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Presentacién del trabajo

La presente tesis es una propuesta metodoldgica que consiste en la identificacion de
las variedades Arabica (Coffea arabica) y Robusta (Coffea canephora) en café
nacional empleando la Reaccion en Cadena de la Polimerasa y consta de dos partes
fundamentales; la primera corresponde a la parte tedrica, la cual es el sustento del
proyecto realizado, asi como de los resultados obtenidos y la segunda corresponde a
la parte metodoldgica en la que se describe paso a paso de manera detallada la

experimentacion.

La seccion tedrica abarca tres capitulos. En el primero se habla del café en términos
de su historia - generalidades; variedades existentes - caracteristicas; cultivo;
produccion a nivel mundial - nacional; tecnologia - procesado; y de la situacion
actual. En el segundo capitulo se hace referencia a algunas técnicas utilizadas en la
autentificacién de alimentos, mencionando el fundamento y la importancia de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en comparacion con otros analisis. En
el tercer capitulo se habla del cloroplasto, tomando en cuenta su estructura e

importancia para este estudio.
Posteriormente el cuarto capitulo incluye la metodologia experimental, describiendo

las condiciones de trabajo, el equipo utilizado, asi como los reactivos y el analisis de

los productos obtenidos.

Vi



Resumen

El presente trabajo muestra los resultados de la experimentacion realizada, la cual
tiene su fundamento en un método recientemente utilizado en la autentificacion de
alimentos, conocido como la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa o Polymerase
Chain Reaction (PCR) por sus siglas en inglés. Esta técnica ha sido aprobada para
desenmascarar posibles adulteraciones con diversas especies extrafias o de menor
valor econémico, pues la sustitucion de una especie por otra, durante la fabricacién
de cualquier tipo de producto, supone un fraude para el consumidor asi como para
las empresas distribuidoras respondiendo al interés del sector alimentario de verificar
la calidad y pureza de los productos que comercializa, ademas de cumplir con las
normas correspondientes, se hace necesario un planteamiento metodolodgico, el cual

nos permita cumplir los objetivos aqui planteados. [2s37]

Este proyecto implicé la revisidon bibliografica de articulos relacionados con el café,
hablando de generalidades como; caracteristicas, composicion, procesamiento, etc.
Y de manera mas particular informacién que incluye; métodos de extraccion de DNA,
la modificacion de una técnica ya utilizada (PCR), asi como el disefio de un (RFLP),
Restriction Fragment Length polymorphism por sus siglas en inglés, para lograr la
identificacibn de las variedades Arabica (Coffea ardbica) y Robusta (Coffea
canephora) en café nacional, ya que la segunda tiene un menor valor econémico y
pudiera ser utilizada con la finalidad de adulterar de manera accidental o deliberada

la materia prima.
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Adulteracioén:

Amplificacion:

Annealling:

Autentificar:

BrEt:

DNA diana:

Elongacion:

Mapa de restriccion:

Nt:

PCR:

Primer:

RFLP:

Sitio de restriccion:

Tm:

Terminologia

Alteracion de la calidad o pureza por la adiciéon de una sustancia
extrafia.

Generacion de un gran numero de copias de un fragmento
especifico de DNA.

“Apareamiento”, los cebadores “primer” reaccionan con la hebra
sencilla de DNA y se pegan en lugares especificos por
complementariedad de bases.

Acreditar, certificar o dar fe con autoridad legal.

“‘Bromuro de Etidio”, agente intercalante de DNA. Emite
fluorescencia cuando se irradia con luz ultravioleta.

Es el fragmento de DNA que se desea amplificar, también se le
llama DNA molde.

“Extension”, La enzima Taq Polimerasa extiende los “primers”, y
coloca dinucleotidos trifosfatados (ANTP’s).

De una molécula de DNA dada se obtendran siempre los mismos
fragmentos cada vez que sea expuesta a una enzima de
restricciéon particular.

Base (timina, guanina, citosina o adenina), ligada a un azucar y
un grupo fosfato.

Técnica de la biologia molecular para amplificar un fragmento de
DNA, generando miles de millones de copias de una secuencia
particular.

Cadena complementaria a la cadena de DNA molde, utilizada por
la Taq polimerasa para seguir la sintesis de nucleotidos.

Técnica utilizada para identificar diferencias en los nucle6tidos de
un fragmento especifico de DNA amplificado con ayuda de
enzimas de restriccion.

Es la secuencia de DNA reconocida por una enzima.

Temperatura de alineamiento o hibridacion.
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Introduccidén

El café es uno de los productos mas importantes del mundo, representa una fuente
de ingresos para millones de personas en los paises productores; Brasil, Etiopia,
Vietnam, Peru, Indonesia, Colombia, Honduras, Uganda, Guatemala, Costa Rica,
India y México. gy Su comercio esta compuesto exclusivamente por dos variedades,
Arabica (Coffea arabica) y Robusta (Coffea canephora), el primero contribuye con
alrededor del 70% del total de la produccion mundial, la cual se enfoca a paises
como Estados Unidos, Espafa, Alemania, Francia, Reino Unido, Japon, ltalia, entre
otros. 39441 Se le considera de alta calidad, teniendo de 2-3 veces el precio del
Robusta, 1455 por lo que su autenticidad es importante para productores y
consumidores, debido a la probable adulteracion en grano verde, con la
incorporacion de la cascara o granos de Robusta. ;42 La mayoria de los métodos
actuales plantean el analisis quimico o instrumental haciendo uso de algunos analitos
como indicativos, un perfil de proteinas para caracterizar variedades puras 3149y €n

mezclas usando la espectroscopia infrarroja. [ss a4

En México se produce hasta ahora, un 96% de café Arabica, teniendo mayor valor en
el mercado internacional, y un 4% de Robusta, destinado al consumo nacional. Los
principales estados productores de café en nuestro pais son: Chiapas, Veracruz,
Puebla, Oaxaca, Guerrero, Hidalgo, San Luis Potosi, Nayarit, Colima, Jalisco,
Querétaro y Tabasco. 7 El precio, se rige por las cotizaciones de la Bolsa de Nueva
York, asi como por los vaivenes que originan la oferta y la demanda del mismo,
propiciando que este se modifique constantemente. En el caso de la especie Arabica,
hasta el mes de Octubre del 2009, tenia un valor comercial de $8.44 pesos (MN) por
kilogramo; sin embargo ya procesado alcanza un costo de $350.00 pesos (MN);
mientras que el Robusta cuenta con un precio de $4.24 pesos (MN) por kilogramo.
Por esta razon se hace necesaria una metodologia que nos permita evitar posibles
fraudes o adulteraciones de diferentes productos, enmascarando al café Robusta
como Arabica, pues hay que recordar la diferencia en costos. Es interesante darse

una idea de la calidad del café mexicano, pues en los ultimos afios, el consumo se



ha incrementado en un promedio de 2% por afio, pues el aumento de la poblacion
aunado a un mayor poder adquisitivo y a las fuertes campafas publicitarias son
factores que han favorecido al consumo interno, al igual de una apertura de firmas y
tiendas especializadas, cuya oferta va dirigida, principalmente a los jovenes y

profesionales de clase media. 7,g

Actualmente los parametros indicadores de una buena o mala calidad en el café son;
la acidez, el aroma, el cuerpo y el sabor, estos atributos se evallan, de acuerdo a
pruebas sensoriales, llevadas a cabo por catadores internacionales, llenando
formularios, detectando sabores no propios, o bien identificando defectos como un
sabor fermentado, etc., 137 sin embargo tales no son capaces de probar un posible
fraude entre mezclas de variedades en cantidades minimas, ni mucho menos

proporcionar un posible porcentaje.

Basicamente, hay dos tipos de falsificacion: la mezcla de dos especies de distinto
valor econémico o adulteracion con similares del café 5. Como mejor alternativa
presento una de las técnicas basadas en el analisis de DNA, la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa, debido a que es una técnica sensible y reproducible, capaz de
ofrecer resultados aun cuando la cantidad de DNA sea escasa 0 se encuentre
degradada, éstos efectos seran minimizados en el andlisis, al utilizar el DNA del
cloroplasto de una de las variedades de café, 1957 pues por su alto numero de
copias, aumenta la posibilidad de obtener amplificados intactos de una regién

especifica del genoma. (43 56



CAPITULO 1. EL CAFE
1.1 Historia 'y Generalidades del café

El café es una bebida de caracter universal consumida en todos los paises del
mundo. Su origen fue Etiopia, en el Africa Oriental, en la provincia de «Kaffa», de
cuyo nombre se deriva el café. En la edad media, el arbusto producia unas semillas
aromaticas que los marineros africanos llevaron a la peninsula de Arabia, pais donde
se cred su cultivo. De Arabia lo llevaron a Europa, donde su consumo tard6é en
aceptarse y extenderse. Sobre él, existen multiples leyendas; una de ellas, es que a
principios del siglo XV, unos monjes abisinios (Abisinia es la actual Etiopia)
observaron gue las ovejas de los pastores, se mantenian despiertas y excitadas, por
lo que quisieron conocer el motivo, no tardando en comprobar que la causa se debia
a que estos rumiantes masticaban grandes cantidades de un arbusto desconocido.
Investigando las semillas, observaron que después de hervirlas en agua y tomar la
infusion resultante, a los monjes les era imposible conciliar el suefio. A partir de
entonces, comenzaron con el consumo del café para estar en vigila en momentos de

rezos y ayuno. 17,24

En la actualidad dos tercios de todo el café se cultivan en América Latina donde llegé
via Europa en el siglo XVIII. De las numerosas especies de cafeto, sélo tres son de
iImportancia comercial pero dos solamente se utilizan ampliamente, Coffea arabica es
la que mas se cultiva teniendo mayor demanda. C. robusta es mas resistente e
importante en la preparacion de mezclas utilizandose para café instantaneo. Y C.

liberica, también resistente y de tierras bajas. (17,24

Linneo aproximadamente en 1737, clasificé el cafeto en un grupo de plantas afines y
cred el género Coffea. Mas tarde Jussie, lo incorporé dentro de la familia de las
Rubiaceas (ver tabla 1), la cual posee, mas 500 géneros y de 6 a 8 mil especies

descritas, ademas que al género Coffea pertenecen unas sesenta especies. [z



1.2 Clasificacién botanica del café

Tabla 1. Clasificacion botanica del café. s

Reino Plantae
Tipo Espermatofitas
Sub-tipo Angiospermas
Clase Dicotiledoneas
Sub-clase Gamopétalas inferiovariadas
Orden Rubiales
Familia Rubiaceas
Género Coffea
Sub-género Eucoffea
Especies Arédbica, Canephora, Liberica

1.3 Especies existentes y Caracteristicas

Como se menciond, solo dos especies se utilizan ampliamente, C. arabica y C.

robusta.

La especie C. arabica, o Arabica, es un arbusto originario de Etiopia, que alcanza
hasta los 12 metros de altura en estado silvestre, es la principal especie cultivada
para la produccion de café, posee ramas redondeadas. Su porte es poco erguido
cuando joven, pero en desarrollo es horizontal o caedizo. Sus hojas son opuestas,
enteras, de forma ovalada y superficie rugosa. Las flores son blancas, agrupandose
en 2 6 3. El fruto es una drupa esférica u oval, carnosa, que contiene 2 semillas
convexas en su cara dorsal marcadas con un surco profundo en la ventral. Su cultivo
tiene gran importancia econémica en Africa y América. Cultivada a una altura de los

1200 hasta los 1700 metros de altura. [17]



La especie C. canephora, o Robusta, es nativa de los bosques de Africa occidental.
Se trata de un arbol o arbusto liso, con hojas anchas, a veces adquieren una
apariencia corrugada u ondulante, cortas. Tiene flores blancas difusas con rosa, en
dos racimos. Distintos tipos de robusta probaron estar mejor adaptados para las
tierras bajas, calidas y humedas, donde habia fallado la C. arabica. Aunque se
descubrid que la calidad del grano robusta es inferior. Sin embargo, muestra algunas
caracteristicas favorables: a) inmunidad o gran resistencia a hongos, mencionando
gue el sabor del grano es mas amargo comparado con el de otras especies, b) gran
capacidad productora y c) capacidad para retener la fruta en el arbol por tiempo

después de su madurez. 17

El clima mas favorable para el cultivo, se localiza entre el tropico de cancer y el
tropico de capricornio (ver figura 1), las plantaciones encontradas dentro de esta franja
proporcionan la mejor calidad mientras que las que se encuentran fuera son

marginales para el cultivo. [20.47)
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Figura 1. Franja del tropico de Cancer y de Capricornio. g

Dentro de la franja, las zonas adecuadas para el cultivo de café estan determinadas
por el clima, el suelo y la altitud. El cafeto necesita temperaturas en promedio de
20°C, no mayor de 26°C ni menor de 16°C; las precipitaciones pluviales fluctian
entre 1,200 y 1800 mm anuales, distribuidos durante todo el afio, no obstante debe
existir una estacion seca para permitir la floracion y alturas que van desde los 1200

hasta los 1700 metros. [20,47]



1.4 Composicién quimica

Tabla 2. Composicion quimica de la especie Arabica y Robusta en grano verde.

[17, 24, 32, 34]
Componente Arabica (Coffea arabica) Robusta (Coffea canephora)
Minerales 3.0-4.2 4.0-4.5
Cafeina 0.9-1.2 1.6-2.4
Trigonelina 1.0-1.2 0.6-0.75
Lipidos 12.0-18.0 9.0-13.0
Acidos clorogénicos 5.5-8.0 7.0-10.0
Acidos alifaticos 1.5-2.0 1.5-2.0
Oligosacaridos 6.0-8.0 5.0-7.0
Polisacaridos 50.0-55.0 37.0-47.0
Aminodcidos 2.0 2.0
Proteinas 11.0-13.0 11.0-13.0

Sustancias Minerales

K. Mg, Ca, Na, Fe, Mn, Rb, Zn, Cu, Sr. Algunos autores sefialan la importancia de
estos minerales en el crecimiento y desarrollo estructural de la planta al igual de la
semilla de café. En algunos casos forman parte de estructuras quimicas tales como
carbohidratos, proteinas y lipidos. En el caso del café tostado se habla de su
contribucion en el sabor. La presencia de estos minerales es mayor en el café
Robusta y aun mucho mayor en el café tostado, esto se puede deducir ya que no

existe gran pérdida pues el 90% se extrae en la preparacion de café soluble. (172432,

34
Componentes del nitrégeno

Se aplica estrictamente a todos los compuestos que contienen nitrdgeno organico e

inorganico como son los alcaloides, proteinas y aminoacidos. [17, 24, 32, 34]
Cafeina

Es el principal alcaloide del grano de café, al cual se le atribuye la actividad
estimulante de la bebida. La variedad Robusta cuenta con un mayor contenido.

También estan presentes pequefias cantidades de teobromina (1.5-2.5 ppm) y
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trazas de teofilina. La trigonelina, una metil betaina de la piridina se halla en mayor
concentracion en el café Arabica (1.0-1.2%) su importancia radica en ser un
componente relacionado con la niacina, la cual muestra ser una potencia como

vitamina (sg).

El procesamiento del café verde y la descafeinizacion tienen poco efecto sobre el
contenido de trigonelina pero la tostacion causa una destruccion progresiva del 50-
80%, los productos de degradacion incluyen la niacina y nicotidamida y una cantidad

de compuestos volatiles contribuidores del aroma como la piridina y los pirroles.
Proteinas y aminoacidos libres

En el caso del café verde las proteinas estan presentes en una forma no unida en el
citoplasma o unidas a polisacaridos en las paredes celulares, una fraccion de
proteina es soluble en agua (albumina), la cual constituye la mitad del contenido total
y una fraccién es insoluble (globulinas). Durante el proceso de tostado las proteinas
se desnaturalizan y se degradan para producir fragmentos de bajo peso molecular.
Adicionalmente algunas reaccionan con carbohidratos (reaccién de Millard) e incluso
con compuestos fendlicos, para producir compuestos que contribuyen al aroma y a la

coloracion del café. (17, 24, 32, 34, 50]
Enzimas

Glicosidasas, proteasas y lipasas. Durante el proceso de tostado estas enzimas son
desnaturalizadas y degradadas resultando en una pérdida de su actividad. Mientras
gue durante el procesamiento y almacenamiento del grano pueden producir cambios,
como la produccion de varias agliconas, aminoacidos libres y acidos grasos libres
gue contribuyen a la calidad de la bebida.

Ademas de la existencia de polifenol oxidasas las cuales catalizan la oxidacion de

acidos fendlicos contribuyendo a la coloracién.



Lipidos

Los lipidos del café verde estdn compuestos en su mayor parte de aceite
principalmente en el endospermo, y una pequefia cantidad de cera presente en las
paredes externas del grano, se les considera un importante vehiculo para el aroma

del café tostado, pero es poco el que pasa al café soluble (1.5-1.6%).
Lipidos saponificables

Los lipidos crudos del grano de café verde contienen entre un 70-80% de
triglicéridos, algunos acidos grasos libres estan presentes en una concentracion de
0.5-3.0% en granos de buena calidad, pero esta cantidad aumenta a 20% en granos
de baja calidad debido a procesos de degradacion oxidativa. El proceso de tostado
incrementa la concentracion de acidos grasos libres entre un 30-400%, el valor indica
un aumento posiblemente en la actividad de la lipasa durante las primeras etapas del

tostado.

Entre los acidos grasos encontrados en el grano verde de café estan el &cido
linoleico, el palmitico el oleico, el linoleico y el arquidico asi como trazas de acido

miristico, entre otros.
Lipidos insaponificables

El aceite de los granos de café de ambas variedades contiene entre un 7 y 20% de
materia insaponificable, la cual es la responsable de este bajo punto de fusion de

este aceite (8°C). Entre ellos esteroles, serotonina e hidrocarburos alifaticos.
Compuestos fendlicos

Los acidos clorogénicos son e | principal grupo. El café Robusta contiene entre 7-
10% vy el Arabica entre 5.5-8.0%. Estos compuestos son considerados como
productos secundarios de la planta ya que no tienen participacién directa en las
actividades bioquimicas primarias, su contenido revela ser mayor en el grano que en
los demas tejidos por lo que su presencia se atribuye a la disuasion de predadores,

mamiferos, p4jaros; asi como en la proteccion contra invasion microbiana.



Una gran cantidad de estos acidos y de sus productos de degradacién debido al

tostado, se une a las proteinas para formar acidos humicos.
Acidos Alifaticos

Los granos de café verde contienen acidos no volétiles incluyendo al citrico, oxalico,
malico y tartarico, mientras que por el proceso de tostado se forman 34 &cidos

alifaticos los cuales comprenden 15 acidos volatiles y el resto no volatil.
Carbohidratos

Son los principales constituyentes de los granos de café verde, participan como
precursores del aroma, mejoran la calidad organoléptica de la bebida contribuyendo
a su viscosidad, imparten estabilidad a la espuma y participan en la formaciéon de
sedimentos en el café soluble, durante en proceso de tostado sufren cambios

complejos que contribuyen al sabor de la bebida.

Los granos de café verde contienen carbohidratos subdivisibles en polisacaridos y en
azucares de bajo peso molecular entre los que encontramos tri-, di-, y

monosacaridos.

El contenido de ellos en base seca es del 45-60% en grano verde, de 40-50% en el
grano tostado y del 30-45% en el café soluble. El principal carbohidrato de bajo peso
molecular es la sacarosa mientras que los galactomananos lo son como

polisacaridos seguidos por arabinogalactanos, celulosa y pectina.

La composicion quimica de los granos de café (ver tabla 2) se altera por el proceso de
tostado (ver tabla 3), pierde gran cantidad de agua (contenido de 1% a 5%), proteinas,
acidos clorogénicos y carbohidratos. Ocurren transformaciones quimicas y se forman
cientos de sustancias volatiles, como los gases que conforman el aroma, pigmentos
poliméricos y melanoidinas. Los lipidos son parte importante. El aceite se concentra
en el endospermo, el resto (0,2% a 0,3%) se encuentra en la capa externa de la
semilla. La presencia de estas han recibido la categoria de «sustancias irritantes», a

las cuales algunas personas son mas sensibles.



Tabla 3. Composicion quimica del café en grano tostado. [13 24

Arabica (Coffea arabica) Robusta (Coffea canephora)
Componente porcentaje % Componente porcentaje %
Cafeina 1.3 Cafeina 2.4
Minerales 4.5 Minerales 4.7
Lipidos 17 Lipidos 11
Trigonelinas 1 Trigonelinas 0.7
Proteinas 10 Proteinas 10
Acidos Alifaticos 2.4 Acidos Alifaticos 2.5
Acidos Clorogénicos 2.7 Acidos Clorogénicos 3.1
Carbohidratos 38 Carbohidratos 41.5
Aromas volatiles 0.1 Aromas volatiles 0.1
Melanoidinas 23 Melanoidinas 23

1.5 Cultivo del café

Antes de dar inicio a la plantacion del cafeto, es necesario asegurarse de que el
terreno elegido relne ciertas condiciones. En cuanto a la temperatura, el café se
produce en tierras templadas y calientes, no obstante la duracion de la plantacion, la
cantidad y calidad de sus granos varian con ella, el rango propicio para su desarrollo

esta de los 18 a los 22°C. [3347]
Semillero y Vivero

Se le llama semillero a la parte donde germina el grano de café. Posteriormente se
traslada al vivero donde se siembran y desarrollan los arbolitos, hasta alcanzar una
altura y fuerza convenientes, para poder trasladarlos al lugar que deben ocupar en la

plantacion. 33 47]
Transporte

El transporte de los cafetos se realiza con raices y terron, para evitar su

rompimiento. (33 7
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Recoleccién del Fruto

El fruto debe ser recolectado cuando esté completamente maduro. Es decir que la
baya tenga un color rojo brillante, parecido al vino tinto. El fruto debe despulparse a

medida que se recolecta, porque puede fermentarse y afectar la calidad del grano.

[33,47]
1.6 Tecnologiay Procesado del café

Los granos de café, pueden procesarse bajo dos métodos; a) beneficio himedo,
donde asi tratados reciben la denominacion de café lavado “suave”, o b) beneficio

seco y se le llama café natural. [3g 4]
a) Proceso en beneficio Himedo

En el beneficio himedo (ver figura 2), la primera operacion que se realiza es la
recepcion, para esto, lo ideal es que se reciba solo fruto maduro (baya con un color
rojo brillante), se recolecta en forma manual, y se debe despulpar el mismo dia,
puesto que después de las 24 horas, pueden presentarse manchas en el pergamino
debido a la oxidacion de los taninos presentes en el mucilago. El despulpado,
consiste en pasar las bayas por una maquina que arranca la cascara exterior y el

mucilago, pero deja intacto el grano y las capas que lo protegen. (34, 42,49]

Las semillas frescas despulpadas aun cuentan con una pequefia parte del mucilago
(miel, goma, etc.), ésta se elimina por fermentacion, antes de que la semilla se
seque. Las semillas son puestas a fermentar ya sean himedas o completamente
sumergidas en agua. La descomposicion de la capa antes mencionada (insoluble en
agua) puede durar entre las 12 y las 30 horas, esto tomando en cuenta diversos
factores como; la temperatura, la madurez del grano de café, el disefio del tanque y
la calidad de agua utilizada. Después de esta operacion el café es lavado por lo
menos dos veces con la finalidad de la eliminacién total del mucilago vy
posteriormente es clasificado pudiendo ser; café tipo exportacién, café corriente y

pasilla o grano de baja densidad. Después del lavado el café se somete al secado
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natural o mecanico, hasta llegar a un 12% de humedad, luego se almacena en forma

de café pergamino o café verde si es que se paso por la trilla. 34, 42,49

La clasificacion del café verde se lleva tomando en cuenta la calidad, forma, tamafio
y exigencias del mercado exterior. En México se clasifica en once calidades segun

por su granulometria y serie de defectos en el grano (ver tabla 4).

Tabla 4. Calidad del café en México. 12,46

Calidades en México | Robusta natural
Estrictamente Altura Lavado
Altura Desmanche
Extra prima lavado Natural tipo A
Prima lavado Natural tipo B
Buen lavado Robusta lavado

Forma

Las diferencias notables entre un grano de la variedad Arabica y uno de Robusta son
en la forma y el tamafio. Las primeras son mas voluminosas y alargadas, mientras
gue la Robusta es mas redondeada, de un grano corto al igual de contar con un

surco mas rectilineo. g
Densidad Aparente

La diferencia reside en el origen botanico y en una menor proporcion al contenido de

humedad. La densidad de la variedad Robusta es mayor que la Arabica. g

Independientemente del factor agua, las diferencias dependen del estado de
madurez del grano cuando es cosechado, los ataques por parasitos, las alteraciones

en los tejidos, etc. (g
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Color

Esta caracteristica es de gran importancia comercial, sobre todo en el Arabica. El tipo
de beneficio desempefia un importante papel en el color, variando entre amarillo
claro y verde oscuro, el cual es reflejado por el origen botanico, la naturaleza del

suelo, la técnica de cultivo, la manera de almacenamiento y conservacion. jag
Contenido de humedad

Oscila entre el 10 y el 12% en café verde. (a4
Almacenamiento del grano

El café puede ser almacenado con pergamino o como café verde. Para que su
calidad no se vea afectada se tienen que tener en cuenta factores como; la humedad
inicial del grano, la humedad relativa, la temperatura, los insectos, los

microorganismos presentes, y la respiracion de los granos. g

Como se menciond la humedad debe estar entre el 10y el 12% en grano verde, para
evitar la actividad enzimatica y el crecimiento del moho, el cual depende también de
la humedad relativa (entre 50 y 70%) y la temperatura (no mayor a 20°C) del medio
gue lo rodea. Es importante tener un control permanente de dichos parametros,
debido a que una humedad relativa alta genera el crecimiento de microorganismos
(hongos y bacterias), los cuales afectan la calidad del grano. Se tiene que tomar en
cuenta que el café verde aun tras su proceso, e€s un organismo vivo, por lo tanto

transpira siguiendo su metabolismo, experimentando cambios fisicos y quimicos. jag

A continuacion, se presenta el diagrama de bloques, para ilustrar el proceso de

beneficio himedo del café.
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Beneficio hiumedo

INICIO
W
Recepcion de cafe maduro
(Recibidor)
W
[ Clasificacion P impurezas, secos verdes +
(Conducto) agua
N
©=6h Despulpado -
100-300L H2O (Despulpadora) = Pulpa
2
( Clasificacion ]
\J/ L (Criba)

—> Grano bola

[ Despulpado secundario ] J/
(Repasador)

o= 12-30 h. [ Fermentacion ] > Acua Miel
(Pilas correspondientes) =

N4

) . ) R Transporte . .
Pulpa, Mieles y Agua de transporte [ (C‘zmel;jlcs) ]—,‘1‘ Mucilago y Agua Miel

N
Secado ]
(Patios al sol)
N4

T° 50-60°C [ Secado Mecanico ]
@=2-7 h. (Secadoras)

%

Empaque manual de café pergamino
en bolsas

Almacenamiento en bodega I

Venta

T ambiente [

T°°= 20°C I
HR= 50-70 %

Figura 2. Proceso en beneficio himedo del café. (34, a9
b) Proceso en beneficio Seco

Se utilizan dos métodos de secado (ver figura 3), el secado al sol o el secado mecanico
por medio de aire caliente, en cuanto al primero, los granos hiumedos se extienden
en una capa delgada y se mezclan ocasionalmente para darles un secado uniforme.
Después de cuatro a siete semanas bajo el sol, se habra bajado el contenido de
humedad hasta los niveles deseados, es decir al 12%. Aunque se considera que se
obtiene un producto ligeramente mejor, el secado al sol requiere considerable
espacio, tiempo y mano de obra; por lo que muchas fincas utilizan secadores
rotatorios. Se pasa una corriente de aire caliente de 80 a 85°C sobre los granos
himedos, durante las primeras horas, después de lo cual se mantiene una
temperatura de 75°C. El secado se completa de 20 a 24 horas. Algunas fabricas
prefieren combinar los dos métodos; los granos se extienden al sol por unos cuantos

dias y el proceso se completa en una secadora mecanica. Y por ultimo se considera
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el almacenamiento, en el que los granos de café son colocados en sacos limpios,
registrando el peso total entregado por productor, respecto a las condiciones para
salvaguardarlo, debe ser un lugar seco, bien ventilado, sobre tarimas de madera,

determinandose la pérdida o ganancia de peso. (42,49

El beneficio seco aparte de representar la forma tradicional de procesamiento de café
cereza, se distingue del beneficio humedo por la eliminacién de actividades como el
despulpado y lavado. El grano de café se cosecha e inmediatamente después
comienza el secado, éste se lleva a cabo al aire bajo el sol durante dos semanas o
mas, tomando en cuenta que la humedad inicial es de entre el 60 y 65%. En caso de
hacer uso de un secador dinamico, se recomienda realizar un pre secado al sol hasta
reducir la humedad a un 30 o 35% lo que permitir4 tener una mayor eficiencia del
secador. El proceso de secado termina cuando el grano llega a un 12%, momento en
el que se somete a la trilla para separar la pulpa seca y el pergamino, quedando lo
que se denomina café verde. (33457 A continuacion, se presenta el diagrama de

bloques, para ilustrar el proceso de beneficio seco del café.

Beneficio seco

[ Cosecha de bayas maduras ]

Nz
©=4-7 semanas
T= amblente [ Secado al sol ]
Humedad= 12% N4
[ Pcrgﬂmmo con il'l’]],‘)LIl'eZﬁS ]
W

[ Limpieza en cribas ]

W

%
| Pergamino limpio ]
%

Clasificacion por peso, ]
tamano y forma

4

Planchuela

I Granza ] [ 3ra ] [ 2da ] [ lra ] I Sup ]

[ Clasificacion por color ]

[ Oro mancha

consumo nacional
| Oro Exportacion I

Figura 3. Proceso en beneficio seco del café. g
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Tostado o torrefaccién del café

Es un proceso en el cual existe una transferencia de calor y de masa
simultdneamente, producto del control de dos variables, como son; la temperatura y
el tiempo, las cuales le confieren al café verde; el aroma, el sabor, el color y el

cuerpo. Su composicion se ve modificada de forma fisica y quimica. (o, 42, a9]
Fases principales de la Torrefaccion

Desecacion, Crecimiento, Disgregacion, Tostado completo y Enfriamiento.

Alrededor de los 50°C se presentan los primeros cambios en las capas superficiales.
A los 100°C se puede apreciar que el grano verde pasa a un color amarillento,
volatilizando un aroma a pan tostado, empezando la desecacion debido a la
evaporacion del agua contenida. De los 120 a 130°C, el color se torna castafio
variando poco a poco adquiriendo tonalidades pardas, acompafado del aumento de
volumen, aun sin olor caracteristico. Mientras que aproximadamente a los 180°C se
comienza a definir el olor, y a causa de la descomposicion de grandes estructuras
guimicas por efecto del calor, aparecen productos gaseosos como; vapor de agua,
CO, y CO; compuestos volatiles generados por la descomposicion de carbohidratos,
proteinas y grasas, causantes del aumento del volumen del grano, el cual adquiere la
coloracién marron debido a las reacciones de Maillard, y a la caramelizaciéon de los
azucares. En éste momento se da el rompimiento de la estructura celular del grano
por la sobrepresion interna, la producciéon de humo y la aparicién del aroma del café,

en éste instante las reacciones endotérmicas estan a nivel maximo. (o, 42, 9]

De manera posterior comienzan las reacciones exotérmicas, debido al calor de
reaccion dentro del grano, que hacen que alcance una temperatura de hasta los
200°C. Después de la caramelizacion de los azucares se alcanza el tostado
completo, en donde el contenido de agua desciende a valores de entre 1.5% y el

3.5% en PESO0. [40, 42, 49

La zona de torrefaccion se encuentra entre los 180 a 250°C, siendo la temperatura

optima la comprendida entre los 220°C y los 230°C, 577 por encima de esto se da la
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sobre torrefaccion, la cual se distingue por la excesiva produccién de humo, el
ennegrecimiento o carbonizacion de los granos, se hacen quebradizos, el volumen

ya no aumenta y hay pérdida del olor. 40, 42, 49]

Para detener el proceso de torrefaccion se recurre al enfriamiento rapido de los

granos, por medio de una corriente de aire, o por apagado por aspersion de agua. (o,

42, 49]

Modificaciones fisicas
Volumen

Se ve aumentado entre los 1.8 6 2 veces, debido al CO, producido al interior del
grano, debe evitarse el llenado excesivo del tostador, para facilitar el movimiento del
café. Este fendmeno se da por la combustion de carbohidratos, proteinas y grasas
presentes. La cascarilla del interior es liberada por el crujido y como consecuencia se
da el secado de las paredes celulares, descendiendo su elasticidad e incrementando

su tencion intercelular. g
Pérdida de Peso

Se da una pérdida de peso variando de un 15 a un 20%, esto no solamente por la
evaporacion de agua del grano, sino también por el desprendimiento de sustancias
volatiles, debido a la pirolisis de estructuras macromoleculares, asi como al

quebranto de la capa plateada y a estructuras de bajo peso molecular. a9
Color

Varia de acuerdo al tiempo de tostado, la temperatura y el tipo de café, pasando de
un color amarillento a un color marrén oscuro, o en ciertos casos a negro. Este
pardmetro es proporcional a la pérdida de peso y al aumento en el volumen, cambios
gue dependen de la intensidad y duracién del proceso. Al salir de la etapa de tostado
y ser enfriados los granos sufren un cambio en el matiz del color, siendo mas

acentuado. [ag
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El color es uno de los parametros indicadores del grado de torrefaccion. Actualmente
han sido asignados diferentes nombres dependiendo del grado de tueste; claro,

medio, 0SCUro y muy OSCuro. [ag
Dureza

El grano verde de café es muy resistente a la presion sin embargo el ya tostado no, a
causa de las fisuras en el interior. Durante el enfriamiento los aceites presentes se
solidifican, haciendo que éste pase de elastico a quebradizo y facil de moler, su

estructura se vuelve porosa. [ag
Contenido de Humedad

En el café verde varia de un 10 a un 12%, mientras que por la torrefaccion se dan
pérdidas de entre .4 y 5%, dependiendo del grado de ésta etapa. El agua que forma
parte del grano se encuentra en forma libre y ligada, se halla combinada con otros
componentes como proteinas, carbohidratos, etc., ésta permanece aun a
temperaturas altas que carbonizan al café. Aproximadamente la mitad de la pérdida
de peso se debe a la evaporacion de agua, éste parametro es de gran importancia,

ya que:

e Es de gran influencia durante el almacenamiento del grano.

¢ Provee un seguimiento durante su procesamiento.

Hay tres etapas en las que se tiene que tomar en cuenta el contenido de humedad
del café tostado; cuando el grano entero estd en almacenamiento, después de la

molienda y después del empaque. [g
Sélidos solubles

Contribuyen al sabor y caracter de la taza de café. La concentracion de la bebida
depende de la cantidad de solidos presentes, que forman parte de ella después de la

extraccion. g
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Modificaciones Quimicas

A causa de la temperatura durante el proceso de torrefaccion, se producen diversas
reacciones que dan origen a infinidad de compuestos quimicos, que conceden
atributos a la bebida. Esto, como se mencioné anteriormente en proteinas,

carbohidratos, grasas, etc. [ag

Proteinas. Por el efecto de la temperatura se desnaturalizan dando origen a acidos.
Se transforman tanto que casi ningun residuo suele encontrarse, de manera natural

pueden encontrarse en el café verde. g

Carbohidratos. Los azucares presentes son caramelizados, y dan pie a las
reacciones de Maillard. La sacarosa presente se deshidrata y al final se hidroliza en
azucares reductores posteriormente polimerizados, este componente se solubiliza

durante la extraccion. [ag

Grasas y Aceites. Bajo la influencia del calor son liberadas, evidenciandose en la
exudacion del grano (aceites esenciales): Esta materia grasa ayuda a fijar principios

aromaticos y al solidificarse hacen al café mas quebradizo. g

Acidos. Subsisten tras el tueste, formandose a partir del efecto de la temperatura
sobre los carbohidratos, desempefiando una funcion importante en el aroma y sabor

de la bebida. 49
Taninos. Son degradados liberando la cafeina retenida en un principio. [ag

Minerales. Funcionan como catalizadores durante las reacciones de pirolisis, y son

encontrados posteriormente en forma de sales organicas. g

Di6xido de Carbono. No existe en forma libre al interior del grano y se genera durante

la combustion de los componentes. [
1.7 Situacion actual del café en México

La produccion de café en México ha disminuido en los ultimos afios. Pasé de ser el

5° al 7° productor mundial del aromatico, esto debido a varios factores:
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e Los bajos precios internacionales y los altos costos de produccion y proceso.

e Laescasa mano de obra.

e La falta de posicionamiento del café nacional en el extranjero y el lento
aumento en el consumo nacional, aun con la entrada de grandes franquicias.

e La escasa o nula participacion del gobierno para dar programas de apoyo que

ayuden a convertirse en productores de granos de calidad.

Hasta este momento, la cadena productiva nacional ha recibido fuertes golpes del
extranjero como: castigos, rechazos, precios bajos y poco posicionamiento a nivel
internacional, antes de empezar una ardua transformacién en los controles de
calidad. Los mercados externos exigieron mejor calidad forzando a implementar
practicas de manejo. Dentro del pais, los cambios fueron del exportador hacia el
productor. [7g

Pocos son los productores nacionales que han logrado posicionar su café en el
mercado internacional, son ellos quienes obtienen precios arriba del contrato “C” de
Nueva York, aquellos que han entendido el valor de la calidad, el cual es
indispensable para lograr mejores mercados. Otros, han logrado colocarlo a mejores
precios, buscando mercados diferenciados como el organico, o han recurrido a
asociaciones comerciales con empresas transnacionales que les garantizan un mejor

precio. 7.g
1.7.1 Produccién, Exportacién, Importacion y Consumo Nacional de café

México produce café de excelente calidad, ya que su topografia, altura, climas y
suelos le permiten cultivar y producir variedades clasificadas dentro de las mejores
del mundo. La variedad que se produce en México en mayor proporcion es la

"Arabica", clasificandose dentro del grupo de "otros suaves". 7 g

Se produce sobre una superficie de 761 mil hectareas en doce estados de la
Republica Mexicana, situados en la parte centro-sur del pais. Estos estados son:
Colima, Chiapas, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Nayarit, Oaxaca, Puebla, Querétaro,

San Luis Potosi, Tabasco y Veracruz. [7g
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Industriales nacionales sefialan que paises como Estados Unidos de Norteamérica y
Alemania compran grano verde mexicano (ver tabla 5), le dan un valor agregado
(clase, tostado y empaque) y lo reexportan de nuevo a México, pues gracias a la falta
de infraestructura y la ineficaz distribucion actual no se ha permitido que la

caracteristica de valor agregado se integre dentro de la cadena de produccion. [7g

Tabla 5. Destino de las exportaciones mexicanas. 7,g

Pais Cantidad (Kg) | Porcentaje (%)
E.U. A 9,980,570.00 63.14
Alemania 1,582,815.00 10.01
Bélgica 1,516,723.00 9.6
Japén 748,656.00 4.74
Cuba 305,280.00 1.93
Canada 294,492 1.86
Francia 246,675.00 1.56
Australia 144,026.00 0.91
Dinamarca 140,375.00 0.89
Noruega 132,825.00 0.84
Otros 714,220.00 4.52
TOTAL 15,806,657.00 100

1.7.2 Produccién, Exportaciéon, Importacion y Consumo Mundial de café

El café es uno de los principales productos que se comercializan en el mercado, su
produccion se realiza por lo regular en las zonas tropicales. Actualmente mas de 80
paises lo cultivan en sus diferentes tipos, de los cuales poco mas de 50 paises lo
exportan. [gi77 Por el valor que representa, llega a generar ingresos anuales
superiores a los 15 mil millones de doélares para los paises exportadores y da
ocupacion directa e indirecta a poco mas de 20 millones de personas dedicadas al
cultivo, transformacién, procesamiento y comercializacion del producto. La
produccion mundial actualmente es 24.7% mayor que la de principios de la década
de los ochenta. Los principales productores de café a nivel mundial son (ver figura 4);
Brasil, México, Colombia, Guatemala, Etiopia, Pert, Honduras, Costa Rica, Vietham,

Indonesia, Uganda y la India. (g 17
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Se integra por tres tipos basicos: los suaves, los arabigos, y los robusta, los primeros
son procesados por medio del método de lavado (despulpado, lavado y secado
inmediatamente después de haber sido recolectado); los segundos generalmente
son no lavados (el grano recolectado se seca y almacena con su pulpa o cascara
exterior, y se despulpa con posterioridad antes de ser entregado al comprador) y su
calidad es inferior a la de los suaves; finalmente, los del tercer tipo, son los menos
cotizados, tanto por calidad como por su precio. Las exportaciones mundiales
durante los seis primeros meses del afo cafetero 2007/08 (octubre 2007 — marzo
2008) descendieron un 4,9% en comparacion con la cifra correspondiente al mismo
periodo del afio cafetero 2006/07. Mientras que las importaciones globales durante
2007 fueron de alrededor de 100 millones de sacos, el nivel mas alto jamas
registrado. Ese nivel de importaciones es un indicador del rpido crecimiento del
consumo mundial y constituye un importante factor en cuanto a que los precios se

mantengan firmes (ver figura 5). [g]

Principales productores

M Brasil

M Vietnam

15.7%,

M Indonesia
W Uganda
M India

® Honduras
M Peru

M Etiopia

Guatemala

3.8% 2.3% 5.4% M Colombia

= México

Otros

Figura 4. Paises productores de café. g

22



s R _N
5 R j | | B Exportacién
Produccién
1 VRsr R s RS _—
II II II I = Consumo
&y 4% %) > \e) © Q D
Q Q Q Q Q Q 0 Q
Q Q Q Q 0
00\'L Q\,\” Q'»\W 0;\"’ Qv\f” 0@,\” Qb\q’ Q,\\
AR S S P P AN

Millones de sacos 60kg

Figura 5. Exportacion, Produccion y Consumo de café a nivel mundial. g

CAPITULO 2. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS EN LA AUTENTIFICACION
DE ALIMENTOS

2.1 Métodos utilizados para la autentificacion de alimentos

El control de calidad es esencial en la industria alimentaria, en la actualidad se
buscan métodos mas eficaces para la satisfaccion del consumidor y los requisitos
normativos, en primera, con la finalidad de evitar sustituciones de materias primas de
alta calidad con otras mas baratas, y segundo para la prevencion de un
etiquetamiento incorrecto o ingredientes no declarados, entre otras mas. ;15 Por lo que
a continuacion se mencionan algunas técnicas utilizadas en la identificacion y

autentificacion de alimentos evaluando sus posibles ventajas y desventajas.
2.1.1 Andlisis de proteinas

Actualmente existe una gran variedad de técnicas analiticas, en las que predominan
las basadas en el analisis de proteinas como son las que implican la separacion de
éstas por metodos electroforéticos en geles de poliacrilamida, (3o logrando la

autenticidad de las especies cuando se comparan con un perfil propio; sin embargo
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la mayoria de estas biomoléculas se desnaturalizan en los alimentos procesados
térmicamente, resultando en cambios de la movilidad electroforética, lo que se

traduce en una interpretacién equivoca de los resultados.

El analisis de proteinas también es utilizado en el area inmunoldgica. Algunos de los

métodos utilizados en la autentificacion son el de ELISA y el Western Blot. a1

La técnica de ELISA se fundamenta en el uso de anticuerpos (Ac) especificos para
capturar a la proteina de interés, se basa en el uso de antigenos o anticuerpos
marcados con una enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad
tanto inmunolégica como enzimética. Al estar uno de los componentes (antigeno o
anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte la reaccién
antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada y, por tanto, serd facilmente revelada
mediante la adicion de un substrato especifico que al actuar la enzima producira un
color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso de un

espectrofotometro o un colorimetro. [ 41

e \Ventajas
Es un ensayo que se caracteriza por ser muy sensible, de alta especificidad, rapido y
economico.

e Desventajas
La poca existencia de proteina de interés puede pasar desapercibida y no ser

medida, dando lugar a un falso negativo.

Pueden producirse falsos negativos cuando se desnaturalizan las proteinas por
cambios de presién, temperatura o concentracion de sales.Se requiere alta calidad

de la proteina asi como gran cantidad de ella presente.
La técnica de Western Blot

Técnica en la que las proteinas son separadas por electroforesis. La corrida se
trasfiere a una membrana para luego incubarla con anticuerpos capaces de
reconocer la proteina de interés. El reconocimiento se pone en evidencia mediante

tinciones. [y
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¢ \Ventajas
Es ideal para la deteccion de diferentes proteinas dentro de una matriz compleja,
cuando las proteinas de interés son conocidas, es altamente especifico y sensible.

e Desventajas

El tiempo invertido en la técnica es mayor en comparacion con otras 48h.

En cuanto a la autenticidad del café, uno de los métodos ampliamente utilizado en la

discriminacion de especies es la Espectroscopia Raman.

Es una técnica fotonica que proporciona informacidon quimica y estructural de casi
cualquier material o compuesto organico y/o inorganico, permitiendo asi su
identificacién. El andlisis se basa en el examen de la luz UV dispersada por un
material al incidir sobre él un haz de luz inicial. Una pequefa porcion de la luz es
dispersada inelasticamente, es decir experimenta un cambio en la frecuencia
(energia y longitud de onda entre el fotén incidente y el emitido), frecuencia que es
caracteristica del material analizado e independiente de la frecuencia de la luz

incidente. [11,4g)

e Ventajas
Este andlisis se lleva a cabo sobre el material en si, ho se necesita de su preparacion
especial, y no existe la alteracion de la superficie sobre la cual se lleva a cabo, es
decir es una prueba no-destructiva.

e Desventajas
Uno de los problemas encontrados, es el ruido presente (todos aquellos factores que
pueden conducir a una lectura errénea de la incidencia de la luz sobre la muestra.

El uso de ecuaciones mateméticas complejas, entre otras.

2.1.2 Analisis de DNA. Reacci6én en Cadena de la Polimerasa.

Los métodos analiticos basados en la deteccién de DNA suelen utilizarse cuando el
alimento ha sido procesado o bien tratado fisicoquimicamente (calor, presion, etc), ya
gue la proteina puede haberse desnaturalizado o degradado en el proceso y los

métodos basados en el andlisis de proteina se ven afectados por este hecho. El DNA
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en cambio pudo haberse fragmentado a trozos pequefios por estas mismas
condiciones, pero esto no implica que no pueda detectarse, aunque también se
degrada por la esterilizacion aun es posible encontrar fragmentos para hacer posible
la diferenciacién de especies. EI DNA es termoestable en comparacién con otras
proteinas, es menos susceptible a la degradacion, esta presente en las células de los
organismos en gran cantidad de copias y en principio con la misma informacion
independientemente del tejido. Las técnicas con marcadores de DNA son mas
sensibles, y las mas utilizadas para la deteccion de dianas moleculares estan
basadas en la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR) y en la utilizacion de

Fragmentos Largos de Restriccion Polimorficos (RFLP). [ay

El andlisis de PCR es un método enzimatico que permite copiar de forma
experimental una zona concreta de un genoma consiguiendo obtener hasta cien mil
copias de ella de manera in vitro, después de realizar 30 0 mas ciclos. g 10, 24, 25, 31, 41]
Fue disefiada por el Dr. Kary Mullis en 1987, para la obtencion de un amplificado del
gen de la hemoglobina humana. 5

2.1.2.1 Fundamento de la PCR

Esta tecnologia utiliza secuencias de oligonucleétidos que inician la sintesis de
fragmentos de ADN. Usa, uno o dos oligonucleoétidos sintéticos (primer o cebadores)
segun la técnica, generalmente de entre 10 a 30 pares de bases de longitud y
complementarios a la secuencia nucleotidica de los extremos del ADN blanco,
disefiados para hibridar en direccion contraria. El método implica la ejecucién de una
serie repetitiva de ciclos (conocidos como ciclos térmicos), cada uno de los cuales
involucra la desnaturalizacion del ADN, la union del cebador a la cadena
desnaturalizada y la sintesis, a partir del cebador, de una doble cadena mediante la
accion de la polimerasa. Lo anterior resulta en una acumulacion exponencial de un
fragmento especifico de ADN. Estos fragmentos se separan posteriormente mediante
técnicas electroforéticas, obteniéndose un patrén de bandas especifico que nos

permite diferenciar individuos, especies animales o vegetales, etc. (9, 16, 26]
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2.1.2.2 Etapas de lareaccion
Cada ciclo consta de tres etapas o ciclos (ver figura 6):

e Desnaturalizacion,
e Hibridaciény

e Extension o elongacion
Desnaturalizacion

Fase en la que el ADN se somete a altas temperaturas (aprox. 95°C), de 15 a 40
segundos dependiendo del tamafo del genoma, 9, 11, 26, 27, 35, 451 con la finalidad de

gue se separe y resulte en cadenas sencillas (ver figura 6).
Hibridacion

La mezcla de la reaccion se enfria (aprox. 60°C), dando lugar al reconocimiento de
segmentos especificos de la cadena diana de ADN por los cebadores, un cebador se
une a un extremo y el otro a la complementariedad, recordando que los sitios de
hibridacion se eligen de acuerdo a la region de interés, mientras que la temperatura y

el tiempo varian entre cada pareja de cebadores (ver figura 6). (9, 11, 26, 27, 35, 45]
Extension

La enzima Taq polimerasa es la encargada de leer la secuencia complementaria asi
como de sintetizar los nucleétidos faltantes durante “n” numero de ciclos, para la
obtencion de gran cantidad de copias del fragmento de ADN deseado. La
temperatura es de (aprox. 70°C) con tiempo de 1 ¥ minutos que también puede

variar segun sea necesario (ver figura 6). (g, 11, 26, 27, 35, 45]

En la siguiente figura (ver figura 6) se pueden observar las tres etapas de la PCR.
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Figura 6. Ciclos de la PCR. 15
2.1.2.3 Componentes de la Reaccion

Para que se produzca la amplificacion del fragmento esperado, en la mezcla de la

reaccion deben encontrarse los siguientes componentes: (g, 11, 26, 27, 35, 45]

- Fragmento de DNA que se desea amplificar. Puede provenir de distintos
organos, 0 de extracto de tejidos, o de sangre, o de mezcla de distintos
fragmentos de ADN, etc.

- Los cuatro tipos de desoxirribonucledtidos trifosfatados -dATP, dGTP, dCTP y
dTTP-.

- Dos oligonucleotidos de cadena sencilla que actuardn como cebadores o
primer. Su seleccidon es muy importante, pues de este paso depende el éxito
de la PCR (ver tabla 6).

- Una DNA-polimerasa termoestable, ya que debe actuar a altas temperaturas

(unos 75° C) y debe mantener su estructura estable a temperaturas de 95° C.

Tabla 6. Criterios de seleccion del primer

Tamafio Tamafio ideal de 20 a 25 nucle6tidos de
longitud; general mente de 18 a 30.

Base en el extremo 3’ Debe serunaGouna C
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Temperaturas de fusion (Tm) 50 - 65 °C

Contenido de GC 40-60%
Auto-complementariedad Debe ser evitada
Similaridad Debe de tener un apareamiento del 100%

con el molde

La amplificacion dura unas dos horas y es un proceso ciclico (de 20 a 40 ciclos).
Cada ciclo dura entre un minuto y medio y cinco minutos. Cuantos mas ciclos se
realicen, mas se amplificara el DNA. 3 En los puntos anteriores se comento la
esencia de la PCR, sin embargo para llevar a cabo el analisis se requieren de unos

pasos previos Yy otros posteriores que constan de:

e Extraccion del DNA total.
e Amplificacion de una zona concreta de DNA.

e Visualizacién de los fragmentos amplificados en un equipo de electroforesis.
2.1.3 Anélisis del producto obtenido de la PCR

El hecho de que las moléculas de DNA obtenidas al finalizar la reaccion en cadena
correspondan efectivamente al fragmento de interés queda asegurado por la
intervencion de los primer que definen los extremos "derecho” e "izquierdo" de ese
fragmento. Asi, una vez que la reaccién ha finalizado, el tamafio del fragmento
multiplicado puede determinarse sometiendo los productos de la reaccion a una
electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida, es decir, a un proceso de

separacion bajo la accion de un campo eléctrico.

Las muestras son colocadas sobre un gel y sometidas a la accion de un campo
eléctrico (electroforesis) migrando de una manera caracteristica que se puede
visualizar por tincion (coloreado) del DNA con bromuro de etidio, el cual actia como

intercalante y al ser analizado bajo la luz UV emite una fluorescencia anaranjada. |1
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Ventajas de la PCR

A partir de una muestra pequefia de DNA (0.5 pg) se pueden realizar una gran
cantidad de estudios.

e El producto se puede utilizar para clonar, secuenciar y analisis.

e Se puede amplificar DNA de cualquier organismo vivo o0 muerto.

e Sus aplicaciones son multiples; medicina forense, diagnosticos, analisis
prenatales, identificacién de especies y discriminacion, etc.

e Cuenta con una alta sensibilidad y especificidad.
Desventajas

e Susceptible a la contaminacion, depende de la concentracién y pureza del
DNA extraido, asi como de aditivos y metabolitos presentes en la muestra.

e Se necesitan “primer” especificos que sean complementarios al fragmento que
se desea sintetizar.

e Puede contaminarse con otro DNA (puede ser del mismo investigador o de

cualquier otra fuente).

2.1.4 RFLP (Fragmentos Largos Polimdrficos de Restriccion), analisis posterior
ala PCR.

El RFLP es una técnica usada desde 1970. Los RFLPs se definen como la variacion
en la longitud de los fragmentos de DNA producida por una enzima de restriccion
especifica a partir de DNAs gendmicos de dos o mas especies. Como se menciond
se necesitan las “enzimas de restriccion”, éstas actuan como “tijeras moleculares”
altamente especificas, reconocen y cortan el DNA en sitios especificos. La gran

mayoria reconocen secuencias de cuatro, cinco 0 seis nucleotidos de longitud. (g

El RFLP de manera experimental es realizado a partir de la amplificacion de un
segmento de DNA especifico, con una posterior digestion de éste, con una enzima

de restriccion concluyendo el analisis con una electroforesis en gel de agarosa. 3

Las muestras obtenidas de ésta técnica son colocadas sobre un gel y sometidas a la

acciéon de un campo eléctrico (electroforesis) migrando de una manera caracteristica
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gue se puede visualizar por tincion (coloreado) del DNA con bromuro de etidio, tal

como en la PCR. [1¢]
CAPITULO 3. LOS CLOROPLASTOS
3. Los Cloroplastos

Son unos organulos que se localizan en las células vegetales. La funcion principal
del cloroplasto es realizar la fotosintesis, la cual consiste en la conversion de la
energia luminosa procedente del sol en energia eléctrica y después en energia
guimica. Esta energia sera utilizada para formar materia organica propia o biomasa
(carbohidratos -sacarosa y almidon-) a partir de moléculas inorganicas, como agua,
CO, y sales minerales. EI O, molecular, resultante de la ruptura de moléculas de

agua que intervienen en el proceso, se desprende como producto de desecho. g

Ademas de la fotosintesis, en ellos se llevan a cabo otros procesos metabdlicos,
como la sintesis de aminoacidos. g El 35% del cloroplasto esta constituido por
lipidos, 5% por proteinas y 7% por pigmentos, entre los cuales predomina la clorofila,
que absorbe la luz y confiere el color verde. Este organulo mide de 3 a 10 um de
longitud y de 0,5 a 2 um de grosor; circundado por una membrana doble separada
entre si, por un espacio intermembranal. Cada unidad de membrana tiene de 8 a 10
nm de ancho. El estroma se encuentra entre la membrana interna y la membrana de
los tilacoides. Los tilacoides son invaginaciones de la membrana interna constituidos
por dos membranas paralelas con un grosor de 7 nm cada una y el lumen del

tilacoide varia de 4 a 7 nm de grosor (ver figura 7).

Membrana Membrana
Interna Externa

Membrana
Tilacoides Grana

Figura 7. Estructura del cloroplasto. [s1;
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En los cloroplastos de las plantas superiores, los tilacoides se apilan formando una
grana, o atraviesan el estroma interconectando los grana (tilacoides del estroma). Un
granum tiene cerca de 10 a 100 tilacoides y cada cloroplasto contiene entre 40 y 60
grana. Los dos extremos de un granum estan en estrecho contacto con el estroma y
reciben el nombre de margenes: el tilacoide marginal se denomina membrana granal
terminal. De 20 a 50 copias del genoma del cloroplasto (cpADN) estan localizadas en
una region llamada nucleoide, mientras que los ribosomas se encuentran en el

estroma o unidos a la superficie de las membranas del tilacoide (ver figura 7 y 8). 9]

|

2pm

Hoja Cloroplasto

A\ _Estroma
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17 Membrana
o / Tilacoide = .
Membrana /N2 _7\Membrana Espacio
Externa Interna Tilacoide

Epidermis Inferior‘

~—
Espacio
Intermembrana

Figura 8. Vista tridimensional del cloroplasto. (e
3.1 DNA de Cloroplasto (cpADN)

La evolucion molecular de las plantas ha sido dominada por el estudio del genoma
del cloroplasto (cpADN) habiendo varias razones. ;;sy En primer lugar, es un
componente abundante del ADN celular total, lo que facilité su caracterizacion
molecular. En segunda, resulté tener una tasa de sustitucion de nucledtidos
conservadora, 1) Y bajas tasas de evolucion por lo que son ideales para el estudio

de las relaciones filogenéticas. [14,51]

Adentrandose en el genoma cloroplastico de las plantas terrestres, podemos
mencionar un conjunto constante de componentes para el funcionamiento de la
maquinaria de la sintesis de proteinas, la cual es indispensable para la supervivencia
de plantas y algas que dependen del CO, como su Unica fuente de carbono, ya que
numerosas proteinas requeridas para la fotosintesis son producto de los genes de

estos plastidos. 29
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3.2 Organizacion del genoma de cloroplasto (cpADN) del café arabica

El cloroplasto en el caso del café arabica (Coffea ardbica) contiene copias de una
molécula circular de ADN de 155 189 pares de bases (pb) con una estructura
cuatripartita tipica de la mayoria de las plantas, cuenta con dos regiones de
secuencia unica, la (LSC) con una longitud de 85 166 pb y la menor (SSC) de 18 137
pb, separadas por dos copias de una repeticion invertida (IRa y IRb), conteniendo
genes que codifican los RNAr de cloroplasto en un 6%; ciertos genes RNAt, en un
2%; proteinas, en un 51%; intrones, en un 9% Yy secuencias intergenéticas, en un
32%. De los 130 genes presentes en el genoma 112 estan presentes en una sola
copia y 18 son duplicados en la region IR. La regién de codificacion incluye 79 genes
para proteinas, 29 RNAt y 4 RNAr. La secuencia de codificacion es del 59.35% de

los cuales un 51.76% codifica para proteinas (ver figura 9). (s3]
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Figura 9. Mapa del genoma circular del café arabica (Coffea arabica). (s

Los genes mostrados en la figura 11 presentan colores distintos de acuerdo al

sistema para el que son necesarios (ver tabla 7).
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Tabla 7. Funcion de los genes de acuerdo al color en la figura 11. [s3

Color de acuerdo ala figura Funcion de los genes
Verde Claro [ ]| Involucrados en la produccion de la enzima ribulosa-1,5-
bisfosfato carboxilasa oxigenasa.
Verde Obscuro [ | Proteinas involucradas en los procesos fotosintéticos asi
como los relacionados al citocromo.
Crema [ ]| Involucrados en la produccion de la enzima ATP sintasa.
Morado [ 1| Involucrados en la produccién de la enzima NADH

deshidrogenasa.

Azul obscuro [ | Subunidades de las proteinas ribosomales.
Azulclaro [ | Sintesis de ARN ribosomal.
Azul [ 1| Plastidos involucrados en la sintesis de ARN polimerasa.
Rojo I | \o se conoce totalmente su funcién.
Gris [ ]| Sintesis de ARN de transferencia.
Blanco [ 1| Zonaconintrones.

Las proteinas sintetizadas por los genes del cpDNA del café Ardbica (Coffea Arabica)
son mostradas en el ANEXO (ver tabla 18, pagina 73).
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CAPITULO 4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 Cuadro metodoldgico (Figura 10)

(Coffea arabica) y Robusta (Coffea canephora) en café nacional, empleando la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Objetivo General. Establecer una estrategia metodoldgica experimental, que permita la identificacion de dos variedades Arabica

v

¢ v 1

Objetivo Particular 1. Uso de Objetivo Particular 2. Determinar la posicion I ] . o \ 4
bioinforméticos bara > Objetivo Particular 3. Realizar el disefio de una . I -
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Figura 10. Cuadro metodoldgico.
4.1.1 Descripcion del cuadro metodologico

La metodologia planteada en esta experimentacion se basa en 4 objetivos
particulares y una actividad preliminar, los cuales nos llevaran a la conclusion de este
proyecto de investigacion, consiguiendo la identificacion del café Arébica (Coffea

arabica) y el Robusta (Coffea canephora) en café nacional haciendo uso de la PCR.
4.1.1.1 Actividades preliminares

Realizar una investigacion bibliografica exhaustiva acerca del café, desde
generalidades hasta tomar en cuenta las caracteristicas de cada variedad,
propiedades, cultivo, produccién, consumo, tecnologia de su procesado, cambios
tras el mismo, situaciones actuales, y lo mas importante metodologias utilizadas para
su autentificacion, una de ellas la espectroscopia infrarroja y como una alternativa la

PCR vista en articulos que hacen referencia al café.
4.1.1.2 Objetivos
Objetivo general

Establecer una estrategia metodolégica experimental, que permita la identificacion de
dos variedades Arabica (Coffea arabica) y Robusta (Coffea canephora) en café

nacional, empleando la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
Objetivo particular 1

Uso de programas bioinformaticos para analizar la disponibilidad de secuencias de
DNA nuclear, gendmico o de cloroplasto en las variedades de café Arabica (Coffea

arabica) y Robusta (Coffea canephora) que permita seleccionar la diana a amplificar.
Objetivo particular 2

Determinar la posicién de los primer frontal y reverso, en la secuencia del genoma
del café Arabica (Coffea arabica), asi como el tamafio del amplificado resultante,

apoyado de programas bioinformaticos.
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Objetivo particular 3

Realizar el disefio de una PCR teniendo una base tedrica y modificando segun los
resultados experimentales con la finalidad de obtener una secuencia del cpDNA de

manera amplificada.
Objetivo patrticular 4

Realizar el disefio de un RFLP utilizando la secuencia del fragmento amplificado,
seleccionando una enzima de restriccion que localice algan polimorfismo,
permitiendo diferenciar la variedad Arabica (Coffea ardbica) de la Robusta (Coffea

canephora) en café nacional.
4.2 Materiales y Métodos
4.2.1 Material biolégico

Se trabajé con 13 muestras de café verde (ver tabla 8) pertenecientes a dos distintas
compafiias una de ellas Agroindustrias unidas de México SA de CV y la otra Café
Mahuer, la variedad a la que pertenecen; asi como el estado de la republica

mexicana de origen son mencionados a continuacion.

Tabla 8. Muestras de café verde utilizadas para la experimentacion

NuUmero de muestra Variedad Estado de origen Empresa
1 Robusta Hidalgo Mahuer
2 Arabica Chiapas Mahuer
3 Robusta Veracruz Mahuer
4 Robusta Puebla Mahuer
5 Arédbica Oaxaca Mahuer
6 Arédbica Guerrero Mahuer
7 Arabica Veracruz Mahuer
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8 Arédbica Oaxaca Mahuer

9 Arabica Veracruz Agroindustrias. U. M.
10 Arabica Chiapas Agroindustrias. U. M.
11 Arabica Chiapas Agroindustrias. U. M.
12 Robusta Veracruz Agroindustrias. U. M.
13 Arabica Veracruz Agroindustrias. U. M.

Con respecto a las muestras de café molido y en grano tostado (ver tabla 9), fueron

obtenidas en distintas casas y centros comerciales dedicados a la venta exclusiva de

café en algunos casos y en otros; en aquellas que ofrecen todo tipo de articulos,

mencionandose en la siguiente tabla, sin embargo; la variedad al igual del estado de

origen en distintas muestras se mencionan como desconocidas, esto por la falta de

informacion tanto en las etiquetas, como por el desconocimiento de los empleados al

ofrecer los productos a la venta.

Tabla 9. Muestras de café en grano tostado y procesado utilizado para la

experimentacion

Numero de muestra Variedad Estado de origen
14 Aréabica Puebla
15 Desconocida Veracruz
16 Desconocida Veracruz
17 Desconocida Veracruz
18 Robusta Veracruz, Oaxaca, entre otros.
19 Robusta Veracruz, Oaxaca, entre otros.
20 Desconocida Desconocido
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4.2.2 Reactivos, Materiales y Equipo utilizado

REACTIVOS

21 Desconocida Desconocido
22 Desconocida Desconocido
23 Desconocida Desconocido
24 Arébica Veracruz

25 Desconocida Desconocido
26 Desconocida Desconocido
27 Desconocida Desconocido
28 Desconocida Desconocido

>

YV V. V V V

YV V VYV V

Kit de soluciones ZR Plant/Seed DNA ™, Zymo Research de Fermentas. El cual contiene
solucion de lisis, Plant/Seed DNA Bindind Buffer, DNA Pre-Wash Buffer, Plant/Seed DNA
Wash Buffer, DNA Elution Buffer

Kit de soluciones PureLink ™ Plant total DNA de Invitrogen. El cual contiene Resuspension
Buffer, Precipitation Buffer, Bindind Buffer, Wash Buffer, Wash Buffer, Elution Buffer, RNase a
(20mg/ml RNase a 50 mM Tris-HCI, pH 8.0 10 mM EDTA)

Kit de soluciones Phire® Plant Direct PCR de FINNZYMES. El cual contiene 2x Phire® Plant
PCR Buffer y Phire™ Hot Start DNA Polymerase

Solucién de lisis: Trsis-HCl, 50Mm, EDTA 50 mM pH=8.0 y NaCl 250 mM

Enzima Proteinasa K

Mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamilico 12:24:1

Etanol puro

Solucién Master Mix de promega, PCR Master Mix™: Taq polimerasa 50 U/ml, dNTPs 400 mM
y MgCl, 3 Mm.

Enzima de restriccion Psu | de Fermentas

Agarosa ultrapura invitrogen

Buffer invitrogen TAE 10X (Tris acetate 400 Mm, EDTA 10 mM)

Bromuro de etidio CLP® 0.5 pg/m
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» Buffer de carga invitrogen azul/naranja 6X (azul de bromofenol 0.03%, xileno 0.03%, naranja
G 0.4%, Ficoll® 15% Tris-HCI 10 Mm (pH=8)

» Marcador de peso molecular Promega 1 kb 100 pg/ml (Tris-HCI (pH=7.4), EDTA 1mM

» Oligos invitrogen a una concentracion de 25 mM

MATERIALES

Tubos eppendorf 1, 1.5y 2 ml

Puntas para pipeta de distintos tamafios
Papel parafilm

Piceta

Gradilla refrigerada

YV V. V V VYV V

Guantes
EQUIPOS

Termociclador Apollo ATC401 CLP
Fotodocumentador Claver Scientific LTD

Fuente de poder Power Pac 1000

Camara de electroforesis Apollo by CE para 10 pozos
Termomixer compac eppendorf

Microcentrifuga minispin plus eppendorf 1400 rpm
Vortex Genie K-55-G

Nanodrop ND-1000 A113 Accesolab

Béascula Cole Parmer PR410 Equipar de 500 mg
Pipetas eppendorf de 2, 10, 100, 200 y 1000 pl

V V V V V V V V V VY

4.3 Métodos
4.3.1 Extraccion de DNA total a partir de tejido vegetal

Para la extraccion del DNA en los diferentes tipos de café (en grano verde, tostado, y
procesado molido) de las dos variedades (arabica y robusta), se evaluaron distintos
protocolos, haciendo ciertas modificaciones a metodologias publicadas zss4 Yy, @
técnicas ya existentes como la de Sambrook, J 2001; que se basa en la
desintegracion del tejido de café con proteinasas y detergentes para la liberacion del

contenido celular, la extraccion de polisacaridos y proteinas distintas al DNA con una
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mezcla de fenol cloroformo alcohol isoamilico, finalizando con la precipitacién de éste
al usar etanol. Y de manera posterior se hizo uso de kits comerciales de distintas
compafiias mencionando ser especificos para tejidos vegetales, entre ellos; GE
Healthcare, Charge Switch, Pure Link, ZR Plant/Seed DNA, Finnzymes.

4.3.1.1 Método siguiendo la técnica de Sambrook, 2001

Se trituré una cantidad considerable de granos de café de cada variedad. A partir de
ahi se tomaron 100 mg de muestra apoyados de una balanza analitica electrénica
marca Cole parmer PR410 Equipar de 500mg, se hizo uso de nitrogeno liquido o
PVPP para continuar con la maceracion en un mortero, agregando 300 ul de solucién
de lisis (Tris base 50mM, pH=8, EDTA 0.1M, SDS 0.5%) y perlas de vidrio para cada
tubo eppendorf, asi como 14 ul de proteinasa K, después la muestra se agitd
ligeramente con ayuda del vortex Genie K-55-G esto para la liberacion del contenido
celular. Se incubd6 en un calentador para tubos eppendorf marca termomixer a 50°C
por un tiempo de 60 minutos, y posteriormente se inactivd la enzima a una
temperatura de 60°C por 60 minutos como minimo. Se adicioné una mezcla de fenol,
cloroformo-alcohol isoamilico en cantidad de 500 pl para cada tubo. Se mezclo
suavemente de manera manual por 10 minutos y se centrifug6b a 10 000 rpm a
temperatura ambiente por 10 minutos en una microcentrifuga marca minispin plus
eppendorf de 14000 rpm. Existi6 una separacién de fases, recuperandose la fase
acuosa superior que contiene el DNA, evitando cualquiera de las otras fases
formadas. Se traslado la fase recuperada a dos tubos nuevos. Se adicioné 1 ml de
etanol frio a cada uno de los tubos (aprecidndose turbidez), lo que hace referencia a
la presencia del DNA. Se mezcldé suavemente. Se centrifugd a 10 000 rpm por 10
minutos a temperatura ambiente en una microcentrifuga marca minispin plus
eppendorf de 14000 rpm. Se decanté el etanol de cada tubo y se dejé secar la
pastilla de DNA formada en el calentador para tubos eppendorf marca termomixer a
31°C. Una vez que ya no se detect6 el olor a etanol se procedio a la resuspension de

la pastilla de DNA con 100 pl de agua libre de nucleasas (ver tabla 10).
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Tabla 10. Algunos de los resultados obtenidos con la técnica de Sambrook, 2001.

Muestra Concentracién (ng/ul) Relacion (260/280)
A 459.83 1.69
B 390.64 1.28

Con éstos resultados se procedio a la técnica de PCR.

4.3.2 Cuantificacion del DNA por medio de la absorbancia relacién (260/280)

La relacién de absorbancia a 260 nm y 280 nm se utiliza para evaluar la pureza del
ADN y el ARN. Un resultado de la relacion (260/280) de ~ 1.8 es generalmente
aceptado como "puro” para el DNA, si el valor de la proporcion es menor, puede
indicar la presencia de proteinas distintas, fenol u otros contaminantes que absorben
la luz cerca de los 280 nm. s;; La concentracion de DNA asi como la relacion
(260/280) fueron medidas con la ayuda del espectrofotdmetro marca Abccesolab

apoyado del programa NanoDrop ND-1000.

e Meétodo para la medicion de la concentracion de DNA (ng/ul) y la relacion de
absorbancia (260/280)

Se calibré el espectrofotometro marca Accesolab colocando 2ul de agua libre de
nucleasas en el brazo del equipo. Se abrié el programa NanoDrop ND-1000 y se
selecciond la opcion de acidos nucleicos. Se colocaron nuevamente 2 ul de agua
libre de nucleasas para registrarlo como blanco, corriéndose el programa. Se
colocaron 2 pl de la muestra de ADN a cuantificar y se corri6 el programa. La
concentracion de DNA vy la relacion 260/280 son registradas por el equipo y

posteriormente este se limpia adecuadamente.

4.3.3 Amplificacién de DNA por PCR.

4.3.3.1 Preparacion de la reaccion para PCR.
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e Método segun el kit para PCR de Promega

Los primer seleccionados para este proyecto fueron tomados de Spaniolas, 2006. La
secuencia del primer frontal es (5 a 3') AATCGATCTGGACGGAAAAGC; vy la del
primer reverso es (5’ a 3') AGCATCCTCATTTTATGAGAAAAGG, 54 teniendo una
concentracion de 25 um, mientras que el DNA una concentracion recomendada de
(40-50 ng/ul). La preparacion de las muestras se hizo de acuerdo al protocolo
desarrollado por Promega. La mezcla fue preparada en tubos eppendorf de 1.5 ml

(ver tabla 11).

Tabla 11. Componentes de la reaccién segun Promega en el kit de PCR

Componente Volumen

Mezcla master mix (50 unidades de Tag DNA polimerasa, 400uM 12.5 pl
de cada dNTP y 3mM de MgCl,)

Primer Frontal 25 pm 0.5 pl
Primer Reverso 25 um 0.5 pl
Agua libre de nucleasas 10.5 ul

DNA 1.0 pl
Volumen final 25 pl

4.3.3.2 Programa de PCR

La programacién del termociclador se realizd de acuerdo a la revision bibliografica y
fue modificada segun los resultados obtenidos (ver figura 11). La temperatura de
desnaturalizacion inicial fue de 95°C por 4 minutos, mientras que las condiciones
durante 40 ciclos fueron las siguientes; una temperatura de “desnaturalizacion” de
94°C durante 45 segundos, una etapa de “hibridacién” a 58°C por 45 segundos, y
una etapa de “extension o elongacién” a 72°C por 2 minutos, y una extension final a

72°C por 10 minutos. (44, 55
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Figura 11. Etapas y condiciones programadas en el termociclador para Arabica

(Coffea arabica) y Robusta (Coffea canephora).
4.3.4 Andlisis de los productos
4.3.4.1 Preparacion del gel de agarosa y electroforesis horizontal

El principio de la electroforesis consiste en la separacion de macromoléculas,
especialmente proteinas y acidos nucleicos, que difieren en carga. Cuando estas
moléculas son expuestas a un campo eléctrico migran. En éste caso el DNA esta

cargado negativamente, por lo tanto se dirige al anodo (+); a través de un gel. [
e Método para la preparacion del gel de agarosa al 3%

Se peso la cantidad necesaria de agarosa 1.5 g de acuerdo al porcentaje del gel
(3%). Se midié una cantidad de 50 ml de TAE 1X en una probeta de 100 ml; ambos
(agarosa y TAE 1X) son depositados en un matraz erlenmeyer de 125 ml. La mezcla
se calenté en el microondas, hasta disolver, y se afadié una gota de bromuro de
etidio, mezclandose y vertiéndose de manera posterior en un cassete propio de la
camara de electroforesis marca Apollo 75.710, colocandole un peine el cual formd los
pocillos al gelificar, evitandose corrientes de aire y desniveles, una vez formado el gel
se coloca el cassete dentro de la camara de electroforesis marca Apollo 75.710,

llenandola con TAE 1X de modo que el gel quede cubierto.

La técnica se llevo a cabo, a una corriente de 90 volts; con una fuente de poder
marca Bio-Rad PowerPac 200, y los pocillos del gel fueron cargados de acuerdo a

las siguientes especificaciones para cada muestra (ver tabla 12).
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Tabla 12. Muestra bioldgica y reactivos necesarios para la carga del gel de agarosa.

Componente Volumen
Bromuro de Etidio 3l
Colorante Blue/Orange 6X Loading Dye 3ul
Muestra o marcador de peso molecular 5 pl

e Método para la carga del gel al 3% y la electroforesis

1. Se toma un trozo de parafilm, en él se depositan las gotas de bromuro de
etidio, colorante y muestra o marcador de peso molecular necesarias,
cuidando que no se mezclen entre ellas (ver tabla 12).

2. Se realiza la mezcla una a una de bromuro de etidio, mas colorante, méas
muestra o marcador, y se depositan en el pocillo del gel correspondiente.

3. Cuando se termina de cargar el gel se hace necesario el cierre de la camara
de electroforesis. Se conecta a la fuente de poder marca Bio-Rad PowerPac
200 a un voltaje de 90 volts. El DNA tiene carga negativa por lo que este se
movera hacia el lado positivo.

4. La corriente se mantiene hasta que el colorante se vea hasta el extremo

contrario al cual empezo.

La visualizacién de los resultados de los geles de electroforesis se llevo a cabo en un
foto documentador marca Claver Scientific LTD, la captura de estas imagenes

visualizadas se logré utilizando un equipo de fotografia marca Kodak Digital Science.

Al no obtener resultados con la técnica de Sambrook, 2001 a pesar de las
modificaciones se plante6 el uso de kits comerciales, entre ellos; Healthcare (GE),
Charge Switch (CS) y Pure Link (PR), sin embargo tampoco se obtuvieron los
amplificados, los resultados de la extraccion de DNA con estos protocolos se

muestran en la tabla 14, en la seccidn de resultados.
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Después de varios intentos se considerd solo el uso de los embriones de café de
ambas variedades, ya que el grano a pesar de ser pulverizado con ayuda de
nitrégeno liquido y al adicionarsele PVPP para evitar la aparicion de pigmentos (3g 0
perlas de vidrio para romper el tejido y liberar el contenido celular, entre otros; no
arrojo resultados positivos pues los polisacaridos que constituyen el grano entero de
café asi como los aceites presentes, actian como inhibidores de la PCR. 59 Se
tomaron aproximadamente 50 granos a los cuales se les retird el embrion, esto para
cada muestra a trabajar. De manera posterior se les adicioné 300 pl de solucién de
lisis y 14 ul de proteinasa K. Se eliminé la parte del uso de nitrogeno liquido, debido
a que el tejido trabajado era mas blando, lo demas se consideré del mismo modo

segun la técnica de Sambrook, 2001.

Sin embargo tampoco se obtuvo el amplificado, por lo que se plante6 el uso de un kit
mas, el ZR Plant/Seed de Zymo Research de la empresa Fermentas, debido a que
menciond ser especifico para plantas y semillas, aunque por las experiencias
anteriores para la extraccion de DNA, se ocuparon solo los embriones de cada

variedad de café a trabajar.

4.3.1.2 Método para la extraccion de DNA utilizando el kit ZR Plant/Seed de Zymo

Research de la empresa Fermentas

Se pesaron 150 mg de la muestra (embriones correspondientes al peso) en una
balanza analitica electronica marca Cole parmer PR410 Equipar de 500mg,
adicionando 750 ul de solucién de lisis. Se agitd en el vortex marca Genie K-55-G por
10 minutos a maxima velocidad, evitando el calentamiento de la muestra. Se
centrifugd el tubo con la muestra y la solucién de lisis en una microcentrifuga marca
minispin plus eppendorf de 14000 rpm a 10 000 rpm por 1 minuto, agitado ya en el
vortex Genie K-55-G. Se transfirié 400 pl de la muestra del paso anterior, a otro tubo,
centrifugando a 7 000 rpm por 1 minuto. Se adicionaron 1 200 ul de una solucién
llamada Binding Buffer al filtrado obtenido del paso anterior y se mezcld. Se
Transfirieron 800 pl de la muestra del paso anterior a un tubo nuevo y se centrifugo
a 10 000 por 1 minuto. Se desech¢ el flujo de paso y se repitio el paso anterior. Se
adicionaron 200 pl de DNA Pre Wash Buffer a una columna incorporada en un tubo,
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y se centrifugd a 10 000 por 1 minuto. Se adicionaron 500 ul de Plant/Seed DNA
Wash Buffer a la columna que contiene la muestra y se centrifugé a 10 000 rpm por 1
minuto. Se transfirié la columna a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml, y se
adicionaron 75 pl de DNA Elution Buffer directamente en la columna matriz, se
centrifugd a 10 000 rpm por 30 segundos para eluir el DNA. Se transfirio el DNA
eluido del paso anterior a un tubo, poniéndole como base un tubo de microcentrifuga
de 1.5 ml y se centrifugd a exactamente 8 000 rpm por 1 minuto, el filtrado obtenido
es el DNA listo para ser usado en la PCR.

Después de la extraccion del DNA con el kit se procede a la medicién de la
concentracion y de la relacion de absorbancia (260/280) (ver tabla 14); asi como a la
preparacion de la reaccion para la técnica de PCR segun lo mencionado por
Promega (ver tabla 10) y su posterior corrida electroforética en un gel de agarosa al
3%.

Se obtuvieron los amplificados de 251 pb; lo que nos llevo al uso de este kit para el

grano verde de café de ambas variedades (Arabica y Robusta) y el posterior RFLP.
4.3.5 Disefio de RFLP

El RFLP se realiz6 al digerir el producto de PCR con la enzima Psul, la cual es una
enzima de restriccion 1) que reconoce la siguiente secuencia, donde “R” representa

una adenina o guanina y “Y” una citosina o timina.

R | GATCY
YCTAG |R

La Psul ubica un sitio de restriccidon presente en Robusta, dando dos fragmentos uno
de 92 y otro de 159 pb, mientras que en Arabica esta ausente con una diana intacta
de 251 pb. Para la digestion se utilizd el producto de PCR que amplific6 en una
cantidad de 8 ul, mas 1 pl de la enzima de restriccion Psul y 1 pl del Buffer B;
ambos de la empresa Fermentas. Se mezclaron y se incubaron a una temperatura de
37 °C en un tiempo de 60 minutos como minimo en un calentador para tubos
eppendorf marca termomixer, lo cual es constatado con los resultados mostrados. Al

hacer uso de este kit (ZR Plant/Seed de Zymo Research de la empresa Fermentas),
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en muestras de café en grano tostado y en el ya procesado se lograron obtener
amplificados muy tenues, los cuales no servirian para hacer la posterior digestion
pues las bandas no serian nada notables, por lo que se buscaron alternativas
tratando de estandarizar aiin mas la técnica, asi como el uso de otro kit el Phire Plant
Direct PCR, de la empresa Finnzymes, ofreciendo hacer una PCR directa; sin
necesidad de extraer el DNA, el cual por el procesamiento ya pudiera estar
fragmentado debido a las temperaturas a las cuales es sometido. Asi como de evitar

el paso de medir la concentracion y la relacion (260/280).
4.3.1.3 Método utilizando el kit Phire Plant Direct PCR, de la empresa Finnzymes

Se preparo la reaccidén de acuerdo a las especificaciones sugeridas en la guia del kit

(ver tabla 13).

Tabla 13. Componentes para la reaccion de PCR directa, segun kit Phire Plant Direct

PCR, de la empresa Finnzymes.

Componente Para 20 pl de reaccion
Agua libre de nucleasas 8.6 ul
2x Phire Plant PCR Buffer 10
Primer 0.5 ul
Phire Hot Start DNA Polymerase 0.4 ul
Tejido de la planta 5 Mg

Con éste kit se lograron obtener amplificados visibles para algunas muestras de café
tostado en grano (0.5 pg), utilizando solamente 1 embrion por muestra para
estandarizar la técnica. Los amplificados posteriores a la PCR fueron digeridos con la

enzima Psul con las condiciones anteriormente mencionadas.
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Seleccion de los primers

Los primers seleccionados para este proyecto fueron tomados de Spaniolas., 2006
(ver ANEXO figura 23). Estos se revisaron con el programa bioinformatico blast2
sequence y el genoma de cloroplasto del café Arabica (Coffea arabica), con el
proposito de confirmar la posicién y el tamafio del amplificado (ver ANEXO figura 24, 25 y
26). El primer frontal se ubica de la posicion 48308 a la 48328, mientras que el
reverso de la 48534 a la 48558. El tamafio del amplificado (ver ANEXO pagina 74)
resulta en una diana de 251 pares de bases, con una afinidad del 100 por ciento, lo
cual indica que son especificos para la zona de interés de la variedad en cuestién

confirmando lo pretendido por Spaniolas., 2006.

Secuencia del primer frontal (5" a 3’) AATCGATCTGGACGGAAAAGC
Secuencia del primer reverso (5’ a 3') AGCATCCTCATTTTATGAGAAAAGG
Tomando en cuenta lo anterior se prosigue con la experimentacion.

Se decidid trabajar con este espacio intergenético -secuencia trnL/trnF del
cloroplasto- (ver figura 12), debido a su uso en el estudio filogenético de plantas, [1g €n
la identificacion de especies, asi como por la estabilidad de la transmision de
informacion genética de ésta region debido a su herencia materna; s, s3, 55 al igual
de representar un papel importante en la autentificacion de alimentos y posibles
adulteraciones, si su uso es combinado con enzimas de restriccion. 455 El genoma
fue ubicado con el GI (namero de localizacién) 116242143, en el National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (ver ANEXO figura 26).
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Figura 12. Genoma completo de Cloroplasto del café Arabica (Coffea Arabica). sz
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5.1.1 Evaluacién experimental de la especificidad de los primer.

Se verifico que los primer fueran especificos y no hibridaban con alguna otra especie

(ver figura 13).

1kb

300 pb

—p | 2510b

200 pb

100 pb

Figura 13. Fotografia de un gel de agarosa al 3% que expone muestras filogenéticamente parecidas (1
a 7) y lejanas en el caso de la leche (8). En el carril (1) se muestra el marcador de peso molecular, en
el carril (2) se muestra el blanco, en el carril (3) la variedad Arabica, en el carril (4) a la variedad
Robusta, en el carril (5) al maiz, en el carril (6) al trigo, en el carril (7) a la soya y en el carril (8) a la

leche.

Podemos constatar que los primer si son especificos, debido a que no existe la
amplificacion con ninguna de las otras especies, por mas cercanas o lejanas que
estas parecen en el sentido filogenético. Se muestra una banda de 251pb., en el
caso de la variedad Ardbica (Coffea arabica); asi como en la variedad Robusta
(Coffea canephora); por lo tanto los datos arrojados por el programa bioinformatico

blast 2 sequence, fueron correctos.
5.2 Evaluacién experimental de las técnicas de extraccion de DNA

En el apartado 4.3.1 del capitulo 4, se hace referencia a distintas técnicas de
extraccion de DNA (Sambrook, 2001; kit ZR Plant/Seed de Zymo Research y kit
Phire Plant Direct PCR de Finnzymes). En un inicio se comenzd tratando de
estandarizar el protocolo descrito por Sambrook, 2001, sin embargo no se obtuvieron
los amplificados esperados (ver tabla 14 para consultar resultados); Se consideré su

mencion porque hasta el momento ha sido una de las metodologias planteadas con
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éxito en proyectos ya realizados, ampliamente utilizada para la posterior
amplificacion de fragmentos por PCR. Una teoria de lo que posiblemente sucedio, es
gue durante la homogenizacion de la muestra se liberan metabolitos secundarios
presentes en vacuolas como complejos fendlicos que sirven de sustrato a la
polifenoloxidasa (PPO), lo cual provoca la formacion de coloraciones; ademas de que
también son liberados pigmentos como la clorofila, los cuales alteran el valor de la
relacion de absorbancia (260/280) [sq), la cual nos indica la pureza del DNA, ademas
de que se hacia uso total del grano de café (previamente fragmentado a un polvo
fino), lo que incluy6 aceites, polisacaridos y proteinas distintas al DNA que tal vez no

eran eliminadas durante la extraccion.

Después de no lograr la amplificacion de las bandas deseadas con ésta técnica y sus
modificaciones, se planted el uso de un kit comercial, como se menciond fueron
probados algunos especificos para plantas de distintas empresas (Healthcare,
Charge Switch, Pure Link de Invitrogen). En el caso de la demostracién de éstos por
parte de personal capacitado, se lleg6 a la conclusién de que ninguno era realmente
efectivo. En algunos casos se planteaba el uso de “n” niumero de lavados al DNA
para eliminar pigmentos o contaminantes asociados a él, que al final ya no existia su

presencia y en otros, se obtenia DNA aun con pigmentos.

Tabla 14. Resultados de la extraccion de DNA con distintas metodologias

Kit o técnica utilizada Muestra | Concentracion | Absorbancia
(ng/pl) (260/280)
Healthcare. lllustra A (Arabica) 182.86 1.15
B (Robusta) 480.84 1.18
Charge Switch. Invitrogen A (Arabica) -31.66 4.45
B (Robusta) -9.62 -1.46
Pure Link Plant total. Invitrogen | A (Arabica) 3.78 1.15
B (Robusta) 1.20 1.00
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Sambrook, 2001 A (Arabica) 296.35 1.36

B (Robusta) 206.83 1.44

Después de estos resultados nada alentadores, se prob6o un kit mas, el ZR
Plant/Seed DNA Zymo Research de la empresa Fermentas, el cual mencion6é que
era para plantas y semillas; aunque tomando en cuenta lo anterior, se decidié hacer
uso igualmente solo de los embriones de café, con la finalidad de trabajar con una
muestra libre de gran cantidad de polisacaridos y grasas. Para cada muestra se
consideraban granos a los cuales se les retiraba el embrion correspondiendo a una
cantidad de 150 mg, y se seguia el protocolo mencionado de acuerdo al kit. Lo cual
arrojo resultados positivos a pesar de que la concentracion de DNA no era
demasiada, ni tampoco se tenia una relacion de absorbancia (260/280) cercana a 1.8
(ver tabla 15). Se observd que el DNA extraido ya no presentaba pigmentos y los

lavados planteados en el kit no favorecieron su eliminacion.

Tabla 15. Valores de concentracion y absorbancia relacion (260/280) de las muestras

Arabica y Robusta.

NUmero de muestra Concentracion (ng/ul) | Absorbancia (260/280)
1 Robusta 50.97 1.04
2 Arébica 78.18 1.09
3 Arébica 51.70 1.62
4 Robusta 44.5 1.23
5 Arébica 55.44 1.22
6 Arébica 49.77 1.09
7 Arébica 54.34 0.96
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5.3 Evaluacién experimental de la técnica de PCR

Se probaron las condiciones de trabajo empleadas en un articulo publicado
Spaniolas., 2006; 1k nbargo no hubo amplificacion del fragmento, por lo que se
decidié hacer una revision exhaustiva, comparandolas con las utilizadas en otros
articulos haciendo referencia al café, hasta llegar con el publicado por Mishra., 2008,
esto no quiere decir que no se realizaron cambios de manera propia (calculos de
“Tm”, en base a la ecuacién de Wallace y a programas bioinformaticos), sino que se
necesitaba la comparacion, para determinar cual era el problema de la ineficacia en
la PCR; de a cuerdo a esto se pudo establecer que el error fue ubicado estrictamente
en la temperatura de hibridacion del primer “Tm”, puesto que las demas temperaturas
y tiempos eran muy parecidos en ambos. En el articulo citado por Mishra., 2008, se
plantea que ésta condicion depende del tamafio del primer, no obstante la maxima
temperatura utilizada con éxito se demostré que es a los 58°C, por lo tanto las
condiciones de PCR para la obtencion del amplificado de 251 pb., de las variedades
de café fueron las siguientes; 4 Una temperatura de inicio de 95°C por 4 minutos, y
40 ciclos bajo las siguientes condiciones de trabajo; una temperatura de
desnaturalizacion de 94°C durante 45 segundos, una temperatura de alineacién o
hibridacién de 58°C por 45 segundos y una temperatura de extensién de 72°C por 2
minutos; mientras que la extension final se llevo a cabo a 72°C por 10 minutos.

Obteniéndose los siguientes resultados.

Figura 14. Fotografia de un gel de agarosa al 3% que muestra los amplificados resultantes de la PCR
en grano verde de café de la variedad Arabica y Robusta. En el carril (1) se tiene el marcador de peso

molecular, en el carril (2) se muestra el blanco, en el carril (3) se muestra la variedad Arabica, en el
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carril (4) a la variedad Robusta, en el carril (7) a la variedad Arabica y en el carril (8) a la variedad
Robusta.

Observando la figura, se podria pensar a primera instancia que se trata de distintas
muestras, sin embrago no es asi, la 3 y la 7 corresponden a la misma Arabica, al
igual que la 4 y la 8 a la misma Robusta. Lo que se realiz6 fue estandarizar la técnica
en cuanto a la concentracion de DNA adecuado para un amplificado intenso y el
posterior RFLP, por lo que en el numero 3 y 4 se trabaja a la concentracion original
de DNA obtenido con el kit, mientras que en la 7 y la 8 se ajustd la concentracion
estrictamente a 40 ng/ul recomendado en algunos casos. [2ss) Los resultados
revelaron una banda de 251 pb., mas intensa trabajando con la concentracion
original que ya ajustado. Por lo que se prosiguioé a realizar el RFLP con la enzima
Psu I, una enzima de restriccion [1g la cual cortara la diana en una region especifica -

trn Ly trn F- (ver figura 12); obteniendo los resultados mostrados en la figura 15.
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Figura 15. Fotografia de un gel de agarosa al 3%, que muestra los fragmentos resultantes del RFLP
después de la digestién con la enzima Psu |, en grano verde de café de la variedad Ardbica y
Robusta. En el carril (1) se muestra el marcador, en el carril (2) se muestra el blanco, en el carril (3) se

muestra a la variedad Arabica y en el carril (4) a la variedad Robusta.

Estandarizada la técnica se incluyen todas las muestras.
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Figura 16. Fotografia de un gel de agarosa al 3%, que muestra los amplificados resultantes de la PCR
en granos verdes de café. En el carril (1) se muestra el marcador, en el carril (2) se muestra el blanco,
en el carril (3) se muestra a la variedad Robusta, en el carril (4) a la variedad Arabica, en el carril (5) la

variedad Robusta y en el carril (6) la variedad Robusta.

En la figura 16, se muestran los amplificados resultantes de la PCR de ambas
variedades de café, los cuales tienen un tamafio de 251pb y se procede a la

digestion de la muestra amplificada con la enzima Psu | (ver figura 17).

300 pb
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Figura 17. Fotografia de un gel de agarosa al 3%, que muestra los fragmentos resultantes del RFLP
después de la digestion con la enzima Psu |, en grano verde de café de las variedades Arabica y
Robusta. En el carril (1) se muestra el marcador de peso molecular, en el carril (2) se muestra el
blanco, en el carril (3) se muestra a la variedad Arabica, en el carril (4) a la variedad Arabica, en el
carril (5) a la variedad Arébica, en el carril (6) a la variedad Arabica, en el carril (7) a la variedad
Robusta, en el carril (8) a la variedad Arabica, en el carril (9) a la variedad Robusta y en el carril (10) a

la Robusta.
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De acuerdo a la figura 17, podemos mencionar que se lleg6 a la identificacion de las
variedades Arabica (Coffea arabica) y Robusta (Coffea canephora) en café nacional
empleando la PCR-RFLP en grano verde, pues se corrobora que la enzima Psul
ubica un sitio de restriccion presente en Robusta, dando dos fragmentos uno de 92 y
otro de 159 pb, mientras que en Arabica esta ausente con una diana intacta de 251
pb. De manera posterior, se trabaja con café ya tostado y procesado; siguiendo la
metodologia planteada por el kit ZR Plant/Seed de Zymo Research de la empresa

Fermentas, mostrandose los resultados en la tabla 16.

Tabla 16. Resultados obtenidos de la extraccion de DNA en el café procesado
(molido) de distintas marcas comerciales con el kit ZR Plant/Seed de Zymo Research

de la empresa Fermentas.

Marca Concentracion (ng/ul) Relacion (260/280)
Blasén “a@” 31.66 0.92
Legal “a” 47.68 0.94
Vips “a” 49.26 0.91
Blason “b” 30.61 0.88
Legal “b” 52.44 0.93
Vips “b” 25.00 0.91
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Figura 18. Fotografia de un gel de agarosa al 3%, que muestra los amplificados resultantes de la PCR
en café tostado y procesado. En el carril (1) se muestra el marcador de peso molecular, en el carril (2)
se muestra el blanco, en el carril (3) se muestra Blason a, en el carril (4) se muestra Legal a, en el
carril (5) se muestra Vips a, en el carril (6) se muestra Blasén b, en el carril (7) se muestra Legal b, y
en el carril (8) se muestra Vips b.
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Como se puede apreciar en la figura 18, los amplificados resultantes de la PCR, son
demasiado tenues, por lo que el hacer el RFLP sobre estas seria nada notable; cabe
mencionar que (3y 6); (4y 7); (5y 8) pertenecen a la misma muestra, solo que se
utilizé 1pl de DNA en 3, 4 y 5 mientras que para 6, 7y 8; 2 ul de DNA para la PCR y

determinar donde se obtenia un mejor amplificado.

El principal problema en el andlisis de secuencias de DNA para muestras
comerciales de café radica en su degradacion durante el procesamiento, pues los
acidos nucleicos se descomponen de manera rapida a altas temperaturas, como las
alcanzadas en la torrefaccion (hasta 245 °C), 143 por lo que el DNA extraido de
granos tostados es fragmentado y desnaturalizado, haciendo el analisis mas dificil,
pues varias son las publicaciones donde se menciona el uso de distintas técnicas y
kits comerciales para la obtencion de los amplificados, sin embargo no garantizan
resultados exitosos. usse; ademas se hizo uso de una muestra ya molida
(fragmentada) no consiguiendo verificar la existencia de embriones. Y ademas por
gue se llegan a utilizar aditivos como azlcares y saborizantes artificiales o

conservadores, que pueden actuar como inhibidores de la PCR. sq

Por lo tanto se busco otra opcién, la cual implico el trabajar con muestras en grano
de café tostado, siguiendo el protocolo del kit comercial ZR Plant/Seeds DNA de
Zymo Research de la empresa Fermentas (ver apartado 4.3.1 del capitulo 4), ocupandose
para la extraccion del DNA los embriones de los granos tostados, obteniendo los

resultados mostrados en la tabla 17.

Tabla 17. Resultados obtenidos de la extraccion de DNA en el café en grano tostado
de distintas marcas comerciales con el kit ZR Plant/Seed de Zymo Research de la

empresa Fermentas.

Marca Concentracion (ng/ul) Relacion (260/280)
A) “Villarias” 47.29 0.91
B) “Villarias” 28.57 0.90
C) “Mahuer” 48.00 0.90
D) “Villarias 31.14 0.90
E) “Villarias” 36.42 0.80
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Como se puede observar en la tabla 18 (ver tabla 18), los valores de concentracién de
DNA no son cercanos a los 40 ng/pl en algunos casos, pero no se descarté ninguna
muestra. Por otra parte, los bajos valores de la relacion de absorbancia (260/280),
nos dan la indicacion de posibles contaminantes, sin embargo se realiza en andlisis

posterior, la PCR., mostrandose los amplificados resultantes en la figura 19.

1kb

——»| 251nb

Figura 19. Fotografia de un gel de agarosa al 3%, que muestra los amplificados resultantes de la PCR
en café en grano tostado. En el carril (1) se muestra el marcador de peso molecular, en el carril (2) se
muestra el blanco, en el carril (3) se muestra el tostado en grano 1, en el carril (4) se muestra el
tostado en grano 2, en el carril (5) el tostado en grano 3, en el carril (6) el tostado en grano 4, y en el

carril (7) el tostado en grano 5.
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Figura 20. Fotografia de un gel de agarosa al 3%, que muestra los fragmentos resultantes del RFLP

100 pb

en café en grano tostado. En el carril (1) se muestra el marcador de peso molecular, en el carril (2) se
muestra el blanco, en el carril (3) se muestra el tostado en grano 1, en el carril (4) se muestra el
tostado en grano 2, en el carril (5) el tostado en grano 3, en el carril (6) el tostado en grano 4, y en el

carril (7) el tostado en grano 5.
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Los resultados de la figura 20 (ver figura 20), N0S suponen una adulteracion, s, 4, 56, 57]
al adicionar granos de las dos variedades Arabica (Coffea arabica) y Robusta (Coffea
canephora) para su venta comercial, lo cual no es declarado en la etiqueta; tal es el
caso del carril 3, 6 y 7; donde se muestran las tres bandas; una que corresponde a la
variedad Arabica (251 pb) y dos que corresponden a la variedad Robusta (una de 92
y otra de 159 pb), después de haber hecho la digestion con la enzima Psu | sobre el
amplificado de PCR, se pone de manifiesto la mezcla de variedades. Sin embargo
después del tiempo transcurrido en la experimentacion, se plate6 el uso de otro kit
comercial con el plus de ofrecer una PCR directa, sin la necesidad de llevar a cabo la
extraccion de DNA, pues cuenta con una enzima altamente afin al mismo, sin ser
previamente purificado, ademas de utilizarse un minimo de muestra (de 0.5 a 1 ug),

su nombre es Phire Plant Direct PCR de Finnzymes.

Para estandarizar la técnica con éste kit se utilizan distintas cantidades de muestra,

para determinar cual nos daba un amplificado més intenso.
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Figura 21. Fotografia de un gel de agarosa al 3%, que muestra los amplificados resultantes de la PCR
en café en grano tostado. En el carril (1) se muestra el marcador de peso molecular, en el carril (2, 3y
4) la misma muestra de Arabica en el carril (5, 6 y 7) la misma muestra de Robusta y en el carril (8,9 y
10) la misma muestra de Robusta expreso grano tostado. El carril (2) contiene 1 embrion de café
verde variedad Arabica, diluido con 100 pl de agua libre de nucleasas, tomando de ahi .5 pl como
muestra, el carril (3) contiene 1 embrién de café verde de la variedad Arabica diluido con 200 pl de
agua, tomando de ahi .5ul como muestra; y el carril (4) contiene 0.5 ug de tejido del embrién de café
verde. El mismo procedimiento se lleva a cabo para los carriles (5, 6 y 7); sin embargo ahora la
variedad de grano verde es Robusta. Y en los carriles (8, 9 y 10) se tiene el mismo procedimiento

pero ahora de un embrién de café en grano tostado.
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Como se observa en la figura 21, se tiene un amplificado de 251 pb para todas las
muestras, unas bandas mas visibles que otras debido a la cantidad de muestra
utilizada, ya que en unos se utilizaron los embriones diluidos con agua libre de

nucleasas, mientras que en otros se utilizo el tejido de manera directa.

A continuacion se muestra el RFLP de las muestras que presentaron un amplificado
mas intenso -3, 6 y 10- de la figura 21 (ver figura 22), lo que implic6 un embrién de la
variedad en cuestion, diluida con 200 pl de agua, tomando 0.5 pl para la PCR. En

cuanto al RFLP las condiciones fueron las mismas.
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Figura 22. Fotografia de un gel de agarosa al 3%, que muestra los fragmentos resultantes del RFLP
en café en grano tostado. El carril (2) tenemos a la variedad arabica, en el (3) a la Robusta y con el
resultado del carril (4), Robusta expreso (grano tostado); se puede constatar que no se esta en
presencia de una adulteracién de granos de café Arabica con Robusta, pues se utilizé solamente un

embrién para el analisis; sino de un hibrido o un transgénico.

Al observar la figura 22 nos damos cuenta que en el carril 4 se presentan las tres
bandas, una que corresponde a la variedad Arabica (251 pb) y dos que corresponden
a la variedad Robusta (una de 92 y otra de 159 pb), esto no puede suponerse como
adulteracion, sino que revela la presencia de un hibrido o un transgeénico; 4 pues se
utilizé solamente un embrion para el analisis. La presencia de un hibrido se justifica
con el mejoramiento de la productividad, logrando mayor rendimiento de la
plantaciéon. Al igual de hacer al cafeto méas resistente a parasitos como nematodos y
enfermedades como la roya del café. Esto mediante el injerto de la variedad Arabica

sobre patrones de Robusta; [2,22; aunque podria revelarse también la presencia de un
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transgénico, pues una de las empresas mas importantes en la venta de café en el

mercado interno mexicano ha pedido la patente.

En los dltimos afios han ido en aumento los experimentos sobre la incorporacion de
genes foraneos con la finalidad de regular la producciéon de ciertas sustancias
(cafeina, etileno, etc); hacerla mas resistente a herbicidas y a malos climas, entre
otras. 53 No se trata de justificar o no el uso de la biotecnologia al incorporar genes
distintos a los pertenecientes originalmente a éstas dos variedades, pues la finalidad
es ofrecer un beneficio conjunto; un producto de mayor calidad, o como lo solicita el
consumidor segun sus necesidades [3; sin embargo deberia de ponerse de manifiesto
su presencia ya sea como hibrido o transgénico en el empaque, o hacerse la

correspondiente aclaracion a los interesados en su consumo.
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CONCLUSIONES

» Se realizo la busqueda del genoma completo del café de la variedad Arabica
(Coffea arabica) y Robusta (Coffea canephora), para lo cual se utilizaron
programas bioinformaticos y bancos de secuencias; sin embargo solo se

encontro el de la primera variedad, correspondiendo al genoma de cloroplasto.

» A partir del genoma de cloroplasto de la variedad Arabica (Coffea arabica), se
procedié a ingresar los primers consultados en la literatura a otro programa
bioinformatico (blast2 sequences), arrojando como resultado que el primer
frontal se ubica de la posicion 48308 a la 48328, mientras que el reverso de la
48534 a la 48558. EIl tamafno del amplificado resulta en una diana de 251

pares de bases.

» La técnica de amplificacion por PCR, es un método sensible y reproducible,
capaz de proporcionar resultados de pruebas, incluso cuando la cantidad de

DNA fue minima o se encontraba degradada.

» Se analiz6 una secuencia del cpDNA, que esta presente en alto nUmero de

copias, lo que aumentd la posibilidad de obtener amplicones intactos.

» A partir de la estandarizacion de la técnica de PCR, asi como del uso de un
RFLP, se concluye la existencia de posibles adulteraciones al igual de la

existencia de hibridos o transgénicos.

» Se logré cumplir con el objetivo del proyecto, llegar a la identificacion de las
variedades Arabica (Coffea ardbica) y Robusta (Coffea canephora) en café
nacional empleando la técnica de PCR-RFLP, esto en grano verde de café, y
en el ya tostado en algunos casos debido a su degradacion durante el proceso

de torrefaccion.
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» La adulteracion de una variedad con otra en el café, no representan un
problema de salud, pero si uno de abuso por parte de productores y
distribuidores al pretender un mayor rendimiento y por tanto ganancia con esta
actividad, dejando de manifiesto el desconocimiento del mercado mexicano en
las caracteristicas y atributos de un café de calidad, ya que en base a los
resultados obtenidos en este trabajo de investigacion se revela que el café
destinado para consumo interno ofrecido en distintas casas comerciales suele
estar adulterado, mientras aquel destinado al mercado de exportacion es

100% auténtico.

> Este trabajo de investigacidon cumpli6 con las expectativas planteadas,
logrando la diferenciacion de ambas variedades (arabica y robusta) en el café
mexicano, lo que nos lleva a confirmar que la técnica de PCR-RFLP, asi como
la metodologia trazada son la mejor opcion y representan una herramienta
capaz de ser tomada en cuenta por las instituciones pertinentes como un
analisis efectivo de discriminacion y autentificacion, asegurando la calidad del
café en materia prima, y en el tostado y procesado en algunos casos; esto a
pesar de posibles inhibidores en las reacciones enzimaticas, tales como la
presencia de proteinas distintas al DNA, lipidos, carbohidratos, reacciones
enzima-sustrato, etc., 6 parametros como la temperatura y tiempo que limitan
la efectividad de aquellas metodologias basadas en el analisis de proteinas, lo
gue pone por encima a las técnicas basadas en el DNA, al ser una molécula
mas estable.
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RECOMENDACIONES

En el caso de las muestras de café soluble puede plantearse una region distinta a la
(trn- L/trn F) del genoma de cloroplasto del café arabica o robusta que se cree en
base a la teoria pueda permanecer intacta a pesar del tratamiento térmico al que se

someten las muestras.
El estudio aqui planteado tiene la posibilidad de ser complementado a futuro.,

Realizando quiza graficas relacionando la intensidad de las bandas de DNA con
concentraciones conocidas de las variedades de café, lo cual permitiria determinar el

porcentaje de adulteracion o6...

Realizando curvas combinando pardmetros como la temperatura, el tiempo de
procesamiento de tostado del café y la intensidad de las bandas de DNA para

establecer hasta que condiciones puede ser efectivo el analisis.
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ANEXO

Para llevar a cabo este proyecto fue necesario realizar una investigacién bibliografica
de los trabajos hechos con anterioridad referentes al tema de interés. Se encontré
uno publicado por Spaniolas, 2006, cuyo objetivo fue la autentificacion de granos de
café por analisis de PCR-RFLP y electroforesis capilar. El interés nuestro fue lograr
la discriminacién de estas dos variedades (Coffea ardbica y Coffea canephora) en
café nacional, para lo cual tomamos como referencia el articulo antes citado.

Authentication of Coffee by Means of PCR-RFLP Analysis and
Lab-on-a-Chip Capillary Electrophoresis
STELIOS SPANIOLAS. T SEAN T. Mavy * MarT.colLM J. BENNETT.F AND
GREGORY A TUCKER*- T~

Division of Wutritional Sciences, Division of Plant Sciences, and Authentigene Litd_,
School of Bicsciences, University of Nottingham  Sutton Bonington Campus. Loughborough,
Leics LE12 5SED, United Kingdom

Coffee is one of the most important world food commodities, commercial trade consisting almost
entirely of Arabica and Robusta varieties. The former is considered to be of supernor guality and thus
attracts a premium price. Methods to differentiate these coffee species could prove to be beneficial
for the detection of either deliberate or accidental adulteration. This study describes a molecular
genetics approach to differentiate Arabica and Robusta coffee beans. This employs a Polymerase
Chain Reaction— Restriction Fragment Length Polymorphism to monitor a single nucleotide polby-
morphism within the chloroplastic genome. Samples were analyzed with a lab-on-a-chip capillary

Figura 23. Presentacion del articulo publicado por Spaniolas, 2006.

Se realizé la busqueda de la secuencia del genoma del café Arabica (Coffea arabica)
y Robusta (Coffea canephora) sin embargo, solo se encuentra el de la primera
especie, el cual fue ubicado en un banco de secuencias llamado NCBI.

El Gi que le corresponde a la especie de café Arabica es; 116242143. Especie: Café
Arébica. Genoma de Cloroplasto. Secuencia Completa.

Lo cual es demostrado en la siguiente figura;

"V Inicio

Figura 24. Muestra de la ubicacion del genoma del cloroplasto de la especie de café Ardbica en NCBI.
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A partir del la secuencia del genoma de cloroplasto de la especie de café Arabica
(Coffea arabica) se procedio a determinar la posicion de los primers, asi como el
tamafio del amplificado con la ayuda de un programa bioinformético llamado blast 2
sequences, al ingresar los primers correspondientes, frontal y reverso
respectivamente, asi como el genoma de cloroplasto del café.

BLAST 2 SEQUENCES

functionalt ! et n BLAST pag vl this i e ren |
(RT1813) 1 I { ranstractions on wlnl

Thin vool geoduces diwe shprenent of Too ghvem segeences wiing DLAS T engine Eor bocal slignemens
Thee stand- alone executable for Llsining two seguences (BL2saq) can b pomieved froms NCUEOp ste

I Refesence: Tovana A Tamusovn, Thosnas L Maddon (1999), "THast 2 seguenceas - & mew 100d Bor compuing peotekn sod macieotids seguesces”, FIINS NMicrobeod |
Lo 174 247.2490

Proszo | bhaswn % Mands | Mot Applonble

Pacommeters used s BLAS TN gwomem ondy

Reward for & marsh: ! Pemaley for o mbsmarch:
Use Moga BLAST  Swsod opthon | Dot svands ¥ View option | Stendand -
Manking chawacten opthon | X 107 protew. » 1or teotae W Nasking color opakom (Tack W
Show CDS wenelasion
Opon gog il e rtemion g < Prewaltie «
A & _dropodl B0 expeq (V0O woud sire 11 Dy 103 [ Avgn
egernee 3
Enter accrssion, Gl or seguence m FASTA fosmm fiosn 0 "o B

Figura 25. Muestra del programa bioinformatico blast 2 sequences en la web.

I I -

W e[| v | B slest 2 Sequsnces > | 78" Goools Traductor ] | = - B deh - [ Pacina - (3 Herramisntas -

Masking character option | X for protein, n for nuclectide |~ |  Masking color option | Black  ~
[] Show CDS translation

Open gap 5 | and extension gap |2 | penaiies
| expect [100 | word size [11 | Eiter =1 [Align |

koo ‘l
or upload FASTA file | |[Examinar
Sequence 2
Enter accession, GI or sequence in FASTA format from: 0 [eod0 |
aaaaaaaaaaaaaaaaaaaa ‘
or upload FASTA filc | |[Examinar.___]

Comments and suggestions to blast-help@rncbi.nim. nil.gov

& Internek G100 -

V2 Inicio [ Ml PROYESTO - Micrasof ...

Figura 26. Muestra del ingreso de los primers al programa bioinformatico blast 2 sequences.

El disefio de la PCR con la finalidad de obtener una secuencia del cpDNA de manera
amplificada, fue hecho a partir de la revision bibliografica, que involucré trabajos
realizados sobre el café: Spaniolas, 2006 (ver ANEXO figura 25); Martellossi, 2005;
Mishra, 2008, asi como también se hizo necesario el empleo de una enzima de
restriccion o) la cual tiene el nombre de Psu I.
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A continuacién se muestran las proteinas sintetizadas por los genes del cpDNA del

café Arabica (Coffea arabica):

Proteinas codificadas 85

Tabla 18. Proteinas codificadas en el genoma de cloroplasto

1. photosystem Il protein D1 2. photosystem Il cytochrome b559 alpha
subunit
3. maturase K 4. cytochrome b6/f complex subunit VI
5. ribosomal protein S16 6. cytochrome b6/f complex subunit V
7. photosystem Il protein K 8. photosystem | subunit IX
9. photosystem Il protein | 10. ribosomal protein L33
11. ATP synthase CF1 alpha subunit 12. ribosomal protein S18
13. ATP synthase CFO subunit | 14. ribosomal protein L20
15. ATP synthase CFO subunit IlI 16. ribosomal protein S12
17. ATP synthase CFO subunit IV 18. clp protease proteolytic subunit
19. ribosomal protein S2 20. photosystem Il CP47 chlorophyll apoprotein
21. RNA polymerase beta' subunit 22. photosystem Il protein T
23. RNA polymerase beta 24. photosystem Il protein N
25. RNA polymerase beta subunit 26. photosystem Il phosphoprotein
27. cytochrome b6/f complex subunit VIiI 28. cytochrome b6
29. photosystem Il protein M 30. cytochrome b6/f complex subunit IV
31. photosystem Il protein D2 32. RNA polymerase alpha subunit
33. photosystem Il CP43 chlorophyll 34. ribosomal protein S11
apoprotein
35. photosystem Il protein Z 36. ribosomal protein L36
37. ribosomal protein S14 38. translational initiation factor 1
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39.

photosystem | P700 apoprotein A2

40.

ribosomal protein S8

41.

photosystem | P700 apoprotein Al

42.

ribosomal protein L14

43.

photosystem | assembly protein ycf3

44,

ribosomal protein L16

45,

ribosomal protein S4

46.

ribosomal protein S3

47.

NADH-plastoquinone oxidoreductase

subunit J

48.

ribosomal protein L22

49.

NADH-plastoquinone oxidoreductase

subunit K

50.

ribosomal protein S19

51.

NADH-plastoquinone oxidoreductase

subunit 3

52.

ribosomal protein L2

53.

ATP synthase CF1 epsilon subunit

54.

ribosomal protein L23

55.

ATP synthase CF1 beta subunit

56.

hypothetical chloroplast RF2

57.

ribulose 1,5-bisphosphate

carboxylase/oxygenase large subunit

58.

NADH-plastoquinone oxidoreductase subunit 2

59.

acetyl-CoA carboxylase

carboxyltransferase beta subunit

60.

ribosomal protein S7

61.

photosystem | subunit VIII

62.

ribosomal protein S12

63.

photosystem | assembly protein ycf4

64.

NADH-plastoquinone oxidoreductase subunit 5

65.

chloroplast envelope membrane

protein

66.

ribosomal protein L32

67.

cytochrome f

68.

cytochrome ¢ heme attachment protein

69.

photosystem Il protein J

70.

NADH-plastoquinone oxidoreductase subunit 4

71.

photosystem Il protein L

72.

photosystem | subunit VII

73.

photosystem Il cytochrome b559

beta subunit

74.

NADH-plastoquinone oxidoreductase subunit 1

75.

NADH-plastoquinone oxidoreductase
subunit 4L

76.

NADH-plastoquinone oxidoreductase subunit 7

77.

NADH-plastoquinone oxidoreductase

subunit 6

78.

ribosomal protein S15

79.

NADH-plastoquinone oxidoreductase

80.

hypothetical chloroplast RF1

74




subunit |

81. hypothetical chloroplast RF2 82. ribosomal protein S7

83. ribosomal protein L23 84. NADH-plastoquinone oxidoreductase subunit 2

85. ribosomal protein L2

e Fragmento amplificado

Posicién en el genoma de cloroplasto (48308 a 48558); tamarfio 251 pb

Cccctttcgttagcggttcaaaaaaccttattcatttactctattctcttagaaatcgatctggacggaaa
agcccttttcttatcacaaatcttgtgttatttatgatatacatataaatgaacatctttgagcaagaaatac
ccatttgaatggtttacaatcgatataactattcatactgaaacttacaaagtactcttttttaagatacaa
gaaattctagtacctagataaaattttgtaatccc
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