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El primer paso para realizar cualquier tipo de estudio genético es contar con un protocolo para el aislamiento 
de ADN. Aunque el material vegetal más utilizado para ello es el tejido foliar, cuando no existe disponibilidad, 
las semillas constituyen otra opción y además, durante su traslado del campo al laboratorio no se produce 
degradación del ADN ni se necesita nitrógeno líquido para su conservación. Sin embargo, la extracción de 
ADN a partir de semillas de algunas especies como el cafeto, resulta complicado debido a su dureza y conte-
nido de compuestos fitoquímicos. En este trabajo nos propusimos optimizar un protocolo de extracción de 
ADN de semillas de cafeto (C. canephora) para ser utilizado en análisis moleculares. Se utilizó el método 
CTAB como control y tres variantes de este. La calidad del ADN se comprobó en geles de agarosa y su 
concentración fue determinada en un nano-espectrofotómetro. Se realizó la amplificación del ADN por PCR 
con un cebador de RAPD, y su chequeo en electroforesis. Se logró obtener ADN libre de grasas y polisacáridos, 
con suficiente calidad para ser utilizado en PCR, como se demostró por la observación en gel, los valores de 
concentración y relaciones de absorbancia, y la obtención de las bandas que produjo el cebador. Este protocolo 
permite el acceso a la caracterización genética del cafeto, esencial para la conservación de su diversidad y 
para el mejoramiento genético. 
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The first step in any genetic study is to have a protocol for DNA isolation. Although leaf tissue is the most 
commonly used plant material for this purpose, seeds are another option when leaf tissue is not available. In 
addition, during seed transfer from the field to the laboratory, DNA degradation does not occur, and liquid 
nitrogen is not needed for preservation. However, DNA extraction from seeds of some species, such as coffee 
trees, is complicated due to their hardness and content of phytochemical compounds. In this work, we propose 
optimizing a DNA extraction protocol from coffee tree (C. canephora) seeds for molecular analysis. The 
CTAB method was used as a control and three variants of this method. DNA quality was checked in agarose 
gels, and its concentration was determined using a nano-spectrophotometer. DNA amplification was 
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performed by PCR with a RAPD primer and checked in electrophoresis. It was possible to obtain DNA free 
of fats and polysaccharides, with sufficient quality for PCR. The quality was demonstrated by gel observation, 
concentration values, and absorbance ratios, as well as by obtaining the bands produced by the primer. This 
protocol allows access to the genetic characterization of the coffee plant, essential for conserving its diversity 
and for genetic improvement. 
 
Keywords: DNA, coffee tree, extraction, genetics, breeding, seeds. 
 
 
 
El cafeto (Coffea spp.) representa un importante papel en la economía global, pues se considera una de las 
principales fuentes de ingreso en unos 80 países que producen café1. Aunque se conocen 130 especies de 
Coffea spp, originarias de África tropical, las islas del Océano Índico, Asia y Australia2, las dos principales 
especies cultivadas son Coffea arabica L. (café Arábica) y C. canephora Pierre (café Robusta)3.  
En el siglo XVIII fueron introducidas las primeras plantas de cafeto en Latinoamérica, donde se produce en 
la actualidad el 80% del volumen de exportación mundial de café4. En el año 2022 su comercio global abarcó 
unos 171 268 000 sacos. Cuba se encuentra en el séptimo lugar entre los países productores de café en el área 
del Caribe, América Central y México, y se estima que su producción creció en un 0,7% en el período entre 
2020 y 20225. En Cuba, el café es una bebida muy demandada por la población, por lo que constituye una 
prioridad en el sector de la agricultura y un renglón exportable6. 
A nivel global se ha observado una afectación de la producción de café por factores abióticos como el incre-
mento de las temperaturas y la disminución de las lluvias, asociados al cambio climático. Asimismo, la in-
fluencia de estos elementos abióticos, puede incrementar el impacto de factores bióticos como las plagas y 
enfermedades3. La erosión genética in situ de las especies de cafeto también resulta preocupante, con aproxi-
madamente el 60% de ellas enfrentando alguna forma de amenaza en la vida silvestre y con poca representa-
ción en colecciones ex situ7.  
El acceso a una efectiva caracterización genética resulta esencial para la conservación de la diversidad genética 
y para el exitoso mejoramiento genético de los cultivares3. En general, los programas de mejora genética de 
frutales tropicales y subtropicales resultan poco eficaces y costosos. Para aumentar su eficacia, se necesitan 
métodos moleculares sencillos, económicos y fiables para la caracterización del germoplasma disponible, 
como la aplicación de marcadores de ADN (Ácido desoxirribonucleico), los cuales pueden contribuir a acele-
rar los programas de mejoramiento. En especies de frutales arbóreos tropicales, resulta un reto la extracción 
de ADN genómico de calidad, para ser utilizado en las técnicas de marcadores moleculares basados en PCR 
(Reacción en Cadena de la Polimerasa). Esto se debe a la presencia de contaminantes que pueden dificultar la 
aplicación de métodos moleculares al purificarse conjuntamente con el ADN durante las extracciones8.  
Las especies de cafeto poseen abundantes sustancias fitoquímicas en órganos como las hojas y los frutos. 
Entre ellas, se encuentran compuestos fenólicos, alcaloides, carotenoides, terpenoides, sustancias inorgánicas 
y vitaminas, entre otros9. Sus semillas son ricas en lípidos, con 15% en C. arabica y aproximadamente un 10% 
en C. canephora var. Robusta10. Estos lípidos se localizan en “cuerpos grasos” situados en el endospermo11.  
Aunque generalmente para el aislamiento de ADN para análisis moleculares se utilizan muestras foliares, en 
ocasiones no se cuenta con disponibilidad de ellas y las semillas resultan el material más accesible, y también 
fácil de transportar de un lugar a otro12. 
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Se han descrito diferentes protocolos para la extracción de ADN de cafeto a partir del tejido foliar13-17. Para 
la extracción de ADN a partir de semillas, hay pocos protocolos y la mayoría de ellos fueron establecidos en 
C. arabica3, 18-20. La composición química del material vegetal varía de una especie o variedad de cafeto a 
otra, lo cual influye sobre la efectividad del método de extracción15. Un mismo método de extracción pudiera 
no proporcionar los mejores rendimientos de ADN en diferentes genotipos, por lo que es esencial un aisla-
miento eficaz del ADN y la optimización de la PCR. Para obtener ADN de la calidad adecuada, los investiga-
dores suelen modificar una técnica o combinar dos o más procesos distintos17. Por todo ello, en el presente 
trabajo nos propusimos optimizar un protocolo de extracción de ADN de semillas de cafeto (C. canephora) 
con la calidad necesaria para ser utilizado en análisis moleculares.  
 
 
 
Material vegetal 
Se utilizaron semillas de cafeto (Coffea canephora Pierre), variedad Robusta, que forman parte de una colec-
ción de trabajo del INCA (Instituto Nacional de Ciencias Agrícolas, Cuba). Se escogió el genotipo M-28 
(Figura 1A, B), por su resistencia o tolerancia a estrés hídrico y a algunas plagas que afectan al cultivo21.  
 

 
Figura 1:  Planta y semillas de cafeto (Coffea canephora Pierre), variedad Robusta. 
 

Extracción de ADN 
Previamente se utilizó el protocolo CTAB22 para la extracción del ADN total de semillas, pero la calidad y 
concentración fue muy baja por el elevado contenido de grasas. Por ello, se hicieron modificaciones al proto-
colo CTAB y se evaluaron tres variantes con cuatro réplicas (grupos de semillas) cada una. Se maceraron las 
semillas en morteros y se utilizaron 100 mg/réplica. El protocolo CTAB se usó como control.  
Variante 1: Las semillas se maceraron y el material macerado se lavó por tres veces con 3 mL de éter de 
petróleo, hasta eliminar la grasa. Después se procedió con el protocolo CTAB. 
Variante 2: En el paso de precipitación con isopropanol frío, se añadió una solución de cloruro de sodio (5 M), 
se mezcló y se dejó precipitar a -20 °C por 16 h12.  

 
MATERIALES Y METODOS 
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Variante 3: Aquí se combinaron las variantes 1 y 2. El lavado con éter de petróleo después de la maceración 
y la adición de cloruro de sodio (5 M) en la precipitación con isopropanol a -20 °C por 16 h.  
La calidad del ADN se visualizó en gel de agarosa al 0,8% con bromuro de etidio. La calidad y concentración 
del ADN también se analizó en un nano-espectrofotómetro (NP80, IMPEM, Alemania).  
 
Amplificación del ADN por PCR y chequeo en electroforesis 
La calidad del ADN se confirmó mediante PCR con el cebador OPC 04 (CCG CAT CTA C) para RAPD 
(Random Amplified Polimorfic DNA, por sus siglas en inglés), que ha sido utilizado en cafeto23. La mezcla 
para la reacción de PCR contenía ADN genómico (50 ng), tampón Go Taq Green 5x (Promega) (10 mM), 
dNTP mix (Promega) (10 mM), cebador (20 pmol/µL) y Taq ADN Polimerasa (Promega) (5 U), en un volu-
men final de 25 µL. Para la amplificación del ADN se utilizó un termociclador Gene Touch Bioer con el 
siguiente programa: un ciclo inicial de 95 °C por 3 min; 40 ciclos de 94 °C por 1 min, 38 °C por 1 min y 72 °C 
por 2 min y un ciclo final de 72 °C por 5 min.   
El producto de la amplificación del PCR se visualizó en gel de agarosa al 1%. Se utilizó el marcador de peso 
molecular 1 kb (Promega). El PCR se repitió dos veces para confirmar el patrón específico. 
 
 
 
Obtención de un ADN de calidad 
La extracción de ADN a partir de semillas de cafeto, es un proceso laborioso en comparación con otras espe-
cies forestales, ya que además de la dureza de las semillas, estas contienen elevadas cantidades de polisacári-
dos, polifenoles, lípidos, y varios metabolitos secundarios como alcaloides, flavonoides y fenoles, que inter-
fieren durante el aislamiento de este ácido nucleico. Las diferentes variantes de extracción de ADN estudiadas, 
mostró un protocolo que permite obtener ADN con la calidad necesaria para ser amplificado por PCR (Figura 
2). 

 
Figura 2: ADN de semillas de cafeto (C. canephora Pierre) visualizado en gel de agarosa.  Leyenda: A: Protocolo CTAB 
(control). B: Variante 1. C: Variante 2. D: Variante 3. Pocillos: réplicas del ADN extraído en cada variante. 
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En el protocolo CTAB usado como control, se obtuvieron bajos valores de concentración de ADN a partir de 
las semillas, como se muestra en la tabla 1.  
 

Variantes del protocolo 
de extracción de ADN 

Concentración de ADN (ng/µL) en muestras de se-
millas 

 Réplica 
1 

Réplica 2 Réplica 3 Réplica 4 

CTAB 23,50 24,25 19,65 23,55 
Variante 1 312,50 160,00 155,00 220,05 
Variante 2 10,75 27,85 2,70 2,55 
Variante 3 307,10 422,15 288,85 109,45 

Tabla 1: Concentración de ADN (ng/µL) extraído de semillas de cafeto (C. canephora Pierre). 

 
Esto pudiera deberse al elevado contenido de grasas presentes en el material macerado, característico de las 
semillas de cafeto10, lo cual limitó la obtención de una adecuada cantidad y calidad de ADN (Figura 2 A, B, 
C).    
En la variante 1 (Figura 2 B), las concentraciones de ADN estuvieron por debajo de 312,50 ng/µL (Tabla 1) 
y los mayores valores de las relaciones de la absorbancia, indicativas de la calidad del mismo (A260/A280 y 
A260/A230), fueron de 1,31 y 0,47; respectivamente (Tabla 2). El ADN no tuvo la calidad necesaria para 
realizar el PCR, ya que, para una calidad óptima, los resultados de estas relaciones deben encontrarse entre 
1,8 y 212. En esta variante se observó un menor contenido de grasas en las muestras, posiblemente por el efecto 
de la utilización del éter de petróleo en la maceración de las semillas. 
 
Variante de protocolo 
de extracción de ADN 

Muestras de semillas 
Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Réplica 4 

A260/ 
A280 

A260/ 
A230 

A260/ 
A280 

A260/ 
A230 

A260/ 
A280 

A260/ 
A230 

A260/ 
A280 

A260/ 
A230 

CTAB - - - - - - - - 
Variante 1 1,03 0,23 0,96 0,14 1,31 0,47 1,02 0,53 
Variante 2 1,26 0,42 1,34 0,49 1,2 0,19 1,5 0,22 
Variante 3 1,71 0,55 1,72 0,75 1,8 0,87 1,99 1,54 

Tabla 2: Evaluación de la calidad del ADN. Relaciones de absorbancia en el ADN extraído de semillas de cafeto (C. canephora 
Pierre). 

 
Hasta el momento, no se tiene conocimiento de que el éter de petróleo haya sido utilizado para la eliminación 
de grasas, en otros protocolos de extracción de ADN, a partir de semillas de cafeto, sin embargo, sí se ha 
empleado como solvente para la determinación del contenido de lípidos en granos molidos de cafeto24. Las 
semillas de otras especies como el cacao (Theobroma cacao) y el cacao blanco (Theobroma grandiflorum) 
también son ricas en carbohidratos, proteínas, compuestos fenólicos y grasas. En estas semillas se utilizó el 
éter de petróleo para la remoción de grasas, previo a la utilización de un protocolo para la extracción de ADN, 
con resultados satisfactorios25. 
En la variante 2, las concentraciones de ADN variaron entre 2,55 y 27,85 ng/µL (Tabla 1), y la relación 
A260/A280 fue de 1,50 como máximo, así como la de A260/A230 fue de 0,49 como máximo (Tabla 2). Se 
visualizó muy poco ADN en el gel de agarosa (Figura 2 C), por lo que la concentración del ADN obtenido se 
considera baja, y su calidad aún no se considera óptima. En esta variante se utilizó cloruro de sodio a altas 
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concentraciones, para contribuir a la eliminación de polisacáridos26 que abundan en las semillas de cafeto9. 
Sin embargo, su empleo no fue suficiente para eliminar los contaminantes que afectaban las muestras, por lo 
que en la variante 3 se combinó con la utilización del éter de petróleo. 
Algunos autores refieren que el cloruro de sodio favorece la eliminación de las proteínas que están unidas al 
ADN. También ayuda a mantener las proteínas disueltas en la capa acuosa para que no precipiten en el alcohol 
junto con el ADN, neutralizando así las cargas negativas del ADN para que las moléculas puedan unirse27. 
Las concentraciones elevadas de cloruro de sodio (5 M) se utilizan para prevenir la contaminación de la mues-
tra con polisacáridos que afectan la pureza del ADN. Estos pueden inhibir la actividad de enzimas como 
polimerasas, ligasas y endonucleasas de restricción. La base para separar los polisacáridos de los ácidos nu-
cleicos, es su solubilidad diferencial en presencia de las altas concentraciones de NaCl, ya que los polisacári-
dos precipitan bajo la acción de fuerzas centrífugas26. 
En la variante 3, se obtuvieron los valores más elevados de concentraciones de ADN (Tabla 1), y la relación 
A260/A280 máxima alcanzada fue de 1,99; mientras que la de A260/A230 fue de 1,54 (Tabla 2). En esta 
variante se obtuvo una mayor cantidad y calidad de ADN (Figura 2 D), lo cual posibilitó la realización del 
PCR. Las modificaciones que se le realizaron al protocolo original permitieron eliminar algunas de las sus-
tancias fuentes de contaminación e impurezas, como polisacáridos y grasas, que afectan la extracción de ADN. 
En consecuencia, esta fue la variante de extracción de ADN utilizada para la amplificación del ADN por PCR. 
Eficiente amplificación del ADN mediante PCR  
La amplificación del ADN de las semillas de cafeto utilizando un cebador RAPD, demostró la eficiencia y 
confiabilidad de la tercera variante del método de extracción de ADN evaluado (Figura 3).  

 
Figura 3: Patrones de bandas RAPD con el cebador OPC 04 en semillas de cafeto (C. canephora). Pocillos 1- 4: Bandas 
amplificadas del PCR con ADN de la variante 3; Pocillo 5: Marcador de peso molecular 1Kb (Promega). 

 
El cebador OPC 04 produjo bandas visibles, bien definidas y reproducibles. Se originaron un total de cinco 
bandas y no se encontraron bandas polimórficas al comparar los patrones obtenidos a partir de los diferentes 
grupos de semillas. 
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Algunos investigadores20 utilizaron un protocolo CTAB modificado, para la extracción de ADN de semillas 
de cafeto y otras especies. Estas modificaciones se basaron en añadir PVP (polivinilpirrolidona) y carbón 
activado al buffer de extracción antes de la incubación de la muestra. Según los autores, los compuestos libe-
rados por el citosol deben entrar en contacto con el carbón activado antes que el ADN, y el PVP propicia de 
manera sinérgica, la unión de los polifenoles al carbón activado. De esa forma, aumentan en gran medida las 
posibilidades de amplificación del ADN al evitar sus interacciones irreversibles con polifenoles. Este proto-
colo20, aunque se considera relativamente sencillo, no permitió obtener un elevado rendimiento de ADN, ne-
cesario para una adecuada reacción de PCR, tanto en cafeto como en otras especies estudiadas.   
Se han probado otros protocolos donde añadieron PVP y carbón activado a los granos verdes de cafeto antes 
de molerlos19. Estos autores utilizaron un procedimiento CTAB modificado, con la adición de la sal acetato 
de sodio en alta concentración (5M) para la eliminación de polisacáridos, sin embargo, en la etapa final se 
requirió de un paso adicional de centrifugación durante 10 min ya que se observaron muestras con rastros 
residuales de polisacáridos.  
Por otra parte, la metodología desarrollada por investigadores de la India12 resultó eficiente para la extracción 
de ADN a partir de semillas de cafeto, en cambio, incluye una serie de pasos adicionales de lavado del material. 
En contraste, nuestro protocolo es más simple ya que sólo modifica al CTAB en el lavado inicial con éter de 
petróleo (en lugar de utilizar Nitrógeno líquido, que puede resultar un recurso limitante para algunos labora-
torios) y la inclusión de NaCl al isopropanol frío, por lo que se considera que resulta una alternativa eficiente 
para este propósito, teniendo en cuenta los valores de concentración y calidad del ADN obtenido, así como el 
éxito en la amplificación del ADN por PCR.    
 
 
 
En este trabajo se logró optimizar un protocolo de extracción de ADN a partir de semillas de cafeto, con la 
calidad necesaria para ser utilizado en análisis moleculares. Este método también puede resultar útil para otros 
estudios de diagnóstico molecular en esta importante especie cultivada y podría extenderse a las semillas de 
especies de plantas que poseen abundantes compuestos fitoquímicos en estos órganos. 
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