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RESUMEN

El café es el segundo producto mas comercializado a nivel mundial, Coffea arabicay C.
canephora son las dos especies mas cultivadas. México es uno de los principales
exportadores y el lider mundial en produccién de café organico. La produccion de plantas
con caracteristicas de calidad mejoradas es uno de los objetivos principales de los
programas de mejoramiento genético del café. Debido a que el desarrollo de los arboles
de café es lento, los métodos convencionales toman varias generaciones y tiempos
largos. Por esta razon, existe la necesidad de nuevas estrategias que permitan la
seleccién de variedades de café con caracteristicas agrondmicas y de calidad deseables.
Por ello, desarrollamos un enfoque de metabolémica no dirigida para identificar
metabolitos altamente heredables asociados con la calidad en taza del café en estadios
tempranos del desarrollo de plantas de C. canephora. Primero, considerando que el nivel
de madurez de los granos de café influencia la calidad en taza del café y desempefia un
papel importante en el control de calidad de los productos de café, determinamos el perfil
metabdlico de seis estadios de desarrollo de frutos de café. Mediante un modelo
predictivo de random forest fue posible identificar en frutos el compuesto cianidin-3-O- (6-
Op-coumaroil) glucésido como un marcador predictivo de estadio de desarrollo del fruto.
El cianidin-3,5-diglucésido detectado en hojas fue un factor discriminante entre frutos de
estadios tempranos del desarrollo y frutos de café semimaduros-maduros. Estos
compuestos podrian ser empleados en analisis de rutina para el control de calidad de
productos de café. Por otra parte, se determind la heredabilidad de metabolitos
empleando un enfoque de medios hermanos maternos en el que se incluyeron cuarenta
plantas madre y ochenta medios hermanos de plantas C. canephora. En el analisis se
incluyeron hojas de estadios tempranos del desarrollo de la planta y frutos. Se
identificaron 450 y 116 metabolitos altamente heredables (H? > 0.4) en hojas y frutos,
respectivamente. Estos metabolitos se encontraron principalmente influenciados por el
factor genético y correlacionaron con diez atributos sensoriales de la bebida: acidez,
resabio, intensidad aromatica, calidad aromatica, astringencia, cuerpo, amargor, sabor,
agrio y preferencia. 164 metabolitos altamente heredables presentes en frutos de café
predicen mas de un atributo sensorial. En hojas, se detectaron 234 asociaciones entre
45 metabolitos y los atributos sensoriales de la bebida. Por lo tanto, nuestra estrategia

propuesta representa una alternativa para la seleccién temprana de plantas de café con

vii



caracteristicas deseables. El enfoque de seleccién basado en metaboloma completo
(metabolome-wide selection) permite acortar el tiempo de selecciéon comparado con las
estrategias convencionales de mejoramiento de café. Esta nueva estrategia basada en
marcadores metabdlicos tiene potencial para ser empleada en el mejoramiento de otros

cultivos agrondmicamente importantes.
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ABSTRACT

Coffee is the second most valuable traded commodity around the world, with Coffea
arabica and C. canephora as the two main cultivated species. Mexico is one of the main
exporters and the globally leading producer of organic coffee. Production of plants with
improved coffee quality attributes is a main target of coffee genetic improvement
programs. Since the development of the tree is slow, conventional breeding with several
generations is time consuming. For this reason, there is a need for new strategies to
enable the selection of coffee plants varieties with desirable agronomic and sensory traits.
Thus, we developed an un-targeted metabolomic approach to identify highly heritable
metabolites linked to coffee cup quality in early development stages of C. canephora
plants. First, considering that maturity level of coffee bean is influencing the coffee cup
quality and plays a role in quality control of coffee products, we determined the metabolic
profile of six development stages of coffee fruits. Employing a predictive random forest
model it was possible to identify in fruits the compound cyanidin-3-O- (6-O-p-coumaroyl)
glucoside as a predictive marker of fruit development stage. Cyanidin-3,5-diglucoside
found in leaves was a discriminant factor between fruits at early stages of development
and semimature-ripe coffee fruits. These compounds could be employed in routine
analysis for quality control of coffee products. For another hand, we determined the
metabolites heritability employing a maternal half sibs approach through forty mother and
eighty half sibs of C. canephora plants. Leaves at early plant development stage and fruits
were included in the analysis. We identified 450 and 116 highly heritable metabolites (H2
> 0.4) in fruits and leaves, respectively. These metabolites were mainly influenced by
genetic factors and correlated with ten sensory attributes of coffee beverage: acidity,
aftertaste, aromatic intensity, aromatic quality, astringency, body, bitterness, flavor,
sourness and preference. 164 highly heritable metabolites in coffee fruits predict more
than one sensory trait. 234 associations between 45 metabolites and the sensory traits of
beverage were detected in leaves. Therefore, our proposed strategy in this project
represents an alternative for the early selection of coffee plants with desirable
characteristics. The “metabolome-wide” selection approach allows to shorten the time
compared to conventional breeding strategies for coffee. Further this new metabolic-
marker based strategy has the potential to be employed in the improvement of other

agronomically relevant cultivars.
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1.

ANTECEDENTES
1.1El cultivo de café

1.1.1 Importancia del café

El café es uno de los productos agricolas mas importantes a nivel mundial. La infusién
preparada a partir de sus granos tostados y molidos es una de las bebidas mas populares
consumidas en el mundo. La planta de café probablemente tuvo su origen en Africa, los
reportes mas antiguos acerca de este cultivo provienen de Etiopia (Oestreich-Janzen,
2010).

El café se produce en todos los continentes y es el segundo producto mas
comercializado, unicamente superado por el petréleo (Gielessen & Graafland, 2009;
Davis et al., 2012). En 2015-2016, se produjeron mas de 8.6 millones de toneladas en
todo el mundo, siendo el continente americano el que aporta el mayor porcentaje
(565.12 %). Brasil encabeza la lista de los 10 principales productores y exportadores de
café (34.15 % de la produccién total) (Fig. 1), México se encuentra dentro de esta lista
produciendo alrededor de 3 %, lo cual corresponde mas de 234,000 toneladas de café
por afo (Organizacién internacional del café, 2016).

234 204
(32 ;%g'ga) (3.08%) (269 %)

345
(4.54 %)_ 2,594 10
34998 ~(34.15%)
(461 %) = Brasil
mVietnam
384 m Colombia
5.06 % mlndonesia
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Figura 1. Principales productores de café a nivel mundial. Los datos corresponden a la
produccion 2015/2016 expresada en miles de toneladas. Elaborada con datos de (Organizacion
internacional del café, 2016).



La produccion de café en México se encuentra distribuida en 13 estados, sin embargo
Chiapas, Veracruz, Puebla y Oaxaca destacan como los principales productores
nacionales y aportan mas del 88 % de la produccion. México ocupa el segundo lugar en
produccion de café organico a nivel mundial (SAGARPA, 2016).

Se estima que en México, la actividad cafetalera provee de empleo (directo e indirecto) a
mas de tres millones de personas. Actualmente en México existen 511,669 productores
que en total cuentan con una superficie de produccion de 697,366 hectareas (SAGARPA,
2016).

1.1.2 Problematica del café en México

La produccion de café ha disminuido de 4.5 millones de sacos (60 Kg c/u) hasta 2.3
millones de sacos en 2015/2016. Esta cifra ha superado la demanda de café en México,
que corresponde a aproximadamente 5.2 millones de sacos, 2.7 para consumo interno y
2.5 millones para exportacién. Se espera que para la cosecha 2016/2017 el déficit de
café aumente debido a que la demanda interna y el valor de las exportaciones ha crecido
30 % en los ultimos afios (CAFES DE MEXICO, 2016; SAGARPA, 2016).

La problematica del sector cafetalero en México involucra aspectos politicos,
tecnoldgicos, econdmicos, socioculturales y ecoldgicos. Las razones por las que la
produccion del café en México ha sido afectada incluyen: un sector productivo sin
integracion de mecanismos de mercado, carencia de redes de investigacion, falta de
capacitacién y asistencia técnica, falta de ampliacion de nichos de exportacion de cafés
diferenciados. En términos ecoldgicos, los periodos de lluvias a destiempo y exceso de
humedad son condiciones que han favorecido la expansion de la roya de café. Otros
factores han sido la falta de buenas practicas agricolas por parte de los agricultores, falta
de fertilizacién de suelos, predominancia de plantaciones viejas, asi como el aumento en
el costo de produccion (Lopez Morgado et al., 2013; CAFES DE MEXICO, 2016; GAIN
Report, 2016).

Aunado a la crisis que se vive en México, se ha presentado una fuerte disminucion de los
precios en la bolsa de café de Nueva York (Direccion de Investigacion y Evaluacion
Econdmica y Sectorial, 2015; CAFES DE MEXICO, 2016; USDA, 2016)



1.1.3 Caracteristicas del cultivo

El café pertenece a la familia Rubiaceae y al género Coffea, mas de 100 especies
pertenecen a este género. La produccion comercial de café a nivel mundial esta liderada
por dos especies: Coffea arabica y Coffea canephora (58.79 % y 41.21 %,
respectivamente). En los ultimos afios la produccién de C. canephora ha recobrado
importancia ya que, para el afo 2005 la produccion fue 30 % del total de produccién de
café a nivel mundial, sin embargo para la cosecha 2015-2016 se produjeron 3.546
millones de toneladas correspondientes a 41.21 % de la produccion mundial de café (Fig.
2) (Organizacién internacional del café, 2016). En México de la superficie total de
produccion (697,366 hectareas), en el 97 % se cultiva C. arabica mientras que el restante
3 % corresponde a C. canephora (variedad robusta), principalmente destinada a la
industria de café soluble (SAGARPA, 2016). Estos datos contrastan con el consumo
nacional, ya que de acuerdo a la USDA en 2014/2015 el 78 % del consumo en México
correspondio a café soluble mientras que unicamente el 22 % fue de café tostado y molido
(USDA, 2016).
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Figura 2. Produccién mundial de café Ardbica y Robusta. Los datos corresponden a la
produccion de las cosechas 2012/2013 - 2015/2016. Modificada de Organizacion internacional
del café 2016.



C. arabica y C. canephora presentan diferencias importantes en las caracteristicas y

requerimientos para su cultivo (Tabla 1).

Todas las especies de café conocidas son

diploides y por lo general auto-incompatibles, C. arabica es la excepcién, ésta es

tetraploide auto-fértil y se considera producto de una hibridaciéon espontanea entre C.

canephoray C. eugenioides (Lashermes et al., 1999; Charrier & Eskes, 2008).

Tabla 1.- Caracteristicas y requerimientos de la planta de café.

Caracteristica C. arabica C. canephora
Genoma Tetraploide Diploide

44 cromosomas 22 cromosomas
Ecologia Bosque humedo tropical Bosque humedo tropical

Altura del arbol

Hojas

Raiz
Inflorescencias
Reproduccion

Maduracion del
fruto

Altitud: 1250 — 2200 m
Temperatura: 15 —-24 °C

Precipitacion: 1200 — 2200 mm/afo

4—-6m

Longitud: 10 — 15 cm;
Ancho: 4 — 6 cm

Profunda
16 — 48 flores por nodo
Autégama (autopolinizacion)

7 — 9 meses post-antesis

250 — 1500 m
18 -36 °C
2200 — 3000 mm /afio
8-12m

22 cm
17 cm

Poco profunda
30 — 100 flores por nodo
Aldgama (polinizacion cruzada)

9 — 11 meses post-antesis

Tomada y modificada de (Oestreich-Janzen, 2010).

Se ha considerado que C. arabica produce una bebida de mejor calidad en taza

comparada con C. canephora y debido a la importancia econémica de ambas especies,

éstas han sido el objeto principal de la mayoria de los programas de mejoramiento

genético del café (DaMatta et al., 2007; P Tshilenge, 2009; Organizacion internacional del

café, 2016).



1.2Desarrollo del fruto de café

La planta de café toma aproximadamente 3 afios para desarrollarse desde la germinacion
de la semilla hasta su primera floracion y produccion de fruto. El desarrollo del fruto de
café comprende desde el registro de la antesis (floracién) hasta la maduracion completa
del fruto. En C. arabica este proceso toma de 7 a 9 meses, mientras que para C.
canephora este dura entre 9 y 11 meses. El crecimiento del fruto no es sincronizado y es
posible observar diferentes tamafios de frutos en la misma planta (De Castro &
Marraccini, 2006; Eira et al., 2006).

El proceso inicia con el desarrollo del perispermo y la division de las células del
endospermo (Fig. 3). Los estadios de fruto en forma de “cabeza de alfiler” y expansion
son los siguientes en esta fase inicial de desarrollo. En el estadio de fruto verde, se
observa elongaciéon de células del endospermo y la pérdida gradual de tejido del

perispermo.

Division celular y elongacién del

perismermo Elongacién celular del B _
Division celular del endospermo endospermo Maduracién del pericarpo
—~ ~ — - - - /“\., '
/ w
00000
I u \ ; |
il m -ﬂ -

Fase de almacenamiento

7-9 meses C. arabica
9-11 meses C. canephora

Figura 3. Esquema de las etapas de desarrollo del fruto de café. Tomada y modificada de (De
Castro & Marraccini, 2006).

Durante la fase final, correspondiente al estadio “amarillo-verde” a cereza, se lleva a cabo
la maduraciéon del pericarpio, caracterizado por el endurecimiento del endospermo,
acumulacion gradual de proteinas de almacenamiento, sintesis de sacarosa y
carbohidratos complejos, pigmentos, y degradacion de clorofila. El ultimo paso de la
maduracién se caracteriza por la deshidratacion del endospermo y el cambio de

coloracién del pericarpio. Importantes cambios tanto cuantitativos como cualitativos son



observados durante el crecimiento del fruto, los cuales se ven reflejados en las
caracteristicas y la composicion quimica final del grano de café (De Castro & Marraccini,
2006; Eira et al., 2006; DaMatta et al., 2007).

A la fecha, existen multiples estudios enfocados en la caracterizacién de los cambios a
nivel gendmico, metabolémico y protedmico que explican la fenologia y los procesos de
regulacion que ocurren durante el desarrollo del fruto de café. Con el desarrollo de
tecnologias de alto rendimiento sobre todo en el area de la genémica puede ser posible
conocer cientos de genes y las complejas redes transcripcionales que orquestan los

procesos fisioldgicos durante el desarrollo del fruto.

Tabla 2. Estudios reportados del desarrollo y maduracion del fruto de café.

ACGs

Tipo de Especie Compuestos Referencia
abordaje estudiados
Proteémico  C. arabica Multiples? (Marraccini et al.,
2001)
Genémico  C. canephora ACGs (Lepelley et al., 2007)
C. arabica, C. canephora  ACGs (Koshiro et al., 2007)
C. arabica Multiples P (Salmona et al., 2008)
C. arabica, C. canephora  Sacarosa (Privat et al., 2008)
C. arabica Multiples @ (Joet et al., 2009)
C. arabica, C. canephora  Mdltiples © (Mondego et al., 2011)
C. arabica Multiples (Gaspari-Pezzopane
et al., 2012)
Metabdlicoy C. arabica Sacarosa (Geromel et al., 2006)
genémico C. arabica C. canephora Trigonelinay cafeina  (Koshiro et al., 2006)
C. arabica C. canephora  Carotenoides (Simkin et al. 2008)
Metabodlico C. arabica Monosacaridos y (Redgwell et al., 2003)
galactomananos
C. arabica Cafeina (Ashihara 2006)
C. arabica Multiples ¢ (Amorim et al., 2009)
C. arabica C. canephora  Azucares y ACGs (Koshiro et al., 2015)
C. arabica Cafeina, sacarosa, (Smrke et al., 2015)

ACGs: acidos clorogénicos; a: Andlisis de proteinas solubles de perismermo y endospermo; b:
Andlisis de 266 genes candidato de multiples vias; c: Analisis global de iones obtenidos por ESI(-)-
MS; d:Analisis de 137 genes seleccionados; e: Analisis de 187,142 ESTs de C. arabicay 78, 470
de C. canephora; f: Andlisis de 28 genes de vias metabdlicas diferentes.
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Los reportes que hasta la fecha existen se resumen en la tabla 2, principalmente se han
enfocado en el estudio de metabolitos especificos y sus rutas de biosintesis. Dentro de
estos se incluyen acidos clorogénicos, azucares (sacarosa, monosacaridos), trigonelina,

cafeina, monosacaridos y galactomananos.

1.3Composicion quimica del grano verde

Se denomina grano verde a los frutos de café tratados post-cosecha que estan listos para
ser tostados. La composicion quimica basica del grano verde que determina las
propiedades y la calidad en taza del café depende primordialmente de aspectos genéticos
(especie, variedad) y de aspectos fisioldgicos tales como el proceso y el grado de
maduracion. Sin embargo es bien sabido que estas caracteristicas intrinsecas son
influenciadas por otros factores extrinsecos como condiciones de cultivo (composicion
del suelo, condiciones climaticas, altitud), edad de la planta, practicas agricolas (sombra,
fertilizacion e irrigacion), condiciones de cosecha, procesamiento post-cosecha vy
condiciones de almacenamiento que finalmente afectan la fisiologia del grano (Farah,
2012).

La composicion quimica del café ha sido estudiada extensamente en granos verdes
(Clifford, 2000; Bertrand et al., 2006; Arya & Rao, 2007; Clarke & Vitzthum, 2008; Fujioka
& Shibamoto, 2008; Farah, 2012), los principales componentes se muestran en la tabla
3.

La fraccion no volatil del café verde esta principalmente constituida por agua,
carbohidratos y fibra, proteinas y aminoacidos libres, lipidos, minerales, acidos organicos,
acidos clorogénicos (ACGs), trigonelina y cafeina (Tabla 3) (Farah & Donangelo, 2006).
En cantidades mucho menores o como trazas, se han identificado compuestos fendlicos
menores como antocianinas y lignanos, asi como metabolitos de cafeina como teofilina
y teobromina (Mazzafera et al., 2009).

Por otra parte, aproximadamente 200 compuestos volatiles han sido identificados en café
verde (Holscher & Steinhart, 1995; Cantergiani et al., 2001; Flament & Bessiére-Thomas,
2002; Gonzalez-Rios et al., 2007). Algunos de estos compuestos permiten diferenciar
entre café Arabica y Robusta (Mathieu et al., 1998).

Las clases mas abundantes de compuestos volatiles en grano verde son alcoholes,

ésteres, hidrocarburos, aldehidos, cetonas, pirazinas, furanos, y compuestos azufrados
7



(Gonzalez-Rios et al., 2007; Toci & Farah, 2008).

Tabla 3.- Composicion quimica de café verde expresada en porcentaje de materia seca.

Concentracion (g/100g)

Componente C. arabica C. canephora
Carbohidratos 6-9 0.9-4
Sacarosa 0.1 0.4
Azlcares reductores 34-44 48-55
Polisacéridos 3 3
Lignina 3 3
Pectina 2 2
Proteina/péptidos 10-11 11-15
Aminoécidos libres 0.5 0.8-1
Cafeina 0.9-1.3 1.5-25
Trigonelina 0.6-2 0.6-0.7
Lipidos (triglicéridos/esteroles/tocoferoles) 15-17 7-10
Diterpenos (libres y esterificados) 0.5-1.2 0.2-0.8
Minerales 3-4.2 4.4-4.5
Acidos clorogénicos 4.1-7.9 6.1-11.3
Acidos alifaticos 1 1
Acido quinico 0.4 0.4
Volatiles Trazas Trazas

Tomada de (Farah, 2012).

1.4Composicion quimica del grano tostado

Los granos verdes de café carecen de color y de las propiedades aromaticas que
observamos en el grano tostado, ya que estas caracteristicas se adquieren mediante
reacciones quimicas complejas que ocurren durante el proceso de tostado (Baggenstoss
et al., 2008).

Se sabe que los volatiles principalmente contribuyen al aroma mientras que los no
volatiles estan relacionados con amargor, acidez y astringencia (Buffo & Cardelli-Freire,
2004). El proceso de tostado se divide en tres fases:

A) Fase inicial de evaporacién: es un proceso endotérmico en el cual se elimina la
humedad, dan inicio los cambios de olor y el color de los granos se torna amarillento, los
cambios quimicos son relativamente pocos comparado con la siguiente fase.

B) Fase real de tostado: se caracteriza por un conjunto de reacciones piroliticas, como

las reacciones de Maillard y Strecker que involucran carbohidratos (azucares reductores),
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proteinas, compuestos de bajo y alto peso molecular tales como las melanoidinas, que
son simultaneamente degradadas y producidas (Buffo & Cardelli-Freire, 2004; Farah,
2012). Por lo tanto, la composicion quimica de los granos se modifica drasticamente, se
liberan grandes cantidades de diéxido de carbono y se forman cientos de compuestos
asociados con aroma y sabor. Los granos cambian su coloracion a café oscuro. Este
proceso es exotérmico con liberaciéon de compuestos volatiles a temperaturas entre 190
y 210 °C (Buffo & Cardelli-Freire, 2004; Clarke & Vitzthum, 2008).

C) Fase rapida de enfriamiento: para detener las reacciones exotérmicas del proceso de
tostado (Clarke & Vitzthum, 2008).

Todo el proceso es completamente dependiente de la temperatura y el tiempo de tostado,
el color final del grano esta directamente correlacionado con el grado de tostado,
normalmente descrito como claro, medio u oscuro. El tiempo de tostado influye en las
reacciones que ocurren dentro del grano, por ejemplo periodos largos producen un café
mas amargo pero éste carece de aroma satisfactorio. Periodos muy cortos resultan
insuficientes tanto para que las reacciones piroliticas se lleven a cabo, asi como para que
las caracteristicas organolépticas sean completamente desarrolladas (Flament &

Bessiére-Thomas, 2002; Sunarharum et al., 2014).

1.4.1 Reacciones que ocurren durante el tostado

Los mecanismos que ocurren durante el proceso de tostado, asi como la formacion de
aroma del café a partir de compuestos precursores presentes en el grano de café son
muy complejos (Ribeiro et al., 2009). Durante este proceso se lleva a cabo un amplio
rango de reacciones (Fig. 4) que incluyen:

A) Reacciones de Maillard: son reacciones de condensacién entre compuestos que
contienen nitrégeno (proteinas, péptidos, aminoacidos, serotonina y trigonelina) y
azucares reductores, hidroxiacidos y fenoles, para la formacién de aminoaldosas y
aminocetonas (Baggenstoss et al., 2008).

B) Degradacion de Strecker: se refiere a reacciones entre un aminoacido y un a-dicarbonil
con la formacién de una aminocetona que se condensa para formar compuestos
heterociclicos nitrogenados o reaccionan con formaldehido para formar oxazoles (Viani
& llly, 2005).

C) Rompimiento de aminoacidos sulfurados, los cuales son transformados en
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mercaptanos, tiofenos o tiazoles, después de reaccionar con azucares reductores o
productos intermediarios de reacciones de Maillard.

D) Rompimiento de hidroxiaminoacidos capaces de reaccionar con sacarosa y formar
alkilpirazinas.

E) Rompimiento de prolina e hidroxiprolina para reaccionar con intermediarios de
productos de Maillard, dando lugar a la formacion de piridinas, pirroles, pirrolizinas asi
como alquil, acil y furfurilpirroles (Farah, 2009).

F) Degradacién de trigonelina para formar alkil-piridinas y pirroles.

G) Degradacion de acido quinico para la formacién de fenoles.

H) Degradacion de pigmentos, principalmente carotenoides.

I) Degradacion de lipidos, principalmente diterpenos (Buffo & Cardelli-Freire, 2004).

Compuestos volitiles #——— Precursores —————— Compuestos volatiles
Reacclones Reacoclones
Piridinas | Degradacidn | - - Pirdlisis
) = Cetonas
pirroles | - 1 Trigonelina |
Furanos -l Degradacin — Carbohidratos | | Piridinas
Acidos — Pirroles
- térmica — . -
ca rbu:utlllu:nsJ -I Sacarosa I— Reaccion de Firazinas
. Maillard Tiazoles
Oxarcles Deu;lnrad.acmn - =
termica l_{ Proteinas || -
- Dearsdacidn o Pirdlisis Piridinas
egradacion de | C e || ;
Piridinas gs,[recker Aminoacidos [ Pirroles
Pirroles F‘IF-EIZIII'IEIS
Pirazinas Acidos _AldEh'dU‘S
Aldehidos - Degradacion directa de =
- clorogénicos Gsteina, cistna y Compuestos
- . metionina Lcon azufre
Compuestos Interaccion con
con azufre azucares reductores .
_ _ Degrarc!atlcun dE: Fenoles
- . acido ferdlico, cafeico
Aldehidos degrada cion Lipidos — y quinico
oxidativa
. dncid Auto-oxidaccion Cetonas
Egra Ca o i Aldehidos
Alcoholes — L
R OBNE Carotenoides
: De granos verdes Rupture [ Cetonas
Esteres Ecteres | Alcoholes
Acidos Degradacion |_
carboxilicos teérmica ] i Condensa cion v-lactonas
Hidroxiacidos v ciclizacion insaturadas

Figura 4. Principales precursores del aroma en el grano de café. Tomada y modificada de
(Ribeiro et al., 2009).
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Como anteriormente se menciond, los compuestos no volatiles sufren modificaciones
para dar lugar a la formacién de la fraccion volatil durante el proceso de tostado, sin
embargo no son totalmente consumidos durante las reacciones quimicas que se
presentan y en los granos tostados encontramos presentes: carbohidratos (sacarosa,
azucares reductores, polisacaridos de pared celular, lignina), compuestos nitrogenados
(proteinas, aminoacidos libres, cafeina, trigonelina), lipidos, minerales (potasio y fosforo),
acidos y ésteres (acidos clorogénicos, acidos alifaticos y acido quinico) (Tabla 4). Este
grupo de compuestos son considerados como precursores de las caracteristicas
sensoriales que los granos adquieren durante el proceso de tostado (Flament & Bessiere-
Thomas, 2002; Farah, 2009).

Tabla 4.- Composicion quimica de café tostado.

Concentracion (g/100g)

Componente C. arabica C. canephora
Carbohidratos/fibra

Sacarosa 4.2 1.6
Azucares reductores 0.3 0.3
Polisacaridos (arabinolactano, manano y glucano) 31-33 37
Lignina 3

Pectina 2

Compuestos nitrogenados

Proteina 7.5-10 7.5-10
Aminoécidos libres ND ND
Cafeina 1.1-1.3 2.4-2.5
Trigonelina 1.2-0.2 0.7-0.3
Acido nicotinico 0.016-0.026 0.014-0.025
Lipidos

Triglicéridos con insaponificables 17 11
Diterpenos (libres y esterificados) 0.9 0.2
Minerales 4.5 4.7
Acidos y ésteres

Acidos clorogénicos 1.9-2.5 3.3-38
Acidos alifaticos 1.6 1.6
Acido quinico 0.8 1.0
Melanoidinas 25 25

ND: no detectado. Fuente: Tomada de (Farah, 2012).
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La composicion quimica de los granos verdes cambia drasticamente durante el proceso
de tostado como consecuencia de las reacciones de pirdlisis ya mencionadas,
caramelizacion y Maillard.

Debido a esto, algunos compuestos se destruyen mientras otros se forman. El contenido
de humedad de granos tostados (1.5 — 5 %) es mucho menor que en granos verdes,
éstos valores son variables dependiendo del grado de tostado (Farah et al., 2006).
Parte de la porcion proteica se degrada, mientras que los aminoacidos libres y péptidos
son consumidos en las reacciones de Strecker. Algunos de los aminoacidos reaccionan
con azucares reductores (mediante reacciones de Maillard) para formar compuestos de
bajo peso molecular y melanoidinas que incorporan en sus estructuras compuestos tales

como acidos clorogénicos, galactomananos y arabinogalactan (Bekedam et al., 2008).

1.5Café: la bebida

El café es una de las bebidas mas populares en el mundo, consumida por millones de
personas en el mundo cada dia. La importancia econdmica del café se debe
precisamente a la bebida, que hace referencia a la infusion preparada a partir de los
granos molidos y tostados de café (Esquivel & Jiménez, 2012).
La bebida puede ser preparada empleando varios métodos, los mas comunes son:
mediante simple filtracion, café turco, preparacion en cafetera eléctrica o0 maquina de
espresso, cafetera italiana y prensa francesa (Farah, 2012). En general, estos métodos
se basan en llevar a ebullicion en agua los granos tostados molidos, verter, gotear o
asperjar agua caliente sobre los granos tostados y molidos, para finalmente realizar el
proceso de filtracion. Independientemente del método de preparacion empleado, la
bebida y el café tostado comparten la mayoria de los compuestos, sin embargo se
presentan ciertas diferencias organolépticas debido a los cambios en la concentracién de
sustancias durante la preparacion de la bebida (Belitz et al., 2009; Farah, 2012).
La preparacion de la bebida involucra la extraccion de compuestos solubles en agua, la
mayor parte de la fraccion lipofilica permanece en el filtro junto con el material sélido. Sin
embargo esto se ve modificado ya que existen métodos de preparacion como la
elaboracién de expreso que involucran un proceso de extraccion con pequefas
cantidades de agua a altas presiones en un tiempo corto (Viani & llly, 2005).
De la fraccion lipidica total presente en la bebida, el 75 % (peso seco) corresponde a
12



triacilgliceroles mientras que unicamente el 1% son acidos grasos libres (Trugo, 2003).
Al igual que en granos tostados en la bebida se encuentran presentes galactomananos y
arabinolactanos tipo Il, estos polisacaridos representan entre 15-25 % en peso seco
(Trugo, 2003).

La bebida contiene ademas, compuestos funcionales como flavonoides (catecinas y
antocianinas), acido cafeico y ferulico. Se encuentran presentes otros compuestos
biolégicamente activos como acido nicotinico, trigonelina, acido quinolinico, acido tanico,
acido pirogalico y cafeina. La bebida posee también actividad antioxidante atribuida
principalmente a compuestos como cafeina, acidos clorogénicos acidos hidroxicinamicos
y melanoidinas. Aproximadamente 80-100 % de los acidos clorogénicos son extraidos
mediante los métodos tradicionales de preparaciéon de la bebida. Por su parte, las
melanoidinas del café presentan mucho mayor actividad antioxidante que las obtenidas
de otras fuentes, por ejemplo a cerveza (Minamisawa et al., 2004; Morales & Jiménez-
Pérez, 2004; Meletis, 2006; Vignoli et al., 2011). La actividad antioxidante de la bebida
se asocia a la presencia tanto de compuestos encontrados propiamente en el grano verde
asi como de compuestos que se forman durante el proceso de tostado (Esquivel &
Jiménez, 2012). La figura 5 muestra algunos compuestos no volatiles que se encuentran

presentes en la bebida de café.
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Figura 5. Composicion quimica tipica de 100 mL de bebida. La figura muestra las
concentraciones de los principales compuestos no volatiles en bebidas preparadas a partir de
granos con tostado medio. Modificada de (Farah, 2012).
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1.6 Calidad en taza del café

El término “calidad” del café resulta un poco complejo, ya que su definicion es
completamente dependiente del nivel de la cadena producto-consumidor: a) a nivel del
productor, la calidad resulta de la evaluacion de caracteristicas tales como el nivel de
produccion, precio y facilidades para el manejo del cultivo; b) a nivel exportador o
importador, principalmente se refiere a caracteristicas fisicas y ausencia de defectos del
grano, regularidad de abastecimiento y precio; c) nivel tostador: depende de las
caracteristicas o proporciones de las mezclas, estabilidad de las caracteristicas, origen,
precio, composicion bioquimica y calidad organoléptica (calidad en taza); y finalmente, d)
nivel consumidor: la determinacién de calidad es en base a precio, sabor, efectos en la
salud o en el estado de alerta, origen geografico, asi como aspectos ambientales y
socioldgicos (Leroy et al., 2006; Bertrand et al., 2012).

La calidad en taza del café es determinada en base a las caracteristicas organolépticas
de la bebida, las cuales incluyen aroma, sabor, cuerpo, acidez, calidad aromatica y demas
caracteristicas que son percibidas principalmente por los sentidos del gusto y del olfato.
La valoracién de la calidad en taza por parte del consumidor es variable, por ejemplo,
dependiendo de la nacionalidad la percepcion de dichas caracteristicas cambia. Se sabe
que alemanes y suecos prefieren bebidas con mayor grado de acidez, contrario a las
preferencias de los italianos (Leroy et al., 2006).

La calidad en taza del café esta definida por diversos factores: el genotipo de la planta,
factores ambientales (origen geografico, clima, altitud, temperatura, porcentaje de
sombra del cultivo, capacidad de nutrientes del suelo, fertilizacion), practicas agricolas,
procesamiento post-cosecha, almacenamiento del grano, asi como la composicion
quimica basica del grano (Costa Freitas & Mosca, 1999; Bertrand et al., 2006, 2012;
Bosselmann et al., 2009; Bhumiratana et al., 2011; Poltronieri et al., 2011).

En este contexto, un amplio rango de compuestos tanto volatiles como no volatiles
presentes en los granos verdes de café contribuyen a la adquisicion de los atributos
sensoriales de la bebida. Por lo tanto uno de los factores que de manera directa
influencian la calidad en taza del café es la composicion quimica del grano verde (Tran
etal., 2016).
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1.6.1 Calidad en taza y composicion quimica

Un grupo considerable de compuestos tanto no volatiles como volatiles presentes en los
granos de café son los determinantes de la calidad organoléptica de la bebida (Tabla 5).
Dentro de los compuestos no volatiles presentes en granos tostados se encuentran
carbohidratos y fibra (sacarosa, azucares reductores, polisacaridos de pared celular,
lignina), compuestos nitrogenados (proteinas, aminoacidos libres, cafeina, trigonelina),
lipidos, minerales como potasio y fosforo, acidos y ésteres (acidos clorogénicos, acidos

alifaticos, acido quinico) y melanoidinas (Sunarharum et al., 2014; Tran et al., 2016).

Tabla 5.- Compuestos relacionados con caracteres sensoriales de la bebida.

Compuesto / clase Impacto en caracteristicas organolépticas

de compuesto

Cafeina Intensidad del sabor, cuerpo y amargor

Trigonelina Percepcion global del aroma, calidad en taza, amargor.
Acidos clorogénicos Astringencia, amargor, acidez, calidad en taza, niveles altos

de ACGs se relacionan con pobre calidad en taza y aparicion
de sabores indeseables

Acidos: Acidez

Acético, glicdlico y lactico

Polisacaridos Retencién de volatiles y del sabor, cuerpo (viscosidad)
Carbohidratos Dulzor, notas a caramelo (mediante reacciones de Maillard)
Lipidos Textura de la bebida, formacion de crema en café espreso,

acarrean volatiles y vitaminas liposolubles

Proteinas Participan en formaciéon de melanoidinas: responsables de la
coloracion del grano
(Spadone et al., 1990; Urgert et al., 1995; Clifford, 2000; Ginz et al., 2000; Flament & Bessiéere-

Thomas, 2002; Trugo, 2003; Buffo & Cardelli-Freire, 2004; Viani & llly, 2005; Farah et al., 2006;
Koshiro et al., 2006; Oliveira et al., 2006; Redgwell & Fischer, 2006; Ashihara et al., 2008; de
Azevedo et al., 2008; Sunarharum et al., 2014).

Por otra parte, los compuestos volatiles contribuyen de manera importante a la formacion
del complejo aroma del café. Mas de 1000 volatiles se han identificado en café, éstos se
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pueden clasificar en diferentes clases (en orden decreciente de abundancia) que incluyen
furanos, pirazinas, cetonas, pirroles, fenoles, hidrocarburos, acidos y anhidridos,
aldehidos, ésteres, alcoholes, compuestos azufrados, entre otros.

Sin embargo, se sugiere que un numero reducido de estos volatiles (20-30) se encuentran
relacionados de manera importante con caracteristicas de sabor y aroma del café (Blank
etal., 1992; Semmelroch et al., 1995; Czerny & Grosch, 2000; Ribeiro et al., 2012; Toledo
etal., 2016).

En términos cuantitativos, las dos principales clases de volatiles que impactan las
caracteristicas organolépticas del café son los furanos y las pirazinas, y cualitativamente,
los compuestos azufrados y las pirazinas son los mas significativos. La amplia variacion
de la concentracion de estos compuestos, es lo que conlleva a que el sabor y aroma del
café sean caracteres extremadamente complejos (Risticevic et al., 2008; Sunarharum et
al., 2014).

Los furanos son compuestos asociados con aromas dulces y salados, se forman durante
el proceso de tostado a partir de la degradacidén de carbohidratos, acido ascérbico y
acidos grasos insaturados (Sunarharum et al., 2014).

Los compuestos que contienen azufre, a pesar encontrarse n muy bajas concentraciones
poseen un potencial sensorial muy alto, por lo que son considerados dentro de los mas
importantes determinantes del aroma del café (Toledo et al., 2016).

Ejemplos de este grupo de compuestos son el 2-furfuriltiol que se asocia fuertemente con
notas tostadas del café (Blank et al., 1992; Semmelroch et al., 1995), 2-metil-3-furantiol
y 3-metil-2-buten-1-tiol asociados a aroma carnoso (Czerny & Grosch, 2000).

Por su parte, se ha descrito la asociacion entre pirazinas y aromas a nuez, terroso, notas
de tostado y aromas verdes (Blank et al., 1992; Holscher & Steinhart, 1995; Semmelroch
& Grosch, 1996; Czerny & Grosch, 2000; Akiyama et al., 2008). Dentro de este grupo de
compuestos, los que tienen un impacto mas significativo en el aroma del café son 3-
isobutil-2-metoxipirazina, etilpirazinas, etenilpirazinas, 2-etil-3,5-dimetilpirazina y 2,3-
dietil-5-metilpirazina, todos ellos con muy bajos limites sensoriales de deteccion (Mayer
et al., 2000; Mayer & Grosch, 2001; Akiyama et al., 2003).

Las furanonas, son otro grupo de compuestos de alta abundancia y potencia aromatica
en el café, y contribuyen a al aroma dulce acaremelado del café tostado. Las principales
furanonas son 4-hidroxi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona, 2(5)-etil-4-hidroxi-5(2)-metil-3(2H)-
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furanona, 3-hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanona y 4-etil-3hidroxi-5-metil-2(5H)-furanona.
(Blank et al., 1992; Akiyama et al., 2003, 2008)

Durante el tostado también se generan y liberan algunos compuestos fendlicos que se
asocian con aroma a especias como guayacol, 4-etilguayacol, 4-vinilguayacol y vainillina
(Mayer et al., 2000; Akiyama et al., 2008; Ribeiro et al., 2009).

Desde el punto de vista de la composicion quimica del café, los compuestos volatiles y
no volatiles influencian enormemente tanto la percepcion como la aceptacion del sabor y
aroma del café por parte del consumidor. Por ello, es necesario contar con informacién
confiable de mediciones de los caracteres sensoriales. Esto permitiria el desarrollo de
investigaciones que conduzcan a encontrar una asociacion verdadera entre dichos
caracteres y la composicién quimica de la bebida (Sunarharum et al., 2014).

A pesar de contar con suficiente informacién, aun sigue siendo una limitante el desarrollo
de modelos predictivos de caracteristicas sensoriales de la bebida a través de perfiles

quimicos.

1.7Mejoramiento genético tradicional de café

El mejoramiento genético de café es un factor de gran relevancia en el desarrollo
tecnoldgico de la cafeticultura, ya que representa un mecanismo de obtencion de nuevas
variedades con caracteristicas incorporadas como: alta eficiencia productiva, resistencia
o tolerancia a enfermedades, apariencia fisica del grano, cualidades organolépticas de la
bebida, adaptabilidad a condiciones adversas de clima y suelo, entre otros caracteres
(Zamarripa Colmenero & Escamilla Prado, 2002; Lopez Morgado et al., 2013).

Debido a que el café es un cultivo perenne y que para la obtencion de la primera cosecha
se requieren de 3.5 — 5 afnos, los programas de mejoramiento y seleccion de nuevas
variedades requieren minimo 25 afos para producir resultados y por lo tanto requieren

tanto de una buena inversiéon de fondos asi como de recursos humanos.

1.7.1 Heredabilidad genética

Los primeros mejoradores de plantas no poseian ningun conocimiento acerca de la

herencia de caracteres, por lo que la seleccion se basaba en principios tales como que

los parentales mas productivos producen progenies de plantas de igual o mas alta
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productividad. Sin embargo, es bien sabido que en los esquemas de mejoramiento
moderno se obtiene mayor eficiencia teniendo conocimiento basico de la genética o la
heredabilidad de los caracteres que son sujetos a seleccion (Brown & Caligari, 2008).
La heredabilidad de un caracter métrico o cuantitativo es una de sus propiedades mas
importantes. Expresa la proporcion de la varianza total que es atribuible a la variacion
genotipica entre individuos, y que determina el grado de semejanza entre parientes. La
principal funcidon de la heredabilidad de un caracter cuantitativo es su rol predictivo, es
decir expresa la confiabilidad de un valor fenotipico como una guia para la seleccién
(Falconer & Mackay, 1996).

La heredabilidad en sentido amplio (H?) se refiere al cociente de la varianza genotipica y
la varianza fenotipica, mientras que en la heredabilidad en sentido estricto (h?) es el
cociente de la varianza genética aditiva y la varianza fenotipica. Es decir, la heredabilidad
en sentido estricto explica qué proporcion de los caracteres observables en los
progenitores son transmitidos a la progenie.

Cuando el objetivo es mejorar los valores de un caracter en una progenie, conocer la
heredabilidad en sentido estricto (h?) permite predecir en qué medida aumentara la media
poblacional en la proxima generacion. Esto se determina dependiendo de qué tanto la
media poblacional de la progenie difiere con respecto a la media de la poblacién de la
cual fueron seleccionados los parentales. La “respuesta a la seleccién” observada
conduce a una estimacion de la heredabilidad en sentido estricto conocida como
“heredabilidad realizada” (Maldonado et al., 2002; Visscher et al., 2008).

Para la estimacion de los componentes de varianza genética, destacan dos
metodologias: el calculo de la covarianza entre parientes y la regresién lineal media de
la progenie sobre la media de los progenitores (medicion directa de grado de semejanza
entre la progenie y uno o ambos parentales) (Visscher et al., 2008).

Los valores de heredabilidad de un caracter cuantitativo se encuentran en un rango de 0
a 1. Mientras el valor es mas cercano a uno, existe mayor posibilidad de que mediante
programa de mejoramiento potencialmente pueda alterarse la media de los valores de un

caracter en futuras generaciones (Brown & Caligari, 2008).
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1.7.2 Métodos y técnicas de mejoramiento genético

Las técnicas de mejoramiento son herramientas usadas por el mejorador para lograr la
manipulacion de la variacion genética de las plantas que son objeto de este tipo de
programas (Lépez Morgado et al., 2013).

Los programas de mejoramiento de café se han apoyado de la seleccién tanto de plantas
provenientes de poblaciones existentes (variedades de agricultores y colecciones de
germoplasma) asi como de seleccion de cruzas creadas artificialmente entre variedades
0 especies. La eleccion del método de mejoramiento a ser empleado depende del
comportamiento de la especie de café, de los objetivos del mejoramiento (resistencia a
enfermedades, calidad, rendimiento, etc.) y del tipo de variedad a seleccionar, es decir si
se trata de clonas, lineas puras o variedades puras (Eskes & Leroy, 2008; Montagnon et
al., 2012).

Las técnicas de mejoramiento tradicional incluyen:

A) Seleccion genealdgica: la seleccion genealdgica es aplicada después de combinar
caracteristicas deseables de dos progenitores, permite la obtencion de variedades
suficientemente homogéneas para su propagacion por semilla y multiplicacion de
genotipos para su distribucién a los productores. En el caso de C. arabica este método
ha resultado eficaz para elevar rendimientos y para obtener resistencia a enfermedades.
La creacion de las variedades Oro azteca en México (Fig. 6) e IAPAR en Brasil, son dos
ejemplos claros de la aplicacion de este tipo de seleccion (Leroy et al., 2006; Lopez
Morgado et al., 2013).

Aho 1955 1959 1981 1981-1985 1985-1994 1995

—

CIFC IAA UFV CIFC | | Caracterizacién || Ensayos de Oro
HW 26-5 || HW 857-3 || 386-45-79 || 9000 y seleccidn adaptacion Azteca

Caturra Rojo 19/1
X
Hibrido de Timor

Figura 6. Diagrama esquematico de la generacion de la variedad Oro Azteca. La variedad
azteca fue generada en INIFAP a partir de la cruza entre la variedad Caturra Rojo y el Hibrido de
Timor, después de varios ciclos de seleccion generacional y ensayos de adaptabilidad, se liberd
en el afio de 1995 como una variedad resistente a la roya anaranjada. Modificada de (L6pez
Morgado et al., 2013).
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B) Seleccién tradicional de clonas: la seleccion de clonas se basa inicialmente en la
generacion de un banco de germoplasma grande formado por plantas seleccionadas por
agricultores locales o introducidas de otros paises. Estas colecciones permiten una
primera evaluacion de las caracteristicas de interés de una clona, tales como rendimiento,
vigor, tamafno de grano, habitos de crecimiento, resistencia a sequia, contenido de
cafeina, resistencia a enfermedades, calidad en taza, etc. (Zamarripa Colmenero &
Escamilla Prado, 2002).

Las plantas de interés son multiplicadas mediante esquejes (tallos enraizados) y se
evaluan en ensayos de clonas junto con variedades estandar (semillas o clonas). Si mas
de un ciclo de seleccion es aplicado, la estrategia se conoce como seleccion recurrente
(Eskes & Leroy, 2008).

C) Seleccién de lineas puras seguida de seleccion genealdgica: dentro del proceso de
mejoramiento se conoce como ‘lineas” a progenies avanzadas obtenidas de ciclos
sucesivos de autopolinizacién, pero éstas no son necesariamente homocigotas, contrario
a las “lineas puras”, las cuales si son homocigotas.

La estrategia de seleccidon de lineas puras a partir de una poblacion de plantas fue
aplicada en los afos iniciales del mejoramiento del café, los hibridos resultantes fueron
suficientemente homogéneos para permitir propagacién por semilla y su posterior
seleccion genealdgica (Leroy et al., 2006).

Mediante esta estrategia se seleccionaban plantas élite con determinadas caracteristicas
agronomicas, las cuales son auto fecundadas y multiplicadas para derivar variedades
comerciales. Variedades como Caturra de Brasil, Kent y S.288 de India, SL.28 de Kenia
y Java de Camerun son resultado de la aplicacion de este método de seleccidén (J. Singh,
2012).

D) Formacion de variedades hibridas: los hibridos F1 son plantas obtenidas mediante la
cruza entre variedades tradicionales de caracteristicas conocidas y variedades de
colecciones de germoplasma que pueden aportar caracteristicas de resistencia a
enfermedades, mejor rendimiento, etc. En los hibridos F1 se obtiene una ventaja: La
heterosis o vigor hibrido, que se define como la capacidad de los hibridos de superar los

valores de las propiedades deseables de sus progenitores (Eskes & Leroy, 2008).
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En Camerun y Madagascar, en cruzamientos de lineas etiopes con variedades
cultivadas, se logro elevar la productividad en 200 % con relacién a la media de las
variedades progenitoras. En un caso mas reciente, en Costa Rica se ha permitido la
distribucion de los hibridos Centroamericano, Milenio y Casiopea, desarrollados durante
20 afios. Estos fueron seleccionados en base a sus buenas caracteristicas de
arquitectura de la planta, precocidad, rendimiento, calidad en taza y tolerancia e
enfermedades (Noirot et al., 2015).

E) Hibridacion inter-especifica: la finalidad es aprovechar el potencial de especies
diploides como fuente importante de variabilidad. Como se sabe, la especie tetraploide
C. arabica se reproduce principalmente por autopolinizacion mientras que C. canephora
es diploide estrictamente alégama, debido a Ila presencia de alelos de
autoincompatibilidad en su genoma. La generacion de cruzas inter-especificas entre
estas dos especies es posible, aunque las plantas resultantes son menos fértiles (Philippe
et al., 2009).

La historia de mejoramiento de C. arabica esta muy relacionada con la introgresion de
genes de resistencia de C. canephora a través de hibridacion inter-especifica. El hibrido
mas importante hasta ahora de esta clase es el Hibrido de Timor (HdT), generado
mediante hibridacion espontanea entre C. arabicay C. canephora (Sobreira et al., 2015).
Dentro de las especies diploides, C. canephora provee la principal fuente de resistencia
a roya del café y nematodos de nodos de raices (Meloidogyne spp) (Cabos et al., 2010),
sin embargo C. liberica asi como C. racemosa han sido empleadas también como fuentes
de resistencia a roya y resistencia a minador de la hoja de café causada por
Perileucoptera coffeella (Filho et al., 1999; Silvestrini et al., 2007).

F) Hibridacion intra-especifica seguida por seleccion genealdgica: esta estrategia ha sido
aplicada principalmente para el mejoramiento de caracteristicas como rendimiento,
tolerancia a enfermedades y mejoramiento de calidad.

Este método consiste en la realizacion de cruzas entre un genotipo ya conocido y un
parental donador, la progenie hibrida es sujeta a seleccidn genealdgica. Algunos
ejemplos exitosos de la aplicacion de esta metodologia son las variedades conocidas:
Catuai, Tupi, lineas Catimor, Castillo, Costa Rica y Costa Rica 95 (Eskes & Leroy, 2008;
J. Singh, 2012).
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G) Seleccion por retrocruzamiento: esta estrategia se basa en la cruza de un hibrido con
uno de sus parentales o con un individuo genéticamente similar a sus parentales, el
objetivo es generar una progenie de identidad genética similar a la de los parentales. El
retrocruzamiento se ha empleado para transferir caracteristicas particulares a una
variedad (Eskes & Leroy, 2008). Un ejemplo es la variedad Icatu, cuyo objetivo fue la
formacion de una variedad resistente a la roya anaranjada y a nematodos. Icatu es el
resultado de un cruzamiento entre C. arabica y C. canephora, cuyo genoma fue duplicado
con colchicina para tener la condicion tetraploide. El hibrido F1 obtenido se sometié de 4
a 5 ciclos de retrocruzamiento con las variedades Mundo Novo y Bourbén Catuai, creando
el Icatu rojo y el icatu amarillo (Lopez Morgado et al., 2013).

En conclusion, debido a la naturaleza de C. arabica el método de seleccion comunmente
usado para esta especie es la seleccion generacional en poblaciones segregadas
naturales o artificialmente creadas, la hibridacion y seleccion por retrocruzamientos.
Mientras que el mejoramiento de C. canephora involucra la seleccion de clonas o de

hibridos entre clonas.

1.7.3 Propagacioén de plantas de café

Una vez seleccionada una variedad con buenas caracteristicas agronémicas, éstas
tienen que ser propagadas para su posterior plantacion.

Durante muchos anos, la propagaciéon por semilla ha sido el método de eleccion, ya que
resulta mas facil y rapido. Sin embargo, el café puede ser propagado vegetativamente
mediante injertos, corte de tallo (estaca) o mediante propagacion in vitro (Wintgens &
Zamarripa Colmenero, 2008).

Las semillas de café Arabica producen plantas idénticas a la planta madre, excepto en el
caso de hibridos, los cuales no se encuentran genéticamente estables. Por su parte, las
semillas de café Robusta son resultado de cruzas entre la planta madre de la cual se
toman las semillas y una planta padre desconocida. Estas semillas, por lo tanto producen
plantas genéticamente diferentes a la planta madre. La poblacion generada por estas
semillas es muy heterogénea (Vega et al., 2007).

Es por ello que la seleccion del método de seleccion depende principalmente de dos

factores: la especie de café a propagar y por otra parte, el objetivo planteado
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(investigacion, experimentacion o fines comerciales) (Wintgens & Zamarripa Colmenero,
2008).

1.8Fuentes gendémicas del café

Numerosas investigaciones se han realizado en torno a la diversidad genética de C.
arabica, enfocandose principalmente en tres tipos de material: A) diferentes cultivares /
variedades; B) multiples accesiones, lineas de introgresion e hibridos; C) lineas
espontaneas o sub-espontaneas.

Los sistemas de marcadores empleados en estos trabajos incluyen ADN polimorfico
amplificado al azar (RAPD), polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP,
por sus siglas en inglés), repetidos de secuencia simple (SSR), repetidos de inter-
secuencuencia simple (SRAP) y polimorfismos de amplificacion de regiones blanco
(TRAP) (Steiger et al., 2002; Masumbuko et al., 2003; Maluf et al., 2005; Tran, 2005;
Vieira et al., 2010; Mishra et al., 2012; Al-Murish et al., 2013; Motta et al., 2014).

En general, los estudios demuestran que existe baja variacion genética entre los
cultivares de C. arabica. En el segundo grupo evaluado (accesiones/lineas de
introgresion/hibridos) se demuestran bajos niveles de variacion genética, siendo mas
diversas las lineas de introgresion. Por su parte, el grupo de lineas espontaneas/sub-
espontaneas presenta diversidad desde baja hasta alta (Silvestrini et al., 2007; Dessalegn
et al., 2008; Teressa et al., 2010; Geleta et al., 2012; Aerts et al., 2013).

Al contrario de C. arabica, C. canephora posee alta diversidad genética debido a su
origen, método de reproduccion y diseminacién, y se encuentra estructurada en 2 grupos
principales (Guinean y Congolese) con 6 sub-grupos. El desequilibrio de ligamiento
observado en poblaciones C. canephora seleccionadas para mejoramiento ha sido
variable, lo cual significa que es posible la aplicacién de estudios de asociacion en
busqueda de mejorar genéticamente caracteres agrondmicos y/o de calidad del café
(Cubry et al., 2012, 2013; Ferréo et al., 2012; Leroy et al., 2014).

1.8.1 Genoma del café

Se ha estimado que el genoma de café en el caso de C. arabica es de 1.3 Gb (Kochko et

al., 2010a), y 710 Mb en C. canephora (Denoeud et al., 2014). La fuente gendbmica mas

importante hasta estas fechas es la secuenciacién y reporte del genoma de C. canephora
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en el ano 2014. Los 11 cromosomas secuenciados de C. canephora presentan el orden
de genes en los cromosomas mas conservado entre las plantas angiospermas Asteridae.
Los elementos transponibles (TEs) representan 49.2 % de la longitud del genoma de
referencia. El andlisis de la secuencia gendmica muestra que existe transferencia de
genoma organelos-nucleo con una tipica cantidad de fragmentos derivados de
cloroplasto (2014 inserciones, 0.16 % del genoma) y un tamafio inusual de 750 Kb de
fragmentos provenientes de mitocondrias, este valor representa 100 Kb mas de lo que se
ha encontrado hasta ahora en genomas de otras plantas (Denoeud et al., 2014).

En total el genoma de C. canephora posee 25,574 genes codificantes de proteinas. El
genoma muestra la expansion de varias familias de genes especificos de especie como
N-metiltransferasas involucradas en la produccion de cafeina, genes relacionados con
defensa, y de alcaloides y flavonoides involucrados en las sintesis de compuestos
secundarios de las plantas de café (Denoeud et al., 2014).

Adicionalmente al genoma de café, se han desarrollado otras fuentes gendémicas como
librerias de marcadores de secuencias expresadas (ESTs) (Fernandez et al., 2004;
Aggarwal et al., 2007; Kochko et al., 2010b; Privat et al., 2011), cromosomas artificiales
bacterianos (BACs) (Noir et al., 2004; Leroy et al., 2005; Cacéo et al., 2013; Dereeper et
al., 2013) que podrian facilitar el desarrollo de estudios completos de transcriptomica asi
como la identificacién de rutas biosintéticas relacionadas con la calidad del café. Estas
no han sido explotadas y las estrategias se han enfocado principalmente en: la asociaciéon
de marcadores moleculares con la calidad del café, identificacion de genes reguladores

de caracteres de calidad y analisis de loci asociados a caracteres cuantitativos (QTLs).

1.9Mejoramiento tradicional de la calidad en taza del café

1.9.1 Mejoramiento tradicional de C. arabica

Los programas de mejoramiento genético de café, en los ultimos anos le han dado
prioridad a la seleccién y mejoramiento de plantas de alta calidad de C. canephora, esto
debido a su baja calidad comparada con C. arabica. Sin embargo, en el caso de C.
arabica los esfuerzos se han dirigido a la transferencia de resistencia a enfermedades o

adaptacion al cambio climatico (Davis et al. 2012, Leroy et al. 2006, 2011).
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Entre los genotipos de C. arabica, tres grupos principales pueden identificarse: los
genotipos silvestres de la region Sudan-Etiopia, las lineas cultivadas sin introgresién
(Typica y Bourbon) y las variedades de introgresion, principalmente generadas a partir de
genotipos de hibrido Timor (Leroy et al., 2006).

Para la especie C. arabica, se ha sugerido la seleccién genealdgica para la transferencia
de genes de resistencia del hibrido Timor. A partir de este hibrido y mediante multiples
programas implementados en varios paises se ha transferido resistencia a roya (Hemileia
vastatrix), nematodos en nodos de raices (Meloidogyne sp.) y la enfermedad del grano
de café (Colletotrichum kahawae sensu Hindorf) (Silva et al., 2006; Cabos et al., 2010).
Aunque la seleccion de C. arabica esté mas enfocada en la adquisicion de caracteristicas
de resistencia, estos procesos involucran la fijacion de genes relacionados con otros
caracteres, como la calidad en taza del café. En este contexto, los analisis organolépticos
de lineas de C. arabica generadas por introgresion demuestran que éstas producen una
bebida de buena calidad, similar a la de lineas sin introgresion empleadas como
referencia (Puerta Q., 1998; Alvarado et al., 2005; Gichimu et al., 2014). Sin embargo
existen otros estudios que demuestran que la calidad de la bebida se ve disminuida, tal
es el caso de la linea T17924 derivada del hibrido Timor que presentd diferencias
significativas comparada con las lineas sin introgresion control. Las diferencias se
reflejaron tanto en los atributos de acidez y preferencia de la bebida, asi como en el
contenido de algunos compuestos tales como trigonelina, sacarosa y acidos (Bertrand et
al., 2003).

Otra de las estrategias propuestas para generar diversidad genética en C. arabica es la
generacion de hibridos F1, mediante las cruzas entre variedades tradicionales de Etiopia
con linea (Gimase et al., 2014). En el centro de investigacion francés CIRAD (Centro de
cooperacion internacional en investigacion agronémica para el desarrollo), se han
desarrollado variedades F1 mediante la cruza de variedades tradicionales que muestran
vigor hibrido con mas del 50 % de rendimiento comparado con su mejor parental
(Bertrand et al., 2005), la calidad en taza de varias de estas variedades resultd ser igual
o superior a las variedades silvestres (Bertrand et al., 2006).

Se ha propuesto que el uso de hibridos F1 podria ayudar a reducir variaciones
cuantitativas de algunos caracteres bioquimicos asi como la calidad en taza de la bebida
(Leroy et al., 2006).
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1.9.2 Mejoramiento de calidad en C. canephora

Dentro de la especie C. canephora, se pueden diferenciar dos grandes grupos genéticos
y geograficos, que incluyen Guinea (en Africa occidental) y Congolese de Africa Central.
El mejoramiento de C. canephora se ha enfocado en caracteristicas como tamafo de
grano, cantidad de solidos solubles, calidad en taza, asi como en caracteres bioquimicos
considerados determinantes de calidad en taza como contenido de azucares, lipidos,
cafeina, trigonelina y acidos clorogénicos (Leroy et al., 2006).

Tomando en cuenta lo anterior, el entendimiento de la herencia genética de caracteres
asociados con calidad en taza podria optimizar los programas de mejoramiento, sin
embargo en el caso del café pocos estudios se han enfocado en la identificacion de
compuestos bioquimicos o metabolitos relacionados con la calidad de la bebida, esto se
ve reflejado en la Tabla 6 en la que se enlista el tipo de herencia asi como los niveles de
heredabilidad de los unicos 5 caracteres bioquimicos asociados a calidad en taza del café
que han sido analizados (Mazzafera & Carvalho, 1991; Barre et al., 1998; Montagnon et
al., 1998; Ky et al., 1999; Leroy et al., 2011; Akaffou et al., 2012).

Montagnon y colaboradores (Montagnon et al., 1998) demostraron en plantas de C.
canephora que es posible mejorar caracteres relacionados con la calidad en taza del café
sin afectar el rendimiento, debido a que estos caracteres se encuentran positivamente
correlacionados.

Se han realizado también estudios tanto en hibridos intra-especificos como en hibridos
inter-especificos con la finalidad de conocer el modo y nivel de herencia de sacarosa y
trigonelina. El contraste entre estos dos grupos muestra que la heredabilidad medida a
estos dos niveles (intra e inter-especifico) es diferente, ésto puede ser explicado por las
diferencias entre especies en relacion a la fijacion de alelos especificos de genes que
controlan la variabilidad de caracteres de calidad (Leroy et al., 2011; Mérot-L’Anthoéne et
al., 2014a).

La alta heredabilidad en sentido estricto y la correlacién positiva entre cafeina y contenido
de lipidos sugiere que estos caracteres pueden ser mejorados juntos en hibridos intra-
especificos, no es asi para el caso de contenido de lipidos y sacarosa que muestran

correlacion negativa entre ellos, y deberian tomarse precauciones para seleccionar esta
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combinacion (Montagnon et al., 1998). En el caso de cafeina, tanto genes mayores asi
como genes con efecto aditivo parecen estar involucrados en la variabilidad observada
en el contenido de cafeina en semillas, lo que indica la complejidad de este caracter
(Priolli et al., 2008a).

Tabla 6. Tipo de herencia y heredabilidad de caracteres determinantes de calidad en taza.

Caracter Hibridos intra-especificos Hibridos inter-especificos
Contenido de Herencia poligénica Herencia poligénica y aditiva
sacarosa
NSH=0.11 Valores de heredabilidad més
alta
Cafeina Herencia aditiva Herencia poligénica y aditiva
NSH=0.33; BSH=0.76 Un gen mayor con dos alelos
NSH=0.80 No cafeina = gen recesivo
(cafl)
Efecto aditivo en hembras High BSH
Trigonelina Efecto dominante y aditivo en No aditivo, herencia materna
machos y hembras
NSH= 0.38 Heredabilidad= 0.71

Contenido de lipidos NSH=0.74 -
Aditivo en hembras -

Acidos clorogénicos NSH= 0.36 Herencia nuclear

Efectos aditivos en hembras Isémero 3-FQA controlado por
un gen mayor
Fuente:(Mazzafera & Carvalho, 1991; Barre et al., 1998; Montagnon et al., 1998; Ky et al., 1999,

2001; Leroy et al., 2011; Akaffou et al., 2012; Mérot-L’Anthoéne et al., 2014b)

La herencia de la calidad en taza del café per se también ha sido objeto de estudio, Leroy
y colaboradores reportaron que existe efecto aditivo materno para amargor en plantas de
café robusta, en el caso de acidez observaron efecto aditivo paterno. Esta informacién
podria ser de gran utilidad para la seleccion de parentales para el mejoramiento de la
calidad en taza de café Robusta (Leroy et al., 2011).

En conclusion, caracteres altamente heredables como lipidos o cafeina podrian ser
mejorados con éxito mediante cruzas entre parentales con valores favorables, sin

embargo para caracteres con bajos niveles de heredabilidad como acidos clorogénicos,
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trigonelina o sacarosa, seria necesario implementar estrategias de seleccion asistidas

por marcadores (Davis et al., 2007).

1.10 Mejoramiento asistido por marcadores moleculares

1.10.1 Marcadores moleculares

La determinacién de predictores moleculares de caracteres de calidad en taza del café
podria ayudar a reducir los tiempos que toman los ciclos de seleccion en los programas
de mejoramiento, asi como los costos de evaluacion fenotipica de las plantas de interés.
Sin embargo, el uso de tecnologias basadas en DNA aun esta en etapas iniciales y por
lo tanto se considera con limitaciones (Tran et al., 2016).

Pot y colaboradores, analizaron la diversidad de genes involucrados en el metabolismo
de la sacarosa con el objetivo de identificar genes candidato que controlan la variabilidad
de los niveles de este metabolito en C. canephora y Coffea spp. Para este fin emplearon
polimorfismos tipo SNPs, INDELs y SSRs, lo que permitié la identificacion de
polimorfismos a nivel intraespecifico e interespecifico. Este grupo de variantes podria
representar un enfoque para la identificacion de marcadores moleculares utiles en el
mejoramiento de café (Pot et al., 2007).

Priolli y colaboradores, mediante el uso de variantes AFLPs y SSRs identificaron 48
marcadores asociados con caracteres de calidad en poblacion F2 interespecifica (C.
canephora X C. arabica). De éstos, 19 se asociaron con contenido de azucares, 8 para
cafeina, 8 para acidos clorogénicos y uno compartido para cafeina y acidos clorogénicos.
Esta informacion podria ser usada para la seleccion asistida por marcadores en
programas de mejoramiento de la calidad del café (Priolli et al., 2008b).

De esta manera, se han identificado genes candidato que se piensa se encuentran
regulando compuestos involucrados en la determinacién de los caracteres de calidad del
café (Tabla 7).
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Tabla 7. Genes reguladores de compuestos determinantes de calidad en taza.

Especie Sacarosa Cafeina Trigonelina Acidos CGAs
grasos
C. arabica CaSUS1 CmXRS1 CTgS1 OLE2 4CL8
CASUS2 CTS2 CTgS2 DGAT HQT
CalnV3 CCS1 F5H1
CaxXMT1-2 POD
CaMXMT1-2
CaDXMT1-2
C. canephora CcSUS1 CmXRS1 CcOLE-5 Genes de la via
CcSUST1 CTS2 CcSTO1 fenilpropanoides
8 nuevos CCS1
genes 23 genes de
alcaloides

Referencias: (Paillard et al., 1996; Ky et al., 2000; Lashermes et al., 2001, 2014; Coulibaly et al.,
2003; Noir et al., 2004; Teixeira-Cabral et al., 2004; Lépez-Gartner et al., 2009; Davis et al., 2011;
Gartner et al., 2013; De Kochko et al., 2015; Moncada et al., 2015)

Resende y colaboradores reportaron recientemente una plataforma de 33,239
polimorfismos (SNPs) especificos de C. arabica y 87,271 especificos de C. canephora.
Esta plataforma representa una nueva herramienta de utilidad en la aceleracion del
mejoramiento genético, el conocimiento de las bases genéticas de caracteres de interés

y el manejo de la diversidad genética en especies de café (Resende et al., 2016).

1.10.2 Anadlisis de identificacion de QTLs y mapeo genético

La construccion de mapas genéticos es uno de los primeros pasos para el analisis de
caracteres complejos tales como rendimiento, calidad y enfermedades. Esta estrategia
permite la identificacion de loci asociados a caracteres cuantitativos (QTLs) que se
encuentran controlando dichos caracteres, consecuentemente es posible identificar
genes candidato para el mejoramiento de caracteres como la calidad el café (Vega et al.,
2007). En algunos casos es posible que los marcadores que se encuentran asociados a
QTLs sean usados directamente en seleccién asistida por marcadores (MAS), sin antes
haber estudiado la funcionalidad del gen en cuestion (Tran et al., 2016).

Paillard y colaboradores reportaron el primer mapa genético de C. canephora (Paillard et
al., 1996), a la fecha varios analisis de QTLs se han realizado en C. canephora y otras
especies (Tabla 8), en busqueda de regiones del genoma asociadas con la calidad del

café.
29



Tabla 8.- Analisis de QTLs relacionados con calidad en taza del café.

Numero de QTLs y grupos de ligamiento

Caracter C. canephora Otras especies
Sacarosa 9 QTLSs/AE,I,J -
Cafeina 14 QTLs(A,C,E,|,K) 2 QTLs/A,G
Trogonelina 5 QTLs/F,G,I,K 1QTL/G
Lipidos 7 QTLs/B,C,E,G,I -
Acidos clorogénicos 23 QTLs/A,B,D,E,F,1,J,K 1 QTL/A
Calidad en taza 14 QTLs(A,B,D,E,G,H,I) -

Fuente:(Paillard et al., 1996; Ky et al., 1999; Pearl et al., 2004; Landey et al., 2013; Lashermes et
al., 2014)

En conjunto, la disponibilidad de las fuentes de informaciéon gendmica del café resulta de
gran relevancia para el desarrollo de métodos mas eficientes de seleccion de plantas de
café con caracteristicas deseadas.

La complementacion entre los nuevos avances en las tecnologias de secuenciacion y el
fenotipeo de caracteres (caracteristicas fisicas, bioquimicas, niveles de metabolitos)
podrian facilitar la identificacion de marcadores asociados con calidad en taza para asistir
la seleccién de plantas de café.

La aplicaciéon de avances cientificos y tecnolégicos, principalmente en el area de la
secuenciacion de genomas y areas emergentes como la metabolémica, podrian facilitar
el entendimiento del genoma del café, por ende, la herencia de caracteres o rasgos

cuantitativos que determinan la calidad en taza (Tran et al., 2016).

1.11 Seleccién de plantas asistida por metabolémica: herramienta emergente
Actualmente, la seleccion asistida por marcadores (MAS, por sus siglas en inglés) se ha
realizado mediante el monitoreo y la seleccidn de caracteres empleando marcadores
moleculares o SNPs. La aplicacion de esta herramienta se considera que es exitosa
cuando los caracteres son monogénicos o estan regulados por genes dominantes
(Herrmann & Schauer, 2013).

Sin embargo, en el caso de caracteres poligénicos, poliploidias, y caracteres
influenciados fuertemente por efectos epistaticos o por el medio ambiente, como sabor,
color, tolerancia a estrés, etc. este enfoque presenta limitaciones. Durante la aplicacion

de estas herramientas, aun sigue siendo preponderante la evaluacion del fenotipo de la
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planta, por lo que no es posible que el mejoramiento se base unicamente en la tecnologia
de MAS (Herrmann & Schauer, 2013).

Los fenotipos observados en una planta estan estrechamente relacionados con los
metabolitos. Es por ello que el empleo de metabolitos como marcadores predictivos de
caracteres complejos podria ser de alto potencial.

El metaboloma se define como el conjunto completo de metabolitos presentes en un
organismo en un momento determinado bajo condiciones especificas. La metabolomica
es una herramienta que permite medir, cuantificar e identificar compuestos consumidos,
sintetizados y excretados por un organismo. Una de las ventajas de la metabolomica es
que esta tecnologia es independiente de la disponibilidad de informacidén genémica del
organismo estudiado (Ausubel, 2010; Herrmann & Schauer, 2013).

En el perfil metabdlico de una muestra biolégica se ven reflejados varios factores como:
efectos epistaticos, epigenéticos o post-traduccionales, los cuales finalmente determinan
la ausencia o presencia de un caracter especifico. Los avances en la metabolémica de
alto rendimiento permiten actualmente el monitoreo de un gran numero de metabolitos.
La espectrometria de masas de alta resolucion asi como los patrones de fragmentacion
de los compuestos quimicos permiten una identificacion mas precisa de los metabolitos
(Hollywood et al., 2006; Saxena & Cramer, 2013; Zabotina, 2013).

Recientes estudios sugieren que la metaboldmica puede tener potencial para el
descubrimiento de metabolitos marcadores predictivos de caracteres fenotipicos. Meyer
y colaboradores estudiaron la relacion entre la biomasa y los perfiles metabdlicos de una
poblacion de lineas endogamicas recombinantes de Arabidopsis bajo condiciones
altamente controladas. Encontraron una alta correlacién (0.73) entre contenido de
biomasa y una combinacion especifica de metabolitos, estos datos demuestran un alto
valor predictivo de la composicidon quimica para contenido de biomasa (Meyer et al.,
2007).

En un estudio similar, empleando una planta modelo (varios ecotipos de Arabidopsis), se
investigd la relacion entre metabolitos, enzimas, productos finales como almidon,
medidos al final de la noche y la biomasa de las plantas. Los resultados muestran que
niveles bajos de almidon estan ligados con alto contenido de biomasa. Esto podria
explicarse por la acumulacién de almiddon durante el dia y su degradacién durante la

noche para ser usado como combustible por el metabolismo de la planta, de esta manera
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se estimula su crecimiento (Sulpice et al., 2010). Este estudio representa otro ejemplo del
potencial que podria tener la aplicacién de la metabolémica en el mejoramiento de
plantas.

En lineas de Solanum lycopersicum, Schauer y colaboradores realizaron un estudio de
correlacion de QTLs metabdlicos y caracteres fenotipicos tales como rendimiento, indice
de cosecha, numero de semillas y contenido total de sdlidos solubles. Sus hallazgos,
basados en datos de tres cosechas independientes, mostraron correlacién entre los
soélidos solubles totales y los azucares y acidos organicos. También encontraron fuerte
correlacion entre el indice de cosecha y el contenido de un grupo de metabolitos (Schauer
et al., 2006). Este estudio se realiz6 con lineas de introgresion inter-especificas
homocigotas. Sin embargo, en un estudio posterior de este mismo grupo de investigacion
(Schauer et al., 2008) empleando lineas de tomate con fondo genético heterocigoto,
encontraron resultados altamente promisorios demostrando que algunas de las fuertes
limitaciones entre el perfil metabdlico y caracteres morfoldgicos podrian ser superadas.
El primer estudio enfocado en la identificacidon de marcadores predictivos de caracteres
agronomicos de importancia, fue el realizado por Steinfath y colaboradores. Cultivos de
papa fueron estudiados para predecir a partir de su perfil metabdlico las caracteristicas
de calidad de dorado y color de papas fritas (Steinfath et al., 2010). La calidad de la papa
a nivel industrial es determinada principalmente en base a dos parametros: el grado de
oscurecimiento que ocurre durante el freimiento y la aparicion de puntos negros cuando
fuerza fisica es aplicada sobre el tubérculo. Estas dos, son consideradas caracteristicas
indeseables, por lo que una herramienta de analisis que pudiera predecir potencialmente
la aparicién de puntos negros y el grado de oscurecimiento podria ser de gran beneficio
para la industria. Por ello, en este estudio analizaron los perfiles metabdlicos de varios
cultivos comerciales de papa que mostraban un amplio rango de variacion de estas dos
caracteristicas y establecieron un método que permitié la seleccion de un subgrupo de
metabolitos que mostraran correlacion con los caracteres evaluados. El modelo
matematico fue validado en una segunda cosecha correspondiente a otra estacion del
afio y de un area completamente diferente. A pesar de las grandes diferencias en las
condiciones ambientales, los biomarcadores seleccionados predijeron exitosamente el
fenotipo del material (Steinfath et al., 2010).

La seleccion asistida por metabolitos marcadores representa una opcion potencial para

32



el mejoramiento de plantas independientemente de la existencia de informacién
gendmica, sobre todo en casos en que los marcadores moleculares presentan ciertas
limitaciones. En este sentido, es importante recalcar que un metabolito con alto valor
predictivo de un caracter sensorial que adicionalmente es altamente heredable,
representa una herramienta de seleccidon que puede ser aun mas robusta.

El uso de este tipo de enfoque metabolomico en combinacion con el desarrollo de
modelos de analisis matematicos podrian ser implementados tanto en analisis de control
de calidad, pero principalmente en programas de mejoramiento de plantas de café y la

obtencion de cultivos con caracteristicas deseables.
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2.

JUSTIFICACION
El café es una planta perenne, debido a esto los programas de seleccion y mejoramiento
genético tradicional toman como minimo 25 afos para la obtencion de variedades con
caracteres agronodmicos y de calidad deseables.
Importantes avances se han logrado en la seleccion de variedades asistida por
marcadores moleculares. Sin embargo, esta herramienta presenta limitaciones cuando
se trata de especies poliploides, caracteres poligénicos, asi como para caracteres
influenciados fuertemente por efectos epistaticos o medio ambientales.
Actualmente, la metabolomica representa una herramienta emergente altamente
promisoria para el descubrimiento de firmas metabdlicas o marcadores capaces de
predecir fenotipos agrondmicamente importantes en diferentes cultivos. Esto se debe a
que los niveles de metabolitos estan estrechamente relacionados con el fenotipo de la
planta.
Por lo tanto, el empleo de metabolitos como marcadores predictivos de caracteres
complejos, como en el caso de las caracteristicas organolépticas de la bebida de café,
podria ser de gran potencial.
Es por ello que en este trabajo se propone el desarrollo de una novedosa estrategia
asistida por metaboldmica, para la seleccion y mejoramiento de plantas de café con
caracteristicas sensoriales deseadas.
El uso de esta herramienta, de manera independiente o complementaria al mejoramiento
genético tradicional, podria contribuir al acortamiento de los tiempos de seleccion de

variedades de café con caracteres deseables.
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3. HIPOTESIS
A partir de los perfiles metabdlicos de plantas de café en etapas tempranas de su

crecimiento se pueden predecir caracteristicas sensoriales de la bebida.

4. OBJETIVOS

4.10bjetivo general

Identificar metabolitos altamente heredables predictivos de calidad en taza en Coffea

canephora para la seleccidon de plantas con caracteristicas sensoriales deseables.

4.2 Objetivos especificos

¢ Identificar metabolitos marcadores de estadio de desarrollo de fruto a partir de

perfiles metabdlicos de frutos y de hojas café (C. canephora).

e Estimar la heredabilidad de metabolitos en familias de C. canephora, mediante un

abordaje de medios hermanos maternos a partir de granos verdes y hojas.

¢ Realizar evaluacion sensorial de la bebida y establecer correlacion con los perfiles

metabdlicos de hojas, granos verdes y granos tostados.

¢ Identificar en hojas y granos verdes, metabolitos marcadores de calidad sensorial

altamente heredables.
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5.2Lugar de muestreo

Las plantas muestreadas de la especie C. canephora empleadas en este estudio, se
colectaron en la finca experimental “Badenia”, propiedad de la compafia AMSA
(Agroindustrias Unidas de México). La finca se encuentra ubicada en la Ciudad de
Tapachula, Chiapas, México (latitud 15.02° N, longitud 101.36) a 465 metros sobre el nivel
del mar. Esta zona presenta precipitacion anual promedio de 4500mm, la temperatura

anual registrada es de 26°C y las condiciones de sombra del cultivo son del 60 %.

5.3 Analisis de desarrollo del fruto

5.3.1 Muestreo

El disefio experimental para analisis de desarrollo del fruto consistié en el muestreo de 5
familias de plantas de las especie C. canephora de descendencia libre (medios hermanos
maternos). Por cada familia se incluyeron 10 plantas.

Se colectaron hojas completamente expandidas y frutos de la posicion media de ramas
laterales durante 6 etapas del desarrollo del fruto, como se ilustra en la figura 7. Los
estadios muestreados fueron designados de la siguiente manera: E1) frutos
correspondientes a 10 semanas después de la floracién (SDF) que corresponde a la
etapa expansion o cabeza de alfiler; E2) fruto verde (20 SDF); E3) fruto amarillo (38 SDF);
E4) pintdon o amarillo-rojo (44 SDF); E5) rojo (48 SDF) y E6) cereza (50 SDF). Los frutos
correspondientes a la etapa de cabeza de alfiler (E1) se seleccionaron de acuerdo a
rasgos fisioldgicos caracteristicos. De |la etapa E2 hasta la etapa E6, con la finalidad de
obtener un muestreo homogéneo, se empleé una guia de colores pantone (COLOR
BRIDGE TM, coated PANTONE ®) mediante la asignacion de un cddigo CMYK
especifico para cada etapa basandose en lo reportado por (Carvajal Herrera et al., 2011)
para frutos de C. arabica. La colecta se realizé en un horario establecido de 7 a 11 de la
manfana. Para todas las etapas se colecté material vegetal suficiente para obtener por lo
menos 500 mg de material en peso seco.

Las muestras de los 10 individuos muestreados por familia fueron mezcladas para
obtener una unica muestra representativa por familia. Los 5 grupos de muestras formados
fueron designados como F1, F2, F3, F4 Y F5, haciendo referencia a las familias

analizadas.
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Figura 7. Cronograma de muestreo de etapas del desarrollo del fruto. SDF: semanas
después de la floracion.

Las muestras se envolvieron en papel absorbente para eliminar humedad dentro de
bolsas Ziploc y se preservaron en una hielera con hielo seco y anticongelante durante la

colecta y para su transporte.

5.3.2 Procesamiento de las muestras

Se realiz6 lavado con agua desionizada para eliminar cualquier tipo de particulas o polvo
adheridos a la superficie de las muestras. Los frutos (a partir de la etapa de desarrollo
E2) fueron disectados en semilla y pericarpio para ser analizadas de manera separada.
Ambos tejidos (hojas y frutos) fueron congelados a -80 °C para su posterior liofilizacion.

Para la extraccion de metabolitos, las muestras fueron procesadas por familias (F1-F5)

como anteriormente se menciono.

5.3.3 Extraccion de metabolitos

La extraccion de metabolitos se realizé a partir de 35 mg de tejido liofilizado. EI material
se coloco en tubos de 1.5 mL y se le adicioné 450 uL de solvente de extracciéon (75 %
methanol / 24.85 % agua / 0.15 % acido férmico). Las muestras se sometieron a
sonicacion en bafio ultrasénico durante 25 min a temperatura ambiente, después de este
tiempo, se centrifugaron a 10,000 rpm durante 5 min a 5°C y se recupero el sobrenadante.
La extraccion se repitido 2 veces. Los sobrenadantes generados de ambas repeticiones
se mezclaron y se filtraron empleando una membrana de nylon de 0.22 ym. Los extractos

obtenidos fueron analizados mediante UPLC-MS.
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5.3.4 Analisis metabolémico

Los extractos tanto de hojas como de frutos fueron analizados empleando un sistema
UPLC-ESI-MS/MS system (LCQ Fleet lon Trap Mass Spectrometer, Thermo Finnigan,
San Jose, CA, USA). Los metabolitos fueron separados en una columna Hypersil Gold
C18 (dimensiones: 50 x 2.1 mm; tamafio de particula: 1.9 uym). La temperatura de la
columna se mantuvo a 40°C con un flujo constante de 550 yL/min. La fase movil tanto
para el analisis de frutos como para hojas consistio de H20 con 0.1 % (v/v) acido férmico
(solvente A) y el solvente B fue metanol con 0.1 % de &cido formico.

Los gradientes de solventes empleados para el andlisis de los extractos mediante UPLC
se especifican en la tabla 9 y tabla 10 para cada uno de los tejidos analizados (frutos y

hojas).

Tabla 9.- Gradiente de solventes para frutos Tabla 10.- Gradiente de solventes para hojas

Tiempo % Solvente % Solvente Tiempo % Solvente 9% Solvente
(min) A B (min) A B
0 97 3 0 92 8
1 97 3 0.5 92 8
5 50 50 6.5 35 65
55 27 73 20 0 100
19.3 0 100 21 0 100
20.3 0 100 21.5 92 8
21.5 97 3 25 92 8
25 97 3

5.3.5 Condiciones del espectrometro de masas

Los espectros fueron adquiridos en un rango de m/z 50-1000, las corridas se realizaron
en ambos modos de ionizacion (negativo y positivo) de manera separada. El tiempo de
adquisiciéon por scan fue de 500 ms (3 micro-scan).

Los parametros empleados en la fuente de ionizacién por electrospray fueron los
siguientes para el modo positivo: temperatura del capilar: 290°C; voltaje del capilar: 15 V;
voltaje del spray: 4.5 kV; Tube lens: 80V; nitrogeno (sheat gas): 38 unidades arbitrarias
(UA); y gas auxiliar: 10 UA.
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5.4 Analisis de heredabilidad en hojas y frutos

5.4.1 Diseio experimental y muestreo

Se incluyeron 40 plantas madre de aproximadamente 15 afios de edad, asi como a su
progenie F1 (2 hijas por cada planta madre), en total se analizé una poblacién de 120
plantas. La poblaciéon F1 fue generada a partir de semillas obtenidas por polinizacion
abierta de las 40 plantas madre seleccionadas, es decir nuestra poblacion de estudio

estuvo conformada por familias de medios hermanos maternos (Fig. 8).

sejue|d

aluaboud

Medios hermanos maternos

Figura 8. Diseiio de medios hermanos maternos para analisis de heredabilidad. PM: planta
madre.

El analisis de heredabilidad se llevé a cabo tanto en frutos como en hojas completamente
expandidas. El muestreo comprendié 2 colectas: 1) se colectaron unicamente hojas en
diciembre de 2012, tanto de plantas F1 (a los 6 meses de edad) asi como de plantas
madre; y 2) se obtuvieron frutos maduros (cerezas) durante la cosecha de diciembre-
enero de 2014 tanto de las plantas madre como de su progenie F1, ya que en esta fecha

tuvo lugar la primer cosecha de frutos de la progenie F1.
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5.4.2 Procesamiento de las muestras y analisis metabolémico

El acondicionamiento y procesamiento de las muestras colectadas (hojas y frutos) se
llevd a cabo como a continuacidn se menciona: aproximadamente 2 gramos de cada
muestra fueron congelados en nitrégeno liquido y liofilizados durante tres dias. Las
muestras liofilizadas se molieron en un molino Mixer Mill MM301 (Retsch®) a 30 Hz
durante 15 segundos y se tamizaron hasta un tamano de particula < 300 pm.

La extraccidon de metabolitos asi como las condiciones empleadas para el analisis
metabolémico fueron las ya mencionadas en los apartados 5.3.3 (Extraccion de
metabolitos), 5.3.4 (Analisis metabolomico) y 5.3.5 (Condiciones del espectrometro de

masas).

5.4.3 Estimacion de heredabilidad

Como anteriormente se menciond, en este estudio se incluyeron 40 familias para realizar

el analisis de heredabilidad. Para cada familia se contd con las mediciones de niveles de

metabolitos de un uUnico parental (planta madre), y en el caso de la progenie, por cada

planta madre se obtuvo el promedio de las mediciones de 2 plantas hija.

El célculo de los niveles de heredabilidad en sentido estricto se llevé a cabo mediante

regresion lineal progenie-parentales, en este caso el calculo se realiza a partir de las

mediciones (niveles de metabolitos) de los parentales (la medicién de uno sélo o el

promedio de ambos padres) y el promedio de su progenie (Falconer & Mackay, 1996).

El coeficiente de regresidon (Yi) calculado a partir de la regresion entre parentales y

progenie correspondera al nivel de heredabilidad con su respectivo error estandar.

En las regresiones parentales-progenie se asume que la correlacion ambiental entre

padres y progenie no existe.

Dado que el calculo se realiza a partir de la medicién de un unico parental, el resultado

de la regresion estima % de la heredabilidad en sentido estricto (Y2 h?).

El modelo estadistico para el calculo de heredabilidad mediante regresion lineal es:
Yi=Bo+ B1Xi+ €

Donde:

Yi= medias de las progenies de las X familias
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Bo = intercepto

B15= coeficiente de regresion

Xi= Medicién de un Unico parental a la media de it" family

&i = Error estandar.

El coeficiente de regresion mide la proporcién de covarianza parentales-progenie a la

varianza de los padres.

5.5Analisis de correlaciéon de calidad sensorial del café y perfiles quimicos

5.5.1 Muestras

De las 40 plantas muestreadas para analisis de heredabilidad se seleccionaron al azar
15 plantas madre de C. canephora y se obtuvieron muestras de aproximadamente 5 kg
de frutos completamente maduros (cerezas) por cada planta durante la cosecha
2014/2015, una cantidad suficiente para la estandarizacion del tostado. Los frutos fueron
sometidos a un tratamiento post-cosecha de secado (beneficio seco) para obtener granos
verdes libres de cascara y pergamino, proceso que durd aproximadamente 5 dias.

Por otra parte, con la finalidad de tener variabilidad en los perfiles sensoriales de las
muestras a evaluar, se incluyeron muestras tanto de la especie C. canephora como de C.
arabica seleccionadas en base a su baja o alta calidad en taza previamente ya evaluada
por los proveedores. En este caso, las muestras de grano verde fueron donadas por
Agroindustrias Unidas de México (AMSA) y por el laboratorio de Tecnologia del café del

Instituto Tecnoldgico de Veracruz.

552 Evaluacion sensorial de la bebida

554.1 Proceso de tostado del café

Las muestras de café verde que fueron sometidas a proceso de tostado consistieron de
lotes que contenian granos libres de defectos fisicos y que de acuerdo al analisis
granulométrico presentaron un tamafno promedio de grano, esto para obtener un tostado
homogéneo de las muestras.

Se realizd un tostado medio con escala de Agtron 60, en base a lo establecido por la
SCAA. Se empledé un tostador de tambor rotatorio de capacidad de 600 gramos.

Inicialmente el tostado inici6 con un precalentamiento del horno a 220 °C. La
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estandarizacion del proceso de tostado se llevd a cabo mediante el monitoreo de la
temperatura del café al inicio, durante y al término de cada tostado, asi como el tiempo
final tomado para cada muestra. Una vez estandarizado, se realizd el tostado por
triplicado, estos tres tostados al final fueron mezclados para obtener una unica muestra.
Las muestras se introdujeron en bolsas de plastico (Ziploc®) y se almacenaron a -20 °C

hasta su uso.

5.5.4.2 Preparacion de la bebida

Los granos tostados de café se molieron empleando un molino eléctrico de discos con
nueve niveles de graduacion (modelo Kenia, Solocafé). El molido de las muestras fue
grueso (nivel 4).

La preparacion de la bebida e realizé mediante el método de prensa francesa. Se pesaron
50 gramos de café molido y se colocaron en jarras de vidrio (tipo francesa). En jarras con
termostato tipo piston de 1.5 L se calenté agua a 97°C y se vertié exactamente 1 L en las
jarras conteniendo la muestra. Se agité suavemente para homogeneizar y se dejo reposar
durante 5 min. Una vez transcurrido este tiempo se bajo el piston de la prensa francesa,

para la obtencion de la bebida que inmediatamente fue sometida al analisis sensorial.

5.5.4.3 Analisis sensorial descriptivo de la bebida de café

El objetivo de esta prueba fue identificar y cuantificar las notas sensoriales de cada una
de las muestras. La evaluacion se llevd a cabo de acuerdo a las especificaciones
establecidas en la norma ISO 6564-1985.El analisis sensorial se llevd a cabo en el
Laboratorio de Evaluacién sensorial del Instituto Tecnoldgico de Veracruz.

Se empledé un panel conformado por 11 individuos, quienes fueron previamente
entrenados. Los catadores incluidos aprobaron el sistema de preseleccién, seleccion y
entrenamiento, en base a pruebas de identificacion y ordenacién de olores y sabores.
Las notas sensoriales evaluadas fueron 10 en total: intensidad aromatica, calidad
aromatica, cuerpo, acidez, amargor, astringencia, sabor, agrio, amargor y preferencia
global. A cada juez se le presentaron tres muestras de café en tazas de porcelana
codificadas con numeros aleatorizados de tres digitos.

La calificacién de los atributos sensoriales se realizé en una escala de 6 puntos (0 — 5),

donde 0 significa ausencia de intensidad de la caracteristica evaluada y 5 la mayor
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intensidad percibida para cada uno de los atributos sensoriales evaluados enlistados en

el formato de evaluacion sensorial (Anexo 11.1y 11.2).

553 Extraccion de metabolitos

Las muestras de granos tostados fueron molidas en un molino Mixer Mill MM301
(Retsch®) a 30 Hz durante 15 segundos y se tamizaron hasta un tamafio de particula <
300 pm.

Se pesaron 35 mg de muestra en tubos eppendorf y se les adicion6 450 uL de H20 a
97 °C. Las muestras se sonicaron en bafo ultrasénico durante 25 min a temperatura
ambiente, transcurrido este tiempo se centrifugaron a 10,000 rpm durante 5 min a 5°C y
se recupero el sobrenadante. La extraccion se repitio una vez mas. Los sobrenadantes
generados de ambas extracciones fueron mezclados en un solo tubo y se filtraron
empleando una membrana de nylon de 0.22 pym. Los extractos obtenidos fueron

posteriormente sometidos al analisis metabolémico.

554 Analisis metabolémico

Los extractos de granos tostados se analizaron mediante UPLC-ESI-MS/MS. La
temperatura de la columna se mantuvo a 40°C con un flujo constante de 550 uL/min. La
fase movil consistié de H20 con 0.1 % (v/v) acido formico (solvente A) y el solvente B fue
metanol con 0.1 % de acido férmico.

El gradiente empleado fue: 2 % B, 0 - 1 min; 2 — 66 % B, 1 - 6 min; 66 — 88 % B, 6 - 12
min; 88 -93 % B, 12 - 19 min; 93 — 97 % B, 19 — 20 min; 97 - 100 % B, 20 - 25 min;
100 % B, 25 — 27 min; 100 % B — 98 % A, 27 — 27.5 min y finalmente, reequilibrio de la
columna durante 3.5 min (27.5 - 31 min) con 98 % A.

Los espectros fueron adquiridos en un rango de m/z 50-1000, se realizaron corridas de
manera independiente para cada uno de los modos de ionizacion (positivo y negativo). El
tiempo de adquisicion por scan fue de 500 ms (3 micro-scan). Los parametros empleados
en la Fuente de ionizacion por electrospray fueron los siguientes: temperatura del capilar:
330°C; voltage del capilar: 15 V; voltage del spray: 4.5 kV; Tube lens: 80V; nitrégeno
(sheat gas): 38 unidades arbitraries (UA); y gas auxiliar: 10 UA.
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6.

RESULTADOS

6.1 Desarrollo del fruto

En este trabajo se plante6 analizar los perfiles metabdlicos de frutos y hojas durante el
desarrollo del fruto de C. canephora con el objetivo principal de identificar metabolitos
biomarcadores que permitan discriminar el nivel de desarrollo o madurez de los frutos.
Con este fin se llevo a cabo un analisis de metabolémica no dirigida mediante UPLC-MS
para determinar los niveles de metabolitos a partir de extractos de frutos colectados
durante 6 estadios de desarrollo: E1: frutos completos colectados 10 semanas después
de la floracion (SDF); E2: frutos verdes 30 SDF; E3) frutos amarillos de 38 SDF; E4) frutos
pintén de 44 SDF; E5) frutos maduros (rojos) de 48 SDF; y E6) correspondié a frutos
cereza de 50 SDF (Fig. 9). A partir de la etapa E2 los frutos se separaron en endospermo
y pericarpio, y cada tejido se fue analizado de manera independiente. Como
anteriormente se menciond en la metodologia (apartado 5.3.1) se analizaron 5 familias
de plantas las cuales fueron designadas como F1-F5.

En cada uno de los 6 estadios (E1 - EG) también se colectaron hojas, esto con el objetivo
de dilucidar si los cambios metabdlicos que se observan en el fruto durante su desarrollo
también pueden verse reflejados en los perfiles metabdlicos de otros érganos o tejidos

de la planta.

10 SDF 30 SDF 38 SDF 44 SDF 48 SDF 50 SDF
Estadio E1 E2 E3 E4 ES E6

Figura 9. Estadios muestreados para analisis de desarrollo del fruto. SDF: semanas
después de la floracion.
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6.1.1 Evaluacidon de perfiles metabdlicos durante el desarrollo del fruto

Los datos obtenidos de los analisis mediante UPLC-MS fueron procesados Y filtrados con
el software MZmine 2.21 (Pluskal et al., 2010). En los frutos, se detectaron en total 665
picos validos con su correspondiente valor de m/z (relacion masa-carga), cada uno fue
considerado como un metabolito independiente. Mientras que a partir de los perfiles
metabdlicos de hojas se detectaron 613 metabolitos.

Empleando como variables los niveles de abundancia de estos metabolitos en cada una
de las muestras, se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA) para visualizar
las diferencias en los perfiles metabdlicos de los diferentes estadios de desarrollo del
fruto.

La figura 10 A muestra el PCA de los perfiles metabdlicos obtenidos a partir de frutos
completos. Los dos primeros componentes principales explican el 34 % de la varianza de
los datos. Especificamente se puede observar la separacion de las muestras en grupos
aislados dependientes del estadio de desarrollo, esto se observd para los estadios E1,
E2, E5 y E6. Los estadios E3 y E4 (frutos amarillos y amarillo-rojo, respectivamente) se
agruparon de manera conjunta, pero fueron claramente discriminadas del resto de las
muestras (Fig. 10 A). En los graficos de PCA de tejido de endospermo y pericarpio (Fig.
10B-C) no fueron incluidas las muestras correspondientes al estadio E1, debido a que en
esta fase el endospermo aun no esta desarrollado.

El analisis de los perfiles metabdlicos de tejido de endospermo (Fig. 10B) ilustra la clara
discriminacion de un grupo que engloba a muestras de frutos de 30 SDF (estadio E2). El
patrén de agrupamiento de los estadios E3-E6 muestra la formacion de dos grupos: el
primero contiene a muestras de los estadios E3 y E4, y en el segundo se diferenciaron
las muestras de los estadios E5 y E6. El analisis de PCA de tejido de pericarpio (Fig. 10C)
permitié el correcto agrupamiento de las muestras en 5 grupos correspondientes a los 5
estadios de desarrollo incluidos (E2-E6). EI componente principal 1 explicé el 15.4 % de
la varianza de los datos mientras que el 10.3 % fue explicado por el componente 2.

Los componentes 1y 2 del PCA explicaron un porcentaje bajo (20.2 %) de la varianza de
los datos, en el caso los perfiles metabdlicos obtenidos de hojas (Fig. 10 D). Se puede
observar que las muestras correspondientes a los estadios E1 y E2 se agrupan
conjuntamente. En el caso de los estadios E3-E6 no fue posible visualizar grupos aislados

en base al nivel de desarrollo.
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Figura 10. PCA de perfiles metabdlicos durante el desarrollo de frutos. A) Frutos completos; B) frutos (endospermo); C) frutos

(pericarpio); y D) hojas.



6.1.2 Seleccidén de metabolitos predictivos de estadio de desarrollo

La identificacién de un metabolito o de un grupo mas restringido de éstos que permiten
diferenciar entre estadios de desarrollo es algo que resulta ideal. Para este fin,
empleando los niveles de metabolitos determinados en frutos completos y en hojas, se
generé un modelo predictivo de bosque aleatorio (Random Forest Model) para la
identificacion de marcadores de desarrollo del fruto o de nivel de madurez. El algoritmo
empleado consistid de tres pasos: entrenamiento, validacion, y prueba. El algoritmo se
baso6 en la construccion de 500 arboles de decision a partir de los cuales se genera el
mejor modelo predictivo que permite clasificar las muestras en base a su estadio de
desarrollo (categoria) correspondiente. En todos los analisis, del total de muestras el 70 %
se emplean para entrenar el modelo, 15 % para la fase de validacion y 15 % restante
para probar el poder predictivo del modelo generado. La importancia de la variable
(metabolito) es determinada por el valor del parametro Mean Decrease Gini, los
metabolitos que presentan los valores mas altos de este parametro representan la
contribucion mas importante en la prediccion de la correcta clasificacion de las muestras.
De esta manera se seleccionaron 20 metabolitos con mayor potencial predictivo que
permiten diferenciar entre estadios de desarrollo tanto a partir de perfiles metabdlicos de

frutos asi como perfiles metabdlicos de hojas.

Tabla 11.- Matriz de error de modelo predictivo RandomForest generado con perfiles
metabdlicos de frutos.

Predicho
Real E1 E2 E3 E4 E5 E6
E1 5 0 0 0 0 0
E2 0 5 0 0 0 0
E3 0 0 5 0 0 0
E4 0 0 0 4 1 0
E5 0 0 0 0 5 0
E6 0 0 0 0 1 4

Error promedio de clasificacion: 7 %. Los numeros resaltados en negritas representan los casos
en los que las muestras fueron correctamente asignadas por el modelo.

El modelo predictivo generado mediante perfiles metabdlicos de frutos permitié clasificar
las muestras de acuerdo a su estadio de desarrollo con una tasa de error de 7 % (Tabla
11), lo que representa un modelo sumamente robusto. En el caso de las hojas el modelo

predictivo resultd con un error promedio de clasificacion de 27 % (Tabla 12).
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Tabla 12.- Matriz de error de modelo predictivo de bosques aleatorios generado con perfiles
metabdlicos de hojas.

Predicho
3 E4

Real
E1
E2
E3
E4
ES
E6
Error promedio de clasificacion: 27 %. Los numeros resaltados en negritas representan los casos

en los que las muestras fueron correctamente asignadas por el modelo.
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Para determinar la identidad de los 20 iones seleccionados, se llevo a cabo un analisis
robusto en el que se conjuntd tres tipos de datos para tener una asignacion certera. 1)
Informacién de la relacidon masa/carga (m/z) obtenida mediante la trampa de iones con la
cual contamos en nuestro laboratorio asi como informacién de masa exacta obtenida
mediante un equipo de alta resoluciéon de masa (SYNAPT, Langebio). Mediante la lista
de masas generada a partir de estos dos equipos se llevo a cabo la busqueda en
SpiderMass (Winkler, 2015) empleando una base de datos que contiene unicamente
metabolitos reportados en café y la cual fue generada especificamente para el desarrollo
de este trabajo. 2) Por otra parte ademas de los patrones de fragmentacion (MS3)
obtenidos en nuestra trampa de iones, se realizaron corridas adicionales en el equipo
SYNAPT con la finalidad de obtener datos de los patrones de fragmentacion de cada uno
de los metabolitos. Extrayendo esta informacion fue posible comparar dichos patrones
contra la base de datos de Massbank. Esta estrategia permite tener mayor seguridad en
la asignacion de la identidad de los iones detectados.

En las figuras 11 y 12 se muestran las listas de 20 metabolitos identificados en frutos (Fig.
11 A) y en hojas, asi como el ranking de importancia (basado en el Mean Dcrease Gini)
que indica la contribucion que tiene cada uno de los metabolitos para lograr la correcta
clasificacion de las muestras. Empleando unicamente este grupo de 20 metabolitos, el
analisis de PCA presentd un mayor poder discriminante para diferenciar entre las
diferentes etapas de desarrollo del fruto (Fig. 11 By 12 B), comparado con los resultados
obtenidos anteriormente (Fig. 10 Ay D) en donde se empled el perfil metabdlico completo
de las muestras. Este hecho demuestra la capacidad de prediccion de este grupo de
metabolitos que pueden ser empleados como marcadores especificos de estadio.
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Figura 11. Ranking de importancia de metabolitos detectados en frutos que presentan mayor diferencia durante el desarrollo del
fruto. A) Se muestran los 20 metabolitos identificados en frutos mediante el modelo predictivo de bosques aleatorios, empleando el programa
Rattle. Los valores de Mean Decrease Gini representan el nivel de importancia de la variables (metabolitos), mientras mas alto es este valor
mayor es la contribucion de la variable. La figura B corresponde al analisis de PCA generado con los 20 metabolitos seleccionados.
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Figura 12. Ranking de importancia de metabolitos detectados en hojas que presentan mayor diferencia durante los estadios de
desarrollo del fruto. A) Se muestran los 30 metabolitos identificados en hojas mediante el modelo predictivo de Random Forest empleando
el programa Rattle. Los valores de Mean Decrease Gini representan el nivel de importancia de la variables (metabolitos), mientras mas alto
es este valor mayor es la contribucion de la variable. La figura B corresponde al analisis de PCA generado con los 20 metabolitos

seleccionados.
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Para entender la relevancia biolégica de los metabolitos identificados como marcadores,
en el proceso fisioldgico del desarrollo del fruto de C. canephora, se realiz6 la busqueda
en KEGG para clasificarlos de acuerdo a la via metabdlica en la que participan. De esta
manera, los 20 metabolitos identificados en frutos se agruparon en 7 clases diferentes
(Fig. 13 A), la clase V correspondiente a metabolismo y biosintesis de terpenoides y
carotenoides, fue la mas enriquecida ya que estuvo conformada por 9 de los 20
metabolitos. Por otra parte, en hojas la clase Ill de metabolismo de acidos grasos,
esfingolipidos y glicerolipidos fue a la que mayor numero de metabolitos diferenciales
pertenecieron. Adicionalmente, en hojas se identificaron compuestos involucrados en el
ciclo de acidos tricarboxilicos asi como en biosintesis y degradacion de aminoacidos (Fig.
13 B).

Se realizd un analisis comparativo del patron de los niveles de los metabolitos
seleccionados en frutos y hojas. En frutos completos (Fig. 14) los niveles de la mayoria
de los metabolitos mostraron similitud en los estadios E1 y E6 (10 y 50 SDF,
respectivamente) durante la fase de maduracion del fruto (30-48 SDF) el perfil metabdlico
presentd mayor variabilidad.

El patron de los niveles de metabolitos en hojas (Fig.15), de manera global permite
distinguir la transicion entre periodos tempranos del desarrollo del fruto (10—-30 semanas

después de la floracion) y el inicio de la maduracion del fruto (fruto amarillo de 38 SDF).
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Figura 13. Clasificacion de metabolitos seleccionados basada en KEGG. En A) se muestra la clasificacion de los metabolitos
seleccionados en frutos y B) en hojas.
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Figura 14. Heatmap de los niveles de metabolitos detectados en frutos durante el
desarrollo del fruto. Los valores de intensidad de cada uno de los metabolitos fueron
estandarizados a valor Z, las observaciones con valores positivos o negativos de Z representan
desviaciones estandar por encima o por debajo de la media. SDF: semanas después de las
floracion
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Figura 15. Heatmap del patréon de niveles de metabolitos detectados en hojas durante el
desarrollo del fruto. Los valores de intensidad de cada uno de los metabolitos fueron
estandarizados a valor Z, las observaciones con valores positivos o negativos de Z representan
desviaciones estandar por encima o por debajo de la media. SDF: semanas después de las
floracién
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En frutos se analizaron los tejidos de endospermo y pericarpio por separado, a
continuacion se describe la evolucion de los niveles de los metabolitos en estos tejidos

enfocandose en cada una de las clases identificadas en KEGG.

Clase I: Biosintesis de acidos clorogénicos:

Se identifico un metabolito de m/z 377.4973 perteneciente a la ruta de biosintesis de
acidos clorogénicos, cuya identidad fue asignada como 5-O-p-coumaroilquinato. Este
metabolito fue detectado desde etapas tempranas del desarrollo del fruto (Fig. 16). Sin
embargo a las 30 SDF (estadio E2) se presentdé un aumento drastico en sus niveles,
principalmente en tejido de endospermo (Fig. 16 B). El 5-O-p-coumaroilquinato presenté
disminucion significativa en los siguientes estadios, aunque las abundancias observadas

en los estadios E5 y E6 superaron a los mostrados en estadios tempranos.
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Figura 16. Cambios de los niveles de 5-O-p-coumaroilquinato durante el desarrollo del fruto
de café. En las figuras A) y C) se muestran los niveles de los compuestos en frutos completos.
Los valores graficados corresponden a la media de las 5 familias de plantas analizadas (F1-F5)
* desviacion estandar.

Clase lI: Metabolismo de carbohidratos/metabolismo de galactosa
En frutos completos de frutos en expansion de 10SDF, se observd niveles altos de

galactosa (m/z 181.2746) (Fig. 17 A). En la transicion de fruto verde a amairillo (E2-E3)
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se observd disminucidn de este compuesto, en estadios posteriores estos niveles se
mantuvieron hasta los estadios fruto maduro, mostrando mayor abundancia en pericarpio

a partir del estadio E4 que corresponde a frutos amarillo-rojo (Fig. 17 B).
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Figura 17. Cambios de los niveles de galactosa durante el desarrollo del fruto de café. A)
Frutos completos, B) frutos separados por tejidos. Los valores graficados corresponden a la
media de las 5 familias de plantas analizadas (F1-F5) £ desviacion estandar.

Clase Illl: Metabolismo y biosintesis de acidos grasos/ metabolismo de
glicerofosfolipidos

El diacilglicerol (16:0/18:2) y (2E)-Decenoil-CoA presentaron un patron muy similar en sus
niveles durante el desarrollo del fruto, ya que éstos aumentaron en estadios tempranos
(E1-E3) y en estadios posteriores se mantuvieron, observandose su disminucion en el
fruto cereza (Estadio E6) (Fig. 18 A, Cy E).

El acido palmitico es el primer acido graso saturado producido en la biosintesis de acidos
grasos y es precursor de acidos grasos de cadena mas larga. Este compuesto fue el que
se detecté en mayor abundancia en el grupo de los acidos grasos (Fig. 18 B), se observo
aumento en sus niveles de manera dependiente del estadio de desarrollo y alcanz6 sus
maximos niveles en frutos rojos (Estadio E5), se encontré6 mayores cantidades de acido

palmitico en el endospermo de los frutos de café.
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Figura 18. Cambios en los niveles de acidos grasos durante el desarrollo del fruto de café.
A) Niveles de &cidos grasos en frutos completos; Las figuras B - E corresponden a los niveles de
los metabolitos en frutos separados por tejidos. Los valores graficados corresponden a la media
de las 5 familias de plantas analizadas (F1-F5) £ desviacion estandar.
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Clase IV: Metabolismo de porfirina y clorofila

En esta clase se identifico a la sirohidroclorina, la cual es intermediario en la biosintesis
del grupo sirohemo, un grupo prostético estructuralmente parecido al grupo hemo y a la
clorofila. El grupo sirohemo forma parte de dos enzimas indispensables en las plantas,
sulfito y nitrito reductasas, que participan en la asimilacién de sulfatos y nitratos. La
sirohidroclorina se observo en mayor abundancia en frutos de 30 semanas después de
la floracién (Fig. 19 A), durante este estadio y el estadio E4 se encontré mayormente en
el endospermo de los frutos (Fig. 19 B). De manera dependiente de la maduracion del
fruto la sirohidroclorina disminuyd sus niveles los cuales fueron mas bajos incluso que el

estadio temprano E1.
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Figura 19. Cambios de los niveles de sirohidroclorina durante el desarrollo del fruto de
café. A) Fruto completo y B) fruto separado por tejidos. Los valores graficados corresponden a la
media de las 5 familias de plantas analizadas (F1-F5) £ desviacion estandar.

Clase V: Metabolismo de inositol fosfato
El D-mio-inositol-1,2,5,6 tetrakisfosfato se encontr6 como uno de los metabolitos
diferenciales durante el desarrollo del fruto.
Esta involucrado en la via de degradacion del acido fitico, el cual es el mio-inositol fosfato

mas abundante en plantas. El acido fitico sirve como almacén para formar mio-inositol,
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fosfato y nutrientes minerales que son empleados durante la germinacion y el crecimiento
de la semilla. En la figura 20 A se ilustra el patrén de los niveles del D-mio-inositol-1,2,5,6
tetrakisfosfato, el cual mostré aumento gradual hasta el estadio de fruto amarillo-rojo
(Estadio E4), justamente cuando ha terminado el crecimiento y expansion del fruto e inicia
propiamente la maduracion del fruto, en esta etapa se observé mayor cantidad de este
metabolito en el endospermo del fruto (Fig. 20 B ). En los estadios posteriores de fruto

maduro sus niveles disminuyeron a niveles semejantes al estadio E1.
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Figura 20. Cambios de los niveles de D-mio-inositol-1,2,5,6 tetrakisfosfato durante el
desarrollo del fruto de café. A) Fruto completo y B) fruto separado por tejidos. Los valores

graficados corresponden a la media de las 5 familias de plantas analizadas (F1-F5) + desviacion
estandar.

Clase VI: Metabolismo y biosintesis de terpenoides y carotenoides

En esta clase se asignaron 2 compuestos pertenecientes al grupo de carotenoides:
zeinoxantina (m/z 576.8081) y alpha-caroteno (m/z 537.8237).

Ambos compuestos mostraron un patrén similar en sus niveles de abundancia, y fueron
encontrados en mayor cantidad en tejido de pericarpio. En los estadios de fruto verde

(E2) y particularmente en fruto rojo (E6) se observaron los picos maximos de abundancia
de estos dos carotenoides (Fig. 21 A, By C).
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Figura 21. Cambios en los niveles de carotenoides durante el desarrollo del fruto de café.
A) Frutos completos, B) y C) niveles de zeinoxantina y alfa-caroteno en pericarpio y endospermo.
Los valores graficados corresponden a la media de las 5 familias de plantas analizadas (F1-F5)
* desviacion estandar.

En esta clase también se identificaron 7 compuestos involucrados en la biosintesis de
esqueleto de terpenoides: 16-O-metilcafestol, 4-carboxi-4metilzimosterol, acido
medicagénico, CDP-metil-D-eritritol 2-fosfato, Kahweol, octaprenil difosfato y trans-zeatin
ribosido trifosfato (Fig. 22 A-H).

De manera general, en frutos completos la mayoria de estos compuestos aumentaron
gradualmente sus niveles en la transicion del estadio E1 a E3 (fruto amarillo), excepto el
acido medicagénico que del Estadio E1 al E3 disminuy6 sus niveles y se mantuvo
constante en los estadios de maduracion del fruto (E4-E6). De manera interesante la
mayoria de estos compuestos se detectaron con mayor abundancia en tejido de

pericarpio en los estadios de frutos maduros (E5 y EG6).
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Figura 22. Cambios en los niveles de compuestos
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biosintesis de terpenoides durante el desarrollo del fruto. A) corresponde a niveles de los
compuestos detectados en frutos completos. Las graficas de barras B - H muestran la abundancia
de los compuestos en tejido de pericarpio y endospermo. Los valores graficados corresponden a
la media de las 5 familias de plantas analizadas (F1-F5) + desviacion estandar.
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Clase VII: Biosintesis de fenilpropanoides, flavonoides y antocianinas

En esta clase se clasificaron 3 compuestos involucrados en la biosintesis de antocianinas
(Fig. 23 A). El cianidin.3-O-(6-Op-coumaroil) glucésido presentd aumento dependiente
del nivel de desarrollo del fruto (Fig. 23 B), siendo mas abundante en el fruto rojo, ya que
en el estadio final (E6) sus niveles nuevamente disminuyeron. El compuesto peonidin-3-
Oglucosido se presentd en niveles casi indetectables durante los dos primeros estadios,
sin embargo en el estadio E3 correspondiente a frutos amarillos aumenté drasticamente
y alcanzé niveles maximos en el estadio de fruto rojo (Fig. 23 C). Por su parte, el delfinidin-
3-0O-glucosil-5-O-caffeoilglucésido aumentd sus niveles en la transicion de fruto en
expansion hasta el inicio de la maduracion del fruto, en estadios posteriores sus niveles

decayeron (Fig. 23 D).
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Figura 23. Cambios en los niveles de compuestos involucrados en la biosintesis de
fenilpropanoides, flavonoides y antocianinas durante el desarrollo del fruto. A) corresponde
a niveles de los compuestos detectados en frutos completos. Las graficas de barras B - H
muestran la abundancia de los compuestos en tejido de pericarpio y endospermo. Los valores
graficados corresponden a la media de las 5 familias de plantas analizadas (F1-F5) + desviacién
estandar.
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6.1.3 Cianidin-3,5-diglucésido y cianidin-3-O-(6-O-p-coumaroil) como marcadores
predictivos de estadio de desarrollo del fruto de café
De acuerdo al modelo predictivo generado con los datos metaboldmicos se logro
determinar que los iones m/z 596.4472 en frutos y m/z 611.9349 en hojas fueron las
variables mas importantes para discriminar entre estadios de desarrollo. Estas dos masas
fueron confirmadas mediante los patrones de fragmentacion de sus iones y mediante
espectrometria de masas de alta resolucion y se identificaron como cianidin-3-O-(6-O-p-
coumaroil) glucdsido y cianidin-3,5-diglucésido, respectivamente. Estos metabolitos
mostraron los valores mas altos de Mean Decrease Gini en el ranking de contribucion de
las variables obtenido mediante el modelo predictivo de random forest.
Como puede observarse en la figura 24 A, los niveles de Cianidin-3-O-(6-O-p-coumaraoil)
glucdsido en frutos son diferenciales, ya que claramente aumentan en asociacion con el
nivel de desarrollo del fruto. En hojas los resultados también son concluyentes, sin
embargo en este caso se observan niveles bajos de la antocianina cianidin-3,5-
diglucoésido en los estadios tempranos E1 y E2, y niveles hasta cuatro veces mas altos
en frutos de semimaduros a maduros (Fig. 24 B). Por lo tanto, se puede determinar que
el cianidin-3,5-diglucdsido es un factor discriminante entre del grado de madurez de los
frutos de café. Este es un hallazgo interesante ya que este hecho fue posible a partir del
analisis de tejidos de hojas.
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Figura 24. Cambios en los niveles de compuestos marcadores de desarrollo del fruto A)
niveles de Cianidin-3-O-(6-O-p-coumaroil) glucésido en frutos y B) niveles de cianidin-3,5-
diglucésido.
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En conclusién, se propone como marcadores especificos de estadio de desarrollo y
madurez del fruto de café a cianidin-3-O-(6-O-p-coumaroil) glucésido y cianidin-3,5-
diglucésido, estos compuestos podrian ser implementados en rutinas de analisis de la

calidad de productos de café.

6.2 Analisis de Heredabiliad metabédlica

El entendimiento acerca de en qué magnitud la variabilidad de los perfiles metabdlicos
esta regulada genéticamente y como éstos se relacionan con las caracteristicas
fenotipicas de las plantas es uno de los retos en vias de desarrollar una estrategia dirigida
para el mejoramiento genético de cultivos. En cultivos perennes como el café resulta de
gran importancia evaluar estos aspectos en la busqueda de acortar los tiempos de
seleccion. La prediccion de manera temprana de las caracteristicas agronomicas
deseables resultaria de gran utilidad para apoyar las estrategias clasicas de
mejoramiento genético.

Por ello, una parte importante del presente trabajo fue la estimacion de heredabilidad
metabdlica en frutos y hojas de plantas de C. canephora, teniendo como obijetivo la
seleccion de aquellos metabolitos que presenten altos niveles de heredabilidad.

La razon de la estimacion de heredabilidad de metabolitos en hojas representa la
posibilidad de identificar metabolitos altamente heredables en estadios tempranos del
desarrollo de la planta. La anticipando a la produccion de frutos que se presenta entre
3.5 — 5 anos después de la plantacion en campo, podria representar la optimizacion de
los tiempos de seleccidn.

Como se menciond en el apartado de metodologia para cumplir con este objetivo, en este
estudio se incluyeron 40 familias de plantas de la especie C. canephora (la cual se
considera una poblacion en recombinacion), en total se analizaron 120 plantas (Tabla 13).
Cada familia estuvo conformada por 3 integrantes: un parental (planta madre) y dos hijas
por cada parental. La progenie (80 plantas) es una poblacion de medios hermanos
maternos que tienen en comun la planta madre de la cual fueron obtenidas las semillas
para su reproduccion, por lo tanto se desconoce la identidad del otro parental ya que la
progenie fue generada a partir de semillas obtenidas por polinizacion abierta.
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Tabla 13. Familias incluidas en el analisis de heredabilidad

Numero Familia Planta madre Hija 1 Hija 2
1 196 PM196 196-1 196-3
2 203 PM203 203-1 203-2
3 205 PM205 205-1 205-2
4 212 PM212 212-1 212-2
5 292 PM292 292-3 292-4
6 295 PM295 295-2 295-3
7 312 PM312 312-3 312-4
8 315 PM315 315-1 315-2
9 316 PM316 316-1 316-2
10 318 PM318 318-2 318-3
11 322 PM322 322-3 322-4
12 323 PM323 323-1 323-4
13 328 PM328 328-3 328-4
14 333 PM333 333-1 3334
15 336 PM336 336-1 336-2
16 337 PM337 337-3 337-4
17 339 PM339 339-1 339-2
18 340 PM340 340-1 340-3
19 343 PM343 343-1 343-3

20 346 PM346 346-1 346-4
21 349 PM349 349-2 349-3
22 360 PM360 360-3 360-4
23 390 PM390 390-1 390-3
24 408 PM408 408-1 408-4
25 416 PM416 416-1 416-3
26 418 PM418 418-3 418-4
27 419 PM419 419-2 419-4
28 420 PM420 420-1 420-4
29 430 PM430 430-2 430-3
30 432 PM432 432-1 432-2
31 433 PM433 433-2 433-3
32 434 PM434 434-2 434-4
33 442 PM442 442-2 442-3
34 443 PM443 443-3 443-4
35 449 PM449 449-1 449-3
36 450 PM450 450-3 450-4
37 451 PM451 451-1 451-4
38 452 PM452 452-2 452-3
39 453 PM453 453-2 453-3
40 454 PM454 454-2 454-4
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6.2.1.1 Variabilidad de fenotipos metabdlicos y parentesco entre plantas madre

Las poblacion de plantas madre incluidas en el estudio corresponden a plantas de 15
anos de edad, se desconoce el parentesco genéticos entre ellas. Debido a estos
antecedentes, el primer analisis que se realizé consistio en establecer el parentesco
metabalico y la variabilidad existente entre las 40 plantas madre.

Para ello se llevé a cabo un analisis no dirigido basado en UPLC-MS/MS a partir de
extractos metandlicos-acuosos para determinar el perfil metabdlico de cada una de las
plantas madre. Tomando como variables las abundancias de cada uno de los metabolitos
detectados en los extractos de frutos, se evalué mediante agrupamiento jerarquico el
parentesco metabdlico entre ellas.

Como se observa en la figura 25 se identificaron tres grandes clados. El primer clado
estuvo formado por 10 integrantes relacionados muy cercanamente en cuanto a su perfil
metabdlico. Las plantas madre PM419, PM318, PM434 y PM450 formaron uno de los
grupos de este clado mientras que en una ramificacion diferente se agruparon las
muestras PM416, PM418, PM337, PM452, PM430 y PM443.

El segundo clado fue el que estuvo constituido por un numero mayor de muestras (16),
lizadas, se formaron tres subgrupos soportados por mas de 75 % de probabilidad. De
manera aislada dentro de este clado se localizé el grupo conformado por se agruparon
las muestras PM316, PM340 y PM312 (Fig. 25).

En el tercer clado se observaron dos ramas principales, en la primer ramificacion de
muestra un mayor nivel de semejanza metabdlica entre las 10 plantas madre que
formaron parte de este grupo. En la otra ramificacion mas distantes metabdlicamente, se
agruparon las plantas madre PM203, PM433, PM453 Y PM420 (Fig. 25).
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Figura 25. Dendograma de 40 plantas madre. El agrupamiento jerarquico se realizé mediante
aglomeracion euclidiana y distancias establecidas por método Ward. Los recuadros rojos indican
agrupamientos con probabilidad > 95 %.

De la misma manera, se realizo el analisis no supervisado de agrupamiento jerarquico de
las plantas F1 (Fig. 26). Las plantas hija fueron codificados con tres digitos que
corresponden a la planta madre de la cual provienen y el nimero adicional representa el
namero de planta hija muestreada en el campo experimental (ver Tabla 13).

En primera instancia, el dendograma muestra un claro agrupamiento debido al
parentesco metabdlico presente entre plantas hija que comparten un parental (Fig. 26),
en este caso la planta madre de la que fueron reproducidas por semilla.

Se puede observar la formacion de un clado pequefio formado por 5 de las familias
analizadas mientras que en el otro gran clado se localizaron el resto de las familias. En
el primer (clado color rosa) se agruparon las plantas hija de las familias 315, 292, 336,
322 y 333, de manera interesante en esta rama del dendograma agrupo a 5 familias que
habian mostrado estrecho parentesco metabdlico en los perfiles metabolicos de las
plantas madre (Fig. 26).

En otro subgrupo (rama color verde), se agruparon las familias 419, 434, 450, 443, 416,
418, 337, 452, 430. La relacion metabdlica entre estas familias, se observé al agrupar las
plantas madre, con excepcion de la familia 318 que en este caso mostrd6 mayor cercania

metabdlica con las familias 442 y 432 (ramificacion color azul) (Fig. 26).
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En algunos casos, dada la gran similitud que existe entre algunas familias a nivel de perfil metabdlico, no es posible distinguir
entre medios hermanos y éstos se agrupan con familias con las que estadn estrechamente relacionadas.
Estos resultados son relevantes y reflejan que aun en plantas de la progenie F1 es posible detectar el parentesco que se

demostré entre plantas madre.
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Figura 26. Dendograma de progenie F1. Se realizé un agrupamiento jerarquico con aglomeracion euclidiana y distancias establecidas por
método Ward. Se observa la formacion de dos clados principales, el mas grande (lado derecho) agrup6 el 87.5 % de las muestras.
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6.2.1.2 Estimacién de heredabilidad en frutos y hojas

Mediante UPLC-MS se analizaron los perfiles metabdlicos de 40 familias (120 plantas de
C. canephora). En total, a partir de frutos se detectaron 755 metabolitos que estuvieron
presentes en todas las muestras, mientras que en hojas se detectdé un numero menor,
527 metabolitos.

Para evaluar el porcentaje de la variacion en los niveles de los metabolitos que puede ser
atribuible al factor genético, se emplearon los niveles de intensidad de cada metabolito
para estimar heredabilidad metabdlica en sentido estricto. Los niveles de heredabilidad
se determinaron mediante el calculo del coeficiente de regresion de la regresion lineal
progenie-parentales aplicando la férmula que se describio en el apartado de metodologia.
Como puede observarse en la figura 27 A, el 12.98 % (98 metabolitos) presentaron
niveles bajos de heredabilidad (0 - 0.2), mientras que el 27.42 % (207 metabolitos)
presentaron heredabilidad moderada. El 59.6 % (450 metabolitos) de los metabolitos
mostraron estar principalmente influenciados por el factor genético ya que presentaron
niveles de heredabilidad mayores de 0.4 lo que se considera como heredabilidad alta.
Este ultimo grupo de metabolitos fue considerado para seguir con el analisis de
correlacion con los atributos sensoriales de la bebida.

Al 53.77 % de los metabolitos (242 / 450) fue posible asignarle identidad, en el anexo
11.4 se enlistan los 450 metabolitos con sus respectivos niveles de heredabilidad y error
estandar.

En hojas el patron de heredabilidad de los metabolitos fue diferente (Fig. 27 B), 286 de
los 527 metabolitos (54.27 %) presentaron niveles de heredabilidad bajos, el 23,72 %
(125 metabolitos) se encontraron con niveles de heredabilidad moderada, mientras que
para 116 metabolitos (22.01 %) los niveles de heredabilidad fueron mayores a 0.4.

Con la finalidad de establecer si existe correlacién entre los 566 metabolitos altamente
heredables previamente identificados (450 metabolitos de frutos y 116 de hojas), se
realizd posteriormente un analisis de correlacion de Spearman entre estos metabolitos y
las notas sensoriales de la bebida de café evaluadas.

Con este fin, en el siguiente apartado se describira primero de qué manera se llevo a

cabo el analisis sensorial de la bebida de café y los resultados obtenidos.
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6.3Correlacion de perfiles sensoriales de la bebida-metabolitos altamente
heredables de frutos y hojas

6.3.1 Evaluacion sensorial

Las bebidas preparadas a partir de los granos tostados y molidos de las 21 muestras
incluidas en el estudio fueron evaluadas por un panel de 11 catadores entrenados. Se
incluyeron 14 muestras correspondientes a C. canephora (M480 - M495) y 7 muestras de
referencia de la especie C. arabica (M498 - M508). Mediante el analisis sensorial
descriptivo se calificaron 10 atributos sensoriales de la bebida (Intensidad aromatica,
calidad aromatica, sabor, astringencia, resabio, acidez, amargor, cuerpo, agrio y
preferencia) empleando una escala de 0 - 5 puntos. Los resultados de la evaluacién de
cada una de las muestras se muestran en la tabla 14.

Como puede observarse en la figura 28, las muestras evaluadas presentan diversidad en
sus perfiles sensoriales, sin embargo se identifican evidentes diferencias debidas
principalmente a la especie evaluada (C. canephora o C. arabica). Las muestras de C.
arabica presentaron mayor grado de acidez comparado con las muestras de C.
canephora. Contrario a lo que se observo en el caso de amargor, ya que en las muestras
de la especie C. canephora la intensidad de este atributo fue mas alta comparado con C.
arabica. En cuanto al nivel de agrio y cuerpo, las muestras de C. canephora presentaron
un comportamiento mas homogéneo.

Se encontré mayor variabilidad entre todas las muestras para los atributos sensoriales
preferencia, intensidad aromatica, calidad aromatica, sabor, astringencia y resabio (Fig.
28).

Las diferencias observadas entre especie se ven reflejadas visualmente en el analisis de
PCA (Fig. 29) en el cual los componentes principales 1 y 2 explican 75.7 % de la
variabilidad de los datos. Esto permite diferenciar claramente entre las muestras de C.
arabica y C. canephora indicando las diferencias marcadas que existen entre los perfiles

sensoriales de cada una de estas especies.
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Tabla 14. Perfil sensorial descriptivo de las bebidas. Los datos representan los promedios de 11 catadores + desviacion estandar.

Muestra Intensidad Calidad Sabor Astringencia  Resabio Acidez Amargor Cuerpo Agrio Preferencia
aromética aromatica

M480 3.27+0.79 3.09+049 273+066 245+0.94 3.27+£0.71 064+057 345+0.76 2731052 0.27+0.44 2.82+0.77
M481 2.14+0.48 1.86+0.85 2.23+0.88 2.05+0.60 227+052 055+042 350+054 223+0.61 0.36+0.52 2.14+0.87
M482 3.18+0.74 3.45+0.95 3.09+0.66 2.82+0.62 3.00£054 045+0.66 2.82+099 282+047 055+0.79 3.09+0.67
M483 255+0.67 264+1.12 218+0.74 2.45+0.67 255+0.77 055+059 3.18+0.80 2.36+0.87 0.45+0.66 2.36%0.64
M484 2.64+0.71 245+0.76 2.91+0.49 2.36+0.76 264+064 064+08 3.73+066 255+0.76 0.45+0.66 2.91+0.67
M485 282+0.95 264+094 236+052 3.09+0.67 3.00+0.72 055+0.69 355+095 2.73+0.57 045+0.66 2.55+0.67
M486 3.00£0.72 3.09+0.82 3.09+0.67 1.73+0.84 2.64+0.69 0.36+052 355+059 236+0.99 0.18+0.33 3.09+0.85
M488 227+0.66 209+1.02 200+1.09 2.09+0.67 273+0.76 045+0.74 345+094 273+0.71 100+1.1 200x0.9
M489 264+0.82 236+0.87 182+092 218+0.62 255+0.77 127+1.07 236+082 245+0.77 127+143 1.82+1.10
M490 3.27+0.66 2.82+0.44 236+0.52 2.82+0.29 3.00£054 027+049 3.36+069 273+0.71 0.36+052 2.82+0.8
M491 2.73+0.71 3.00+0.9 3.00+0.54 2.55+0.67 291+0.33 1.18+08 3.36+1.23 236+057 055+0.69 245+1.14
M492 2.45+0.67 1.82+0.77 1.82+0.77 2.45+0.59 273+052 100+09 3.09+1.02 264+057 055+0.69 1.91+0.85
M493 291+0.49 2.00+0.18 1.91+0.68 2.73+0.57 255+057 0.73+0.79 291+069 282+044 064+0.7 1.91+0.67
M495 236+0.64 145+0.76 145+0.68 1.55+0.59 1.73+0.84 0.82+0.74 227+0.97 227084+ 091+1.0 1.73+1.02
M498 273+£0.89 191+099 136+1.12 2.27+0.84 209+1.02 3.00+055 191+067 227+0.84 200+x09 0.45+0.57
M499 3.09+0.82 182+1.10 155+095 2.18+0.95 1.73+052 209+1.19 218+0.89 255+0.67 1.18+0.99 1.18+0.95
M500 3.00+05 2.38+0.87 225+1.06 2.50+0.87 250+0.75 3.38+0.78 225+093 263+062 163+13 1.75+0.81
M502 3.43+0.65 229+0.89 1.71+0.69 1.43+0.77 243+093 3.14+0.73 229+089 186+048 114+1.06 1.43+0.77
M506 2.88+0.68 1.25+0.56 1.50+1.25 2.00+0.75 250+0.75 388+066 1.75+125 200+0.75 3.13+14 0.75+0.75
M507 257+0.77 1.29+0.61 1.57+0.94 2.29+0.69 157+049 4.00+057 143+0.77 171+081 143+15 043061
M508 271+£057 200+x08 200+055 1.71+0.81 143+049 386+0.78 129+1.26 214+0.77 114+13 1.00%0.85
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Figura 28. Grafica de radar de perfiles sensoriales. Cada uno de los valores graficados
representa el promedio de 11 jueces catadores. Se observan claras diferencias entre el nivel de
acidez de las muestras de la especie C. arabica vs C.canephora. Los niveles de amargor de las
muestras de la especie C. canephora fueron mas altos comparados con los observados para las
muestras de C. arabica.
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Figura 29. Analisis de componentes principales (PCA) de perfiles sensoriales. Mediante los
perfiles sensoriales de las bebidas fue posible discriminar entre especies (C. canephora vs C.
arabica).

Las variables (atributos sensoriales) que mas contribuyen para diferenciar entre especies

fueron preferencia, amargor y acidez (Fig. 30).
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Figura 30. Contribuciéon de variables (caracteres sensoriales) a los componentes 1y 2. La
escala de colores muestra el porcentaje de contribucion de cada una de las variables.
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Se realiz6 un analisis de correlacion entre atributos sensoriales (Fig. 31), para la mayoria
de las comparaciones los coeficientes de correlacion de Spearman (CCS) calculados
fueron estadisticamente significativos (p<0.05). El atributo intensidad aromatica
unicamente mostré correlacion positiva con calidad aromatica (CCS=0.48; p<0.05). Para
la calidad aromatica de la bebida se encontrd correlacion positiva con la mayoria de los
atributos excepto con acidez (CCS: - 0.55; p<0.01) y agrio (CCS: - 0.62; p<0.01) con los
cuales se encontréo negativamente correlacionada (Fig. 31). Este mismo patron de
correlacion se encontré para los atributos de sabor, astringencia y resabio, mostrando
correlacion negativa unicamente con acidez y agrio. De manera interesante, el atributo
acidez mostré correlacion negativa con todos los atributos sensoriales evaluados con
excepcion del atributo agrio, el coeficiente de correlacion de Spearman fue de 0.87
(p<0.001). El atributo preferencia representa la calificacion de la percepcién global de las
caracteristicas organolépticas de la bebida. Este atributo mostrd correlacion positiva con
calidad aromatica, sabor, astringencia, resabio, amargor y cuerpo (Fig. 31), sin embargo
se encontré alta correlacion negativa estadisticamente significativa con los atributos

acidez y agrio (CCS: -0.85 y -0.8; p<0.001, respectivamente).

6.3.2 Analisis metabolomico e identificacion de metabolitos marcadores de calidad

sensorial en granos tostados de café

Con el objetivo de identificar metabolitos marcadores de calidad sensorial en granos
tostados, se analizaron extractos acuosos de granos tostados y molidos (como se detallo
en metodologia) mediante UPLC-ESI-MS. De esta manera, se detectaron 737 picos con
su respectiva m/z y nivel de abundancia en cada una de las 21 muestras de C. arabica y
C. canephora que se incluyeron en este analisis.

Haciendo uso de esta informacion se realizé un analisis de correlacion de Spearman entre
los niveles de cada uno de los metabolitos detectados en las muestras versus las
calificaciones de cada uno de los atributos sensoriales asignadas por el panel de
catacion. En total se detectaron 206 metabolitos que cumplieron con los filtros
establecidos para ser seleccionados como marcadores asociados a los atributos
sensoriales. Lo cual consistio en presentar significancia estadistica (p<0.05) y CC

Spearman > 0.5 en caso de correlacion positiva y < -0.5 en caso de correlacion negativa.
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Se detectaron 469 asociaciones entre los 206 metabolitos y los caracteres sensoriales

2.2

(Fig. 32).
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Figura 31. Grafico de correlaciéon entre caracteres sensoriales. Los niveles de correlacion
mostrados para cada una de las comparaciones corresponden al valor del coeficiente correlacion
Spearman entre los caracteres sensoriales. El nivel de significancia estadistica esta representada

con asteriscos: * p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001.
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Figura 32. Metabolitos correlacionados con atributos sensoriales de la bebida. Significancia

estadistica : p < 0.05; Coeficiente de correlacion de Spearman > 0.5 (correlacion positiva), y < -
0.5 (correlacion negativa).

En el anexo 11.5 se enlistan cada una de las masas detectadas con sus respectivos
valores de CC Spearman asi como su nivel de significancia estadistica.

De manera ilustrativa, en la figura 33, se muestra el analisis de correlacion entre el ion
m/z 727.9535 y 6 de los atributos sensoriales evaluados en la bebida. A esta masa no fue
posible asignarle una identidad, sin embargo su patron de asociacién es muy interesante
ya que se encontr6 asociado a multiples atributos de la bebida. Como puede observarse
en la figura el ion m/z 727.9535 mostré unicamente fuerte correlacién positiva con el
atributo agrio, mientras que mostré correlacion negativa para los atributos calidad
aromatica, amargor, resabio preferencia y sabor. Este hecho podria ser de gran ayuda
debido a que unicamente la medicion de este metabolito estaria relacionado con la
seccidon de varios atributos en una misma muestra. Varios de los metabolitos que se

detectaron presenta un patrén similar al de este ion.
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Figura 33. Grafico de correlaciéon entre m/z 727.9535 y los atributos sensoriales de la
bebida. El valor de r corresponde el coeficente de regresion de Spearman o también llamada rho.
En cada una de las graficas se muestra la correlacion pareada entre el ion m/z 727.9535 y A)
Agrio, B) calidad aromatica, C) amargor, D) resabio, E) preferenciava y E) sabor. Se indica
también la significancia estadistica de la correlacion.

La seleccion de un grupo de estos metabolitos representa una opcién para apoyar el area
de la evaluacion sensorial que podria estar enfocada a complementar las evaluaciones
de los catadores, que hasta ahora es considerada como el estandar de oro para clasificar

sensorialmente una la bebida de café.
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6.4 Seleccion de metabolitos marcadores de seleccion temprana

Hasta este punto se habian determinado los compuestos que son mas heredables tanto
en frutos (450 metabolitos) como en hojas (116 metabolitos), asi también se contaba con
los datos de evaluacién sensorial de cada una de las muestras. Por lo que el siguiente
objetivo fue determinar mediante analisis de correlacion si los metabolitos altamente
heredables en hojas y frutos se encuentran asociados con atributos sensoriales de la
bebida de café.

En total, en frutos se identificaron 233 asociaciones de correlacion (Fig. 34) en las que se
encontraron involucrados 164 metabolitos con correlaciones ya sea negativas o positivas

con al menos un atributo sensorial de la bebida.
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Figura 34. Metabolitos altamente heredables (H2 > 0.4) correlacionados con atributos
sensoriales de la bebida. Significancia estadistica: p < 0.05; Coeficiente de correlacién de
Spearman > 0.5 para: correlacién positiva: y valores < - 0.5: correlaciéon negativa.
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Para sintetizar la informacion generada, en la tabla 15 se enlistan dos metabolitos por atributo, uno representando al metabolito
que mostrdé el nivel mas alto de correlacidn positiva y el otro correspondiente al metabolito con el valor mas mas alto de

correlacion negativa dentro todos los metabolitos explorados.

Tabla 15. Metabolitos detectados en frutos para seleccion de plantas con caracteristicas sensoriales deseables.

Atributo Metabolito asociado Heredabilidad CC Spearman Significancia (valor de p)
Acidez Indol 0.4638 -0.8167 0.00722
Cyanidin-3,5-O-diglucésido 0.5085 0.7500 0.01994
Agrio 6-deoxoteasterona 0.4014 -0.8068 0.00860
Neurosporeno 0.5345 0.7647 0.01638
Amargor 2,3-trans-proanthocyanidin 0.8551 -0.8656 0.00256
m/z 889.9878853 0.5488 0.7731 0.01455
Astringencia N-carbamoylputrescina 0.4170 0.8833 0.00159
m/z 516.7384105 0.5806 -0.8167 0.00722
Calidad aromatica Delfinidin 3-O-glucosil-5-O-caffeoilglucésido 0.9487 -0.8667 0.00250
D-sedoheptulosa-1,7-bisfosfato 0.4273 0.8000 0.00963
Cuerpo 4-Metil-5-tiiazoleetanol fosfato 0.4713 0.8938 0.00116
Glutathione disulfide 0.4954 -0.8598 0.00296
Intensidad aromética Molibdopterin-AMP 0.7709 -0.9289 0.00029
Zeta-caroteno 0.4626 0.9456 0.00012
Preferencia Isoeugenol 0.5080 -0.8619 0.00281
All-trans-nonaprenil difosfato 0.9842 0.7280 0.02615
Resabio Pirofeoforbido-a (PPa) 0.7967 -0.7459 0.02103
Desulfoglucotropeolin 0.4456 0.8900 0.00130
Sabor Isoeugenol 0.5080 -0.8908 0.00127
m/z 337.7305144 0.5326 0.8740 0.00206
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El hallazgo de estos metabolitos resulta de gran importancia debido a que cumplen dos
caracteristicas que pueden ayudar a desarrollar una estrategia de seleccion mucho mas
robusta que los métodos convencionales de seleccion y mejoramiento de café. Es decir
presentan alta heredabilidad y se encuentran fuertemente ligados con al menos un
atributo sensorial de la bebida.

En el caso de hojas, los datos completos de los coeficientes de correlacion entre
metabolitos altamente heredables vs atributos sensoriales de la bebida se presentan de

manera visual en el heatmap de la figura 35.
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Figura 35. Heat map de correlaciones de metabolitos altamente heredables vs atributos
sensoriales de la bebida. Los coeficientes de correlacién se calcularon empleando el algoritmo
de Spearman en el programa R. Las correlaciones positivas y negativas se muestran en azul y
rojo respectivamente, como se muestra en la escala.
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En hojas se identificaron 76 asociaciones de correlacion con los atributos sensoriales ya sea negativas o positivas que
involucraron en total 45 metabolitos. En la tabla 16 se muestran los metabolitos altamente heredables detectados en hojas, que

mostraron los niveles mas altos de correlacion con los atributos sensoriales (Tabla 16).

Tabla 16. Metabolitos detectados en hojas para selecciéon de plantas con caracteristicas sensoriales deseables.

Atributo Metabolito asociado Heredabilidad CC Spearman Significancia (valor de p)
Acidez GA43 1.00 -0.80000001 0.009627923
Vitamina K1 0.64384592 0.78333336 0.012519868
Agrio m/z 695.35 0.53506301 -0.77313656 0.014548885
6-deoxoteasterone 0.64384592 0.77313656 0.014548885
Amargor Dtdp-L-rhamnose 0.43846674 -0.94120967 0.000153116
Vitamina K1 0.64384592 -0.85717314 0.003143929
Astringencia m/z 901.7532 0.68631861 -0.91666669 0.000506619
10-Nonadecenoic acid 0.61209476 0.66666669 0.049867221
Calidad-aromatica 7,8-dihydroneopterin triphosphate 0.90950437 -0.88333333 0.001590501
zymostenol 0.53959755 0.86666667 0.002495398
Cuerpo UDP-3-0-(3-hydroxymyristoyl)glucosamine 0.76947057 -0.92786962 0.000309097
coenzyme A 0.46694948 -0.85976911 0.00295628
Intensidad-aromatica m/z 713.3170 0.9586747 0.80335432 0.009106404
Caffeine 0.68221764 0.76151294 0.017117127
Preferencia Vitamina K1 0.64384592 -0.92051017 0.0004311
propionyl-CoA 0.68719929 0.79498601 0.010444523
Resabio m/z 695.35 0.53506301 0.73739403 0.023371819
Pheophytin a5 0.63224843 -0.88995832 0.001304925
Sabor m/z 695.35 0.53506301 0.79834753 0.009892105
7,8-dihydroneopterin triphosphate 0.90950437 -0.97482431 8.1338E-06
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Para los atributos amargor y cuerpo unicamente se muestran metabolitos con valores de
correlacion negativa, debido a que no se identificaron metabolitos que estuvieran
asociados postivamente. Contrario a lo que ocurrié con el atributo intensidad aromatica
para el cual no se identificaron metabolitos con correlacion negativa.

El hallazgo de estos metabolitos resulta de gran importancia debido a que cumplen dos
caracteristicas que pueden ayudar a desarrollar una estrategia de seleccion mucho mas
robusta que los métodos convencionales de seleccion y mejoramiento de café. Es decir
presentan alta heredabilidad y se encuentran fuertemente ligados con al menos un

atributo sensorial de la bebida.
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7.

DISCUSION
Para realizar la discusion detallada de los resultados de este trabajo se dividié en las
siguientes secciones: 7.1) ldentificacion de metabolitos predictivos de estadio de
desarrollo, 7.2) Variabilidad de fenotipos metabdlicos y Heredabilidad metabdlica de
familias de C. canephora y 7.3) Metabolitos marcadores para seleccion de plantas con

caracteristicas sensoriales deseables

7.1ldentificacion de metabolitos predictivos de estadio de desarrollo

El grado de madurez de los frutos de café es uno de los factores mas importantes que
determinan la calidad y el sabor de la bebida (Farah, 2012). Sin embargo un hecho que
resulta de gran relevancia es la dilucidacién de un numero restringido de compuestos
quimicos que podrian ser empleados como discriminantes del nivel de desarrollo y grado
de madurez del fruto, es decir su posible uso como biomarcadores.

Debido a lo anterior, en el presente trabajo, se generé un modelo predictivo generado a
partir de datos metabolémicos, mediante el cual se logré identificar a 30 metabolitos que
en conjunto resultan suficientes para predecir el nivel de desarrollo y madurez de los
frutos. Los compuestos que se identificaron como diferenciales comprendieron
terpenoides, carotenoides, acidos grasos, glicerofosfolipidos, fenilpropanoides,
antocianinas, carbohidratos, aminoacidos, inositoles y compuestos del metabolismo de
clorofila.

Sin embargo, los que de acuerdo al modelo generado presentaron el mayor valor
predicctivo fueron los compuestos Cianidin-3-O-(6-O-p-coumaroil) de frutos y cianidin-
3,5-diglucosido, los cuales se establecieron como de hojas como marcadores predictivos
de estadio de desarrollo del fruto de café. Este metabolito presenté un patron de aumento
gradual de sus niveles, alcanzando su maxima abundancia en el fruto rojo. Este
comportamiento coincide con con la naturaleza del compuesto identificado, ya que se
sabe que en general las antocianinas tienden a acumularse mientras los pigmentos de
clorofila desaparecen durante los ultimos estadios de maduracion del fruto provocando
cambios en la coloracion de los tejidos de exocarpo y pericarpio (De Castro & Marraccini,
2006).

En el 2013, Setoyama y colaboradores identificaron en granos verdes al triptéfano como

marcador especifico de nivel de madurez, el cual perimitié diferenciar entre frutos
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maduros e inmaduros.en diferentes variedades de C. arabica. Este metabolito presenta
niveles elevados en frutos inmaduros pero disminuyen de manera dependiente de la
maduracion del fruto. La diferencia con nuestro estudio es que la discriminacién de grado
de madurez se llevd a cabo con granos tratados postcosecha, ya que una parte
importante de control de calidad de los granos verdes es el nivel de madurez.

Otro hallazgo sumamente interesante en nuestros resultados, fue la identificacion de
cianidin-3,5-diglucésido como marcador predictivo de estado maduro e inmaduro de
frutos a través de un modelo predictivo aplicado a perfiles metabdlicos de hojas. Este es
el primer estudio en el que se desarrolla un analisis de metabolémica no dirigida para
dilucidar si los cambios observados en el fruto durante su desarrollo, también podria verse
reflejados en otros tejidos como hojas. Esta cianidina detectada en hojas presenté niveles
bajos en los estadios tempranos E1 y E2, y niveles cuatro veces mas altos en frutos de
estado semimaduros a maduro (Fig. 24 B), por lo que los niveles de este metabolito son

un factor discriminante entre el grado de madurez de los frutos de café.

7.2Variabilidad de fenotipos metabdlicos y heredabilidad metabdlica de familias de
C. canephora

El estudio de la herencia genética de caracteres asociados con calidad en taza del café
podria optimizar los programas de mejoramiento. Dado que un caracter con alto nivel de
heredabilidad representa una ventaja al ser en menor medida afectado por el aspecto
ambiental. Este tipo de analisis notoriamente se ha limitado al estudio de compuestos y
grupos de estos que han sido asociados con caracteristicas sensoriales de la bebida,
éstos incluyen cafeina, trigonelina, contenido de lipidos y contenido total de acidos
clorogénicos (Mazzafera & Carvalho, 1991; Barre et al., 1998; Montagnon et al., 1998; Ky
et al., 1999; Leroy et al., 2011; Akaffou et al., 2012).

En este sentido, nuestro trabajo es pionero en dilucidar la heredabilidad de manera
masiva de cientos de metabolitos presentes en hojas y frutos de café. Nuestros resultados
muestran que la metodologia de UPLC-MS empleada es suficientemente robusta ya que
a partir de los perfiles metabdlicos de plantas madre de café y su progenie, es posible
demostrar el nivel de parentesco que existe entre plantas hija (progenie) que comparten

un unico parental (Fig. 26). Esto da indicios de que los niveles de algunos metabolitos se
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estan manteniendo de una generacion a otra.

Nuestros resultados mostraron que el 53.77 % de metabolitos detectados en frutos son
altamente heredables, mientras que en hojas el 22 % mostraron estar influenciados
mayormente por el factor genético. Este grupo de metabolitos identificados podria ser de
gran ayuda en futuros proyectos para determinar su asociacién con otras caracteristicas

deseables de la planta.

7.3Metabolitos marcadores para seleccion de plantas con caracteristicas
sensoriales deseables
El mejoramiento genético de café es tema de suma importancia en el desarrollo de la
cafeticultura, ya que mediante la aplicacién exitosa de estas estrategias se ha permitido
la generacidén de variedades de plantas que poseen caracteristicas agronémicas y de
calidad como productividad, resistencia a enfermedades, adaptabilidad a condiciones
climaticas y de suelo, calidad fisica del grano y caracteristicas sensoriales de la bebida
(Zamarripa Colmenero & Escamilla Prado, 2002; Lépez Morgado et al., 2013). Sin
embargo aspectos como la incompatibilidad entre C. arabica y C. robusta, asi como el
tiempo que transcurre entre la germinacién de la semilla hasta la obtencién de la primera
cosecha (3.5 - 5afios) crea una desventaja para los métodos tradicionales de
mejoramiento. Esto provoca que para la obtencion de una variedad mejorada puedan
transcurrir hasta 30 afos.
Basado en lo anterior, en este trabajo se propuso el desarrollo de una novedosa
estrategia asistida por metaboldémica, con el objetivo de identificar metabolitos altamente
heredables predictivos de caracteristcas sensoriales de la bebida en estadios tempranos
de desarrollo de la planta.
Se logré detectar 164 y 45 metabolitos en frutos y hojas respectivamente que se
encuentran asociados negativa o positivamente con al menos un atributo sensorial de la
bebida.
En este sentido, recientes estudios en otro cultivos indican que la metabolémica posee
potencial para el descubrimiento de metabolitos marcadores predictivos de caracteres
fenotipicos (Meyer et al., 2007, Sulpice et al., 2010, Schauer et al., 2006, Schauer et al.,
2008, Steinfath et al., 2010).
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Una alternativa para asistir la seleccion de plantas de café con caracteres deseables
hasta tiempos recientes ha sido el uso marcadores moleculares o SNPs. Esta tecnologia
no es tan eficiente cuando los caracteres que son objeto de mejoramiento se ven
altamente influenciados por regulacién poligénica, nivel de poliploidia de la especie
estudiada y efectos epistaticos o por el medio ambiente, que impactan caracteres
complejos como sabor, color, tolerancia a estrés, etc.

Por lo que la seleccidén asistida por metabolitos marcadores representa una opcion
potencial para el mejoramiento de plantas independientemente de la existencia de
informacion gendmica, sobre todo en casos en que los marcadores moleculares

presentan ciertas limitaciones.
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8.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se investigd el desarrollo del fruto del café mediante un enfoque
de metabolémica no dirigida en la busqueda de metabolitos marcadores. Asi también se
desarroll6 una estrategia asistida por metabolomica para la seleccion y mejoramiento de
plantas de café con caracteristicas sensoriales deseables.

A. Mediante un modelo predictivo generado con perfiles metabolémicos de seis
estadios de desarrollo del fruto de café, se identificaron como marcadores
especificos de estadio y madurez del fruto a los compuestos cianidin-3-O-(6-O-p-
coumaroil) glucésido (en frutos) y cianidin-3,5-diglucésido (en hojas). El empleo de
los metabolitos identificados como biomarcadores de estadio de desarrollo de
frutos de café, abre la posibilidad de implementar su uso a nivel industrial para la
determinacion de grado de madurez de granos verdes, un parametro considerado
de gran importancia en el control de calidad de productos derivados del café.

B. El analisis de heredabilidad de metabolitos en hojas y frutos permitio la
identificacion de 450 y 116 con heredabilidad mayor a 0.4 en frutos y hojas
respectivamente. La variacion observada en los niveles de estos cientos de
metabolitos en tejidos de C. canephora puede ser atribuida predominantemente al
factor genético, hecho que se ve reflejado en los niveles altos de heredabilidad
que presentaron. Sin embargo es importante recalcar que el fenotipo observado
en la plantas refleja la interaccion entre el factor ambiental y el factor genético. El
uso de estos metabolitos aunado a la caracterizacion fenotipica, resulta promisorio
como apoyo en los programas clasicos de mejoramiento genético del cultivo de
café.

Por otra parte, se identificaron 164 metabolitos en frutos y 45 en hojas que podrian
ser implementados como marcadores de seleccion temprana, debido a que
ademas de ser altamente heredables se asociaron con al menos un atributo
sensorial de la bebida.

Por lo tanto, la estrategia propuesta en el presente proyecto representa una
alternativa para la seleccién temprana de plantas de café con caracteristicas
sensoriales deseables. Este enfoque permitiria el acortamiento de los tiempos que
normalmente toma la seleccién generacional en cultivos perennes como el café.

Este enfoque podria ser aplicado para otros cultivos en la seleccion de genotipos
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9.

de caracteristicas agronémicas deseables.

PERSPECTIVAS

En futuros trabajos se puede evaluar la respuesta a la seleccion en progenies de
generacion avanzada de plantas de C. Canephora, con el objetivo de determinar la

estabilidad de las caracteristicas seleccionadas mediante nuestra estrategia.

Seria interesante estudiar si nuestra estrategia desarrollada para seleccionar
caracteristicas sensoriales de la bebida, podria también ser aplicada para mejorar

caracteristicas como rendimiento y resistencia a enfermedades.

Asi también, se puede investigar la posible aplicacién de la estrategia aqui presentada
en plantas de C. arabica, para determinar su respuesta, considerando las diferencias que
existen entre especies como su genoma tetraploide y su caracteristica de

autocompatibilidad.
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11. ANEXOS

11.1 Formato de evaluacion sensorial descriptivo de la bebida de café.

Fecha

Juez

Deguste las muestras en el orden presentado e indique el valor del atributo.

Instrucciones o i . . .
Enjudguese bien la boca antes de iniciar la degustacion, asi como entre muestra y muestra.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

0[1/2|3/4]/5]0]1[2|3[4/5]0|1[2/3]4|5]0/1]2|3]4]|5]0[|1]2]3

Intensidad aromatica

Calidad aromatica

Sabor

Astringencia

Resabio

Acidez

Amargor

Cuerpo

Agrio

Preferencia
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11.2 Escala de 6 puntos para evaluacion de atributos sensoriales

0 | No presente (Ausente)

1 | Reconocibleo en el umbral (muy débil)

2 | Débil (ligero)
3 | Moderado
4 | Fuerte

5 | Muy fuerte

11.3 Presentacion de bebidas de café para su degustacion
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11.4 Metabolitos de frutos con niveles altos de heredabilidad (= 0.4).

Metabolito/ m/z

Heredabilidad

Error estandar

N-methylputrescine

4-Aminobutanoic acid

Succinic acid

L-threonine

N-carbamoylputrescine

Acetylphosphate

Indole

Isoeugenol

Octanoate

Acetylphosphate

Allantoin

Tartaric acid

Caffeine

a-ketoadipate

Serotonin

phosphoenolpyruvate
2-oxo-3-carboxy-4,5-cyclopropylhex-5-enoate
4-Methyl-5-thiazoleethanol phosphate
Deoxyinosine

Heptadecane

Xanthoxin

5-aminoimidazole ribonucleotide
1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-diphosphate
Oleic acid
13(S)-hydroperoxyoctadeca-9,11-dienoate
S-methyl-5'-thioadenosine
Ent-kaur-16-en-19-ol
N-acetyl-glucosamine-1-phosphate
D-ribulose-1,5-bisphosphate

Arachidate
2,5-diamino-6-(ribosylamino)-4-(3H)-pyrimidinone 5'-phosphate
3-deoxy-D-manno-octulosonate 8-P
3-deoxy-D-manno-octulosonate 8-P
(2-amino-4-hydroxy-7,8-dihydropteridin-6-yl)methyl diphosphate
Vinorine

Dihydroneopterin phosphate
Xanthosine-5-phosphate
D-sedoheptulose-1,7-bisphosphate
Desulfoglucotropeolin

3-Feruloyl-1,5-lactone
(62,8e,10e,147)-(5s,12r)-5,12-dihydroxyicosa-6,8,10,14-tetraenoate
Caffeoyl tyrosine

0.6519
0.4055
0.6292
0.5204
0.4170
0.5535
0.4638
0.5080
0.6143
0.6748
0.6085
0.5288
0.8072
0.4557
0.5674
0.4060
0.5908
0.4713
0.4260
0.8852
0.4966
0.7063
0.4952
0.8063
0.7409
0.6339
0.6063
0.7557
0.4578
0.5078
0.6269
0.6552
0.7785
0.4338
0.4051
0.5462
0.5837
0.4273
0.4456
0.7116
0.8857
0.7350

0.0968
0.1012
0.1157
0.1398
0.0703
0.1219
0.0977
0.1292
0.1136
0.0623
0.1270
0.1685
0.1157
0.0955
0.1272
0.1319
0.0931
0.1057
0.1539
0.1281
0.1110
0.1233
0.1243
0.2041
0.1415
0.1193
0.2905
0.0663
0.1271
0.1068
0.1494
0.2607
0.1265
0.1211
0.0905
0.1071
0.1381
0.1262
0.1148
0.0770
0.0994
0.1150
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GA38

Llignoceric acid

(2-amino-4-hydroxy-7,8-dihydropteridin-6-yl)methyl diphosphate

GA43

Lignoceric acid

Squalene

6-deoxoteasterone
(227?)-hydroxy-campesterol
Guanosine-5'-diphosphate
Trans-zeatin riboside monophosphate

5'-phosphoribosyl-4-(N-succinocarboxamide)-5-aminoimidazole

Sophoradiol

Tocopherol

Trans-zeatin riboside monophosphate
Flavin mononucleotide

Delphinidin 3-O-beta-D-glucopyranoside
Phytyl diphosphate

D-myo-inositol (1,3,4,5)-tetrakisphosphate
Nostocyclamide

AA-5-HT
Phosphoadenosine-5'-phosphosulfate
CTP

Nostocyclamide

Nostocyclamide

D-myo-inositol (1,2,5,6) tetrakisphosphate
3,5-O-dicaffeoylquinic acid
7,8-dihydroneopterin triphosphate
Molybdenum cofactor

4-(cytidine 5'-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol

Guanosine 5'-triphosphate
Phosphoadenosine-5'-phosphosulfate
Tenuecyclamide C
Adenosine-5'-phosphate

Strictosidine
2'-deoxyguanosine-5'-triphosphate
Trans-zeatin riboside diphosphate
Strictosidine

Pyropheophorbide-a (PPa)
7,8-dihydroneopterin triphosphate
3,5-O-dicaffeoylquinic acid

Phytoene
Dihydrozeatin-9-N-glucoside-O-glucoside
Nostocyclamide M
UDP-4-dehydro-6-deoxy-D-glucose

0.7291
0.5836
0.9586
0.4031
0.6041
0.5357
0.4014
0.6814
0.5326
1.0820
0.4058
0.8725
0.8942
0.6736
0.5229
0.4619
0.4397
0.7654
1.0329
0.7077
0.4041
0.5345
0.7828
0.8223
0.7411
0.4002
0.4804
0.8415
0.7999
0.6860
0.9277
0.4506
0.4322
0.4795
0.6223
0.4516
0.4285
0.4345
0.7519
0.4732
0.6340
0.5568
0.5550
0.6441

0.1397
0.0941
0.1708
0.1417
0.1213
0.1108
0.1690
0.1027
0.0841
0.1762
0.1523
0.2087
0.1082
0.0923
0.2572
0.0662
0.0795
0.1004
0.2797
0.1117
0.0754
0.1421
0.2053
0.0921
0.1578
0.1543
0.1115
0.1084
0.1251
0.1535
0.2113
0.1405
0.1701
0.0779
0.1393
0.1109
0.1433
0.1197
0.1354
0.1659
0.1367
0.1713
0.1289
0.1142
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UDP-L-rhamnose

Strictosidine

Beta-cryptoxanthin
Pelargonidin-3-O-?-D-glucoside
Pyropheophorbide-a (PPa)
1,2-Dilauroyl-sn-Glycero-3-Phosphate
3-Caffeoyl-4-sinapoylquinic acid
Molybdenum cofactor

4-(cytidine 5'-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol
Phosphoribosyl-AMP

Guanosine 5'-triphosphate
Protoporphyrin IX

Zeta-carotene
CMP-3-deoxy-D-manno-octulosonate
UDP-D-galactose
Dihydrozeatin-9-N-glucoside-O-glucoside
Pyropheophorbide-a (PPa)
Beta,epsilon-carotene-3-diol
Neurosporene
Phosphoribulosylformimino-AICAR-P
PhosphoribosylformiminoAICAR-phosphate
2,3-trans-proanthocyanidin
Pelargonidin-3-O-rutinoside
UDP-D-glucuronate

Phytofluene
CMP-3-deoxy-D-manno-octulosonate
Prephytoene diphosphate
dTDP-4-dehydro-6-deoxy-L-mannose
Antheraxanthin
UDP-4-dehydro-6-deoxy-D-glucose
UDP-L-rhamnose

ADP-D-glucose

ADP-D-glucose

Lactucaxanthin
1-Palmitoleoyl-2-oleoyl-sn-glycerol
Cyanidin 3-(p-coumaroyl)-glucoside
Obyanamide

2,3-trans-proanthocyanidin

Pelargonidin 3-(6-p-coumaroyl)glucoside
2-phospho-4-(cytidine 5'-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol
UDP-D-glucuronate

PPGpp

UDP-D-galactose
UDP-N-acetyl-D-glucosamine

0.7788
0.8336
0.5129
0.7201
0.7399
0.4465
0.7410
0.4845
0.5628
0.5244
0.6217
0.4798
0.4626
0.4628
0.7406
0.5392
0.7967
0.9049
0.5345
0.4695
0.7467
0.8565
0.8042
1.0591
0.6332
0.7956
0.5382
0.5368
0.7584
0.6117
0.7324
0.6875
0.5880
0.9387
0.9457
0.4355
0.4945
0.9569
0.5287
0.5543
0.4148
0.5423
0.5982
0.5970

0.0802
0.1326
0.2560
0.1615
0.0749
0.1498
0.0851
0.1427
0.1037
0.1809
0.1938
0.1325
0.0897
0.2239
0.1814
0.0785
0.1411
0.1348
0.1509
0.0850
0.1203
0.1975
0.3343
0.0894
0.1565
0.1169
0.1271
0.1713
0.0712
0.1045
0.1375
0.1724
0.1340
0.1172
0.1311
0.0986
0.1261
0.2185
0.1116
0.1238
0.1040
0.0827
0.2071
0.0982
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Presqualene diphosphate
Isopentenyladenosine-5'-triphosphate
Isopentenyladenosine-5'-triphosphate
C11832

Cyanidin-3,5-O-diglucoside
Pheophorbide?a
Phosphoribulosylformimino-AICAR-P

PhosphoribosylformiminoAICAR-phosphate

2,3-trans-proanthocyanidin
Cyanidin 3-(p-coumaroyl)-glucoside
Pelargonidin-3-O-rutinoside
UDP-D-galacturonate

Violaxanthin

2-phospho-4-(cytidine 5'-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol

All-trans-hexaprenyl diphosphate
Tetrahydropteroyltri-L-glutamate
Red chlorophyll catabolite
Guanosine 5'-diphosphoglucose
UDP-sulfoquinovose
Chlorophyllide b
Pheophorbide?a
Pelargonidin-3,5-diglucoside
Glutathione disulfide
Glutathione disulfide
Chlorophyllide a

2-phospho-4-(cytidine 5'-diphospho)-2-C-methyl-D-erythritol

5-methyltetrahydropteroyltri-L-glutamate
PPGpp

GDP-L-galactose
Delphinidin-3,5-diglucoside

Divinyl chlorophylide a

Protoheme IX

Soyasapogenol B-3-O-?-glucuronide
5-methyltetrahydropteroyltri-L-glutamate
Alpha-D-ribose-1-phosphate
Tetrahydropteroyltri-L-glutamate
UDP-sulfoquinovose

Mannan

Chlorophyllide b

Coproporphyrinogen llI
Coproporphyrinogen llI

Nicotinate adenine dinucleotide

NADH

Microginin 690

0.6466
0.5196
0.5149
0.4182
0.5085
0.5929
0.5620
0.6111
0.8551
0.5745
0.5185
0.5609
0.7623
0.7446
0.7015
0.7269
0.8663
0.4871
0.5471
0.6273
0.4185
0.5303
0.4954
0.4926
0.7679
0.4098
0.5966
0.8453
0.4725
0.6607
0.4023
0.5654
0.8756
0.5044
0.5028
0.4362
0.7758
0.4872
0.5513
0.4924
0.4755
0.5103
0.7543
0.4075

0.1035
0.1870
0.0679
0.1539
0.1244
0.1025
0.1902
0.1196
0.0925
0.0926
0.1771
0.1262
0.0903
0.0484
0.0889
0.2428
0.0791
0.1062
0.1171
0.0602
0.1139
0.1665
0.0728
0.1452
0.1020
0.1293
0.1690
0.1593
0.1102
0.1457
0.0590
0.1269
0.1512
0.1660
0.1453
0.0669
0.0933
0.0803
0.0560
0.1028
0.0497
0.1108
0.2142
0.1784
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All-trans-heptaprenyl diphosphate
Phytate

Delphinidin 3,5-diglucoside
Alpha-D-ribose-1-phosphate

NADH

Stachyose

Dephospho-CoA

Phosphoribosyl-ATP
Molybdopterin-AMP

All-trans-octaprenyl diphosphate
Molybdopterin-AMP

Dephospho-CoA

Ubiquinol-8

Microginin 690
1-sn-Phosphatidylcholine, 2,3-dipalmitoyl
Phosphoribosyl-ATP

NADPH

NADP+

NADPH

Molybdopterin-AMP

Ubiquinol-8

1-sn-Phosphatidylcholine, 2,3-dipalmitoyl
Bisdemalonylsalvianin
Phosphoribosyl-ATP

All-trans-octaprenyl diphosphate
Molybdopterin-AMP
1-18:3-2-trans-16:1-phosphatidylglycerol
1-18:3-2-16:0-phosphatidylglycerol
Palmitoyl-linoleoyl
1-16:0-2-18:1-phosphatidylcholine
1-18:3-2-18:3-phosphatidylcholine
Delphinidin 3,5,3'-triglucoside
Delphinidin 3-O-glucosyl-5-O-caffeoylglucoside
Coenzyme A

All-trans-nonaprenyl diphosphate
Atractyloside

Nostocyclopeptide A3

Coenzyme A

Carboxyatractyloside

Delphinidin 3-O-glucosyl-5-O-caffeoylglucoside
Maltopentaose

Delphinidin 3,5,3'-triglucoside
UDP-3-0O-(3-hydroxymyristoyl)glucosamine
Isobutyryl-CoA

0.5194
0.5675
0.8635
0.7487
0.6367
0.5039
0.6141
0.5311
0.6111
0.4208
0.7709
0.9125
0.6332
0.5401
0.7488
0.4745
0.9202
0.5699
0.6961
0.7425
0.6745
0.7841
0.9662
0.6859
1.0310
0.7134
0.7507
0.7011
0.8081
0.7930
0.9584
0.6190
0.9487
0.7178
0.9842
0.4168
0.4498
0.6451
0.7585
1.3290
0.7625
0.6344
0.7285
0.8425

0.1381
0.0970
0.0995
0.1730
0.1213
0.1793
0.1277
0.0731
0.0973
0.1607
0.1828
0.0445
0.1763
0.0703
0.3365
0.1178
0.0804
0.1035
0.0661
0.1625
0.1608
0.0752
0.1577
0.3014
0.1043
0.0928
0.1905
0.0979
0.1539
0.2278
0.1071
0.0760
0.2687
0.0978
0.0417
0.0909
0.1012
0.0656
0.1757
0.1966
0.1037
0.1431
0.0902
0.1508
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Crotonyl-CoA
Symplostatin 1

Monodemalonylsalvianin
Acetoacetyl-CoA
1,2-Dilinoleoyl-3-palmitoyl-rac-glycerol
Methylacrylyl-CoA

Succinyl-CoA
Benzoyl-CoA
Chlorophyll

Benzoyl-CoA
Succinyl-CoA
B-Chlorophyll

Bacteriochlorophyll?a

Glutaryl-CoA

All-trans-undecaprenyl diphosphate
Bacteriopheophytin
Trans-?2, cis-?4-decadienoyl-CoA

Decanoyl-CoA

All-trans-undecaprenyl diphosphate

Salvianin

2-trans,5-cis-tetradecadienoyl-CoA
3,5-tetradecadienoyl-CoA

Myristoyl-CoA
Feruloyl-CoA

m/z 337.7305
m/z 356.2268
m/z 365.8207
m/z 376.4213
m/z 381.9092
m/z 434.5937
m/z 457.9324
m/z 486.3118
m/z 499.8166
m/z 500.0636
m/z 500.5095
m/z 513.7461
m/z 513.9543
m/z 514.1586
m/z 516.7384
m/z 517.2225
m/z 518.1848
m/z 532.8962
m/z 534.7274
m/z 536.0019

0.7292
0.7755
0.6917
0.6667
0.6189
0.6512
0.6094
0.6692
0.7371
0.7681
1.0294
1.0093
0.6828
0.5840
0.4191
1.0320
0.8815
0.7032
0.7828
0.8605
0.6125
0.8331
0.4554
0.7847
0.5326
0.4408
0.4194
0.4576
0.9265
0.4917
0.5395
0.6119
0.5101
0.5590
0.6520
0.5374
0.4020
0.7347
0.5806
0.5624
0.7658
0.9864
0.5273
0.6556

0.1220
0.0731
0.1538
0.1960
0.1122
0.0698
0.0629
0.0956
0.1269
0.0473
0.1626
0.2089
0.1124
0.1057
0.1497
0.0334
0.0745
0.0456
0.2236
0.0658
0.0503
0.1191
0.0752
0.0639
0.1087
0.1327
0.1326
0.1246
0.0635
0.1640
0.1463
0.0891
0.1185
0.1530
0.0957
0.0862
0.1705
0.2254
0.1592
0.1152
0.2068
0.1010
0.0982
0.0979
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m/z 536.2469
m/z 538.0196
m/z 545.7044
m/z 552.1077
m/z 557.3547
m/z 557.8234
m/z 561.8470
m/z 571.6767
m/z 573.4349
m/z 574.1632
m/z 586.8697
m/z 587.9178
m/z 595.6598
m/z 597.0433
m/z 597.1639
m/z 597.4666
m/z 597.6050
m/z 597.6393
m/z 598.0612
m/z 598.5407
m/z 599.9172
m/z 599.9840
m/z 609.6398
m/z 609.9024
m/z 613.5385
m/z 613.9050
m/z 619.2760
m/z 620.2668
m/z 621.4600
m/z 622.5163
m/z 628.9870
m/z 631.6777
m/z 632.0465
m/z 635.6373
m/z 638.8974
m/z 639.8521
m/z 640.9883
m/z 641.3805
m/z 641.6339
m/z 642.8470
m/z 645.0176
m/z 646.8831
m/z 648.7114
m/z 649.3521

0.5554
0.7868
0.8079
0.7347
0.7569
0.6576
0.8227
0.9830
0.5355
0.9321
0.4662
0.5639
0.9864
0.5513
0.4033
0.6744
0.8386
0.6147
0.4552
1.1561
0.6367
0.6123
0.9338
0.7648
1.0004
0.4643
0.4782
0.5523
0.5839
0.5033
0.5866
0.9269
0.7677
0.5751
0.4402
0.7176
0.4363
0.5779
0.4841
0.4330
0.5463
0.6649
0.6646
0.5440

0.1131
0.1472
0.1935
0.0835
0.0583
0.1865
0.0957
0.1609
0.1303
0.1443
0.1078
0.1139
0.1398
0.0955
0.0993
0.0955
0.1653
0.0976
0.0920
0.3004
0.0565
0.1022
0.0783
0.0642
0.0909
0.1264
0.1267
0.0735
0.0783
0.1838
0.1333
0.0808
0.22901
0.1167
0.0890
0.1542
0.1196
0.1682
0.1064
0.0993
0.1668
0.1357
0.0678
0.2591
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m/z 652.5124
m/z 653.9153
m/z 654.9806
m/z 655.6807
m/z 655.9988
m/z 657.9407
m/z 658.8858
m/z 658.9735
m/z 659.9839
m/z 663.7809
m/z 667.7796
m/z 668.0492
m/z 668.9216
m/z 669.4101
m/z 670.8874
m/z 671.7527
m/z 672.1082
m/z 676.0284
m/z 678.3576
m/z 679.9644
m/z 680.9191
m/z 681.7438
m/z 684.0899
m/z 684.4961
m/z 691.9720
m/z 694.7038
m/z 695.7722
m/z 695.8965
m/z 696.3254
m/z 696.7964
m/z 697.8008
m/z 699.4197
m/z 699.8030
m/z 700.3195
m/z 704.1657
m/z 705.6388
m/z 707.7433
m/z 710.9163
m/z 711.7637
m/z 712.0248
m/z 714.8598
m/z 715.5803
m/z 715.8470
m/z 717.1903

0.7716
0.8731
0.5816
0.5892
0.7768
0.6591
0.4851
0.5425
0.4635
0.7098
0.4866
0.9500
0.5051
0.5671
0.4243
0.4836
0.4310
0.4609
0.6051
1.1140
0.6912
0.6822
0.6448
0.4325
0.6881
0.4051
0.4627
0.5168
0.5660
0.6959
0.6256
0.5304
0.4532
0.4301
0.5856
0.6299
0.6300
0.6311
0.6111
0.6519
0.6229
0.7855
0.7343
0.8438

0.2289
0.1531
0.1743
0.0926
0.1285
0.1586
0.0853
0.1299
0.1094
0.1097
0.1074
0.1044
0.2187
0.0877
0.0904
0.1111
0.1371
0.1209
0.0886
0.2340
0.2093
0.1678
0.1003
0.0833
0.1066
0.1416
0.0921
0.1096
0.1250
0.1512
0.1230
0.1452
0.0840
0.1010
0.1396
0.0677
0.0947
0.0943
0.1326
0.0822
0.1050
0.1008
0.0668
0.0444
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m/z 717.1952
m/z 718.6067
m/z 718.7314
m/z 719.3605
m/z 726.6106
m/z 727.0199
m/z 728.1401
m/z 729.6312
m/z 730.7957
m/z 730.9537
m/z 731.4041
m/z 732.6810
m/z 733.1851
m/z 734.4908
m/z 735.6302
m/z 736.1153
m/z 736.8592
m/z 737.5399
m/z 738.8142
m/z 739.8847
m/z 741.8405
m/z 744.7437
m/z 748.7589
m/z 750.7444
m/z 752.7969
m/z 753.7778
m/z 753.7968
m/z 755.0653
m/z 757.8108
m/z 758.9998
m/z 759.8082
m/z 760.0094
m/z 761.5839
m/z 761.6315
m/z 762.7094
m/z 764.8122
m/z 771.6912
m/z 773.0535
m/z 773.1402
m/z 775.7207
m/z 776.6643
m/z 777.2834
m/z 788.8339
m/z 793.4099

0.7732
0.8567
0.6272
1.0060
0.4625
0.9746
0.7072
0.8361
1.0397
0.7068
0.5871
0.7175
0.8627
0.8173
0.9221
0.8945
0.6188
0.4138
0.5927
0.6587
0.6915
0.4110
0.6155
0.7536
0.4237
0.8072
0.4259
0.4838
1.0403
1.0361
0.4475
0.8530
0.5692
0.8763
0.4090
0.7810
0.8845
0.9073
0.5316
0.6339
0.8677
0.9010
0.4495
0.4082

0.0785
0.0774
0.1070
0.0272
0.1233
0.0727
0.1091
0.1040
0.0704
0.1296
0.1207
0.1012
0.0719
0.0982
0.0884
0.0651
0.2370
0.1169
0.1254
0.1379
0.1264
0.0928
0.1765
0.1514
0.1143
0.0462
0.1332
0.0626
0.1422
0.0565
0.1124
0.1513
0.1144
0.1735
0.1595
0.1580
0.1085
0.0834
0.1542
0.1709
0.1140
0.1021
0.1390
0.1164
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m/z 794.6728
m/z 797.5153
m/z 797.6951
m/z 801.6881
m/z 802.4507
m/z 805.5855
m/z 805.8779
m/z 811.2030
m/z 811.8690
m/z 817.0730
m/z 817.3395
m/z 818.8724
m/z 833.8109
m/z 835.1677
m/z 835.2768
m/z 839.0698
m/z 844.9400
m/z 856.5722
m/z 860.5079
m/z 861.7196
m/z 869.0134
m/z 872.2035
m/z 873.9837
m/z 875.5625
m/z 879.5471
m/z 881.4225
m/z 882.7670
m/z 883.1307
m/z 885.1049
m/z 885.4505
m/z 889.9879
m/z 895.0077
m/z 900.9528
m/z 901.3689
m/z 903.7270
m/z 913.5948
m/z 923.2354
m/z 926.5988
m/z 926.7478
m/z 937.3961
m/z 939.3691
m/z 940.7196
m/z 941.7020
m/z 943.4075

1.0847
0.8602
0.4400
0.4227
0.4763
0.6207
0.4884
0.6070
0.4980
0.6988
0.7149
0.9747
0.8612
0.7176
0.8545
0.9023
0.8202
0.5144
1.2000
0.5024
0.8751
0.7920
0.5266
0.6743
0.5509
0.5305
0.9707
0.6887
0.8449
0.7643
0.5488
0.4775
0.7806
0.4097
0.5932
1.2629
0.4820
0.5478
1.1206
0.4883
0.4806
0.4652
0.4821
0.7547

0.0943
0.0556
0.1900
0.1221
0.0769
0.1378
0.0815
0.1124
0.0950
0.0697
0.0922
0.1360
0.1035
0.1203
0.0456
0.0896
0.1010
0.1443
0.2290
0.1045
0.1103
0.0977
0.0859
0.1639
0.1742
0.0687
0.0496
0.1085
0.0959
0.0457
0.0899
0.0448
0.1156
0.0884
0.1043
0.2084
0.3316
0.1147
0.0656
0.1331
0.1804
0.1753
0.1222
0.0484
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m/z 950.0953
m/z 953.2170
m/z 954.3670
m/z 963.4135
m/z 967.3747
m/z 968.7753
m/z 969.2803
m/z 981.2534
m/z 997.6674
m/z 999.4229
m/z 999.4478
m/z 999.4611

1.0804
0.6946
0.5187
0.9600
0.8241
0.4366
0.5276
0.7526
0.7921
0.4117
0.4548
0.8872

0.1816
0.1258
0.1396
0.0270
0.0892
0.1436
0.0395
0.1082
0.0576
0.1322
0.0794
0.0477
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11.5 Metabolitos de granos tostados correlacionados con atributos sensoriales de la bebida de café

(m/z) Atributo sensaorial CC Spearman  Valor de p Metabolito (m/z)  Atributo sensorial CC Spearman  Valor de p
104.3321 Acidez 0.5309 1.33E-02 495.4826 Resabio 0.5339 1.27E-02
124.3265 Acidez -0.5732 6.60E-03 495.4826 Sabor 0.5332 1.28E-02
138.3208 Acidez 0.7378 1.35E-04 496.9602 Acidez 0.6005 4.00E-03
138.3208 Amargor -0.5824 5.60E-03 496.9602 Cuerpo -0.5420 1.12E-02
138.3208 Calidad aromatica -0.5936 4.55E-03 498.7040 Acidez 0.6675 9.46E-04
138.3208 Cuerpo -0.7574 7.00E-05 498.7040 Agrio 0.5928 4.62E-03
138.3208 Preferencia -0.6779 7.32E-04 498.7040 Amargor -0.6597 1.14E-03
138.3208 Resabio -0.6519 1.36E-03 498.7040 Preferencia -0.5219 1.52E-02
138.3208 Sabor -0.5241 1.47E-02 498.8342 Acidez 0.5856 5.29E-03
138.4974 Resabio 0.5509 9.66E-03 498.8342 Cuerpo -0.5668 7.38E-03
163.5760 Cuerpo -0.5472 1.03E-02 500.6816 Acidez 0.5556 8.92E-03
191.7415 Astringencia -0.7463 1.02E-04 500.6816 Agrio 0.6430 1.67E-03
191.7415 Cuerpo -0.6157 2.96E-03 500.6816 Amargor -0.6071 3.52E-03
191.7415 Resabio -0.6532 1.32E-03 500.6816 Astringencia -0.6845 6.21E-04
195.2429 Amargor 0.5388 1.17E-02 500.6816 Calidad aromética -0.5852 5.33E-03
220.6596 Cuerpo 0.5348 1.25E-02 500.6816 Cuerpo -0.6373 1.89E-03
220.6596 Resabio 0.5711 6.85E-03 500.6816 Preferencia -0.6363 1.93E-03
268.6044 Intensidad aromatica 0.5299 1.35E-02 500.6816 Resabio -0.7399 1.26E-04
311.3270 Cuerpo -0.5354 1.24E-02 500.6816 Sabor -0.5657 7.53E-03
321.3260 Intensidad aromatica -0.6391 1.81E-03 516.7468 Astringencia 0.6610 1.10E-03
336.6077 Calidad aromatica -0.5780 6.06E-03 516.7468 Resabio 0.5574 8.66E-03
360.6934 Astringencia 0.6135 3.10E-03 518.5260 Intensidad aromatica -0.5156 1.67E-02
360.6934 Resabio 0.5143 1.71E-02 520.6462 Intensidad aromatica -0.5390 1.17E-02
368.9743 Calidad aromatica 0.5507 9.68E-03 520.8069 Acidez 0.6493 1.45E-03
369.5516 Intensidad aromatica -0.5202 1.56E-02 522.9324 Cuerpo -0.6353 1.97E-03
371.6194 Intensidad aromatica -0.6170 2.89E-03 533.1086 Acidez -0.5205 1.56E-02
373.2366 Intensidad aromatica -0.5618 8.04E-03 533.1086 Agrio -0.7081 3.28E-04
395.3556 Acidez 0.6890 5.52E-04 533.1086 Amargor 0.6415 1.72E-03
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395.3556
395.3556
395.3556
437.2851
468.5869
469.9502
492.2000
495.4826
495.4826
537.7658
537.7658
537.7658
537.7658
538.0293
539.6973
539.6973
539.6973
539.6973
542.7310
542.7310
544.8249
552.6862
552.6862
560.8530
564.2915
565.6959
565.6959
565.6959
571.4393
571.4393

Agrio
Amargor
Preferencia
Cuerpo
Preferencia
Acidez
Agrio
Astringencia
Preferencia
Acidez
Cuerpo
Preferencia
Resabio
Amargor
Acidez
Agrio
Amargor
Preferencia
Cuerpo
Resabio
Cuerpo
Acidez
Amargor
Cuerpo
Cuerpo
Acidez
Agrio
Preferencia
Acidez
Cuerpo

0.5570
-0.5928
-0.5538
-0.5446
-0.5057
0.5270
-0.5042
0.5777
0.5291
0.6832
-0.6556
-0.5616
-0.5215
0.5811
-0.5986
-0.6671
0.5505
0.5200
-0.5831
-0.5150
-0.5962
-0.6018
0.5928
-0.6680
-0.5864
-0.6552
-0.5785
0.5401
0.6871
-0.6823
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8.72E-03
4.63E-03
9.20E-03
1.07E-02
1.94E-02
1.41E-02
1.98E-02
6.09E-03
1.37E-02
6.42E-04
1.25E-03
8.07E-03
1.53E-02
5.74E-03
4.15E-03
9.56E-04
9.71E-03
1.57E-02
5.53E-03
1.69E-02
4.34E-03
3.90E-03
4.63E-03
9.35E-04
5.21E-03
1.27E-03
6.01E-03
1.15E-02
5.80E-04
6.55E-04

533.1086
533.1086
533.1086
533.1086
533.1086
535.8444
535.8444
535.8444
535.8444
601.8384
601.8384
601.8384
601.8384
602.6829
604.8364
618.8237
630.7962
632.5865
653.6051
659.7348
663.6694
663.6694
665.7307
665.7307
665.7307
665.7307
665.7307
665.7307
665.7307
665.7307

Astringencia
Calidad aromatica
Preferencia
Resabio

Sabor

Agrio

Calidad aromética
Preferencia
Sabor

Acidez

Cuerpo
Preferencia
Resabio
Intensidad aromatica
Cuerpo

Cuerpo
Intensidad aromatica
Agrio
Astringencia
Acidez

Acidez

Amargor

Acidez

Agrio

Amargor

Calidad aromética
Cuerpo
Preferencia
Resabio

Sabor

0.5550
0.5761
0.7423
0.6415
0.7152
-0.5309
0.6411
0.6123
0.6105
0.7072
-0.6438
-0.5934
-0.5306
0.5078
-0.5798
-0.5642
-0.5000
-0.6860
0.5120
-0.6057
-0.7521
0.5018
-0.8009
-0.6143
0.6480
0.7003
0.5315
0.7137
0.5769
0.6743

9.02E-03
6.27E-03
1.17E-04
1.72E-03
2.68E-04
1.33E-02
1.74E-03
3.17E-03
3.29E-03
3.37E-04
1.64E-03
4.57E-03
1.33E-02
1.88E-02
5.87E-03
7.72E-03
2.10E-02
5.96E-04
1.76E-02
3.61E-03
8.41E-05
2.05E-02
1.29E-05
3.05E-03
1.49E-03
4.08E-04
1.32E-02
2.80E-04
6.18E-03
8.03E-04



571.4393
573.9350
574.8521
576.0403
576.0403
581.1178
581.1178
581.1178
581.1178
588.8381
588.8381
595.4353
595.4353
595.4353
600.0708
600.0708
690.8389
690.8389
690.8389
690.8389
690.8471
693.5954
693.5954
693.5954
693.5954
693.5954
696.6353
696.6353
706.7726
709.4590

Preferencia
Acidez
Cuerpo
Acidez
Cuerpo
Acidez
Calidad aromatica
Cuerpo
Resabio
Cuerpo
Intensidad aromatica
Acidez
Cuerpo
Preferencia
Cuerpo
Resabio
Acidez
Agrio
Cuerpo
Preferencia
Cuerpo
Acidez
Agrio
Amargor
Preferencia
Resabio
Cuerpo
Resabio
Cuerpo
Acidez

-0.5297
-0.5563
-0.6210
0.5530
-0.5700
-0.5986
0.6021
0.5537
0.5450
-0.5296
-0.5254
0.5830
-0.6588
-0.5921
-0.5485
-0.6278
-0.6376
-0.6091
0.5413
0.5635
-0.5655
-0.5413
-0.5231
0.6259
0.5330
0.5046
0.5067
0.5111
-0.5759
-0.7918
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1.35E-02
8.82E-03
2.66E-03
9.31E-03
6.98E-03
4.15E-03
3.88E-03
9.21E-03
1.06E-02
1.36E-02
1.45E-02
5.55E-03
1.16E-03
4.68E-03
1.00E-02
2.31E-03
1.88E-03
3.38E-03
1.13E-02
7.81E-03
7.55E-03
1.13E-02
1.50E-02
2.40E-03
1.29E-02
1.97E-02
1.91E-02
1.79E-02
6.29E-03
1.90E-05

667.0015
667.0015
667.0015
668.2198
668.2198
668.2198
668.2198
668.2198
671.4762
671.4762
674.8121
674.8121
674.8121
677.7247
679.6623
688.7849
722.7305
722.7305
722.7305
723.7042
724.0173
724.0173
727.9535
727.9535
727.9535
727.9535
727.9535
727.9535
727.9535
727.9535

Acidez

Agrio

Amargor

Agrio

Amargor

Calidad aromatica
Preferencia
Sabor

Acidez

Agrio

Calidad aromética
Intensidad aromatica
Resabio
Astringencia
Amargor
Intensidad aromatica
Preferencia
Resabio

Sabor

Resabio

Cuerpo

Resabio

Acidez

Agrio

Amargor
Astringencia
Calidad aromatica
Preferencia
Resabio

Sabor

-0.6708
-0.5726
0.5070
-0.6241
0.5869
0.5761
0.6032
0.6060
0.6805
0.5160
-0.5728
-0.5865
-0.5150
0.5133
-0.5336
-0.5423
-0.5219
-0.5104
-0.5488
0.5385
-0.5126
-0.5926
0.6291
0.7108
-0.7449
-0.5569
-0.6034
-0.7774
-0.6917
-0.6417

8.74E-04
6.67E-03
1.90E-02
2.50E-03
5.16E-03
6.27E-03
3.80E-03
3.60E-03
6.86E-04
1.67E-02
6.65E-03
5.20E-03
1.69E-02
1.73E-02
1.27E-02
1.11E-02
1.52E-02
1.81E-02
9.99E-03
1.18E-02
1.75E-02
4.64E-03
2.25E-03
3.05E-04
1.07E-04
8.73E-03
3.78E-03
3.38E-05
5.14E-04
1.71E-03



709.4590
709.4590
709.4590
709.4590
709.4590
709.6914
713.2619
713.2619
713.2619
713.2619
713.2619
713.2619
713.2619
713.2619
713.2619
715.4369
721.4833
721.4833
721.4833
721.4833
721.4833
722.7305
722.7305
742.3064
743.4958
743.4958
743.6496
743.6496
743.6496
743.6496

Agrio

Amargor

Cuerpo
Preferencia
Resabio

Acidez

Acidez

Agrio

Amargor
Astringencia
Calidad aromatica
Cuerpo
Preferencia
Resabio

Sabor

Acidez

Acidez

Agrio

Amargor
Preferencia
Resabio

Agrio

Amargor

Calidad aromatica
Amargor
Intensidad aromatica
Acidez

Cuerpo
Preferencia
Resabio

-0.6586
0.6240
0.5811
0.6298
0.5522
-0.5882
-0.7352
-0.5935
0.5856
0.5224
0.5416
0.7405
0.6974
0.7529
0.5995
0.5446
-0.5882
-0.7121
0.6532
0.6123
0.5196
0.5779
-0.5811
-0.5020
0.5310
-0.5319
0.5667
-0.5602
-0.5232
-0.5313
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1.17E-03
2.50E-03
5.73E-03
2.21E-03
9.45E-03
5.04E-03
1.46E-04
4.57E-03
5.28E-03
1.51E-02
1.12E-02
1.24E-04
4.41E-04
8.18E-05
4.08E-03
1.07E-02
5.04E-03
2.94E-04
1.32E-03
3.17E-03
1.58E-02
6.08E-03
5.74E-03
2.04E-02
1.32E-02
1.31E-02
7.39E-03
8.26E-03
1.49E-02
1.32E-02

729.2108
729.2108
729.2108
729.2108
731.1906
731.1906
731.1906
731.1906
732.7101
733.0316
733.0316
733.5720
733.5720
734.7701
735.3842
736.7362
737.1966
737.1966
737.1966
737.1966
740.3981
740.3981
741.0432
805.6283
808.7892
816.6401
818.6564
818.6564
820.6494
821.6050

Acidez

Agrio

Preferencia

Resabio

Acidez

Calidad aromatica
Preferencia

Resabio

Intensidad aromatica
Agrio

Amargor
Preferencia

Resabio

Calidad aromética
Intensidad aromatica
Cuerpo

Calidad aromética
Preferencia

Resabio

Sabor

Acidez

Amargor

Agrio

Preferencia

Cuerpo

Acidez

Acidez

Cuerpo

Intensidad aromatica
Acidez

0.6044
0.6580
-0.6298
-0.5704
0.5576
-0.5982
-0.5486
-0.5639
-0.5897
-0.5915
0.5720
0.5011
0.5156
-0.5104
-0.6385
-0.5629
0.6216
0.5739
0.5997
0.5650
-0.5810
0.5323
-0.5707
0.5096
-0.5204
0.5016
0.5335
-0.6112
-0.5722
-0.5628

3.71E-03
1.19E-03
2.21E-03
6.93E-03
8.63E-03
4.18E-03
1.00E-02
7.76E-03
4.90E-03
4.74E-03
6.74E-03
2.07E-02
1.67E-02
1.81E-02
1.84E-03
7.90E-03
2.63E-03
6.52E-03
4.06E-03
7.61E-03
5.74E-03
1.30E-02
6.90E-03
1.83E-02
1.56E-02
2.05E-02
1.27E-02
3.25E-03
6.72E-03
7.91E-03



750.7424
756.6541
758.8740
760.8277
760.8277
762.7181
778.6983
778.8175
780.6371
780.8106
782.8089
782.8089
782.8089
782.8089
782.8089
782.8089
784.7896
786.7998
786.7998
792.6658
792.6708
794.7285
799.5759
802.7472
803.4994
803.4994
803.4994
803.4994
805.6283
805.6283

Cuerpo

Intensidad aromatica
Acidez

Acidez

Cuerpo

Intensidad aromatica
Astringencia

Cuerpo

Astringencia

Acidez

Acidez

Agrio

Amargor

Cuerpo

Preferencia

Resabio

Acidez

Acidez

Cuerpo

Calidad aromatica
Intensidad aromatica
Cuerpo

Intensidad aromatica
Agrio

Acidez

Agrio

Amargor

Preferencia

Agrio

Amargor

-0.5426
-0.5026
0.5290
0.6122
-0.5851
-0.6697
0.6493
-0.5387
-0.6539
0.5439
0.8139
0.5049
-0.5427
-0.6634
-0.6162
-0.5163
0.5088
0.5576
-0.5753
-0.5247
-0.6034
-0.5034
-0.5358
-0.5108
-0.5830
-0.6111
0.5746
0.5778
-0.5296
0.5687

123

1.10E-02
2.02E-02
1.37E-02
3.18E-03
5.34E-03
8.97E-04
1.45E-03
1.17E-02
1.30E-03
1.08E-02
7.16E-06
1.96E-02
1.10E-02
1.04E-03
2.94E-03
1.66E-02
1.85E-02
8.63E-03
6.37E-03
1.46E-02
3.78E-03
2.00E-02
1.23E-02
1.80E-02
5.55E-03
3.25E-03
6.44E-03
6.08E-03
1.35E-02
7.14E-03

821.6050
821.6050
821.6050
822.7915
822.7997
822.8374
825.0698
826.3390
833.5510
840.8394
842.5597
842.5597
842.5597
842.5597
842.5597
842.5597
843.6908
846.6486
846.6486
850.5937
850.5937
850.5937
850.5937
850.5937
850.5937
850.7066
852.7605
854.7416
854.7416
854.7416

Agrio

Amargor

Resabio

Amargor

Cuerpo

Acidez

Resabio

Cuerpo

Acidez

Intensidad aromatica
Astringencia
Calidad aromética
Cuerpo
Preferencia
Resabio

Sabor

Acidez
Preferencia
Sabor

Acidez

Agrio

Amargor

Calidad aromética
Preferencia
Sabor

Intensidad aromatica
Cuerpo

Acidez

Agrio

Amargor

-0.6378
0.6376
0.5189
-0.5401
-0.6177
-0.5172
0.5522
-0.5126
0.5895
-0.5013
-0.5146
-0.5806
-0.6301
-0.6006
-0.6558
-0.6294
0.6350
-0.5336
-0.5098
-0.5244
-0.6280
0.6968
0.5124
0.5187
0.5462
-0.6073
-0.5060
-0.7742
-0.6469
0.7020

1.87E-03
1.87E-03
1.59E-02
1.15E-02
2.85E-03
1.63E-02
9.45E-03
1.75E-02
4.92E-03
2.06E-02
1.70E-02
5.78E-03
2.20E-03
3.99E-03
1.25E-03
2.24E-03
1.98E-03
1.27E-02
1.82E-02
1.47E-02
2.30E-03
4.49E-04
1.76E-02
1.60E-02
1.04E-02
3.50E-03
1.93E-02
3.80E-05
1.53E-03
3.90E-04



854.7416
854.7416
854.7416
855.8055
856.1590
856.1590
856.4901
856.4901
856.4901
857.0291
857.0291
864.6799
866.5994
866.7868
868.6639
868.6639
868.6867
868.6867
868.6867
868.6867
868.6867
871.0105
871.6169
871.6169
876.5870
876.5870
876.9652
880.9984
880.9984
880.9984

Cuerpo

Preferencia

Sabor

Intensidad aromatica
Acidez

Cuerpo

Acidez

Agrio

Amargor

Acidez

Cuerpo

Intensidad aromatica
Agrio

Cuerpo

Astringencia

Cuerpo

Acidez

Agrio

Amargor

Intensidad aromatica
Preferencia

Acidez

Acidez

Cuerpo

Astringencia
Intensidad aromatica
Cuerpo

Acidez

Agrio

Amargor

0.5720
0.6701
0.6190
-0.5780
0.5628
-0.5217
-0.6370
-0.5485
0.5304
-0.6278
0.5250
-0.5390
-0.5251
-0.5498
-0.5016
-0.6203
-0.6656
-0.6020
0.7189
-0.5624
0.5661
0.5771
-0.5120
0.5315
-0.5172
-0.5540
-0.5276
-0.6519
-0.7590
0.7319

124

6.74E-03
8.88E-04
2.77E-03
6.06E-03
7.91E-03
1.53E-02
1.90E-03
1.00E-02
1.34E-02
2.31E-03
1.45E-02
1.17E-02
1.45E-02
9.82E-03
2.05E-02
2.70E-03
9.91E-04
3.89E-03
2.41E-04
7.96E-03
7.47E-03
6.16E-03
1.76E-02
1.32E-02
1.63E-02
9.17E-03
1.40E-02
1.36E-03
6.64E-05
1.63E-04

884.9105
884.9105
884.9105
884.9105
884.9105
886.1028
886.9233
886.9233
886.9233
886.9233
886.9233
886.9233
886.9233
896.5138
896.9311
907.8284
907.8284
907.8284
914.9457
914.9457
924.7319
925.6957
925.6957
925.6957
925.6957
927.5186
927.5186
927.5186
927.5186
927.5186

Calidad aromética
Cuerpo
Preferencia
Resabio
Sabor
Cuerpo
Acidez
Agrio
Amargor
Cuerpo
Preferencia
Resabio
Sabor
Agrio
Acidez
Acidez
Agrio
Amargor
Acidez
Cuerpo
Cuerpo
Acidez
Agrio
Amargor
Preferencia
Acidez
Agrio
Amargor
Preferencia
Resabio

0.5306
0.5341
0.6662
0.6643
0.5169
-0.5028
-0.8491
-0.7257
0.6727
0.6830
0.7605
0.7086
0.5650
-0.5863
0.5283
-0.5836
-0.5244
0.5538
-0.6532
0.5119
-0.5668
-0.6409
-0.6866
0.6045
0.5551
-0.7131
-0.5889
0.6961
0.6207
0.5645

1.33E-02
1.26E-02
9.76E-04
1.02E-03
1.64E-02
2.02E-02
1.13E-06
1.96E-04
8.33E-04
6.44E-04
6.29E-05
3.24E-04
7.61E-03
5.22E-03
1.38E-02
5.48E-03
1.47E-02
9.20E-03
1.32E-03
1.77E-02
7.38E-03
1.75E-03
5.87E-04
3.70E-03
9.00E-03
2.85E-04
4.97E-03
4.57E-04
2.68E-03
7.67E-03



880.9984
880.9984
880.9984
882.6911
884.9105
884.9105
884.9105
963.4788
963.4788
963.4788
963.4788
963.4788
963.4788
965.1912
965.1912
965.1912
965.1912
965.1912
965.1912
965.1912
965.1912
966.3255
971.5907
971.5907
973.8260
986.6929
992.6854
992.7195
992.7195
992.7195

Preferencia
Resabio
Sabor
Cuerpo
Acidez
Agrio
Amargor
Agrio
Amargor
Calidad aromatica
Preferencia
Resabio
Sabor
Acidez
Agrio
Amargor
Calidad aromatica
Cuerpo
Preferencia
Resabio
Sabor
Amargor
Cuerpo
Resabio
Astringencia
Cuerpo
Sabor
Acidez
Agrio
Amargor

0.6974
0.6024
0.5715
-0.6092
-0.6324
-0.6358
0.5882
0.6130
-0.7169
-0.5163
-0.6656
-0.6910
-0.5260
0.6955
0.6169
-0.5622
-0.5650
-0.5185
-0.7059
-0.5639
-0.5520
-0.5713
-0.5374
-0.5404
0.5433
-0.5844
0.5676
-0.5875
-0.5700
0.7267
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4.41E-04
3.86E-03
6.80E-03
3.37E-03
2.10E-03
1.95E-03
5.03E-03
3.13E-03
2.55E-04
1.66E-02
9.91E-04
5.23E-04
1.43E-02
4.64E-04
2.89E-03
7.98E-03
7.61E-03
1.60E-02
3.50E-04
7.76E-03
9.47E-03
6.82E-03
1.20E-02
1.14E-02
1.09E-02
5.40E-03
7.28E-03
5.10E-03
6.98E-03
1.91E-04

934.0657

953.7383

953.7383

954.7219

955.6416

955.6416

963.4788

1002.8096
1002.8096
1008.7261
1011.3676
1011.6594
1011.6594
1011.6594
1012.5358
1012.5358
1012.5358
1012.5358
1012.5358
1019.4653
1037.7176
1038.2898
1038.2898
1038.2898
1038.2898
1038.2898
1038.2898
1038.8151
1038.8151
1039.6114

Acidez

Acidez

Agrio

Cuerpo

Acidez

Cuerpo

Acidez
Preferencia
Sabor

Intensidad aromatica
Amargor

Agrio

Calidad aromética
Preferencia
Acidez

Agrio

Amargor
Preferencia
Resabio

Cuerpo
Intensidad aromatica
Acidez

Amargor

Calidad aromética
Cuerpo
Preferencia
Resabio

Acidez

Cuerpo

Acidez

0.5290
0.5101
0.5225
-0.6092
0.5686
-0.5740
0.6213
-0.6942
-0.6990
-0.5982
0.5674
0.5023
-0.6287
-0.5206
-0.7807
-0.6222
0.6402
0.6201
0.5000
-0.5557
-0.5696
0.6871
-0.5447
-0.5403
-0.7222
-0.6298
-0.5782
0.5075
-0.5309
0.5322

1.37E-02
1.82E-02
1.51E-02
3.37E-03
7.15E-03
6.51E-03
2.64E-03
4.81E-04
4.23E-04
4.18E-03
7.30E-03
2.03E-02
2.27E-03
1.55E-02
2.96E-05
2.60E-03
1.77E-03
2.71E-03
2.10E-02
8.91E-03
7.03E-03
5.80E-04
1.07E-02
1.15E-02
2.18E-04
2.21E-03
6.04E-03
1.89E-02
1.33E-02
1.30E-02



992.7195
992.7195
994.4843
995.5423
995.5423
995.5423
995.5423
995.5423
997.5751
1000.7175
1002.8096
1002.8096
1002.8096
1002.8096
1101.7143
1101.7143
1109.3398
1118.2765
1200.8903
1200.8903
1213.6684
1213.6684
1213.6684
1213.6684
1233.6400
1241.6182

Preferencia

Resabio

Intensidad aromatica
Acidez

Agrio

Amargor

Preferencia

Resabio

Cuerpo

Amargor

Acidez

Agrio

Amargor

Calidad aromatica
Calidad aromatica
Intensidad aromatica
Intensidad aromatica
Acidez

Acidez

Preferencia
Amargor

Calidad aromatica
Preferencia

Sabor

Cuerpo

Intensidad aromatica

0.5057
0.5561
-0.5332
-0.5413
-0.5694
0.6474
0.5629
0.5919
-0.5126
0.5447
0.5543
0.5785
-0.5902
-0.5787
-0.5527
-0.8231
-0.6691
0.5511
0.5693
-0.5343
-0.5271
-0.5195
-0.6025
-0.5637
-0.5204
-0.5403
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1.94E-02
8.86E-03
1.28E-02
1.13E-02
7.06E-03
1.51E-03
7.89E-03
4.70E-03
1.75E-02
1.07E-02
9.12E-03
6.01E-03
4.86E-03
5.99E-03
9.37E-03
4.59E-06
9.12E-04
9.62E-03
7.07E-03
1.26E-02
1.41E-02
1.58E-02
3.84E-03
7.78E-03
1.56E-02
1.15E-02

1039.6114
1039.6114
1040.8240
1040.8240
1042.6635
1065.6091
1068.5749
1068.5749
1068.5829
1068.5829
1068.5829
1068.5829
1072.5519
1080.5541
1269.8941
1269.8941
1288.7485
1301.7150
1303.7795
1306.0586
1306.0586
1344.5560
1515.9527
1515.9527
1515.9527
1515.9527
1515.9527

Calidad aromética
Cuerpo

Acidez

Cuerpo

Acidez
Astringencia
Acidez

Cuerpo

Acidez

Agrio

Preferencia
Sabor

Agrio

Cuerpo
Astringencia
Calidad aromética
Agrio

Intensidad aromatica
Agrio

Acidez
Preferencia
Intensidad aromatica
Acidez

Agrio

Amargor

Cuerpo
Preferencia

-0.5371
-0.5178
0.5185
-0.5446
0.5537
0.5777
0.6233
-0.5975
0.6402
0.5935
-0.6747
-0.5351
0.5694
-0.6144
-0.5862
-0.5501
-0.6293
-0.5923
0.5922
0.6194
-0.5083
-0.5078
0.7827
0.5036
-0.5109
-0.6726
-0.6129

1.21E-02
1.62E-02
1.60E-02
1.07E-02
9.22E-03
6.09E-03
2.54E-03
4.24E-03
1.77E-03
4.57E-03
7.94E-04
1.24E-02
7.06E-03
3.04E-03
5.23E-03
9.78E-03
2.24E-03
4.67E-03
4.68E-03
2.75E-03
1.86E-02
1.88E-02
2.74E-05
1.99E-02
1.79E-02
8.37E-04
3.13E-03
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»2nd International Plant Breeding Congress & EUCARPIA-Oil and Protein
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Trabajo presentado: Early selection of coffee (C. canephora) with desirable cup

quality traits by using heritable metabolic markers
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Trabajo presentado: Un-targeted metabolic profiling for the Discovery of highly

heritable metabolites linked to coffee (C. canephora) cup quality
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» Estancia: Laboratorio de tecnologia del Café de la Unidad de Investigacion
y Desarrollo en Alimentos, Instituto Tecnolégico de Veracruz

Objetivo de la estancia: Entrenamiento en analisis sensorial descriptivo de la
bebida de café mediante panel de catacién. Analisis de muestras de proyecto de

doctorado

Oct 2013 — Irapuato, Guanajuato
= Scientific writing workshop, BioScience writers-CINVESTAV.
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Abstract In coffee manufacture, analytical methods with
high-throughput and cost efficacy are required for process
development and quality control. Thus, we investigated the
applicability of direct mass spectrometry methods to distin-
guish coffee products according to species, geographic origin
and processing. We tested the performance of the established
method direct-injection electrospray mass spectrometry
(DIESI-MS) and the emerging method low-temperature plas-
ma ionization mass spectrometry (LTP-MS). Both methods
are capable of classifying coffee products, but DIESI-MS
and LTP-MS yield complementary information about the
chemical composition of the samples. DIESI-MS shows a
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broad molecular weight range of compounds. In contrast,
LTP-MS detects mainly low molecular weight compounds,
which correspond to quality-related ingredients, such as caf-
feine and purines. LTP-MS displays a high potential for rapid
quality control measurements and online monitoring, because
no sample processing is required. Data mining methods sup-
port the discovery of ‘important’ compounds, which are re-
sponsible for the discrimination between sample groups, and
reveal associated chemical processes.

Keywords Low-temperature plasma (LTP) - Direct-injection
electrospray (DIESI) - Mass spectrometry - Data mining -
Coffee

Introduction

Coffee is a highly appreciated beverage and, according to data
of the Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO), is one of the most valuable agricultural prod-
ucts worldwide (FAOSTAT 2013). Currently, the species
Arabica (Coffea arabica) and Robusta (Coffea canephora)
are traded on the global market.

Coffee plantations require a tropical climate and a high
degree of manual labour (Oestreich-Janzen 2010). Therefore,
coffee is almost exclusively grown in developing countries,
where about 2025 million families in more than 50 countries
are directly dependent on the production and exportation of
coffee (Lewin et al. 2004).

Our research institute is located in Mexico, which is a typ-
ical representative for coffee-producing countries and their
socio-economic problems. In Mexico, about 500,000 pro-
ducers are cultivating farms with less than 10 ha (Jha et al.
2011). Considering the total production area of approx.
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750,000 ha and the existence of more than 3000 producers
with areas of 10—100 ha (Jha et al. 2011), the average farm
size of smallholders can be estimated to be 1-1.5 ha. Usually,
green coffee is exported to the consumer countries, where the
grains are roasted and also where the production of instant
(soluble) coffee takes place. As a consequence, in the global
coffee value chain, the growers only obtain a small fraction of
the total retail value. Therefore, even considering ‘fair trade’
prices, the family incomes from the sales of green coffee are
insufficient for most of producers.

Currently, approximately 15-20 % of the final sales price
goes to the local coffee growers and exporters. The benefits
along the value chain can be enormous: the price of coffee
may increase up to 11,000 % from the farm to the point of sale
(Jha et al. 2011). Since the market is strongly controlled by
transnational companies, smallholders have little influence
and are vulnerable to other remote and local events, such as
climate change (Ponte 2002; Eakin et al. 2009).

Local manufacture of specialty and certified coffees—
Mexico e.g. is pioneer in the exportation of organic cof-
fees—contributes to a more independent and sustainable pro-
duction with respect to economy as well as social and cultural
circumstances.

Therefore, in a current project related to the manufacture of
soluble coffee in Mexico, we investigated the feasibility of
different analytical strategies for process development and
quality control. The ‘cup quality’ of the final product is de-
pendent on the primary material and the unit operations of
coffee processing. Appropriate chemical analyses support
the evaluation of intermediary and final coffee products
(Buffo and Cardelli-Freire 2004; Farah et al. 2005).

Direct-injection electrospray mass spectrometry (DIESI-
MS) is an efficient method for the high-throughput analysis
of'biological samples. Therefore, DIESI-MS has been used for
the metabolic phenotyping of plants, such as the characterisa-
tion of the physiological state of maize plants, and for classi-
fying several thousand coffee trees (Garcia-Flores et al. 2012,
Montero-Vargas et al. 2013; Garcia-Flores et al. 2015).

Contrary to other widely used methods in the analysis of
plant materials, such as near infra-red spectroscopy (NIRS),
the datasets obtained by DIESI-MS allow not only classifica-
tion but also the quantification of specific molecules.
Therefore, DIESI-MS permits e.g. the screening of a plant
population for desired selection markers, such as high/low
caffeine content in the case of coffee trees (Montero-Vargas
etal. 2013). Compared to analytical standard techniques, such
as high-pressure liquid chromatography (HPLC) or gas chro-
matography (GC), with their respective detectors, e.g. mass
spectrometer (MS), diode array detector (DAD) or flame
ionisation detector (FID), the sample preparation is simple
and the cost per sample low. Consequently, DIESI-MS has
been adopted for the evaluation of coffee products, e.g. for
the detection of illegal admixtures of cheaper Robusta coffee
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(C. canephora) and high-quality Arabica coftee (C. arabica)
and for process-related and cup quality studies (Mendonga
et al. 2008; Amorim et al. 2009; Garrett et al. 2012).

Low-temperature plasma ionisation mass spectrometry
(LTP-MYS) represents a novel strategy for the direct measure-
ment of organic molecules from surfaces without any sample
pre-treatment (Harper et al. 2008). Recently, we presented an
improved LTP probe design, which enables the direct detec-
tion of organic molecules with different degrees of volatility
(Martinez Jarquin and Winkler 2016; Martinez-Jarquin et al.
2016). Coupled to a quadrupole MS analyser, molecules re-
lated to coffee aroma and quality, such as vanillin, guaiacol,
and caffeine, could be analysed by LTP-MS (Martinez-Jarquin
and Winkler 2013).

Hence, we evaluated the potential of LTP-MS for the direct
analysis of coffee products in comparison to DIESI-MS.

Materials and Methods
Coffee Samples

One hundred coffee samples were included: 95 roasted bean
samples representing the two commercially important coffee
species (28 of C. canephora and 67 of C. arabica) and 5
soluble coffee samples. The samples were of different geo-
graphical origins and post-harvest processing (dry and wet)
(Table S1). We subjected roasted coffee beans and the
lyophilised coffee extracts of those batches to both direct
MS methods.

DIESI-MS Analysis of Methanolic Extracts

For the DIESI-MS analysis, we obtained methanolic extracts
of 95 roasted coffee and 5 lyophilised samples, as described
before (Montero-Vargas et al. 2013). Samples were analysed
in triplicate. Mass spectra were acquired in ESI-positive
mode, using a Micromass ZQ 2000 quadrupole instrument
(Waters). For the measurements, the capillary voltage was
set to 3 kV, the cone voltage to 60 kV, and the extractor voltage
was 3 V. The source temperature and desolvation temperature
were set to 80 and 150 °C, respectively. Spectra in continuous
mode were acquired in an m/z range of 15-2000, with a run
duration of 1 min, a scan time of 10 s and an inter scan time of
0.1s.

Direct LTP-MS Analysis

For the direct analysis with LTP-MS, 500 mg of every sample
was located randomly in a 96-well plate. Extraction of metab-
olites was not necessary, but 500 uL of methanol was added to
every sample to moisten a few seconds before analysis. The
measurements were performed in triplicate. The parameters
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employed for the MS were the same as mentioned above, with
the exception of cone voltage and nitrogen flow which were
adjusted to 0 V and 0 L/h, respectively. The sample was di-
rectly exposed to the plasma beam, and spectra were collected
as mentioned above.

Data Analysis

Spectra were processed using a TOPPAS pipeline (OpenMS
TOPP tool) (Sturm et al. 2008) as reported previously
(Montero-Vargas et al. 2013) and applying an m/z binning
with 0.8-m/z intervals for DIESI-MS and LTP-MS, consider-
ing the mass tolerance of the mass detector (0.4 m/z). We
compared the chemical profiles using an unsupervised hierar-
chical clustering analysis (HCA) approach and generating
metabolic heatmaps with the ion intensities to evaluate the
discriminating power of fingerprint data. In order to determine
the contribution of every ion, we used Rattle (Graphical User
Interface, R package) (Williams 2011) for the generation of
Random Forest models. The Random Forest algorithm
consisted of training, validation and testing steps employing
m/z features (DIESI and LTP-MS data). In all comparisons,
70 % of samples were used to train the model, 15 % were used
for the validation step and the testing was done using 15 % of
total samples. Five hundred decision trees were built to finally
obtain a predictive model which was able to classify samples
dependent on species, geographical origin or coffee process-
ing. The variable (ion) importance was determined by a mea-
sure of the mean decrease in the Gini index; ions with higher
values play the most important role in predicting correct clas-
sification of coffee samples. For graphical box plot generation,
we employed RStudio packages.

Putative metabolite identification was conducted
employing SpiderMass (Winkler 2015a). A coffee metabolite
database was automatically generated with a list of coffee
compounds previously reported in literature (Farah et al.
2005; Mendonga et al. 2008; Amorim et al. 2009; Alonso-
Salces et al. 2009; Garrett et al. 2012; Weschenfelder et al.
2015; Moreno et al. 2015) and the CoffeaCyc database
(http://archive.gramene.org/pathway/coffeacyc.html).
Subsequently, matching with the DIESI and LTP-MS peak
lists was performed. The complete workflow can be
reproduced using the MASSyPup64 platform (http://lababi.
bioprocess.org/index.php/lababi-software/78-massypup)
(Winkler 2015b).

Results and Discussion

Comparison of DIESI-MS and LTP-MS Fingerprinting

We evaluated the DIESI-MS fingerprints of 95 roasted coffee
samples (IDs M1-M95) and 5 lyophilised samples (IDs M96—

M100). In addition, direct analysis with LTP-MS was con-
ducted for samples M91-M95 and their respective lyophilised
batches (M96-M100). All samples were analysed in triplicate.
Figure la—d shows characteristic spectra of lyophilised and
roasted coffee extracts analysed by DIESI and LTP-MS. The
spectra in positive mode of DIESI-MS for roasted coffee sam-
ples (Fig. 1a) display a wide range of ions up to a mass-to-
charge ratio of about 1000, but the strongest signals were
detected below m/z 250. The most intense ion detected was
m/z 94.254, which likely corresponds to methyl pyridinium
[M+H]+, a trigonelline degradation product generated during
coffee roasting (Amorim et al. 2009). The second most abun-
dant ion was m/z 138.136, which is associated with protonated
trigonelline (Garrett et al. 2012). In addition, an ion with very
low mass-to-charge ratio (m/z 39.616) was detected. For
lyophilised samples, DIESI-MS spectra in positive mode
show a smaller m/z range around m/z 600 in comparison with
roasted coffee. Similar to roasted coffee, we found m/z
138.136 and m/z 94.254 as the two most intense signals. In
addition to roasted coffee spectra, we observed ions such as
m/z 53.509, m/z 78.327, m/z 381.136 and m/z 543.166.

In the LTP-MS spectra of roasted samples, we observed
masses around m/z 200 which are less abundant compared
with data obtained by DIESI-MS. The most intense ions de-
tected were m/z 60.157, m/z 80.022, m/z 95.918, m/z 109.895,
m/z 135.907 and m/z 194.919. The last one corresponds to
protonated caffeine.

Contrary to roasted beans, in lyophilised samples, we ob-
served additional higher masses between m/z 200 and 800,
such as m/z 429.002, m/z 445.002, m/z 683.990 and m/z
757.954.

These distinct mass ranges from the DIESI-MS and LTP-
MS data each cover a wide mass range detecting volatile and
semi-volatile compounds, which are important for the aroma
of coffee. Molecules which confer taste, body and colour are
found in the higher mass range. Therefore, LTP-MS and
DIESI-MS are complementary for the measurement of
quality-related chemical profiles.

Using ion intensities of the DIESI-MS data, we gener-
ated a metabolic heatmap with the 40 strongest signals. In
general, the HCA displays a grouping mainly with respect
to the species (C. canephora and C. arabica) and
lyophilisation process (Fig. S1). Samples M96-M100 be-
long to lyophilised coffee and were perfectly discriminated
in a separate branch from the rest of the roasted coffee
samples. Roasted coffee samples of C. canephora (M1—
M24 and M91-M94) clustered together in a large group
(with exception of samples M10 and M16) while in a third
branch of the dendrogram only C. arabica samples were
grouped (Fig. S1). Hence, an HCA approach with DIESI-
MS metabolic fingerprinting data is suitable for differenti-
ating at level of species and coffee processing (roasted or
lyophilised coffee).

@ Springer


http://archive.gramene.org/pathway/coffeacyc.html
http://lababi.bioprocess.org/index.php/lababi-software/78-massypup
http://lababi.bioprocess.org/index.php/lababi-software/78-massypup

Food Anal. Methods

o 94.254
8
138.136

o4

@
@Q
o
S o.
< 37
c
3
o
<
29
s
& | 176.057

& 195.115

869.718 893.705
393,110 Is
‘/219.108 7 31008 631,449 1 L
C iy . . T Y = ]
200 400 600 800 1000
m/z

- 95918

o

@
@
o
5 (=3
581
f=
>
Qo
< 80.022(109.895
o o
=
kS
Q
14

o 99.989

60.157 123.931
AN /(135'5ﬂ194.919
° Tubdidinn
I | T T T 1
0 200 400 600 800 1000
m/z

=3 138.136

Relative Abundance

176.057

195.115
219.108  381.136,
m |, l,431.093 (543.166

T T T T 1
200 400 600 800 1000

m/z

g 95.918

60
1

86.012

40
1

80.022,

Relative Abundance

108.892

~126.910

20
1
41.920

60.157 _—194.919

429,002 683.99 757.954
239.013 N 445.019 >

o

0 200 400 600 800 1000

m/z

Fig. 1 Characteristic master spectra of roasted and lyophilised coffee extracts analysed by DIESI (a, b) and LTP-MS (¢, d). Figures show the spectra of

ions detected in positive mode

Creation of Random Forest Model for Differentiating
Between Species and Coffee Processing

In order to determine the most important ions that distinguish
between species and coffee processing by both DIESI and
LTP-MS data, we generated a Random Forest model with
500 tree decisions, which delivers the 30 most important ions
for every comparison (Figs. 2a—c and 4a, b). Ions with bigger
values of a mean decrease in Gini are better at discriminating
between coffee classes. In addition, to determine the putative
identity of these ions, first we summed up the spectra of all
samples analysed either by DIESI-MS or by LTP-MS to gen-
erate a master spectrum and extract a list of average masses.
Then, we conducted a matching with a custom coffee data-
base, generated in SpiderMass (Winkler 2015a). Tables 1 and
2 list putative compounds for DIESI-MS and LTP-MS,
respectively.

Classification of Roasted C. arabica and C. canephora
Beans by Species

Several methods have been proposed to identify metabolite
markers distinguishing between coffee species and varieties
(Martin et al. 1998; Rogers et al. 1999; Pizarro et al. 2007; Wei
et al. 2012; Nascimento et al. 2015). Here, we analysed the
methanolic DIESI-MS fingerprint of C. arabica and
C. canephora coffee samples to establish metabolite markers
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specific of the species. Figure 2a shows the 30 most important
ions defining if a coffee-roasted sample corresponds to
C. arabica or C. canephora species. The predictive Random
Forest model was able to identify both species with an error
rate of 1.01 % applying the model to a testing sample set
(which was not included in the model building). Between
the most important identified ions, we found three compounds
which belong to fatty acids: m/z 101.217 (tiglic acid), m/z
169.121 (mesaconic acid) and m/z 279.232 (linoleic acid).
The two last ions were detected at higher levels in
C. canephora compared with C. arabica samples
(Table S2). Linoleic acid was previously reported as one of
the most important fatty acids to discriminate between coffee
varieties (Martin et al. 2001; Romano et al. 2014).
Compounds corresponding to carboxylic acids such as m/z
77.301 (glycolic acid), m/z 113.176 (oxalic acid) and m/z
127.140 (malonic acid) were detected as well. m/z 521.216
(atractyloside analogue IT) and m/z 767.304 (atractyloside an-
alogue I) were detected with stronger signal intensities in
C. arabica in comparison to C. canephora (Table S2).
Previously, these two diterpene glycoside compounds have
been proposed as important compounds for quantification of
Arabica-Robusta blends (Garrett et al. 2012).

The coffee roasting process leads to trigonelline degrada-
tion. Some of its degradation products were detected, includ-
ing m/z 92.255 (1-pyrroline) and m/z 131.165 (1,4-
dimethylpyridinium). Other compounds with high abundance
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Fig. 2 Variable (ion) importance ranking for differentiation between coffee sample processes with DIESI-MS data. Thirty most important ions are

shown for discriminating between a C. canephora and C. arabica species, b geographical origin and ¢ wet and dry post-harvest processing

in C. arabica and contributing to species differentiation are
listed in Table S2.

Metabolic fingerprinting data of C. canephora and
C. arabica species, obtained by DIESI-MS, therefore are suf-
ficient to correctly classify coffee samples with high accuracy,
employing a Random Forest model.

Classification of Roasted Beans According
to Geographical Origin

To evaluate the capability of DIESI-MS to discriminate
roasted coffee samples having different geographical origins,
including four states in Mexico (Chiapas, Oaxaca, Veracruz,
Puebla) and Vietnam, we generated Random Forest models.
In total, 61 samples were included: 36 from Chiapas, 8 from
Oaxaca, 8 from Veracruz, 8 from Puebla and 1 from Vietnam.
The results obtained showed a classification error rate of
19.4 % with the final predictive model obtained. But applying
this model to a testing sample group, 94 % of samples were
assigned correctly. Figure 2b shows the 30 most important
ions differentiating between different geographical origins.
Of all tested ions for differentiating coffee processing or spe-
cies, six ions were exclusive to separation of samples with
different geographical origin: m/z 60.473 (trimethylamine),
m/z 91.227 (lactic acid), m/z 115.176 (glycolic acid), m/z
265.168 (pentadecanoic acid) and ions m/z 681.361 and m/z
758.574. Some researchers have proposed the use of individ-
ual metabolites and compound classes to identify

geographical origin of coffee samples, including GABA,
acetic acid, trigonelline, caffeine, choline, sucrose, free
aminoacids, chlorogenic acids and methylxanthines (Parras
et al. 2007; Alonso-Salces et al. 2009; Choi et al. 2010; Wei
et al. 2012). But employing a set of metabolites demonstrates
an increased discriminative power.

Although the sample set only included 61 samples from
Mexico and Vietnam, our results indicate the possibility to
use direct MS in combination with data mining to determine
the geographical origin of roasted coffee samples and coffee
blends and to identify relevant metabolic markers.

Discrimination of Roasted Beans From Wet and Dry
Processing

After the harvest, cherry coffee fruits are processed using dry,
semi-dry or wet methods for removing the pulp and hull. The
green beans are then roasted and ground to obtain the coffee
product. Post-harvest processing of coffee beans has been
shown to have a great impact on coffee beverage quality
(Tarzia et al. 2010). Thus, we employed DIESI-MS finger-
printing on roasted coffee beans to find the ions that indicate
the chemical differences between wet and dry post-harvest
processing (Fig. 2c¢). The Random Forest model generated
permitted us to classify coffee samples from wet or dry pro-
cessing with an error rate of 5.29 % in a testing dataset. The
most important ions distinguishing coffee processing repre-
sent several compound classes, as well as chemical processes

@ Springer
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Table 1 The most important

compounds detected in coffee m/z Monoisotopic mass (Da) Ionization Compound name
samples by DIESI-MS differenti- mode
ating between species, geograph-
ical origin and coffee processing, 60.473 59.073498 [M+H]+ Trimethylamine
putatively identified by a custom 77.301 76.016045 [M+H]+ Glycolic acid
SpiderMass database 79324 79.042198 +-0 Pyridine
91.227 90.031693 [M+H]+ Lactic acid
92.255 69.057846 [M+Nal]+ 1-Pyrroline
98.251 59.073498 [M+K]+ Trimethylamine
99.218 76.016045 [M+Na]+ Glycolic acid
101.217 100.052429 [M+H]+ Tiglic acid
113.176 89.995308 [M+Na]+ Oxalic acid
115.176 76.016045 [M+K]+ Glycolic acid
127.14 104.010956 [M+Nal]+ Malonic acid
131.165 108.080772 [M+Nal]+ 1,4-Dimethylpyridinium
169.121 130.026611 [M+K]+ Mesaconic acid
174.148 173.045547 [M+H]+ Shikimate
184.117 161.060806 [M+Nal]+ Methyl cinnamate
195.115 194.080383 [M+H]+ Caffeine
196.142 173.045547 [M+Nal+ Shikimate
220.139 219.112015 [M+H]+ Zeatin
221.138 198.052826 [M+Na]+ Feruloyl-caffeoylquinic acid
264.168 264.208923 +—-0 Farnesyl acetate
265.168 242.224579 [M+Na]+ Pentadecanoic acid
279.232 278.224579 [M+H]+ Linoleic acid
281.202 280.240234 [M+H]+ Linoleic acid
284.203 284.271515 +-0 Stearic acid
324.243 324.024628 +/-0 5-Enolpyruvylshikimate-3-phosphate
381.136 342.116211 [M+K+ sucrose
521.216 498.116211 [M+Nal]+ 3,4-Dicaffeoylquinic-1,5-lactone
537317 498.116211 [M+K]+ 3 4-Dicaffeoylquinic-1,5-lactone
553.264 530.142456 [M+Nal+ 4-Caffeoyl-5-feruloylquinic acid
579.224 540.469482 [M+K]+ Zeta-carotene
591.324 568.42804 [M+Nal+ Zeaxanthin
595.234 594.137329 [M+H]J+ Cyanidin 3-(p-coumaroyl)-glucoside
617.345 578.142456 [M+K]+ Procyanidin B-3
796.541 757.197449 [M+KJ+ Pelargonidin 3-O-(6-caffeoyl-{3-D-glucoside)
5-O-f3-p-glucoside
798.542 759.57782 [M+K]+ 1-16:0-2-18:1-Phosphatidylcholine
892.642 892.535339 +/-0 Chlorophyll
893.705 870.565918 [M+Nal]+ Pheophytin a
909.713 908.529114 [M+H]+ Chlorophyll b
915.716 892.535339 [M+Nal]+ a-Chlorophyll
927.756 926.631836 [M+H]J+ All-trans-undecaprenyl diphosphate
935.729 897.157043 [M+K]+ (E)-cinnamoyl-CoA
949.768 926.631836 [M+Na]+ All-trans-undecaprenyl diphosphate

Unknown [m/z]  53.509, 126.169, 186.144, 188.145,204.113, 376.194, 445.108,509.3592.324, 615.343,
616.313, 619.317, 647.339, 653.344, 655.437, 657.409,671.353, 681.361, 758.574,
767.304,797.512, 820.527, 869.718, 885.699, 907.682, 910.716, 911.715, 919.723,
922.754
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Table 2 The 30 most important

Monoisotopic mass (Da)

Ionization mode

Compound name

compounds detected in coffee m/z

samples by LTP-MS differentiat-

ing between roasted and 60.157 60.02113

lyophilised coffee, putatively 68.112 67.042198

ideptiﬁed by a custom 80.996 80.037445

SpiderMass database
93.970 94.053101
95.918 96.021126
96.947 74.073166
107.946 108.080772
109.895 110.036781
127.943 128.047348
133.929 134.02153
135.907 136.100052
137913 137.047684
143.928 144.115036
151.949 152.047348
153.953 154.135757
159.912 137.047684
163.924 163.975494
165.929 166.049072
174.924 152.083725
178.936 178.078247
192.944 170.130676
193.915 194.057907

+/-0 Acetic acid

[M+H]+ Pyrrole

[M+H]+ Pyrazine

+-0 Methylpyrazine

+/-0 Furfural

[M+Na]+ 2-Butanol

+-0 1,4-Dimethylpyridinium
+/-0 Catechol

+/-0 Furaneol

+/-0 Malic acid

+—-0 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazine
[M+H]+ Trigonelline

+-0 Caprylic acid

+/-0 Vanillin

+/-0 A-Terpineol

[M+Na]+ Trigonelline

+-0 Methyl trifluoromethanesulfonate
+-0 7-Methylxanthine
[M+Na]+ p-Ethylguaiacol
[M+H+ Phenanthrene

[M+Na]+ cis-Furan linalool oxide
+-0 Ferulic acid

Unknown [m/z]

70.116, 181.942, 205.923, 239.013, 445.019, 683.99, 757.954, 759.960

occurring during coffee roasting. Trigonelline degradation was
shown by compounds such as m/z 79.324 (pyridine), m/z 92.255
(1-pyrroline) and m/z 131.165 (1,4-dimethylpyridinium). 1,4-
Dimethylpyridinium was described in a study that investigated
the changes in levels of furans, ketones, pyrazines, acids, pyri-
dines and pyrroles (Gonzalez-Rios et al. 2007). We also identi-
fied compounds important in chlorogenic acid formation (m/z
184.117, methyl cinnamate; m/z 196.142, shikimate) and lactone
(m/z521.216, 3 ,4-dicaffeoylquinic-1,5-lactone), all of which re-
sult from modifications of chlorogenic acids during roasting
(Rakesh Jaiswal 2014).

Other ions which were present in higher levels in samples
with wet processing compared to dry processing were m/z
591.324 (zeaxanthin), m/z 617.345 (procyanidin B-3), m/z
796.541 (pelargonidin 3-O-(6-caffeoyl-3-D-glucoside)5-
O-3-p-glucoside) and m/z 798.542 (1-16:0-2-18:1-phosphati-
dylcholine). In contrast, m/z 221.138 (3,5-dimethyl-4-
hydroxybenzoic acid), m/z 195.115 (caffeine), m/z 169.121
(mesaconic acid) and m/z 220.139 (zeatin) were found in more
abundance in samples from dry processing. Previous reports
have proposed ions from fatty acids, chlorogenic acids, sugars
and carboxylic acids as being the most important to separate
between dry, wet and semi-wet post-harvest processing,
employing principal component analysis (PCA) (Amorim
et al. 2009). In contrast, predictive data mining models

correctly classify samples according to wet or dry post-
harvest processing from MS fingerprinting data, but also in-
dicate relevant compounds and reactions in the coffee roasting
process.

Rapid Classification of Roasted and Lyophilised Coffee
Products

The lyophilisation process involves the treatment of ground
roasted coffee with hot water, cooling, centrifugation, concen-
tration by heating and drying through freeze-drying, until only
approximately 5 % of moisture is left. During this process,
only water-soluble compounds are extracted; the lipophilic
fraction and volatile compounds are reduced in the final coffee
product (Farah 2012).

Roasted beans and lyophilised coffee were available for
five batches (IDs 91-100). These samples were analysed
using DIESI-MS and LTP-MS. Both methods clearly discrim-
inated between the two different products. Moreover, triplicate
samples clustered together with one exception, which demon-
strates the high repeatability of both methods (Fig. 3a, b).

The Random Forest model, generated with DIESI-MS da-
ta, perfectly (0 % error rate) discriminated between roasted
and lyophilised coffee (Fig. 4a) when the model was applied
to the testing dataset. Sixteen of the 30 most important ions
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Fig. 3 Metabolic heatmap generated with the 40 most intense ions
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to five roasted coffee samples (91-95) and five lyophilised coffee samples

that indicate difference in processing were present in roasted,
but not in lyophilised samples (Fig. S2). These ions were
mainly signals with a mass-to-charge ratio above m/z 600.

Fig. 4 Variable (ion) importance
ranking for differentiation be-
tween roasted and lyophilised
coffee samples with DIESI-MS
(a) and LTP-MS (b) data. The 30
most important ions are shown
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(96-100) with their respective technical triplicates, were included. All
triplicates cluster together. The main branches reflect the processing state

On the other hand, some ions presented higher signal in-
tensity in roasted coffee, compared to lyophilised samples e.g.
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acid) and m/z 284.203 (stearic acid). Since little sample prep-
aration is necessary before measurement, DIESI-MS repre-
sents a suitable mass spectrometry technique for rapid analysis
and classification of samples. Nevertheless, new strategies
which require no sample preparation still would be
advantageous.

Using ionisation/desorption with LTP, it is possible to cover
a large range of compounds, including volatiles, which corre-
spond to the mainly observed ions of roasted and lyophilised
coffee. The predictive Random Forest model generated with
LTP-MS data correctly distinguished (error rate of 0 %) be-
tween roasted or lyophilised coffee samples in the testing sam-
ple set. Between the 30 most important ions that contribute to
the classification, we found 17 ions presenting higher abun-
dance in roasted coffee in comparison with lyophilised coffee
(Fig. S3). Seven ions (m/z 93.97, 107.946, 109.895, 133.929,
135.907, 143.928 and 159.912) were only detected in roasted
coffee by LTP-MS, but not in lyophilised samples (Fig. S3). In
contrast, ions 71/2 239.013 and higher mass-to-charge ratio such
as m/z 445.019, m/z 683.990, m/z 757.954 and m/z 759.960
were not found in roasted samples (Fig. S3). This is consistent
with the fact that during the lyophilisation process compound
transformations occur, as well as qualitative and quantitative
changes of several volatiles, which in turn influence the sensory
quality of soluble coffee (Flament and Bessiére-Thomas 2002).
In fact, several methodologies focussed on retention of aroma
quality-related compounds have been reported (Baggenstoss
et al. 2010; Jeszka-Skowron et al. 2014; Padma Ishwarya and
Anandharamakrishnan 2015; Weschenfelder et al. 2015;
Freiberger et al. 2015; Moreno et al. 2015).

Roasted and soluble coffee could be easily distinguished by
organoleptic inspection. But since the sample preparation for
LTP-MS is negligible, and data are delivered in a few seconds,
the method demonstrates a potential in process development
and control, for optimizing the aroma and flavour of products,
and in the quality control of soluble coffee products, such as
proving the origin of raw materials or the authenticity of a
producer.

Conclusions

Applying data mining strategies to direct mass spectrometry
(MS) data of coffee products resulted in predictive models for
reliable classification according to species, geographic origin
and processing. Although our sample set was limited with
respect to the number of included geographic regions, final
coffee products, etc., our results demonstrated the impressive
discriminative power of data mining models from direct-
injection electrospray (DIESI) and low-temperature plasma
(LTP) ionisation mass spectrometry (MS) data. LTP-MS is
able to trace volatile compounds, which are important for
the aroma of the final product, without sample pretreatment.

Therefore, LTP-MS shows high potential for the rapid and
cost-efficient analysis of coffee products in process monitor-
ing and quality control. Analysing chemical profile data with a
Random Forest strategy delivers testable classification
models, as well as important compounds, and therefore sup-
ports the study of process reactions.
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