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Resumen 

 

La floración en Coffea arabica L. es un proceso altamente regulado por señales ambientales, 

hormonales y epigenéticas, cuya comprensión es clave ante escenarios de cambio climático. En 

este estudio se evaluaron los efectos de diferentes niveles de sombra (0%, 30%, 50%, 70%) sobre 

la expresión génica, los perfiles hormonales y los patrones de metilación del ADN en nudos 

florales de C. arabica durante dos etapas fenológicas contrastantes (enero: yemas florales; 

septiembre: frutos en desarrollo). Se cuantificó la expresión de 21 genes relacionados con floración 

por RT-qPCR. Además, se determinaron concentraciones de ABA, GA, iPR y JA mediante 

UHPLC-MS, y se evaluó la metilación global por secuenciación con bisulfito. 

Los resultados mostraron que la sombra intermedia (30–50%) en enero indujo la expresión de 

genes como CaFT1, CaLFY, CaSVP-1 y CaAP1, en concordancia con una mayor acumulación de 

AG1, AG7 e iPR, lo que sugiere una regulación promotora de la floración. En contraste, en 

septiembre, predominó la acumulación de ABA y JA, especialmente bajo 70% y 0% de sombra, 

respectivamente, lo que indica una asociación con latencia floral y estrés abiótico. En cuanto a la 

metilación del ADN, el contexto mCpG presentó los niveles más altos de metilación en todas las 

muestras, y el tratamiento con 70% de sombra mostró mayor metilación 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 floración altamente plástica en C. 

arabica, donde la interacción entre luz, hormonas y epigenética modula la transición floral y la 

asincronía reproductiva, ofreciendo información valiosa para el manejo agronómico y el 

mejoramiento genético del cultivo. 

Palabras clave: Coffea arabica, floración, expresión génica, metilación global, perfil hormonal, 

estrés abiótico
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1. INTRODUCCIÓN  

 

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 arábico) 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 más populares, y uno de los cultivos más importante en el 

comercio mundial, que genera grandes ingresos a los países productores (Montoya et al., 2006), 

entre los que destacan Brasil, Vietnam, Colombia, Indonesia y Etiopía. 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 Unión Europea, los Estados Unidos, Japón, Reino 

Unido y la Federación Rusa (ICAFE, 2021). Según el reporte del Instituto Costarricense del Café 

para el periodo 2020-2021, se estimó una producción mundial promedio de 169,54 millones de 

sacos de 60 kg. Costa Rica ocupó el décimo cuarto lugar entre los países productores, aportando 

el 0,85% de la producción mundial (ICAFE, 2021).  

Sin embargo, estudios como el realizado por Moat et al. (2017) han previsto futuros 

escenarios de cambio climático en los cuales la producción de café se verá seriamente afectada por 

el calentamiento global y el incremento de las precipitaciones. En los últimos años se han dado 

grandes avances informativos con respecto a los factores ambientales y endógenos que afectan la 

producción de café, pero estos aspectos han sido poco analizados durante el proceso de floración, 

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

La fase reproductiva del café inicia con el proceso de floración, la cual constituye uno de 

los aspectos más importantes para los productores de este cultivo, ya que cada flor se convertirá 

en un fruto, por lo que la magnitud de la cosecha resultante dependerá del éxito de la floración 

(Camayo et al., 2003). La culminación del proceso floral se da con la antesis, la cual ocurre de 10 

a 12 días después de que la planta reciba un estímulo hídrico 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 duración del déficit hídrico 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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algún tiempo después. De esta manera, se pueden esperar varios episodios de floración durante 

una temporada, hasta que todos los botones de una planta hayan madurado, y se hayan activado 

para florecer. Esta asincronía en el desarrollo de los botones florales se señala como la causa 

principal de la floración no uniforme en el café (Majerovicz & Söndahl, 2005). 

Se ha visto que la floración del café no está controlada por un factor principal aislado como 

se observa en otras angiospermas, además del fotoperíodo y la vernalización, también se da una 

asociación importante con cambios en el potencial hídrico de las plantas (Majerovicz & Söndahl, 

2005), humedad, estado nutricional de la planta, fitohormonas, temperatura (López et al., 2021) y 

los sistemas de producción (Meyland et al., 2017). En Costa Rica el café se cultiva durante la 

estación seca (la cual estaba bien definida tiempo atrás), por lo tanto, la antesis ocurría con el 

retorno de la lluvia, y los cafetos mostraban intensos eventos de floración generalmente entre abril 

y mayo en las principales áreas de producción de café en el país (Vignola et al., 2018). Este cultivo 

muestra un proceso de floración gregaria (Almeida, 2015), en el cual la mayor parte de las plantas 

de una determinada región florecen simultáneamente.  Esta es la razón principal por la que existe 

un pico de cosecha fuerte por año. Además, este patrón de temporada de floración concentrada 

permite que la cosecha se extienda por un período relativamente corto de aproximadamente tres 

meses cada año. En los últimos años este panorama ha cambiado en el país, y en toda la región 

centroamericana, debido a los incrementos variables de temperatura, y cambios en los patrones de 

precipitación ocasionados por el cambio climático, estas variaciones han afectado directamente al 

cultivo que es altamente susceptible a estos cambios (patrones de temperatura y precipitación) 

(Viguera et al., 2019).  El estrés hídrico, por ejemplo, ha agravado la asincronía floral que sufre el 

cultivo del café, ya que la antesis puede activarse cada vez que hay un período seco seguido de 

lluvias espontáneas (Almeida, 2015). Este problema de asincronía floral afecta directamente la 

calidad del café, porque las frutas en diferentes etapas de maduración (inmaduros, maduros y 

sobremaduros) estarán presentes en el momento de la cosecha, creando dificultades para la 

recolección mecánica 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 últimos tiempos es otro de los factores 

que está causando preocupación, ya que en zonas con poca elevación las plantaciones abiertas 

pueden disminuir su productividad en respuesta al estrés causado por las altas temperaturas 
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(Muschler, 1997.). Estudios realizados en años anteriores han demostrado que las plantas de café 

cultivadas bajo radiación intensa tienden a tener una alta producción, pero irregular (DaMatta, 

2004; Chaves et al, 2012), esto como resultado de las adaptaciones en los procesos morfológicos 

y metabólicos (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 período de recuperación, 

y la cosecha tiende a alternar entre años de floración intensa y floración ligera, lo que lleva a una 

tendencia de producción bienal (Chaves et al., 2012). Por otro lado, la alta producción requiere 

altos niveles de insumos externos para maximizar el rendimiento de los cultivos y, se asocian con 

la degradación del suelo y la contaminación ambiental (DaMatta, 2004).  

En el proceso de floración se ha visto que las precipitaciones asociadas a una disminución 

de la temperatura de aire pueden contribuir a la interrupción 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 anatomía, fisiología, proceso de inducción, diferenciación floral y antesis 

(Morais et al., 2008). Por lo que tener conocimiento en los niveles de sombra adecuados para que 

no afecte económicamente a la producción, es fundamental para enfrentar un escenario de cambio 

climático que permita la protección contra el estrés abiótico, y la identificación de alternativas para 

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

En general, el desarrollo floral comprende una secuencia compleja de eventos moleculares, 

bioquímicos, fisiológicos y morfológicos (Camayo et al., 2003). La mayoría de los trabajos 

realizados se basan en estudios fenológicos, pero aún no hay claridad en la relación entre el 

desarrollo reproductivo y su interacción con las señales ambientales. No se ha logrado encontrar 

suficiente evidencia molecular que apoye la influencia o rechace su relación con el estado 

metabólico y energético que podría desencadenar procesos de desarrollo (López et al., 2021). 

Estudios previos han revelado que los mecanismos epigenéticos como la metilación del 

ADN, está involucrada en la estabilidad e integridad del genoma (Gan et al., 2013), y además tiene 

un papel esencial en la regulación de la expresión 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 
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metilación del ADN está asociada con cambios en la expresión de más de 3000 genes, y sugieren 

que la metilación afecta genes con diversas funciones durante la regulación del desarrollo de las 

flores. Distintos investigadores se han dado la tarea de estudiar la metilación del ADN en todo el 

genoma de los tejidos vegetativos de especies modelos como Arabidopsis, pero aún se sabe poco 

sobre los patrones de metilación del ADN y su asociación con la expresión génica durante el 

desarrollo de la flor. 

Para el caso de la especie Coffea arabica, a la fecha no se logró encontrar ningún estudio 

sobre metilación del ADN durante el proceso de floración, aunque si se encontró información 

sobre la expresión 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 realizó un análisis de expresión con 23 

genes MADS-box, los cuales corresponden a un grupo de factores de transcripción que regulan 

varios procesos de desarrollo en plantas, que van desde el desarrollo de la raíz hasta el fruto. En 

este estudio se obtuvo una caracterización inicial de los genes involucrados en la inducción y 

desarrollo floral. 

Por otro lado, Vieira et al., (2019) reportaron el análisis de la expresión de cinco genes 

similares a FRIGIDA (FRL), que codifican proteínas clave en la regulación de la floración 

mediante la activación del gen FLC (FLOWERING LOCUS C). Se identificaron los genes 

homeólogos 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 información es de suma importancia para este sector en el país, el 

proceso de inducción de la floración ha sido poco estudiado. Solamente se tiene un conocimiento 

general y cualitativo sobre las épocas de floración, y desde el punto de vista de estudios 

moleculares, el mecanismo involucrado en la percepción de estos estímulos o señales, y la 

activación 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 metilación de ADN 

global y cambios que ocurren en la expresión de genes asociados al proceso de floración del café, 

comparando plantas bajo diferentes tratamientos hídricos y diferentes niveles de sombra, 

proporcionaría información útil para ayudarnos a comprender de una mejor forma estas vías de 
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señalización asociadas a los procesos de floración. Información que a su vez podría 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 asincronía floral frente a un escenario de 

estrés hídrico y aumento de temperatura. Además, en el área agronómica permitiría generar 

información para mejorar las prácticas agrícolas, que lograría establecer la distribución de la 

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

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1.Objetivo general 

Determinar el efecto del estrés abiótico hídrico y de sombra en la expresión génica y metilación 

global del ácido desoxirribonucleico ADN ocurridos durante el desarrollo floral en café arábico 

(C. arabica).  

2.2.Objetivos específicos 

• Cuantificar la expresión diferencial de algunos genes relacionados con la floración en café 

(C. arabica) bajo distintas condiciones de estrés abiótico (condiciones hídricas y de 

sombra). 

• Analizar los patrones de metilación global del ADN en los nudos de café sometidos a 

diferentes porcentajes de sombra mediante secuenciación por bisulfito y amplificación de 

polimorfismos sensibles a la metilación (MSAP: “Methyl-Sensitive Amplification 

Polymorphism”). 

• Determinar la asociación entre la metilación del ADN y la expresión génica durante el 

desarrollo floral en café arábigo (C. arabica). 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1.Muestreo del material vegetal bajo condiciones de estrés hídrico 

 

Se trabajó con plantas de café de la especie C. arabica variedad Catuaí 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"O, 1.170 msnm.). 

La zona de siembra posee columnas con 25 plantas cada una. El marcaje de las plantas se realizó 

de acuerdo al esquema adjunto en la figura 1, entre cada columna hay una distancia de 2 m y entre 

cada planta 80 cm. La columna A no se tomó 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 marcó 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 

días 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. Distribución de las plantas de Coffea arabica L. de la variedad Catuaí en la parcela 

experimental del ICAFE utilizadas en el presente estudio. El color rojo corresponde a plantas no 

irrigadas (condiciones de sequía) y el color amarillo corresponde a plantas que recibieron riego 

por goteo. Elaboración propia. 
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En cada una de las plantas seleccionadas se marcó una bandola en la parte apical, una en la parte 

media y una en la parte basal. En cada una de estas bandolas se tomó los siguientes datos: número 

de planta, cantidad de flores y estadio de las flores, el cual fue determinado en base a la 

clasificación 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 condición de sequía) + 15 plantas tratadas (aplicación 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 nitrógeno líquido. Se trasladaron 

congeladas hasta el laboratorio de Biotecnología Vegetal en la Escuela de Biología, Universidad 

de Costa Rica, San Pedro de Montes de Oca. Una vez en el laboratorio se almacenaron a -80 oC. 

 

3.2.Muestreo material vegetal bajo condiciones de sombra 

 

Se trabajó con plantas de café de la especie C. arabica variedad Villa Sarchí 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"O, 1.170 msnm). Se aplicaron cuatro tratamientos de 

sombra utilizando mallas de sarán con diferentes niveles de cobertura: 0 % (plantas expuestas al 

sol sin sarán), 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 climáticas 

contrastantes (época lluviosa/época seca): en el mes de setiembre (postfloración) y en enero (antes 

de que inicie la próxima floración). El marcaje se realizó seleccionando columnas de plantas que 

se encontraban fuera de los bordes de cada tratamiento y, en cada columna se marcó la planta en 

la posición 6, 12 y 18, es decir el marcaje de cada columna fila siempre empieza a partir de la sexta 

planta y se dejaron cinco plantas de separación en cada columna (Figura 2). 
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Figura 2. Distribución de las plantas de Coffea. arabica L. de la variedad Villa Sarchí 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 sarán en los diferentes tratamientos (0 %, 30 %, 50 % y 70 %). Elaboración propia. 

En cada una de las plantas seleccionadas (tres plantas por tratamiento) se cortó una bandola en la 

parte media (en el mes de setiembre) y se marcó otra bandola cercana para colectar en el segundo 

muestreo (en el mes de enero). Las bandolas colectadas se colocaron en bolsas plásticas con agua 

y se trasladaron al laboratorio de Biotecnología Vegetal en la Escuela de Biología, 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 cónicos plásticos de 50 ml y se 

almacenaron a -80 oC. 

 

3.3.Preparación del material vegetal para la extracción de ácidos nucleicos 

 

La extracción de ADN y ARN se realizó 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 nitrógeno líquido hasta pulverizar y se colocó en 

tubos Eppendorf de 2 ml. 

 

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

 

En cada muestra se agregó 1 ml de Trizol (TRI Reagent T9424, Sigma) y se dejaron reposar por 5 

min en hielo. Luego se agregaron 200 µl de cloroformo, se mezclaron por inversión por 30 s y 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 µl de 

isopropanol frío. Se dejaron precipitando en hielo por 10 min y centrifugaron por 15 min a 10000 

rpm a 4 °C. Luego, se descartó el isopropanol, se lavó el precipitado formado con 600 µl de etanol 

frío libre de RNasas al 70 % y se centrifugaron por 5 min a 13 000 rpm. Se descartó el etanol y 

realizó un segundo lavado nuevamente con etanol de 70%. Finalmente, el precipitado se secó a 37 

ºC por 5 min (aproximadamente) y posteriormente se resuspendió en 60 µl de agua libre de 

RNasas. Se agregó 1µl de DNasa I (1 U/µl, Thermo Scientific™) junto con 1 µl de buffer con 

MgCl2 a cada muestra, se incubaron a 37 °C por 1 h, y finalmente se añadió 1 µl EDTA (0,5 M, 

Thermo Scientific™) y se incubaron nuevamente a 60°C por 10 min. El ARN obtenido se 

almacenó a -80°C. 

La cantidad de ARN se cuantificó utilizando el fluorómetro QuantusTM 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 espectrofotómetro 

NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific Inc., USA), y se verificó la integridad en un gel de 
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agarosa desnaturalizante con 2 % formaldehído (37 % v/v), el cual se corrió en buffer MOPS 1X 

durante 1 h a 100 V. 

 

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

 

En cada muestra de flores y de nudos (~100 mg de material vegetal fresco) se agregaron 600 µl de 

buffer de extracción (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 β-mercaptoetanol), se mezcló por inversión por 15 s y se incubaron 

a 65 °C por 30 min, agitando cada 10 min por inversión. Posteriormente, se agregaron 600 µl de 

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

Los tubos se centrifugaron a 13 000 rpm por 5 min a temperatura ambiente. Se transfirió 400 µl 

del sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf de 1,5 ml, y se agregaron 400 µl de isopropanol frío 

(-20 ºC), se homogenizaron por inversión y dejaron reposar por 30 min en hielo. Luego se 

centrifugaron a 13000 rpm por 15 min a -4 ºC y se descartó el isopropanol. Se lavó el precipitado 

formado con 600 µl de etanol 70 v/v % frío, y centrifugó por 2 min a 13 000 rpm. Se descartó el 

etanol y se realizó un segundo lavado de nuevo con la misma cantidad de etanol. El precipitado se 

secó a 42 ºC por aproximadamente 20 min y posteriormente, cada muestra se resuspendió en 100 

µl de agua libre de nucleasas junto con 1 µl de RNasa I (10 U/µl, Thermo Scientific™), se 

incubaron a 37 ºC por 30 min y se almacenaron a -20 ºC. 

La cantidad de material genómico (ADN), se cuantificó utilizando el fluorómetro 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 espectrofotómetro NanoDrop One 

(Thermo Fisher Scientific Inc., USA), y se verificó la integridad en un gel de agarosa al 1 % con 

buffer TBE 1X (45 min/100 V).  

 

3.6.Síntesis de ADN copia 

 

Para la síntesis 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 espectrofotómetro NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific 

Inc., USA).  

En las muestras de los nudos aparte del control absoluto se realizó también una PCR con el 

marcador ClpP_1 para descartar contaminación de ADN genómico, y este se verificó en gel de 

agarosa al 1% (45 min/100V). (Anexo 1). 

 

3.7.Amplificación de genes de interés 

 

Para identificar algunos de los genes involucrados en el proceso de floración del café, se realizó la 

validación de 35 oligonucleótidos 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 MgCl2 (Thermo Scientific™), 0,5 mM 

dNTPs (Promega™), 0,2 μM de oligonucleótidos, 0,01 mg BSA (Thermo Scientific™) y 0,5 U de 

Taq DNA Polymerase (Thermo Scientific™) para un volumen final de 25 μl.  

Para los oligonucleótidos que no se reportaban las condiciones de amplificación, se realizó un 

gradiente de temperatura de 55-62 oC con el fin de determinar la temperatura de hibridación apta 

para la amplificación del fragmento del gen. Se corrió bajo el siguiente programa de amplificación: 

un ciclo de desnaturalización de 95 oC por 7 min, seguido de 35 ciclos de 95 oC por 30 s, 55-62 oC 

por 1 min y 72 oC por 1:20 min, finalizando con un ciclo de extensión de 7 min.  

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

para realizar el estudio de expresión génica mediante PCR en tiempo real. 
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Cuadro 1. Oligonucleótidos utilizados para la amplificación de genes relacionados en procesos de 

floración en Coffea arabica L. reportados en la literatura  

 

 

3.8.Análisis de expresión génica mediante qRT-PCR 

 

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

 

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

(ACT), gliceraldehído-3-fosfatodeshidrogenasa (GAPDH) y el factor de iniciación eucariota 4A 

(ElF4A), los cuales se han utilizado como referencia interna en otras investigaciones (Bolívar, 

2021). Cada gen se validó para tres tejidos: flor, nudo y hoja, para ello se utilizó la aplicación 

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

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

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

manera estable en todas las muestras según el programa. 
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3.8.2. Cuantificación de los niveles de expresión de los genes relacionados en procesos 

de floración 

 

Se analizaron los cambios en los niveles de expresión de 24 genes seleccionados (ver sección 3.7) 

contra los genes de referencia (previamente seleccionados). La amplificación de estos se realizó 

con el kit comercial Applied Biosystems™ SYBR® Green PCR Master Mix (Thermo 

Scientific™). Para cada reacción se utilizó 12 µl de master mix, 0,5 µl de cada oligonucleótido 

“forward” y “reverse” (10 uM), 9,5 µl de agua ultrapura y 2 µl de ADNc para un volumen final de 

25 µl. 

La amplificación se llevó a cabo en un termociclador de tiempo real StepOne (Applied 

Biosystems), todos los oligonucleótidos amplificaron correctamente con una temperatura de 60 

ºC. Por lo que se utilizó el siguiente programa de amplificación: 1 ciclo de desnaturalización inicial 

a 95 ºC durante 10 min; 40 ciclos de 95 ºC durante 15 s, 60 ºC 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 usó un control negativo con agua. 

Mediante el análisis de HRM se verificó la especificidad de los productos de PCR y se realizó un 

análisis de expresión genética normalizada (ΔΔCq) siguiendo el método comparativo Ct (Livak & 

Schmittgen, 2001) para la normalización con el programa CFX Maestro (Bio-Rad™), utilizando 

los dos mejores genes de referencia internos (ElF4A y ACT). 

 

3.9.Reacciones de amplificación de polimorfismos sensibles a la metilación (MSAP: 

“Methyl-Sensitive Amplification Polymorphism”) (Muñoz, 2020). 

 

3.9.1. Digestión y ligación 

 

Se utilizó el ADN extraído anteriormente (ver sección 3.5) de las flores y los nudos, de los 

tratamientos de estrés hídrico y sombra. Para la digestión del ADN de cada una de las muestras se 

hicieron pruebas con la cantidad de ADN total y el tiempo de incubación, ya que en pruebas previas 

utilizando el protocolo de Muñoz, 2020, no se logró una digestión completa del material. 

Se llevaron a cabo simultáneamente en 2 tubos de 0,5 ml con cada uno de los siguientes reactivos: 
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• Tubo 1:  6 µl del buffer Tango 10 X (Thermo Scientific™), 5U de la enzima EcoRI 

(Thermo Scientific™), 10 U de la enzima HpaII (Thermo Scientific™) y X ng de ADN. 

Donde X representa cada una de las cantidades de ADN que se probó: 100 ng, 150 ng, 200 

ng, 300 ng, 500 ng.  

• Tubo 2: 6 µl del buffer Tango 10 X (Thermo Scientific™), 5U de la enzima EcoRI (Thermo 

Scientific™), 10 U de la enzima MspI (Thermo Scientific™) y X ng de ADN. 

Esta digestión se realizó por un período de incubación de 3 h a 37 oC. Posteriormente, se realizó 

una segunda digestión con ligación simultánea, en la que se agregaron 10 µl de una solución 

compuesta por 6 µl de buffer digestión-ligación 5X (250 mM KOAc, 50 mM Tris-HOAc, pH: 

7,5, 50 mM MgOAc, 250 µg/ml BSA y 25 mM DTT), 5 U de EcoRI, 10 U de la enzima 

correspondiente de cada tubo (MspI o HpaII), 5 pmol/µl del adaptador-EcoRI 

(AATTGGTACGCAGTCTAC), 50 pmol/µl del adaptador H/M (CGATCGAGACTCAT), 10 

mM ATP y 400 U/µl de ligasa T4 DNA (1000U) (Thermo Scientific™). Las muestras se 

incubaron según estos 2 protocolos: 

• 3 h a 37°C, 2h por 16°C y finalmente se dejarán toda la noche a 4 °C.  

• 16 h a 37°C, 2h por 16°C y finalmente se dejarán toda la noche a 4 °C. 

Para verificar que las reacciones se efectuaron de forma correcta se realizará un gel de agarosa al 

1 % m/v con buffer TBE 1X (45 min/100 V). 

3.9.2. Pre-amplificación  

 

Para las reacciones de pre-amplificación se utilizaron los ADN previamente digerido/ligado 

diluido (1/30, 1/10, 1/5 µl) junto con 3 µl de 10X buffer de PCR con MgCl2, 0,6 µl de dNTPs (10 

mM), 0,2 µl de Taq polimerasa (5 U/µl), 1,5 µl de Eco+0 ( GACTGCGTACCAATTCA) (10 µM), 

H/M+0 (ATGAGTCTCGATCGG) (10 µM) y se llevarán al termociclador bajo el siguiente 

programa de amplificación: 1 ciclo de desnaturalización inicial de 94 °C por 5 min; 28 ciclos de 

94 °C por 30 s, 60 °C por 1 min y 72 °C por 1 min con una extensión final de 72 °C por 15 min. 

Para verificar que las reacciones de pre-amplificación se efectuaron de forma correcta se realizó 

un gel de agarosa al 1 % con buffer TBE 1X (45 min/100 V). 
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3.9.3. Amplificación selectiva 

 

Para realizar las amplificaciones selectivas se utilizaron los productos de pre-amplificación 

obtenidos previamente diluidos (1/30, 1/10, 1/5 µl) junto con 2 µl de 10X buffer de PCR con 

MgCl2, 0,4 µl de dNTPs (10 mM), 0,2 µl de Taq polimerasa (5 U/µl), 1,5 µl de Eco+3 (10 µM), 

H/M+3 (10 µM) (Cuadro 2) y se llevarán al termociclador bajo el siguiente programa de 

amplificación: 1 ciclo de desnaturalización 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 30 s, 56 °C por 30 s y 72 °C por 1 min; 1 ciclo de extensión final de 72 °C por 15 min y 37 

°C por 3 min.   

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

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

EcoRI MspI/HpaII 

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. Metilación global de ADN utilizando secuenciación por bisulfito 

 

Este procedimiento se realizó únicamente para el experimento de sombra. Se utilizaron 50 µl del 

ADN aislado previamente y se envió a la empresa NOVOGENE donde se realizó la secuenciación 

genómica completa por bisulfito (WGBS) la cual se utiliza para convertir las citosinas no metiladas 

en uracilo, permitiendo que las citosinas metiladas se identifiquen mediante secuenciación 

genómica. 
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Para procesar los datos se utilizó la plataforma Galaxy (versión Europea), utilizando el siguiente 

flujo de trabajo: 

 

Figura 3. Flujo de trabajo bioinformático empleado en la plataforma Galaxy para analizar perfiles 

de metilación del ADN genómico en Coffea arabica L. mediante datos de secuenciación por 

bisulfito (WGBS). Elaboración propia. 
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3.11. Perfil de hormonas vegetales 

 

Para la obtención del perfil hormonal de cada muestra de nudos en los diferentes tratamientos de 

sombra se utilizó el protocolo “Análisis de hormonas vegetales por cromatografía de alto 

desempeño con detección de masas (UHPLC-MS)”, el cual fue desarrollado por el laboratorio de 

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

 

3.11.1. Extracción de las hormonas 

 

Se colocó la muestra (previamente liofilizada) en un mortero y se pulverizó con nitrógeno líquido, 

se pesaron 20 mg de material seco y se colocaron en tubos Eppendorf de 2 ml color ámbar. A cada 

muestra se le agregó 1 ml de acetonitrilo al 50% (v/v) frío y se dejaron durante toda la noche en 

oscuridad y a 4 °C con agitación de 600 rpm. Posteriormente se centrifugaron los tubos a máxima 

velocidad (13200 min-1 a 4 °C por 10 min) y se traspasó el sobrenadante en un tubo limpio, los 

cuales se colocaron en un concentrador al vacío speed-vac (modo V-AQ) a temperatura ambiente 

(duración aproximada: 5 horas).  El precipitado de cada muestra se resuspendió en 400 µl de 

acetonitrilo al 30 % (v/v), y se colocó en el sonicador por 5 min., finalmente se filtraron utilizando 

filtros de 0,2 µm y se procedió a analizar en el UHPLC–ESI–MS/MS (Ultimate 3000 TSQ Endura, 

serie TQH-E1-0288, marca Thermo Fisher Scientific, MA, USA). 

Para la obtención de las muestras enriquecidas se utiliza el mismo procedimiento, pero luego de 

pesar del material seco, se agregó el estándar d-2ip (2,93 µL a cada tubo de una solución a 10 

mg/L) al tubo Eppendorf color ámbar y se homogenizó utilizando el ultra-turrax con potencia 

escalonada. La utilización de muestras enriquecidas permite la estimación de la eficiencia de la 

extracción por medio del cálculo del porcentaje de recuperación. 

 

 

 



19 
 

19 
 

3.11.2. Preparación de curvas de calibración, cuantificación y estimación de 

incertidumbre 

 

Para la cuantificación de hormonas vegetales, se prepararon curvas de calibración específicas para 

cada corrida en el UHPLC–ESI–MS/MS. Se utilizaron 15 estándares, correspondientes a 12 

hormonas naturales (trans-zeatina, zeatina ribósido isopenteniladenina, benziladenina, ácido indol-

3-acético, isopentenila-denosina, benziladenina ribósido, ácido abscísico, ácido jasmónico y las 

giberelinas A1, A4 y A7) y 3 hormonas deuteradas utilizadas como controles internos (d-trans-

zeatina, d-Benziladenina, d-Ácido indol-3-acético). Las concentraciones abarcaron un rango de 1,7 

a 222 µg/kg. A partir de soluciones madre individuales, se preparó una mezcla estándar con una 

concentración de 1000 µg/kg. A partir de esta mezcla, se realizaron diluciones seriadas en metanol 

grado cromatográfico para generar los distintos puntos de la curva de calibración. Todas las 

soluciones se filtraron a través de filtros de membrana de 0,2 µm antes de su análisis. Las curvas 

de calibración se utilizaron para determinar la concentración de hormonas en las muestras 

analizadas, mediante interpolación del área del pico cromatográfico. 

La concentración de cada hormona en las muestras se calculó con la siguiente fórmula: 

𝐶𝐻 =
(

𝐴 − 𝑏
𝑚 ) ×  𝑉𝑟

𝑀
 ×  %𝑅 

donde CH es la concentración de la hormona en µg/kg, A es el área del pico cromatográfico, b el 

intercepto y m la pendiente de la curva de calibración, Vr el volumen de resuspensión en litros, M 

la masa de la muestra seca en kilogramos, y %R el porcentaje de recuperación. 

Para estimar el porcentaje de recuperación del método de extracción, se prepararon muestras 

enriquecidas con una concentración conocida de un estándar deuterado y se calculó con la siguiente 

formula: 

𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 (%) =
(𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑒𝑛 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑒𝑛𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒𝑐𝑖𝑑𝑎 )

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑟𝑒𝑎𝑙 𝑎𝑑𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑑𝑎
 × 100 

Los límites de detección y cuantificación fueron determinados previamente para cada hormona 

vegetal mediante validaciones internas en el laboratorio.  La estimación de la incertidumbre en los 

resultados se realizó considerando dos factores principales: la variabilidad entre repeticiones 
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(representando el 89% de la incertidumbre total) y el porcentaje de recuperación (11%). Por esta 

razón, todos los análisis se realizaron por duplicado y se reportó la desviación estándar. El 

porcentaje de recuperación fue incorporado directamente en el cálculo de la concentración, lo que 

permitió una estimación precisa y confiable del contenido hormonal en las muestras analizadas. 

Para el análisis del perfil hormonal, se aplicaron métodos estadísticos multivariados con el objetivo 

de identificar patrones de variación entre los diferentes tratamientos de sombra y épocas de 

muestreo. Se realizaron análisis de componentes principales (PCA), regresión por mínimos 

cuadrados parciales (PLS) y su versión ortogonal (OPLS) utilizando el software Multivariate 

(versión 2.3.10) en la plataforma Galaxy, lo que permitió explorar la estructura de los datos, 

clasificar las muestras y determinar las hormonas con mayor capacidad discriminante. Además, se 

construyeron gráficos 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 interpretación de los cambios hormonales. Además, se 

generaron mapas de calor mediante el software heatmap2 (versión 3.2.0) también de la plataforma 

Galaxy, incorporando agrupamiento jerárquico bidireccional para visualizar la distribución 

relativa de las hormonas y las similitudes entre condiciones experimentales. 

 

4. RESULTADOS 

 

4.1.Extracción de ADN, ARN y síntesis de ADNc 

 

Se logró extraer de forma exitosa ADN y ARN de los nudos de café para los análisis posteriores 

(Anexo I).  El ARN se extrajo libre de contaminación con ADN, esto se comprobó al amplificar 

el ADNc de las muestras con el oligonucleótido ClpP_1 el cual es exclusivo de una región del 

genoma del cloroplasto por lo que no amplificó en ninguna de las muestras de ADNc, y amplificó 

en el control positivo de ADN genómico (Anexo II) 

En el caso del tejido floral, se presentó un inconveniente importante: el congelador que almacenaba 

las muestras sufrió un desperfecto mecánico, lo que provocó la descongelación y oxidación de 

todo el material. Aunque se logró realizar la extracción de los ácidos nucleicos, el producto final 
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mantenía signos de oxidación. En el gel de agarosa se observó una ligera degradación tanto del 

ADN como del ARN; no obstante, debido a la intensa coloración de las muestras, no fue posible 

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

 

4.2.Expresión génica 

 

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

(ElF4A), esto según los resultados de estabilidad del “Reference gene selection tool” (GENorm) 

del programa CFX Mestro (BioRad) (Anexo III). 

Durante las pruebas preliminares para el análisis de expresión génica de las flores recolectadas en 

el experimento de sequía, se identificaron problemas asociados a la calidad del ARN extraído. A 

pesar de que fue posible sintetizar ADNc, la oxidación del tejido floral, producto de una 

degradación acelerada por la descongelación, comprometió la integridad del ARN y como 

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

Esto se evidenció en los análisis de curvas de disociación (HRM), donde solo unas pocas muestras 

mostraron picos definidos para los genes de referencia (Anexo IV), mientras que la mayoría no 

presentó amplificación o generó productos inespecíficos. Ejemplo de esto, sucedió con el gen 

CaAP3, donde se detectaron múltiples picos anómalos que indican una amplificación inespecífica 

(Anexo V). Debido a estos resultados inconsistentes y la baja calidad general de las curvas de 

fusión con la mayoría de los genes incluyendo los genes de referencia, se decidió no continuar con 

el experimento de expresión genética para las muestras florales.  

En el caso de las muestras de los nudos de café para los tratamientos de sombra, se logró optimizar 

el protocolo para 21 oligonucleótidos de los 34 seleccionados inicialmente. Se analizó la expresión 

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 observó que en el tratamiento de 70% sombra, los genes CaAGL42, CaAGL6, 

CaCc_FRL1, CaCc_FRL3, CaCe_FRL1, CaCO, CaFT1, CaSVP-1, CaAP1 mostraron mayor 

expresión 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, CaSVP3 y CaTM3-1 mostraron una expresión baja constante entre 

los tratamientos, con un leve aumento en los tratamientos de 30% y 50% de sombra.  Los genes 

CaAP3, CaCc_FRL2, CaCe_FRL4 y CaAP1 también mostraron una expresión 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 

expresión baja constante en todos los tratamientos, no se observaron diferencias importantes entre 

los tratamientos (Anexo VI). 

 

Figura 4. Análisis cuantitativo por PCR tiempo real (RT-qPCR) de la expresión relativa de genes 

relacionados con el proceso de floración 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 observó un aumento de expresión en los tratamientos de sombra 

intermedia, se obtuvieron valores de expresión 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 expresión sin diferencias relevantes entre los tratamientos. 

Sin embargo, vemos que los genes CaCc_FRL3 y CaCe_FRL3, muestran un aumento de la 

expresión en tratamiento de sombra intermedia de 30%. Los genes CaCO y CaFT1 vuelven a 

mostrar un comportamiento de expresión similar entre ellos, pero esta vez con un aumento de 

expresión en el nivel de sobra intermedia de 30%. Por otro lado, los genes CaAGL42, CaAP1 y 

CaAP3 muestran un aumento de expresión en el tratamiento de 50% sombra (Figura 5). 

Los genes CaFLC, CaSVP3, CaTM3-1, CaP1 y CaTM6 mantuvieron una expresión baja constante 

en todos los tratamientos, incluso en algunos tratamientos la expresión fue nula, no se observaron 

diferencias entre los tratamientos (Anexo VI). 
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Figura 5. Análisis cuantitativo por PCR tiempo real (RT-qPCR) de la expresión relativa de genes 

relacionados con el proceso de floración 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 amplificación de polimorfismos sensibles a la metilación (MSAP: 

“Methyl-Sensitive Amplification Polymorphism”) 

 

Durante el desarrollo del protocolo de metilación MSAP, se realizaron ensayos tanto con ADN 

extraído de flores oxidadas (estadio E3, E4, E5) como de nudos florales de C. arabica sometidos 

a condiciones de sombra y estrés hídrico, se procedió a realizar el protocolo de digestión y ligación 

con las enzimas EcoRI y HpaII/MspI, según 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 incubación (3 h a 37 °C y 16 h a 37 °C, seguidas de incubaciones a 16 °C y 4 °C) 

para lograr una digestión completa con las enzimas; sin embargo, ninguno de los tratamientos 

resultó en una digestión 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 digestión, se optó 

por no continuar con el análisis de estas muestras. 

Con el ADN de los nudos florales se continuó el protocolo, y aunque se observó una ligera 

digestión, los productos obtenidos fueron escasos. Se procedió a realizar la pre-amplificación, pero 

en los análisis por electroforesis las bandas obtenidas fueron sumamente tenues, incluso al reducir 

las diluciones. En la amplificación selectiva que se visualizaron por medio de electroforesis 

capilar, el patrón de bandas fue aún más débil. Se realizaron pruebas adicionales limpiando el 

ADN extraído de los nudos mediante purificación adicional; sin embargo, los resultados de las 

reacciones de amplificación no mejoraron. A pesar de utilizar múltiples combinaciones de 

oligonucleótidos selectivos, los perfiles obtenidos continuaron mostrando baja intensidad y escasa 

resolución, limitando la utilidad de los productos amplificados para análisis posteriores como se 

evidencia en los electroferogramas presentados en el anexo 5.  Debido a los resultados negativos 

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

 

4.4.Metilación global de ADN utilizando secuenciación 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 logró realizar la secuenciación con tratamiento de bisulfito de forma exitosa. Se determinó el 

nivel de metilación 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 más altos de metilación en todos los contextos (mCpG=67,4%, mCHG=36,9%, 

mCHH=12,9%). La muestra del tratamiento de sombra de 50% tuvo un porcentaje de metilación 

en el contexto mCpG de 64,7 % y tuvo los porcentajes de metilación más 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 metilación alto en el contexto mCpG (65.4%) y un 
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porcentaje bajo en los contextos mCHG (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 más 

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 más 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 más alto de todas las muestras en el contexto mCp (66,8%), el 

porcentaje más bajo de todas las muestras en el contexto mCHG (32,3%) y un porcentaje 

intermedio en el contexto mCHH de 11%. (Cuadro 3). Finalmente se realizó una comparación de 

los 3 contextos de metilación 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.  Gráfico de distribución de los niveles globales de metilación de citosinas en los 

contextos CpG, CHG y CHH, generado a partir del módulo 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 metilación 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 %mCpG %mCHG %mCHH 

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 

S0 Septiembre 0 64,3 33,3 11,9 

E70 Enero 70 66,4 35,5 12,7 

E50 Enero 50 64 32,7 11,4 

E30 Enero 30 63,9 33 9,6 

E0 Enero 0 66,8 32,2 11 
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4.5.Perfil de hormonas 

 

Se logró medir la concentración de las siguientes 7 hormonas vegetales en todas las muestras de 

nudos florales en los 4 tratamientos de sombra (0%, 30%, 50%, 70%): ácido abscísico (ABA), 

ácido giberélico 1 y 7 (AG1 y AG7), ácido jasmónico (JA), isopenteniladenina ribósido (iPR) y 

Zeatina ribósido 1 y 2 (ZR-1 y ZR-2). 

En el análisis multivariado mediante mapa de calor jerárquico nos mostró 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 concentración: tonos claros representan valores cercanos a la media, tonos marrones 

indican concentraciones por debajo del promedio, y tonos turquesa reflejan concentraciones 

elevadas. La agrupación jerárquica muestra relaciones entre muestras y perfiles hormonales 

similares, (Figura 7).  

 

Figura 7. Mapa de calor jerárquico de concentraciones relativas de hormonas en nudos de Coffea 

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 gráfico del análisis de componentes principales donde el componente 1 (t1) 

explica el 46% de la variabilidad, y separa claramente las muestras según el tratamiento de sombra. 

Podemos observar que las muestras con 70% de sombra (Rep1, Rep3, Rep4) se agrupan en el 

sector positivo del eje t1, mientras que las repeticiones correspondientes al tratamiento de 0% y 

30% de sombra están hacia el sector negativo. El componente 2 (t2) explica un 20% adicional, 

aportando pequeñas variaciones entre muestras que no son explicadas únicamente por el grado de 

sombra. 

 

Figura 8. Análisis 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 gráfico de puntuaciones (izquierda) muestra la distribución 

de las réplicas según las dos primeras componentes principales (t1 y t2) y el gráfico de cargas 

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

 

Específicamente en el caso de las giberelinas, AG1 presentó 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 la figura 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 concentración de AG1 triplica la concentración de setiembre.  Para AG7 podemos 

observar que en ambos meses y en todos los tratamientos este se encuentra presente en mayor 

concentración 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 acumulación de estas hormonas en los tratamientos de mayor 

sombreado coincide con su localización en el gráfico de puntuaciones de PCA (figura 8), donde 

AG1_Ener y AG7_Ener mostró una contribución positiva al componente PC1, contribuyendo 

significativamente a la separación de las muestras correspondientes a condiciones de alta sombra. 
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Figura 9. Gráficos 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 año: enero (gris claro) y 

septiembre (gris oscuro). Cada letra (A–G) corresponde a una hormona diferente. 
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Las citoquininas ZR-1 y ZR-2, mostraron una concentración baja en general. En el caso de ZR-1 

podemos observar en el mes de setiembre una mayor concentración en el tratamiento de 70% y 

para ZR-2 una mayor concentración en el tratamiento de 0%. Para el mes de enero ambas 

citoquininas presentan la mayor concentración 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 

contribución positiva al componente PC1. 

Para ABA se observó mayor acumulación en el tratamiento de 70% tanto en setiembre como en 

enero (figura 9 E), en la gráfica 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. Además, 

se observa que ABA está relacionada con muestras que tienen perfiles dominados por giberelinas 

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

En las muestras se observó mayor acumulación de JA en el tratamiento de 0% para setiembre y 

70% para enero (figura 9 F), lo que evidencia un patrón de acumulación diferencial entre ambos 

meses.  La gráfica de la figura 8 nos muestra que JA_Set contribuye a la separación 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 gráfico de puntuacione PCA, 

y se encuentra opuesta a las giberelinas y ABA (que están 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 análisis inicialmente planteados y su 

estado de ejecución para ambos ensayos experimentales. En el experimento de estrés hídrico 

(riego-sequía) se previó cuantificar la expresión génica y caracterizar la metilación global 

mediante el sistema MSAP; sin embargo, la oxidación severa del ARN y el ADN extraídos impidió 
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la obtención 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 %) sí permitió 

avanzar con éxito en la cuantificación de la expresión génica y en el perfil hormonal, así como en 

la evaluación de la metilación global del ADN mediante WGBS. El análisis MSAP, propuesto 

inicialmente para realizar una comparación entre técnicas, fue suspendido debido a la limitada 

integridad del ADN para esta técnica, optándose únicamente por la técnica de secuenciación por 

bisulfito que ofrece una resolución superior. Esta figura, por tanto, delimita claramente el conjunto 

de datos disponibles que sustentan la discusión y deja en evidencia las restricciones metodológicas 

que condicionaron el alcance de los resultados. 

 

 

Figura 10. Resumen de los análisis moleculares planificados y su estado de ejecución en los dos 

ensayos experimentales (estrés hídrico y condiciones de sombra). Las flechas indican la secuencia 

lógica entre el planteamiento experimental, los análisis previstos y los resultados obtenidos. 

Elaboración propia. 
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5. DISCUSIÓN 

 

5.1.Expresión génica 

 

Los perfiles de expresión génica obtenidos en nudos florales de C. arabica bajo condiciones de 

sombra revelan una red reguladora floral compleja y dinámica, ajustada tanto al estado fenológico 

del tejido como a las condiciones ambientales, particularmente la radiación modulada por la 

sombra. Durante enero, cuando las yemas florales se encuentran en etapas tempranas de 

diferenciación, se observó una inducción notable de genes asociados con la transición floral, como 

CaFT1, CaLFY, CaAP1 y CaSVP-1, especialmente bajo sombra intermedia (30% y 50%). 

FLOWERING LOCUS T (FT) es un florígeno conservado en angiospermas que actúa como 

integrador central de señales inductoras como el fotoperiodo, la temperatura y hormonas, 

promoviendo la transición floral a través de su interacción con FD (factor de transcripción clonado 

de FLOWERING LOCUS D, que codifica un factor de transcripción del tipo bZIP) en el 

meristemo apical (Abe et al., 2005; Wigge et al., 2005). En café, CaFT1 presentó una fuerte 

expresión bajo 30% de sombra en enero, coincidiendo con una alta expresión de CaLFY, un 

regulador de identidad floral (Blázquez et al., 1997). Este patrón respalda su rol conjunto en la 

activación 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 

fisiológicas de inducción floral previamente descritas para café, tanto en modelos clásicos (enero-

marzo; Camargo & Camargo, 2001) como en modelos extendidos (febrero-octubre; Cardón 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 determinación del meristemo floral, como ha sido 

propuesto en Arabidopsis, donde LFY activa directamente la expresión de AP1 (Liljegren et al., 

1999; Winter et al., 2011). Este modelo también se ha reportado en otras especies leñosas como 

Populus, en la que la activación secuencial LFY-AP1 determina la transición floral en el meristemo 

apical (Böhlenius et al., 2006). 

Por otro lado, CaSVP-1 mostró un patrón de expresión elevado en enero bajo 30–50% de sombra, 

aunque no exactamente paralelo a CaAP1, como se había sugerido anteriormente. Esto implica 
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que, si bien CaSVP-1 podría haber adquirido funciones promotoras de floración similares a AGL24 

por neofuncionalización (de Oliveira et al 2014), su regulación 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, homólogos de FRIGIDA-like, también se 

expresaron con mayor intensidad en enero bajo sombra intermedia, en coincidencia con la 

activación de CaFT1 y CaLFY. En Arabidopsis, FRI promueve la expresión de FLC, un represor 

de la floración que actúa inhibiendo la expresión de FT y SOC1 en el meristemo floral (Michaels 

& Amasino, 1999; Amasino, 2010).Sin embargo, en C. arabica, la expresión de CaFLC fue baja 

en enero y se incrementó en septiembre, lo que sugiere que CaFRL podría cumplir funciones 

divergentes, posiblemente como reguladores positivos de la floración, 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 contenían frutos en desarrollo, la mayoría 

de los genes inductores florales mostraron niveles bajos de expresión, excepto bajo sombra intensa 

(70%), donde CaFT1 y CaCO se expresaron de forma marcada. Esta expresión sugiere una posible 

reinducción floral asincrónica inducida por baja radiación, en concordancia con modelos de 

floración recurrente descritos para C. arabica y otras especies tropicales perennes, en los que 

factores ambientales como la sombra o la rehidratación tras un periodo de estrés hídrico modulan 

la transición floral (López et al., 2021).Además, CONSTANS (CO), un regulador dependiente del 

fotoperiodo que induce la expresión de FT en Arabidopsis, también responde a señales 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 coactivación con CaFT1 bajo 70% de sombra en 

septiembre apoya un modelo tropical adaptado, menos dependiente de la duración del día y más 

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

El perfil de CaFLC mostró un incremento en septiembre bajo sombra, especialmente bajo 30%, 

sin correlación inversa clara con CaFT1. Esto refuerza la hipótesis de que CaFLC no actúa como 

represor central de floración, sino que podría estar implicado en la regulación de latencia o 

procesos asociados a estrés abiótico (Sheldon et al., 2000). Esta función alternativa está respaldada 

por su expresión en tejidos vegetativos y reproductivos (Barreto et al., 2012) y su regulación 
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positiva por estrés hídrico (de Oliveira et al., 2014), lo cual podría ser relevante durante la fase de 

maduración del fruto en condiciones de sombra. 

En cuanto a los genes MADS-box, CaAGL6 mostró una expresión marcadamente elevada en enero 

bajo sombra intermedia y alta, así como una expresión moderada en septiembre, lo que indica una 

función persistente tanto en la iniciación floral como en el desarrollo del fruto (Rijpkema et al., 

2009). 

CaP1 y CaAP3 mantuvieron expresión moderada enero y un poco más alta en setiembre, lo cual 

indica una posible participación extendida más allá del desarrollo floral, probablemente en 

procesos de crecimiento vegetativo o maduración de frutos (Poupin et al., 2007). Estos patrones 

de expresión de genes morfogenéticos sugieren una regulación precisa que va más allá del control 

transcripcional convencional. De hecho, estudios recientes han identificado mecanismos 

adicionales que modulan la transición floral, como el procesamiento alternativo de ARN y la 

regulación intrónica. Por ejemplo, en el gen AGAMOUS (AG), se han identificado elementos cis-

regulatorios en intrones que actúan como plataformas para la integración de señales de activadores 

como LFY y WUS, permitiendo una modulación espaciotemporal precisa de su expresión durante 

el desarrollo floral (Hong et al., 2003). Asimismo, investigaciones recientes han destacado el papel 

del “splicing” alternativo de microexones en la regulación del tiempo de floración, lo cual 

posibilita la generación de isoformas funcionales específicas de genes clave involucrados en 

floración y desarrollo reproductivo (Wang et al., 2024). Estos mecanismos postranscripcionales y 

cis-regulatorios enriquecen significativamente el panorama del control genético de la floración, 

especialmente en especies perennes, donde la plasticidad fenológica requiere una modulación 

ajustada en respuesta a señales ambientales variables. 

En conjunto, estos resultados apoyan un modelo regulador de floración altamente plástico en C. 

arabica, donde múltiples genes incluidos CaFT1, CaLFY, CaAP1, CaCO, FRL y MADS-box 

actúan en redes reguladas por señales ambientales como la sombra, y moduladas por mecanismos 

temporales y espaciales. La asincronía en la activación de genes inductores entre enero y 

septiembre, así como la expresión persistente de genes morfogenéticos en etapas reproductivas 

tardías, reflejan una estrategia adaptativa de floración flexible, coherente con la ecología perenne 

de la especie en ambientes tropicales con estacionalidad lumínica poco marcada. 
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5.2.Metilación 

 

La metilación del ADN es una de las principales modificaciones epigenéticas que regulan la 

expresión 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 metilación de 

citosina en los contextos mCpG, mCHG y mCHH en nudos florales de C. arabica variedad Villa 

Sarchí bajo distintos niveles de sombra (0%, 30%, 50%, 70%) durante dos estados fenológicos 

contrastantes: en enero, cuando los nudos contenían yemas florales, y en septiembre, cuando los 

nudos presentaban frutos inmaduros. 

Los resultados revelaron que, en ambos meses, el tratamiento con 70% de sombra presentó los 

niveles más altos de metilación en los tres contextos de citosina. Esto sugiere que una menor 

disponibilidad lumínica podría estar asociada con un aumento en la metilación del ADN, 

posiblemente como parte de una respuesta epigenética que modula la expresión 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 está controlado por redes 

génicas sensibles a regulaciones epigenéticas, incluyendo metilación y desmetilación activa 

(Zhang et al., 2018; Gehring et al., 2009). 

El contexto mCpG fue el más metilado en todas las muestras, superando el 63%, lo cual es 

coherente con su papel conservado en la regulación 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 participación 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 participación activa de la vía de metilación dirigida por ARN (RdDM), que regula 

dinámicamente la metilación en contextos no CpG durante procesos de desarrollo o en respuesta 

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

En septiembre, el tratamiento de 50% de sombra presentó los niveles más bajos en mCHG y 

mCHH, lo que podría reflejar una desregulación epigenética temporal en nudos con frutos en 

desarrollo. En contraste, en enero, el tratamiento de 70% mantuvo los valores más altos en los tres 

contextos, lo que podría estar asociado a un estado de latencia o control epigenético más estricto 
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durante la formación floral, como se ha observado en otros cultivos donde la transición floral se 

acompaña de reconfiguración epigenética (Zhang et al., 2018; Springer, 2013). 

A pesar de estas diferencias entre tejidos, no se detectaron diferencias significativas en los niveles 

de metilación 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 variación 

observados se deben al nivel de sombra más que al estado de desarrollo del tejido. Sin embargo, 

estudios previos han demostrado que la reprogramación epigenética puede ser específica de loci y 

no necesariamente reflejarse en los niveles globales, por lo que se recomienda complementar estos 

resultados con análisis a nivel de genes relacionados con floración, desarrollo de fruto o regulación 

hormonal (Niederhuth et al., 2016; Ganguly et al., 2017). 

Además, la metilación en contextos CHG y CHH ha sido asociada con silenciamiento transitorio 

de genes o elementos móviles en tejidos reproductivos o en transición, 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 más altos de metilación en estos contextos 

estén contribuyendo a regular genes críticos en la transición floral, mientras que en septiembre el 

patrón podría estar más relacionado con el desarrollo de estructuras reproductivas. 

Finalmente, estos resultados destacan la necesidad de estudiar la interacción entre el ambiente 

(como la sombra), el desarrollo fenológico y la epigenética para comprender cómo se regula el 

desarrollo reproductivo en café. La estabilidad relativa del metiloma del ADN observada aquí, 

también refuerza la idea de que los tejidos vegetativos pueden mantener patrones epigenéticos 

robustos, salvo en contextos específicos como gametogénesis o embriogénesis (Zhang et al., 2018; 

Kinoshita & Seki, 2014). 

 

5.3.Perfil de hormonas 

 

La acumulación diferencial de hormonas vegetales en los nudos florales de C. arabica bajo 

distintos niveles de sombra reveló patrones específicos relacionados con el estado fenológico 

(enero: yemas florales; septiembre: frutos en desarrollo) y la intensidad lumínica. El análisis de 

perfiles hormonales mostró un incremento sostenido de giberelinas AG1 y AG7, así como de la 
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citoquinina iPR en enero, particularmente bajo 50% y 70% de sombra, coincidiendo con una 

elevada expresión de genes inductores de floración como CaFT1 y CaLFY. Estos resultados son 

consistentes con el papel conocido de las giberelinas y citoquininas como promotores de la 

floración en diversos cultivos, incluyendo café (D’Aloia et al., 2011; López et al., 2021), y sugieren 

una interacción positiva entre la señalización lumínica y hormonal durante la transición floral. En 

particular, iPR mostró su máxima concentración 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 

rehidratación, asociado con la ruptura de la latencia floral y la inducción de la antesis (López et 

al., 2021). Esta citoquinina podría 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 señal circadiana para promover la transición floral (Wada et al., 2005). 

Además, tal como lo señala Campos et al. (2017), la señalización hormonal puede estar ajustada 

mediante mecanismos epigenéticos como la metilación del ADN, modificación de histonas y la 

regulación por ARN no codificantes, lo que ofrece un nivel adicional de control sobre la 

sensibilidad del tejido floral a estímulos como la luz. 

Por otro lado, en septiembre se observó una acumulación más 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 hídrico (McElwain et al., 1992; López et al., 2021). De hecho, el ABA ha sido propuesto 

como una señal de mantenimiento de latencia en yemas florales del estado G4 en café, mientras 

que su disminución tras rehidratación favorece el inicio floral (Santos et al., 2022). También se 

registró una mayor acumulación de jasmonato (JA) bajo 0% de sombra en septiembre, lo cual 

podría reflejar un estado de estrés lumínico asociado a la exposición 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 radiación se alinea con su rol como regulador clave en respuestas al estrés 

abiótico, especialmente térmico y lumínico (Wasternack & Hause, 2013), y con la interacción 

hormonal conocida con ABA y GA en la modulación del crecimiento reproductivo y priorización 

de defensa (Kazan & Manners, 2011; Yang et al., 2012). Estas interacciones hormonales pueden 

estar sujetas a una regulación epigenética dinámica, donde condiciones de estrés promueven 

modificaciones cromatínicas que activan o reprimen genes clave del desarrollo reproductivo 

(Campos et al., 2017) 
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El análisis multivariado (PCA) confirmó 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 

AG1 y AG7 y de la citoquinina iPR, reforzando su implicación en la transición floral. En contraste, 

las muestras de septiembre se distribuyeron hacia los cuadrantes negativos o centrales, mostrando 

una ligera asociación con JA, aunque esta contribución se explica principalmente por el PC2. Este 

resultado respalda la hipótesis de que la floración en café está modulada por la interacción entre 

señales lumínicas y hormonales, donde una sombra moderada favorece la acumulación de 

hormonas promotoras como las giberelinas y citoquininas, mientras que condiciones de sombra 

intensa o exposición total pueden activar rutas hormonales asociadas al estrés y la latencia 

(Franklin, 2008; Casal, 2013). En conjunto, estos resultados sugieren que la modulación hormonal 

en respuesta a la intensidad de luz no solo regula la transición floral, sino también la asincronía 

reproductiva característica del café, permitiendo una plasticidad fenológica adaptativa en 

ambientes tropicales 

 

6. CONCLUSIONES 

 

Este estudio permitió integrar datos de expresión génica, perfil hormonal y metilación del ADN 

en nudos de C. arabica sometidos a distintos niveles de sombra durante dos estados fenológicos 

contrastantes. Los resultados evidencian que la floración en café es regulada por una red genética 

altamente plástica y sensible a factores ambientales, particularmente la intensidad lumínica. 

Durante enero, cuando los nudos contenían yemas florales, se observó una mayor expresión de 

genes inductores como CaFT1, CaLFY, CaAP1 y CaSVP-1, especialmente bajo sombra intermedia 

(30%–50%), lo cual coincidió con una acumulación elevada de giberelinas (AG1, AG7) y 

citoquininas (iPR), sugiriendo una interacción promotora entre luz y hormonas durante la 

transición floral. En septiembre, con nudos en desarrollo de fruto, los niveles de expresión 

disminuyeron, salvo bajo 70% de sombra, donde se detectó un posible pulso de reinducción floral, 

acompañado de mayor acumulación de ABA y JA, hormonas asociadas a estrés y latencia. En 
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cuanto a la metilación del ADN, se encontró que los niveles más altos ocurrieron bajo condiciones 

de baja radiación (70% sombra), independientemente del mes, lo que sugiere una regulación 

epigenética sensible al ambiente. Aunque no se observaron diferencias significativas entre los 

meses, los contextos mCHG y mCHH mostraron mayor variabilidad, en línea con su participación 

en el silenciamiento transitorio durante fases de desarrollo reproductivo. 

En conjunto, estos hallazgos respaldan un modelo de floración flexible y asincrónica en C. arabica, 

donde la interacción entre regulación génica, señales hormonales y modificaciones epigenéticas 

permite una adaptación eficiente a condiciones ambientales variables, especialmente en entornos 

tropicales con baja estacionalidad lumínica. Esta comprensión integral proporciona una base sólida 

para futuros estudios orientados al manejo fenológico y la mejora del cultivo bajo sistemas 

agroforestales. 

 

7. Recomendaciones 

 

• Ampliar el análisis transcriptómico a nivel global: para comprender de forma más completa 

los mecanismos moleculares involucrados, sería valioso implementar análisis de expresión 

génica mediante RNA-seq, lo cual permitiría identificar redes de coexpresión, isoformas 

alternativas, y nuevas vías regulatorias sensibles a la sombra y al estado fenológico. 

• Incluir genes de señalización hormonal y estrés: se recomienda ampliar el panel de genes 

estudiados con genes relacionados directamente con las vías de biosíntesis y señalización 

hormonal (GA, ABA, JA, iPR), así como genes de respuesta a estrés, para comprender 

mejor la interacción entre señales endógenas y ambientales. 

• Realizar estudios funcionales en condiciones controladas: ensayos en cámaras de 

crecimiento con tratamientos controlados de luz, temperatura y riego permitirían confirmar 

la influencia directa de estos factores sobre la floración, la metilación y la dinámica 

hormonal observada en campo. 

• Monitorear la dinámica hormonal y epigenética a lo largo del tiempo: se sugiere realizar 

muestreos en una serie temporal más amplia (mes a mes) para capturar con mayor 

resolución los cambios hormonales y epigenéticos durante las distintas etapas del 

desarrollo floral y la antesis. 
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9. ANEXOS 

 

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

de estrés hídrico y porcentajes de sombra El ADN se corrió en geles de agarosa al 1% (m/v) y el 

ARN se corrió en geles de agarosa desnaturalizantes (formaldehído) al 1% (m/v) 

 

Experimento/Tejido vegetal ADN ARN 

 

Experimento de estrés 

hídrico. 

Flores estadio E5 (R3) y 

E3 (R4) a las que se les 

aplicó riego.  

 

 

 

 

    

Experimento porcentajes 

de sombra. 

Nudos florales expuestos 

diferentes tratamientos de 

sombra (0%, 30%, 50%, 

70%) durante los meses de 

setiembre 2019 (S) y enero 

2020 (E). 

 

 

 

 

 

 



53 
 

53 
 

Anexo II: Amplificación de los productos de PCR con el marcador ClPp_1 a partir de muestras 

de ADNc de los diferentes tratamientos de sombra (0%, 30%, 50%, 70%) durante los meses de 

setiembre 2019 (S) y enero 2020 (E). Se utilizó ADN genómico de hojas de café como control 

positivo y agua como control negativo. 

 

 

Anexo III: Evaluación 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 

biológicas, y cada reacción de RT‑qPCR se corrió en triplicado técnico. 

Orden Nombre del gen Evaluación Avg M 
Valor 

Estabilidad 
(Ln(1/AvgM)) 

# Muestras 

1 ElF4A Ideal 0.07433812 2.599131339 3 

2 Actin Ideal 0.07433812 2.599131339 3 

3 Tub Ideal 0.33118814 1.105068665 3 

4 GAPDH Ideal 0.40479396 0.904377087 3 

5 UBI19 Inestable 2.00442185 -0.695355665 3 
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Anexo IV: Curvas de amplificación y disociación para los genes de referencia Actina y EIF4A en 

8 muestras de tejido floral estadio E5 que se corrieron por triplicado. 

 

 

Anexo V: Curvas de amplificación y disociación 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 

expresión relativa normalizada de 21 genes asociados a la floración 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 utilizó como genes de referencia Actina y 

EIF4A y todas las muestras se corrieron por triplicado. 
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Anexo VII: • Reacción de digestión-ligación con las enzimas EcoRI/HpaII (H) y EcoRI/MspI 

(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 incubación de 16 h. 
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Anexo VIII: Electroferogramas de la amplificación selectiva de las muestras de nudos florales de 

Coffea arabica L.  

Electroferograma de 2 muestras de nudos florales con dilución 1/10 utilizando la combinación de 

adaptadores EcoRI-MspI/HpaII : 4-6(F), 4-2(G), 8-3(H), 8-9(I), 8-10(J)-10-2(K), 10-3(L), 10-6 

(M) (Secuencias de los adaptadores en cuadro 2) 

 

Electroferograma de 2 muestras de nudos florales utilizando la combinación de adaptadores 

EcoRI-MspI/HpaII : 8-6 (Ver cuadro 2) y probando las diluciones 1/5, 1/7,5 y 1/10. 
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