidn, limitando la utilidad de los productos amplificados para analisis posteriores como se
evidencia en los electroferogramas presentados en el anexo 5. Debido a los resultados negativos

y a la poca repetibilidad que se observé durante las pruebas se decide no continuar con este analisis.

4.4 Metilacion global de ADN utilizando secuenciacion por bisulfito

Las 8 muestras de ADN correspondientes a los tratamientos de sombra (0%, 30%, 50% y 70%)
durante los meses de setiembre 2019 y enero 2020, fueron enviadas a la empresa NOVOGENE y
se logro realizar la secuenciacion con tratamiento de bisulfito de forma exitosa. Se determind el

nivel de metilacion de la citosina en cada contexto para todas las muestras.

En el mes de setiembre 2019 el tratamiento de sombra del 70% fue la muestra que obtuvo los
porcentajes mas altos de metilacion en todos los contextos (mMCpG=67,4%, mCHG=36,9%,
mCHH=12,9%). La muestra del tratamiento de sombra de 50% tuvo un porcentaje de metilacion
en el contexto mCpG de 64,7 % y tuvo los porcentajes de metilacion mas bajos de todas las
muestras en los contextos mCHG (31,2%) y mCHH (10,7%). Mientras que el tratamiento de

sombra de 30% tuvo un porcentaje de metilacion alto en el contexto mCpG (65.4%) y un
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porcentaje bajo en los contextos mMCHG (32.6%) y mCHH (11,4%) con respecto al resto de las
muestras. (Cuadro 3). La muestra del tratamiento sin sombra (0%) fue la que obtuvo el valor méas
bajo en el contexto mCpG, pero porcentajes altos en los contextos mCHG (33,3%) y mCHH
(11,9%).

Para el mes de enero 2020 se obtuvieron valores parecidos al mes de setiembre, donde la muestra
del tratamiento de 70% sombra presenta valores altos en todos los contextos (mCpG=66,4%,
mCHG=35,5%, mCHH=12,7%). En la figura 6 podemos ver como en el contexto mCHG, las
muestras del tratamiento 70% se separan del resto. Para muestra del tratamiento de 50% sombra
se presentaron porcentajes intermedios con respecto al resto de las muestras en los 3 contextos
(mCpG=64%, mCHG=32,7%, mCHH=11,4%). La muestra del tratamiento de 30% de sombra
presenta los porcentajes mas bajos en los contextos mCpG (63,9%) y mCHH (9,6%), mientras que
en el contexto MCHG presenta un porcentaje intermedio de 33%. La muestra del tratamiento sin
sombra (0%) presenta el porcentaje mas alto de todas las muestras en el contexto mCp (66,8%), el
porcentaje mas bajo de todas las muestras en el contexto mCHG (32,3%) y un porcentaje
intermedio en el contexto mMCHH de 11%. (Cuadro 3). Finalmente se realizé una comparacién de
los 3 contextos de metilacion entre los meses de enero y setiembre mediante la prueba no
paramétrica Kruskal Wallis; sin embargo; no hubo diferencias significativas para ninguno de los

contextos (p>0,05).
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Figura 6. Gréafico de distribucion de los niveles globales de metilacion de citosinas en los

contextos CpG, CHG y CHH, generado a partir del médulo Bismark Methylation Extractor e

integrado en MultiQC. Cada punto representa una muestra individual (n = 8) las muestras verdes

corresponden al mes de setiembre 2019 y las azules al mes de enero 2020, la intensidad del color

va aumentando conforme aumenta la cantidad de sombra en el tratamiento.

Cuadro 3. Porcentajes globales de metilacion de citosinas en los contextos CpG, CHG y CHH en

muestras de nudos de Coffea arabica L. recolectadas en dos meses (septiembre 2019 y enero 2020)
bajo distintos niveles de sombra (0%, 30%, 50% y 70%).

Muestra Mes % Sombra | YomCpG | Y9omCHG | YomCHH
S70 Septiembre 70 67,4 36,9 12,9
S50 Septiembre 50 64,7 31,2 10,7
S30 Septiembre 30 65,4 32,6 11,4

SO Septiembre 0 64,3 33,3 11,9
E70 Enero 70 66,4 35,5 12,7
E50 Enero 50 64 32,7 114
E30 Enero 30 63,9 33 9,6

EO Enero 0 66,8 32,2 11
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4.5 .Perfil de hormonas

Se logré medir la concentracién de las siguientes 7 hormonas vegetales en todas las muestras de
nudos florales en los 4 tratamientos de sombra (0%, 30%, 50%, 70%): &cido abscisico (ABA),
acido giberélico 1y 7 (AG1 y AGT7), acido jasmonico (JA), isopenteniladenina ribosido (iPR) y
Zeatina ribosido 1y 2 (ZR-1y ZR-2).

En el andlisis multivariado mediante mapa de calor jerarquico nos mostré diferencias claras en el
perfil hormonal de los nudos de café tanto en el mes de muestreo (setiembre 2019-enero 2020)
como en los tratamientos de sombra utilizados (0%, 30%, 50% y 70%). Los colores indican niveles
relativos de concentracion: tonos claros representan valores cercanos a la media, tonos marrones
indican concentraciones por debajo del promedio, y tonos turquesa reflejan concentraciones
elevadas. La agrupacion jerarquica muestra relaciones entre muestras y perfiles hormonales

similares, (Figura 7).
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Figura 7. Mapa de calor jerarquico de concentraciones relativas de hormonas en nudos de Coffea

Septiembre_30%

Enero_30%

Enero_0%

arabica L. recolectados en dos meses (septiembre 2019 y enero 2020) bajo distintos niveles de
sombra (0%, 30%, 50% y 70%).
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La figura 8 muestra el grafico del analisis de componentes principales donde el componente 1 (t1)
explica el 46% de la variabilidad, y separa claramente las muestras segun el tratamiento de sombra.
Podemos observar que las muestras con 70% de sombra (Repl, Rep3, Rep4) se agrupan en el
sector positivo del eje t1, mientras que las repeticiones correspondientes al tratamiento de 0% y
30% de sombra estan hacia el sector negativo. EI componente 2 (t2) explica un 20% adicional,

aportando pequefias variaciones entre muestras que no son explicadas tnicamente por el grado de

sombra.
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Figura 8. Andlisis de Componentes Principales (PCA) basado en las concentraciones de hormonas
en nudos de Coffea arabica L. bajo distintos niveles de sombra (0%, 30%, 50% y 70%)
recolectados en enero y septiembre. El grafico de puntuaciones (izquierda) muestra la distribucion
de las réplicas segun las dos primeras componentes principales (t1 y t2) y el gréfico de cargas

(derecha) indica la contribucién de cada hormona a la varianza explicada.

Especificamente en el caso de las giberelinas, AG1 presentd mayores concentraciones en los
tratamientos del 30% (0,156 ug/kg) y 50% (0,157 ug/kg) en el mes de setiembre 2019, y en los
tratamientos de 50% (0,284 ug/kg) y 70 % (0,311 ug/kg) en el mes de enero 2020 como se observa

en lafigura 7.
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Sin embargo, en la figura 9A se puede apreciar en el mes de enero un aumento de esta giberelina
en todos tratamientos con respecto a setiembre, principalmente en el tratamiento de 70% sombra
donde la concentracion de AG1 triplica la concentracion de setiembre. Para AG7 podemos
observar que en ambos meses y en todos los tratamientos este se encuentra presente en mayor
concentracion que AG1 (Figura 9). En general mantiene constante entre los tratamientos, y entre
los 2 meses de colecta, podemos ver un ligero aumento en el tratamiento de 50% y 70% sombra
en el mes de enero (figura 9 B). La acumulacién de estas hormonas en los tratamientos de mayor
sombreado coincide con su localizacion en el gréfico de puntuaciones de PCA (figura 8), donde
AG1 _Ener y AG7_Ener mostré una contribucion positiva al componente PC1, contribuyendo

significativamente a la separacion de las muestras correspondientes a condiciones de alta sombra.
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Figura 9. Graficos de barras de las concentraciones promedio (+ DE) de siete hormonas vegetales
(AG1, AG7, ZR-1, ZR-2, ABA, JA e iPR) en nudos florales de plantas de Coffea arabica L. bajo
cuatro niveles de sombra (0%, 30%, 50% y 70%) durante dos épocas del afio: enero (gris claro) y

septiembre (gris oscuro). Cada letra (A—G) corresponde a una hormona diferente.
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Las citoquininas ZR-1y ZR-2, mostraron una concentracién baja en general. En el caso de ZR-1
podemos observar en el mes de setiembre una mayor concentracion en el tratamiento de 70% y
para ZR-2 una mayor concentracion en el tratamiento de 0%. Para el mes de enero ambas
citoquininas presentan la mayor concentracion en el tratamiento de sombra intermedia de 50%.
(figura 9 C y D). Mientras que en la figura 8 nos muestra que ZR1_Ener y ZR2_Set tienen cargas
negativas lo que sugiere que las muestras con niveles altos de ZR2 y ZR1 tienden a tener perfiles
hormonales distintos, probablemente asociados a bajos niveles de sombra y con poca actividad de
giberelinas como G1_Ener, AG7_Ener y ABA_Set que se encuentran de forma positiva en el

cuadrante derecho.

Para la citoquinina iPR hay poca variabilidad entre los tratamientos de sombra, esto sucede tanto
en setiembre como en enero. Se observa un leve aumento en los porcentajes de sombra de 50% y
70% (figura 7) que también se ve reflejado en el grafico 8 donde vemos a iPR_Ener con una

contribucion positiva al componente PC1.

Para ABA se observo mayor acumulacion en el tratamiento de 70% tanto en setiembre como en
enero (figura 9 E), en la grafica de cargas de la figura 8 podemos observar que tanto ABA_Set
como ABA_Ener contribuyen de forma positiva al componente PC1, se encuentra una muy
cercana a la otra, lo que puede sugerir que su comportamiento es similar en ambos meses. Ademas,
se observa que ABA esté relacionada con muestras que tienen perfiles dominados por giberelinas

y citoquininas en enero, especialmente en condiciones de alta sombra.

En las muestras se observd mayor acumulacion de JA en el tratamiento de 0% para setiembre y
70% para enero (figura 9 F), lo que evidencia un patrén de acumulacion diferencial entre ambos
meses. La gréfica de la figura 8 nos muestra que JA_Set contribuye a la separacion vertical (PC2)
y en menor grado a la horizontal (PC1), se observa que muestras con altos niveles de JA en
septiembre tienden a ubicarse en el cuadrante superior izquierdo del grafico de puntuacione PCA,
y se encuentra opuesta a las giberelinas y ABA (que estan a la derecha), lo que indica que no se

acumula en las mismas condiciones.

Para finalizar se adjunta la figura 10 donde se resume los analisis inicialmente planteados y su
estado de ejecucion para ambos ensayos experimentales. En el experimento de estrés hidrico
(riego-sequia) se previd cuantificar la expresion génica y caracterizar la metilacion global

mediante el sistema MSAP; sin embargo, la oxidacion severa del ARN y el ADN extraidos impidid
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la obtencion de resultados confiables y repetibles, por lo que dichas determinaciones no pudieron
completarse. En el experimento de condiciones de sombra (0 %, 30 %, 50 % y 70 %) si permitid
avanzar con éxito en la cuantificacion de la expresion génica y en el perfil hormonal, asi como en
la evaluacion de la metilacion global del ADN mediante WGBS. El anélisis MSAP, propuesto
inicialmente para realizar una comparacién entre técnicas, fue suspendido debido a la limitada
integridad del ADN para esta técnica, optandose Unicamente por la técnica de secuenciacion por
bisulfito que ofrece una resolucion superior. Esta figura, por tanto, delimita claramente el conjunto
de datos disponibles que sustentan la discusion y deja en evidencia las restricciones metodologicas

que condicionaron el alcance de los resultados.
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Figura 10. Resumen de los analisis moleculares planificados y su estado de ejecucion en los dos
ensayos experimentales (estrés hidrico y condiciones de sombra). Las flechas indican la secuencia
I6gica entre el planteamiento experimental, los anlisis previstos y los resultados obtenidos.

Elaboracion propia.
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5. DISCUSION

5.1.Expresion génica

Los perfiles de expresion génica obtenidos en nudos florales de C. arabica bajo condiciones de
sombra revelan una red reguladora floral compleja y dinamica, ajustada tanto al estado fenoldgico
del tejido como a las condiciones ambientales, particularmente la radiaciéon modulada por la
sombra. Durante enero, cuando las yemas florales se encuentran en etapas tempranas de
diferenciacion, se observo una induccion notable de genes asociados con la transicion floral, como
CaFT1, CaLFY, CaAP1y CaSVP-1, especialmente bajo sombra intermedia (30% y 50%).

FLOWERING LOCUS T (FT) es un florigeno conservado en angiospermas que actGa como
integrador central de sefiales inductoras como el fotoperiodo, la temperatura y hormonas,
promoviendo la transicidn floral a través de su interaccion con FD (factor de transcripcién clonado
de FLOWERING LOCUS D, que codifica un factor de transcripcion del tipo bZIP) en el
meristemo apical (Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005). En café, CaFT1 presentd una fuerte
expresion bajo 30% de sombra en enero, coincidiendo con una alta expresion de CaLFY, un
regulador de identidad floral (Blazquez et al., 1997). Este patron respalda su rol conjunto en la
activacion del meristemo floral, tal como se ha descrito en Arabidopsis y especies perennes como
el manzano y el eucalipto (Kotoda et al., 2010; Klocko et al., 2016). Y coincide con las ventanas
fisiolégicas de induccion floral previamente descritas para café, tanto en modelos clasicos (enero-
marzo; Camargo & Camargo, 2001) como en modelos extendidos (febrero-octubre; Cardén et al.,
2022).

El aumento de CaAP1 bajo sombra intermedia, aunque de menor magnitud comparado con CaLFY,
sugiere un efecto aditivo o sinérgico en la determinacion del meristemo floral, como ha sido
propuesto en Arabidopsis, donde LFY activa directamente la expresion de AP1 (Liljegren et al.,
1999; Winter et al., 2011). Este modelo también se ha reportado en otras especies lefiosas como
Populus, en la que la activacién secuencial LFY-AP1 determina la transicion floral en el meristemo
apical (Bohlenius et al., 2006).

Por otro lado, CaSVP-1 mostro un patrén de expresién elevado en enero bajo 30-50% de sombra,

aunque no exactamente paralelo a CaAP1, como se habia sugerido anteriormente. Esto implica

34



35

que, si bien CaSVP-1 podria haber adquirido funciones promotoras de floracion similares a AGL24
por neofuncionalizacion (de Oliveira et al 2014), su regulacion puede estar modulada por factores
adicionales o contextuales, posiblemente epigenéticos o hormonales (Li et al., 2008; Alexandre &
Hennig, 2008).

Los genes CaCe_FRL1, CaCc_FRL1 y CaCe_FRL3, homologos de FRIGIDA-like, también se
expresaron con mayor intensidad en enero bajo sombra intermedia, en coincidencia con la
activacion de CaFT1 y CaLFY. En Arabidopsis, FRI promueve la expresion de FLC, un represor
de la floracion que actua inhibiendo la expresion de FT y SOCL1 en el meristemo floral (Michaels
& Amasino, 1999; Amasino, 2010).Sin embargo, en C. arabica, la expresion de CaFLC fue baja
en enero y se incrementd en septiembre, lo que sugiere que CaFRL podria cumplir funciones
divergentes, posiblemente como reguladores positivos de la floracion, tal como se ha propuesto en

otras especies tropicales no vernalizantes (Barreto et al., 2012; de Oliveira et al., 2014).

Durante septiembre, mes en el cual los nudos florales contenian frutos en desarrollo, la mayoria
de los genes inductores florales mostraron niveles bajos de expresion, excepto bajo sombra intensa
(70%), donde CaFT1y CaCO se expresaron de forma marcada. Esta expresidn sugiere una posible
reinduccion floral asincrénica inducida por baja radiacion, en concordancia con modelos de
floracion recurrente descritos para C. arabica y otras especies tropicales perennes, en los que
factores ambientales como la sombra o la rehidratacion tras un periodo de estrés hidrico modulan
la transicion floral (Lopez et al., 2021). Ademéas, CONSTANS (CO), un regulador dependiente del
fotoperiodo que induce la expresién de FT en Arabidopsis, también responde a sefiales del reloj
circadiano y a cambios en la irradiancia mediante fotorreceptores como PHYA y CRY1/2
(\Valverde et al., 2004; Imaizumi et al., 2005). Su coactivacion con CaFT1 bajo 70% de sombra en
septiembre apoya un modelo tropical adaptado, menos dependiente de la duracion del dia y mas

sensible a variaciones en la calidad de luz (Turck et al., 2008).

El perfil de CaFLC mostr6 un incremento en septiembre bajo sombra, especialmente bajo 30%,
sin correlacién inversa clara con CaFT1. Esto refuerza la hipétesis de que CaFLC no actlia como
represor central de floracion, sino que podria estar implicado en la regulacion de latencia o
procesos asociados a estreés abiotico (Sheldon et al., 2000). Esta funcidn alternativa esta respaldada

por su expresion en tejidos vegetativos y reproductivos (Barreto et al., 2012) y su regulacion

35



36

positiva por estrés hidrico (de Oliveira et al., 2014), lo cual podria ser relevante durante la fase de

maduracion del fruto en condiciones de sombra.

En cuanto a los genes MADS-box, CaAGL6 mostrd una expresion marcadamente elevada en enero
bajo sombra intermedia y alta, asi como una expresién moderada en septiembre, lo que indica una
funcidn persistente tanto en la iniciacion floral como en el desarrollo del fruto (Rijpkema et al.,
2009).

CaP1 y CaAP3 mantuvieron expresion moderada enero y un poco mas alta en setiembre, lo cual
indica una posible participacion extendida méas alla del desarrollo floral, probablemente en
procesos de crecimiento vegetativo o maduracién de frutos (Poupin et al., 2007). Estos patrones
de expresion de genes morfogenéticos sugieren una regulacién precisa que va mas alla del control
transcripcional convencional. De hecho, estudios recientes han identificado mecanismos
adicionales que modulan la transicion floral, como el procesamiento alternativo de ARN vy la
regulacion intronica. Por ejemplo, en el gen AGAMOUS (AG), se han identificado elementos cis-
regulatorios en intrones que actan como plataformas para la integracion de sefiales de activadores
como LFY y WUS, permitiendo una modulacion espaciotemporal precisa de su expresion durante
el desarrollo floral (Hong et al., 2003). Asimismo, investigaciones recientes han destacado el papel
del “splicing” alternativo de microexones en la regulacion del tiempo de floracion, lo cual
posibilita la generacion de isoformas funcionales especificas de genes clave involucrados en
floracion y desarrollo reproductivo (Wang et al., 2024). Estos mecanismos postranscripcionales y
cis-regulatorios enriquecen significativamente el panorama del control genético de la floracion,
especialmente en especies perennes, donde la plasticidad fenoldgica requiere una modulacién

ajustada en respuesta a sefiales ambientales variables.

En conjunto, estos resultados apoyan un modelo regulador de floracién altamente plastico en C.
arabica, donde mdltiples genes incluidos CaFT1, CaLFY, CaAPl, CaCO, FRL y MADS-box
actuan en redes reguladas por sefiales ambientales como la sombra, y moduladas por mecanismos
temporales y espaciales. La asincronia en la activacion de genes inductores entre enero y
septiembre, asi como la expresion persistente de genes morfogeneticos en etapas reproductivas
tardias, reflejan una estrategia adaptativa de floracion flexible, coherente con la ecologia perenne

de la especie en ambientes tropicales con estacionalidad luminica poco marcada.
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5.2.Metilacion

La metilacion del ADN es una de las principales modificaciones epigenéticas que regulan la
expresion génica, la estabilidad del genoma y las respuestas al ambiente en plantas (Law &
Jacobsen, 2010; Zhang et al., 2018). En este estudio se evaluaron los niveles de metilacion de
citosina en los contextos mCpG, mCHG y mCHH en nudos florales de C. arabica variedad Villa
Sarchi bajo distintos niveles de sombra (0%, 30%, 50%, 70%) durante dos estados fenoldgicos
contrastantes: en enero, cuando los nudos contenian yemas florales, y en septiembre, cuando los

nudos presentaban frutos inmaduros.

Los resultados revelaron que, en ambos meses, el tratamiento con 70% de sombra present6 los
niveles mas altos de metilacion en los tres contextos de citosina. Esto sugiere que una menor
disponibilidad luminica podria estar asociada con un aumento en la metilaciéon del ADN,
posiblemente como parte de una respuesta epigenética que modula la expresion de genes clave en
desarrollo y estrés (Kinoshita & Seki, 2014; Crisp et al., 2016). Lo que resulta relevante,
considerando que el desarrollo de yemas florales y de frutos inmaduros esta controlado por redes
génicas sensibles a regulaciones epigenéticas, incluyendo metilacion y desmetilacion activa
(Zhang et al., 2018; Gehring et al., 2009).

El contexto mCpG fue el méas metilado en todas las muestras, superando el 63%, lo cual es
coherente con su papel conservado en la regulacion transcripcional estable, particularmente en
regiones codificantes y promotoras de genes (Law & Jacobsen, 2010; Bewick & Schmitz, 2017).
Por otro lado, los contextos MCHG y mCHH, conocidos por su participacion en el silenciamiento
de elementos transponibles y regiones repetitivas, mostraron mayor sensibilidad a los tratamientos
de sombra, especialmente en los nudos con frutos inmaduros. Esta variabilidad es consistente con
la participacion activa de la via de metilacién dirigida por ARN (RdDM), que regula
dinamicamente la metilacion en contextos no CpG durante procesos de desarrollo o en respuesta

a estimulos ambientales (Zhang et al., 2018; Law & Jacobsen, 2010).

En septiembre, el tratamiento de 50% de sombra presentd los niveles mas bajos en mCHG y
mCHH, lo que podria reflejar una desregulacion epigenética temporal en nudos con frutos en
desarrollo. En contraste, en enero, el tratamiento de 70% mantuvo los valores mas altos en los tres

contextos, lo que podria estar asociado a un estado de latencia o control epigenético mas estricto

37



38

durante la formacion floral, como se ha observado en otros cultivos donde la transicién floral se

acomparia de reconfiguracion epigenética (Zhang et al., 2018; Springer, 2013).

A pesar de estas diferencias entre tejidos, no se detectaron diferencias significativas en los niveles
de metilacion entre los meses de enero y septiembre (p > 0,05). Esto sugiere que el metiloma de
los nudos de café es relativamente estable, y que los principales determinantes de variacion
observados se deben al nivel de sombra més que al estado de desarrollo del tejido. Sin embargo,
estudios previos han demostrado que la reprogramacion epigenética puede ser especifica de loci y
no necesariamente reflejarse en los niveles globales, por lo que se recomienda complementar estos
resultados con analisis a nivel de genes relacionados con floracion, desarrollo de fruto o regulacion
hormonal (Niederhuth et al., 2016; Ganguly et al., 2017).

Ademas, la metilacion en contextos CHG y CHH ha sido asociada con silenciamiento transitorio
de genes o elementos moviles en tejidos reproductivos o en transicion, como se ha observado
durante la gametogénesis o el desarrollo del endospermo (Law & Jacobsen, 2010; Gehring et al.,
2009). Por tanto, es posible que, en enero, los niveles mas altos de metilacion en estos contextos
estén contribuyendo a regular genes criticos en la transicion floral, mientras que en septiembre el

patron podria estar mas relacionado con el desarrollo de estructuras reproductivas.

Finalmente, estos resultados destacan la necesidad de estudiar la interaccion entre el ambiente
(como la sombra), el desarrollo fenoldgico y la epigenética para comprender como se regula el
desarrollo reproductivo en café. La estabilidad relativa del metiloma del ADN observada aqui,
también refuerza la idea de que los tejidos vegetativos pueden mantener patrones epigenéticos
robustos, salvo en contextos especificos como gametogénesis o embriogénesis (Zhang et al., 2018;
Kinoshita & Seki, 2014).

5.3.Perfil de hormonas

La acumulacion diferencial de hormonas vegetales en los nudos florales de C. arabica bajo
distintos niveles de sombra reveld patrones especificos relacionados con el estado fenolégico
(enero: yemas florales; septiembre: frutos en desarrollo) y la intensidad luminica. El analisis de

perfiles hormonales mostrd un incremento sostenido de giberelinas AG1 y AG7, asi como de la
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citoquinina iPR en enero, particularmente bajo 50% y 70% de sombra, coincidiendo con una
elevada expresion de genes inductores de floracion como CaFT1 y CaLFY. Estos resultados son
consistentes con el papel conocido de las giberelinas y citoguininas como promotores de la
floracién en diversos cultivos, incluyendo café (D’ Aloia et al., 2011; Lopez et al., 2021), y sugieren
una interaccion positiva entre la sefializacion luminica y hormonal durante la transicion floral. En
particular, iPR mostré su maxima concentracion en enero bajo 50% de sombra, lo que coincide
con estudios recientes que reportan un aumento de citoquininas en los tejidos de C. arabica tras la
rehidratacion, asociado con la ruptura de la latencia floral y la induccion de la antesis (LOpez et
al., 2021). Esta citoquinina podria estar regulada por la luz a través de fitocromos, como se ha
documentado en otras especies (Kraepiel et al., 1995; Chory et al., 1994; Kami et al., 2010),
actuando en sinergia con la sefial circadiana para promover la transicion floral (Wada et al., 2005).
Ademas, tal como lo sefiala Campos et al. (2017), la sefializacion hormonal puede estar ajustada
mediante mecanismos epigenéticos como la metilacion del ADN, modificacion de histonas y la
regulacién por ARN no codificantes, lo que ofrece un nivel adicional de control sobre la

sensibilidad del tejido floral a estimulos como la luz.

Por otro lado, en septiembre se observd una acumulacién mas alta de ABA, especialmente bajo
70% de sombra, lo cual es coherente con su papel en la latencia de yemas florales y en la respuesta
al estrés hidrico (McElwain et al., 1992; Lopez et al., 2021). De hecho, el ABA ha sido propuesto
como una sefial de mantenimiento de latencia en yemas florales del estado G4 en café, mientras
que su disminucion tras rehidratacion favorece el inicio floral (Santos et al., 2022). También se
registré una mayor acumulacion de jasmonato (JA) bajo 0% de sombra en septiembre, lo cual
podria reflejar un estado de estrés luminico asociado a la exposicion plena, como ha sido reportado
en café y otras especies (Millenaar et al., 2009; Carvalho et al., 2011). La presencia elevada de JA
en condiciones de alta radiacién se alinea con su rol como regulador clave en respuestas al estrés
abiotico, especialmente térmico y luminico (Wasternack & Hause, 2013), y con la interaccion
hormonal conocida con ABA y GA en la modulacion del crecimiento reproductivo y priorizacion
de defensa (Kazan & Manners, 2011; Yang et al., 2012). Estas interacciones hormonales pueden
estar sujetas a una regulacion epigenética dindmica, donde condiciones de estrés promueven
modificaciones cromatinicas que activan o reprimen genes clave del desarrollo reproductivo
(Campos et al., 2017)
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El andlisis multivariado (PCA) confirm6 estos patrones, separando claramente las muestras
recolectadas en enero de aquellas de septiembre a lo largo del primer componente principal (PC1),
que explica el 46% de la varianza. Las muestras de enero, especialmente bajo 50% y 70% de
sombra, se agruparon en el cuadrante positivo de PC1, asociadas a niveles elevados de giberelinas
AG1ly AGT7yde lacitoquininaiPR, reforzando su implicacion en la transicion floral. En contraste,
las muestras de septiembre se distribuyeron hacia los cuadrantes negativos o centrales, mostrando
una ligera asociacion con JA, aunque esta contribucion se explica principalmente por el PC2. Este
resultado respalda la hipotesis de que la floracion en café esta modulada por la interaccion entre
sefiales luminicas y hormonales, donde una sombra moderada favorece la acumulaciéon de
hormonas promotoras como las giberelinas y citoquininas, mientras que condiciones de sombra
intensa 0 exposicion total pueden activar rutas hormonales asociadas al estrés y la latencia
(Franklin, 2008; Casal, 2013). En conjunto, estos resultados sugieren que la modulacion hormonal
en respuesta a la intensidad de luz no solo regula la transicion floral, sino también la asincronia
reproductiva caracteristica del café, permitiendo una plasticidad fenoldgica adaptativa en

ambientes tropicales

6. CONCLUSIONES

Este estudio permitio integrar datos de expresion génica, perfil hormonal y metilacion del ADN
en nudos de C. arabica sometidos a distintos niveles de sombra durante dos estados fenoldgicos
contrastantes. Los resultados evidencian que la floracion en café es regulada por una red genética
altamente plastica y sensible a factores ambientales, particularmente la intensidad luminica.

Durante enero, cuando los nudos contenian yemas florales, se observé una mayor expresion de
genes inductores como CaFT1, CaLFY, CaAP1y CaSVP-1, especialmente bajo sombra intermedia
(30%-50%), lo cual coincidio con una acumulacion elevada de giberelinas (AG1l, AG7) y
citoquininas (iPR), sugiriendo una interaccién promotora entre luz y hormonas durante la
transicion floral. En septiembre, con nudos en desarrollo de fruto, los niveles de expresion
disminuyeron, salvo bajo 70% de sombra, donde se detectd un posible pulso de reinduccion floral,
acompafiado de mayor acumulacion de ABA y JA, hormonas asociadas a estrés y latencia. En
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cuanto a la metilacion del ADN, se encontr6 que los niveles mas altos ocurrieron bajo condiciones
de baja radiacion (70% sombra), independientemente del mes, lo que sugiere una regulacion
epigenética sensible al ambiente. Aunque no se observaron diferencias significativas entre los
meses, los contextos mMCHG y mCHH mostraron mayor variabilidad, en linea con su participacion

en el silenciamiento transitorio durante fases de desarrollo reproductivo.

En conjunto, estos hallazgos respaldan un modelo de floracion flexible y asincronica en C. arabica,
donde la interaccion entre regulacién genica, sefiales hormonales y modificaciones epigenéticas
permite una adaptacion eficiente a condiciones ambientales variables, especialmente en entornos
tropicales con baja estacionalidad luminica. Esta comprension integral proporciona una base sélida
para futuros estudios orientados al manejo fenoldgico y la mejora del cultivo bajo sistemas

agroforestales.

7. Recomendaciones

o Ampliar el andlisis transcriptdmico a nivel global: para comprender de forma méas completa
los mecanismos moleculares involucrados, seria valioso implementar anélisis de expresion
génica mediante RNA-seq, lo cual permitiria identificar redes de coexpresion, isoformas
alternativas, y nuevas vias regulatorias sensibles a la sombra y al estado fenoldgico.

e Incluir genes de sefializacién hormonal y estrés: se recomienda ampliar el panel de genes
estudiados con genes relacionados directamente con las vias de biosintesis y sefializacion
hormonal (GA, ABA, JA, iPR), asi como genes de respuesta a estrés, para comprender
mejor la interaccidn entre sefiales endogenas y ambientales.

e Realizar estudios funcionales en condiciones controladas: ensayos en camaras de
crecimiento con tratamientos controlados de luz, temperatura y riego permitirian confirmar
la influencia directa de estos factores sobre la floracion, la metilacion y la dindmica
hormonal observada en campo.

e Monitorear la dinamica hormonal y epigenética a lo largo del tiempo: se sugiere realizar
muestreos en una serie temporal mas amplia (mes a mes) para capturar con mayor
resolucion los cambios hormonales y epigenéticos durante las distintas etapas del

desarrollo floral y la antesis.
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9. ANEXOS

52

Anexo I: ADN y ARN de tejido vegetal (flores y nudos) de Coffea arabica L. en los experimentos

de estrés hidrico y porcentajes de sombra EI ADN se corri en geles de agarosa al 1% (m/v) y el

ARN se corrio en geles de agarosa desnaturalizantes (formaldehido) al 1% (m/v)
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Anexo I1: Amplificacién de los productos de PCR con el marcador CIPp_1 a partir de muestras
de ADNCc de los diferentes tratamientos de sombra (0%, 30%, 50%, 70%) durante los meses de
setiembre 2019 (S) y enero 2020 (E). Se utilizo ADN gendmico de hojas de café como control

positivo y agua como control negativo.

SO0 S30 S50 S70 E0O E30 E50 E70 C+ C-
-

Anexo I11: Evaluacion de la estabilidad de genes de referencia para RT-qPCR en Coffea arabica
L. Se muestran los valores de estabilidad calculados con “Reference gene selection tool” de
CFX Maestro™ (Bio-Rad) para cinco genes candidatos (EIF4A, ACT, TUB, GAPDH y UBI19)
analizados en tres tipos de tejido (flor, hoja y nudo). Para cada tejido se utilizaron tres réplicas

bioldgicas, y cada reaccion de RT-qPCR se corri6 en triplicado técnico.

Orden Nombre del gen Evaluacién Avg M Estabilidad # Muestras
Valor Ln(1/AvgM

Grafica de estabilidad del gen de referencia
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Estabilidad

Gen de referencia

53



54

Anexo 1V: Curvas de amplificacion y disociacion para los genes de referencia Actina y EIF4A en

8 muestras de tejido floral estadio E5 que se corrieron por triplicado.
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Anexo V: Curvas de amplificacion y disociacion para el gene de referencia CaAP3 en 8 muestras
de tejido floral estadio E5 que se corrieron por triplicado.
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Anexo VI: Resultados obtenidos con el software CFX maestro (BioRad) del promedio de
expresion relativa normalizada de 21 genes asociados a la floracion en las muestras de nudos
florales de Coffea arabica L. de los diferentes tratamientos de sombra (0%, 30%, 50%, 70%)
durante los meses de setiembre 2019 y enero 2020. Se utiliz6 como genes de referencia Actina 'y

EIF4A y todas las muestras se corrieron por triplicado.

Gen Set 0% Set 30% | Set 50% | Set 70% Ene 0% | Ene 30% | Ene 50% | Ene 70%
CaAGL42 1.45349 2.11726 | 2.83844 | 3.87813 6.20108 11.18761 | 46.63596 | 4.43285
CaAGL6 1.59519 1.66345 | 29111 6.54318 129.0117 | 678.1581 | 848.169 10.22911
CaAPl 2.12479 0.9463 4.20865 | 1047759 | NA 8.06113 120.1624 | 8.82339
CaAP3 6.47277 0.66931 | 4.20865 | 0.39573 105.9754 | 97.22447 | 444.3189 | 0.22598
CaCc_FRL1 | 0.48681 2.11726 | 1.32591 | 2.95345 8.20496 9.24514 15.66637 | 7.27873
CaCc_FRL2 | 3.70701 2.62133 | 1.51202 | 2.70641 6.39493 5.873 13.86351 | 0.02739
CaCc_FRL3 | 0.61404 2.11726 | 1.54174 | 2.64058 7.87748 52.38107 | 7.34732 0.13681
CaCc_FRL4 | 0.0011 0.00045 | 0.00066 | 0.00243 0.01196 0.0067 0.00653 11.68723
CaCe FRL1 | 0.75636 2.11726 | 1.50017 | 2.87453 17.86617 | 13.39155 | 32.23565 | 2.13977
CaCe_FRL2 | 2.6115 2.62133 | 1.37287 | 1.89964 6.04346 0.3417 4.58592 3.02928
CaCe FRL3 | 0.95762 2.11726 | 2.38488 | 2.32549 6.38288 186.7569 | 21.00994 | NA
CaCe FRL4 | 0.15724 0.03234 | 0.06104 | 0.08558 1.03852 2.63778 1.63165 11.68723
CaCoO 0.98802 1.18523 | 1.38926 | 8.03333 2.86926 100.7936 | 22.84074 | 3.7989
CaFLC 0.61491 2.11726 | 1.5913 0.84033 3.54683 NA NA NA
CaFT1 0.04335 0.20075 | 0.39188 | 8.03333 7.37959 98.0231 28.68062 | 2.75313
CalLFY 0.18953 0.28209 | 1.48909 | 0.9912 4.12018 678.1581 | 34.94263 | 0.57703
CaPl 0.29641 0.02377 | 0.09226 | 0.12715 0.05972 28.70656 | 35.29489 | 11.68723
CaSVP-1 0.76973 2.11726 | 1.45572 | 2.65108 43.97401 | 203.5986 | 240.2155 | 9.31094
CaSVP-3 0.41773 2.11726 | 1.74204 | 1.28067 1.60547 NA 5.43678 0.50511
CaTM3-1 0.42284 2.11726 | 1.7266 1.44343 4.5221 NA NA 0.85683
CaTM6 0.00759 0.00435 | 0.0138 0.04566 0.23519 0.92702 NA 11.68723
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Anexo VII: « Reaccion de digestion-ligacion con las enzimas EcoRI/Hpall (H) y EcoRI/Mspl
(M) para una muestra de tejido floral estadio E5 utilizando diferentes cantidades de ADN (100 ng,
150 ng, 200 ng, 300 ng y 500 ng) y utilizando un tiempo de incubacion de 16 h.

H300 M300 H200 M200 H150 M150 H100 M100 HS500 MS500

-
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Anexo VIII: Electroferogramas de la amplificacion selectiva de las muestras de nudos florales de

Coffea arabica L.

Electroferograma de 2 muestras de nudos florales con dilucion 1/10 utilizando la combinacion de
adaptadores EcoRI-Mspl/Hpall : 4-6(F), 4-2(G), 8-3(H), 8-9(1), 8-10(J)-10-2(K), 10-3(L), 10-6
(M) (Secuencias de los adaptadores en cuadro 2)
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Electroferograma de 2 muestras de nudos florales utilizando la combinacion de adaptadores
EcoRI-Mspl/Hpall : 8-6 (Ver cuadro 2) y probando las diluciones 1/5, 1/7,5y 1/10.
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