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RESUMEN

El cacao se encuentra entre los diez productos agricolas mas importantes del mundo. El
presente estudio decodificd el genoma plastidial de Cacao Fino de Aroma de Amazonas
utilizando técnicas de secuenciamiento masivo. En este estudio se obtuvieron dos genomas
plastidiales completos de cada una de las muestras INDES34 e INDES67, mientras que los
genomas mitocondriales fueron ensamblados parcialmente (~20%). La presencia de mas de
un genoma plastidial por cada ejemplar de cacao, confirmaria el primer reporte de
“heteroplasmia” en plantas de cacao. El tamafio de los 4 genomas plastidiales varia desde
160,589 pb hasta 160,620 pb y contienen el mismo porcentaje de GC (36.9). Estan
compuestos por 130 genes (37 tRNA, 8 rRNA y 85 genes codificantes de proteinas), de los
cuales 17 genes estan duplicados en la IR (6 genes codificantes de proteinas, 4 rRNA y 7
tRNA). Los andlisis filogendmicos revelaron que los genomas plastidiales INDES67_3a,
INDES67_3b e INDES34_6a tienen mayor afinidad con los grupos genéticos de Nanay e
Iquitos; mientras que INDES34_6b tiene mayor afinidad con el grupo genético Contamana.
Este estudio resalta la importancia de los estudios gendmicos para identificar distinciones
entre variedades de cacao con caracteristicas agronémicas demandadas por los agricultores.
Adicionalmente, se confirma que las investigaciones en Cacao estdn mas centradas en
estudios bioquimicos. Sin embargo, hay pocos estudios relacionados al uso de herramientas
moleculares, pero que han repercutiendo indirectamente en la mejora de los estandares de

calidad de vida de la poblacién.

Palabras claves: ADN, Cacao Fino de Aroma, genoma plastidial, genoma mitocondrial,

Theobroma cacao.
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ABSTRACT

Cocoa is among the ten most important agricultural products in the world. The present study
decoded the plastid genome of Cacao Fino de Aroma de Amazonas using massive sequencing
techniques. In this study, two complete plastid genomes were obtained from each of the
INDES34 and INDES67 samples, while the mitochondrial genomes were partially assembled
(~20%). The presence of more than one plastid genome for each cocoa specimen would
confirm the first report of "heteroplasmy" in cocoa plants. The size of the 4 plastid genomes
varies from 160,589 bp to 160,620 bp and they contain the same percentage of GC (36.9).
They are composed of 130 genes (37 tRNA, 8 rRNA, and 85 protein-coding genes), of which
17 genes are duplicated in the IR (6 protein-coding genes, 4 rRNA, and 7 tRNA). The
phylogenomic analyzes revealed that the plastid genomes INDES67_3a, INDES67_3b and
INDES34 _6a have greater affinity with the genetic groups of Nanay and lquitos; while
INDES34_6b has a higher affinity with the Contamana genetic group. This study highlights
the importance of genomic studies to identify distinctions between cocoa varieties with
agronomic characteristics demanded by farmers. Additionally, it is confirmed that research
on Cocoa is more focused on biochemical studies. However, there are few studies related to
the use of molecular tools, but they have had an indirect impact on improving the quality of
life standards of the population.

Keywords: DNA, Fine Aroma Cocoa, mitochondrial genome, phylogenomics, plastid
genome, Theobroma cacao.
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INTRODUCCION

El género Theobroma L. pertenece a la familia Malvaceae y agrupa 22 especies (Bayer
et al., 1999), siendo el cacao (Theobroma cacao L.) la principal especie econdémica
(Gopaulchan et al., 2019). El cacao se origin0 en la cuenca amazdnica sudamericana y
se presenta como un arbol tropical del sotobosque (Bartley, 2005). Este cacao se cultiva
como plantaciones comerciales, cuyo crecimiento y produccion se ha adaptado en
Africa, Asia y América, y constituye una fuente importante de ingresos para muchos
pequefios productores en esas regiones (Dantas y Guerra, 2010; Da Silva et al., 2016).
En la actualidad, el cacao se encuentra entre los diez productos agricolas mas
importantes del mundo (Utro et al., 2012). Los granos de cacao (semillas) son la fuente
de chocolate, ademas de -carbohidratos, grasas, proteinas, minerales naturales,

flavonoides y vitaminas (World Cocoa Foundation, 2014: Boza et al., 2014).

El arbol del cacao fue domesticado a partir de ancestros salvajes en América Central
(Motamayor et al., 2002) y actualmente se cultiva con fines comerciales en mas de 50
paises de regiones tropicales de América Central y del Sur, Asia y Africa
(Wickramasuriya y Dunwell, 2018). Tradicionalmente, se designaron tres variedades de
cacao; Forastero, Criollo y Trinitario, los cuales guardan relacién con su extension
geografica natural desde el sur de Bolivia hasta México (Toxopeus, 1985; Cheesman,
1944; Motamayor et al., 2002; 2008). Si bien existe cierta confusion sobre el significado
de estos nombres en el registro histérico, la industria reconoce a la variedad Forastero
como vigorosa con granos morados oscuros con un sabor relativamente amargo vy, a
menudo, un sabor acido (Toxopeus, 1985; Cheesman, 1944; Loor et al. 2009). La
variedad Criollo es menos vigorosa y produce granos blancos o ligeramente pigmentados
con un fuerte aroma deseable y un ligero amargor (Toxopeus, 1985; Argout et al., 2011,
2017). Por otro lado, las variedades Trinitarias se caracterizan por su alto rendimiento y
resistencia a enfermedades, los granos tienen un sabor mucho mas sutil (Cheesman,
1944; Bekele et al., 2007; Motilal et al., 2010), y se cree que son hibridos derivados de
las variedades Forastero y Criollo (Motamayor et al., 2003; Motilal y Sreenivasan, 2012;
Yang et al., 2013).
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Sin embargo, en un estudio con marcadores microsatélites se han reconocido diez grupos
genéticos distintos de cacao: Amelonado (en Brasil, Costa Rica y Ghana); Contamana e
Iquitos (en Peru y Brasil); Criollo (en Ecuador, Venezuela, Panam4, Costa Rica y
México); Nacional y Curaray (s6lo en Ecuador); Guiana (sélo en Brasil); Marafion (en
Per( y Bolivia); Nanay (sélo en Peru); y Purus (en Brasil y Bolivia) (Motamayor et al.,
2008). Recientes estudios han sugerido que podrian existir poblaciones adicionales en
Bolivia (Zhang et al., 2012), Pert (Motamayor et al., 2010) y Colombia (Osorio-Guarin
et al., 2017). Es probable que se encuentren otros grupos genéticos Unicos de cacao a
medida que se exploren mas areas silvestres en América del Sur (Gopaulchan et al.,
2019). Actualmente, los analisis de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) tienen
un mayor potencial para registrar la diversidad genética y descubrir diferencias en los
genomas de las variedades vegetales (Gopaulchan et al., 2019). Sin embargo, en varios
paises del tercer mundo, donde se produce el cultivo de cacao, el genotipado de alto
rendimiento todavia no es econdémicamente factible (Da Silva et al., 2016). Estas
secuencias / regiones polimorficas podrian ser adecuadas para futuros estudios
evolutivos y filogenéticos del género Theobroma y la familia Malvaceae, tanto para
resolver incertidumbres taxondmicas para distinguir taxones estrechamente relacionadas
con el cultivo de cacao (Abdullah et al., 2020). Ademas, el disefio de los marcadores
podria ser adecuado para resolver cultivares estrechamente compatibles genéticamente
y taxones silvestres para programas de mejoramiento (Abdullah et al., 2020). De esta
manera, las versiones recientes del genoma de T. cacao, representan un modelo nuevo y
simple para estudiar los procesos evolutivos, genética estructural y funcional,

bioquimica, y gendmica comparativa para el arbol del cacao (Argout et al., 2011, 2017).

En el Perq, la region Amazonas es el septimo productor de cacao fino de aroma, el cual
posee caracteristicas distintivas de aroma y sabor muy apreciadas en el mercado
internacional (MINAGRI, 2018). En 2015, mediante la Ordenanza Regional N° 368, el
Gobierno Regional de Amazonas establecid la denominacion de origen del “Cacao
Amazonas Peri” por sus caracteristicas bromatologicas, las condiciones ambientales
donde se cultiva y porque la region Amazonas forma parte del gran Centro de Diversidad
Genética de la especie de cacao (El Peruano, 2015; MINAGRI, 2018). Actualmente, se
conocen estudios de huella volatil (Valle-Epquin et al., 2020); acidos grasos (Oliva-
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Cruz, et al., 2021a), compuestos fendlicos, aromaticos y fisico-quimicos (Castro-Alayo
et al., 2019; Ordofiez et al., 2020) y estudios fenotipicos (Oliva-Cruz y Maicelo, 2020;
Oliva-Cruz et al., 2021b). Sin embargo, este cacao fino de aroma ain no ha sido

caracterizado con el uso de herramientas moleculares (Ordoriez et al., 2020).

Recientemente, estudios preliminares en la identificacién de genotipos del Cacao Fino
de Aroma han permitido caracterizar cinco variedades genéticas de cacao en la Region
Amazonas (Bustamante et al., 2022). Sin embargo, la informacion sobre la estructura y
funcionalidad del genoma del cacao fino de aroma de Amazonas aun es desconocida.
Esta caracterizacion genomica estructural y funcional permitira entender la
funcionalidad de los genes del cacao (Yang et al., 2014). La gendmica estructural
involucra la naturaleza fisica del genoma e incluye la secuenciacion y el mapeo de los
genomas; asimismo, la genomica funcional implica el estudio de la expresion y funcion
del genoma (Wang et al., 2019). Por lo tanto, es importante estudiar la localizacion y
funcién de los genes candidatos mediante enfoques de genémica funcional y estructural
para conocer procesos biologicos de interaccién, por ejemplo, entre el arbol de cacao y
sus enfermedades tal como Phytophthora o moniliasis (Micheli et al., 2010; Argout et
al., 2011). Asimismo, estas metodologias son claves para acelerar el desarrollo de
cultivares promisorios mediante la aplicacion de nuevos enfoques biotecnoldgicos
(Fister et al., 2016).

De esta manera, el presente estudio busca decodificar los genomas plastidiales y
mitocondriales del cacao fino de aroma (T. cacao) estableciendo la localizacion y
funcidn de sus respectivos genes. Asimismo, los ensambles de estos genomas permitiran
determinar las relaciones evolutivas entre las distintas variedades de cacao. Este estudio
también busca determinar las implicancias de las investigaciones del cacao fino de aroma

bajo un enfoque de produccion sostenible en la regiéon Amazonas.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Area de estudio
La region Amazonas fue el centro de investigacion, especificamente las muestras de

cacao fueron colectadas en la provincia de Bagua (420 m.s.n.m.) (Figura 1).
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Figura 1. Mapa de localizacion del area de estudio donde se obtuvo el material vegetal
de Cacao Fino de Aroma de Amazonas.

2.2. Colecta de muestras de cacao fino de aroma

El Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre (SERFOR) otorgd un permiso de
investigacion cientifica en flora silvestre para la colecta de Cacao Fino de Aroma
(MIDAGRI-SERFOR-DGGSPFFS, con codigo de autorizacion N° AUT-IFL-2020-
0051). Se colectaron muestras de dos genotipos enmarcados en “cacao fino de aroma
de Amazonas”, identificados por Bustamante et al. (2022), provenientes de la provincia
de Bagua (INDES34 = 5°40'52.1688", 78°24'13.9934" y INDES67 = 5°44'36.2040",
78°21'37.8225") en la Regiébn Amazonas (Figura 1). Muestras de tejido de
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aproximadamente 50 mm? de las hojas mas tiernas de cacao fueron tomadas para los
analisis moleculares y se colocaron en tubos Eppendorf Safelock de 1,5 ml
preetiquetados. Estas muestras también se depositaron en el herbario de la Universidad
Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza (KUELAP) y asignados a los cddigos:
KUELAP-638 (INDES34) y KUELAP-659 (INDES67) (Thiers, 2016). Para cada sitio
de coleccion, se registro la fecha, la hora y las coordenadas GPS. Se tomaron
fotografias para registrar los lugares de muestreo y las caracteristicas del lugar (Figura
2).
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Figura 2. Colecta de muestras del Cacao Fino de Aroma.

2.3. Analisis gendmico del cacao fino de aroma
2.3.1. Extraccién de ADN gendmico
La extraccion de ADN se realizd en el laboratorio de Biologia Molecular y
Gendmica de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de
Amazonas. EI ADN genomico total fue extraido usando el kit NucleoSpin

(Macherey-Nagel, Duren, Alemania) segun el siguiente protocolo:
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Se selecciond 50 mm? de tejido vegetal (hojas jovenes de cacao). Las mismas
que fueron sumergidas en nitrogeno liquido y pulverizadas en un disruptor
manual.

A la muestra pulverizada se agreg6 400 uL del Buffer PL1y 10 pL de RNasa
a cada muestra, se agitd durante 15 a 30 segundos a 1500 x g. y se incubd las
muestras a 65 °C durante 60 minutos.

Luego se centrifugd las muestras durante 1 minuto a 11,000 x g.

Se adiciono el lisado en la columna con anillo violeta y se centrifugd durante
2 minutos a 11,000 x g.

Luego se agreg0 450 pL de Buffer PC y mezclar bien, pipeteando 5 veces

Se coloco una columna NucleoSpin Plant 11 (anillo verde) en un nuevo tubo
de recogida (2 mL), y se adicion6 un maximo de 700 uL de la muestra y
posteriormente se centrifugd durante 1 minuto a 11,000 x g, se desechd el
flujo.

ler Lavado: Se Agreg6 400 uL Buffer PW1 a la NucleoSpin Plant I1 Columna,
se centrifugd durante 1 minuto a 11,000 x g y se desecho el flujo.

2do Lavado: Se Agreg6 700 pL Buffer PW2 a la NucleoSpin Plant 11 Columna
se centrifugd durante 1 minuto a 11,000 x g y se desecho el flujo.

3er Lavado: Se Agreg6 200 puL maés de Buffer PW2 a la Columna NucleoSpin
Plant Il y se centrifugd durante 2 minutos a 11,000 x g.

Elucion: Se coloco la columna NucleoSpin Plant Il en un tubo nuevo de
microcentrifuga de 1,5 mL. Se afiadi6 50 uL de Buffer PE (65 °C) en la
membrana, incubando la columna durante 5 minutos a 65 °C y se centrifugd
durante 3 minutos a 145,000 x g, luego eludir el ADN. Este paso se repitio
dos veces hasta completar un volumen total de 100 pL.
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Figura 3. Proceso de extraccion de ADN gendmico del Cacao Fino de Aroma.

2.3.2. Cuantificacion de ADN gendmico extraido

Una vez extraido el ADN, se procedi6 a cuantificar la concentracion de ADN
usando un Qubit 3 (Applied Scientific, Estados Unidos) y el kit de cuantificacion
Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (cat. Q32850) de la siguiente manera:

- Inicialmente el equipo fue calibrado. Seguidamente se utilizd tubos de 0.6 mL
para estandares y muestras. El Qubit® y el dSSDNA BR requiere 2 estandares.

- Se prepard la solucion de trabajo Qubit® diluyendo el reactivo Qubit®
dsDNA BR. Se afiadi6 199 L de la solucion de trabajo Qubit® a los tubos de
ensayo individuales y 1 uL de ADN gendmico, obteniendo un volumen final
de 200 pL.

- Luego se homogenizo agitando en un Vortex por un lapso de 2—3 segundos.

- Las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos.

- Finalmente, cada muestra fue leida en la cAmara de muestra de forma

individual, y anotados las lecturas de cada muestra en ng/pL.
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Figura 4. Proceso de Cuantificacion de ADN gendmico del Cacao Fino de
Aroma.

2.3.3. Preparacion de ADN gendmico y secuenciamiento masivo

El ADN genomico fue enviado hacia myGenomics, LLC (Alpharetta, GA EE.
UU.) para su secuenciacion comercial. Brevemente, el ADN gendmico fue
sometido a mediciones de densidad Optica en NanoDrop y Qubit (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA EE. UU.). La calidad del ADN fue evaluada en
electroforesis en gel de agarosa y Agilent Tapestation para confirmar la pureza y
la concentracion antes de la preparacion de las librerias. EI ADN gendémico fue
fragmentado y ligado a adaptadores Gnicos utilizando el kit de preparacion de la
biblioteca Swift 2S Turbo DNA (Swift Bioscience, Ann Harbor, MI, EE. UU.). La
libreria resultante fue probada para la distribucion del tamafio y la concentracion
usando Qubit y tapestation. Las librerias se secuenciaron en NextSeq 500
(IMumina, San Diego, CA) de acuerdo con la operacién estandar. Se generaron
reads pareadas de 150 nucleétidos (nt) y se verific la calidad de los datos
utilizando FastQC (Babraham Institute, Cambridge, Reino Unido).
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2.4.

2.3.4. Ensamblaje del ADN gendmico secuenciado

Los genomas plastidiales fueron ensamblados utilizando la funcion Map to
Reference con la configuracion predeterminada (Custom / Sensitivity, con 10
interacciones) en Geneious Prime (Biomatters, Ltd, Auckland, Nueva Zelanda)
utilizando una secuencia de referencia de T. cacao (accesion de GenBank
HQ336404) (Jansen et al., 2011). Los contigs generados para las muestras de
Cacao Fino de Aroma (INDES34, INDES67) se unieron al superponer regiones de
solapamiento (Argout et al., 2017). La exactitud y circularidad de los genomas se
confirmaron mediante el mapeo de los reads y contigs utilizando la misma
herramienta de mapeo a la referencia en Geneious Prime, v. 2020.0.3
(www.geneious.com).  Asimismo, los genomas mitocondriales fueron
ensamblados utilizando la funcion Map to Reference con la configuracion
predeterminada (Custom / Sensitivity, con 10 interacciones) en Geneious Prime
utilizando Gossypium hirsutum L, como secuencia de referencia (accesion de
GenBank NC_028254 (Tang et al., 2015).

2.3.5. Anotacion de genes plastidiales

Los genomas plastidiales y mitocondriales fueron anotados usando MFannot
(Beck & Lang 2010), Geneious Prime, NCBI ORFfinder, y tRNAscan-SE 1.21
(Schattner et al., 2005). Asimismo, se uso los softwares RNAmmer 1.2 Server y

CPGAVAZ2 para corroborar la anotacion.

Analisis de las relaciones evolutivas del cacao fino de aroma

2.4.1. Andlisis comparativo de genomas plastidiales

La identidad de las secuencias entre los genomas plastidiales de Cacao Fino de
Aroma fueron comparadas utilizando el software mVISTA (Frazer et al., 2004)

con T. cacao (HQ336404) como referencia.

2.4.2. Analisis filogenéticos de los genomas plastidiales y mitocondriales
Los genomas plastidiales fueron alineados con otros genomas de cacao
descargados de la base de datos (Genbank) utilizando MAFFT (Katoh y Standley,
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2013). Los analisis filogenéticos se ejecutaron con RAXML-NG (Kozlov et al.,
2019) usando el modelo GTR + gamma'y 1000 réplicas. Los arboles filogenéticos

se visualizaron con TreeDyn 198.3 en Phylogeny.fr (Dereeper et al., 2008).

Tabla 1. Lista de voucher de genomas plastidiales de especies de Theobroma

utilizadas en los andlisis filogenémicos.

Species Voucher Cadigo de colecta Pais

T. cacao KUELAP-638 INDES34 Peru

T. cacao KUELAP-659 INDES67 Peru

T. cacao JQ228387 - Trinidad and Tobago
T. cacao JQ228386 - Trinidad and Tobago
T. cacao JQ228381 - Trinidad and Tobago
T. cacao KY085907 - USA

T. cacao HQ244500 - Pert

T. cacao JQ228380 - Ghana

T. cacao JQ228389 - Puerto Rico

T. cacao JQ228383 - Trinidad and Tobago
T. cacao JQ228382 - Per(

T. cacao JQ228385 - Suriname

T. cacao JQ228379 - USA

T. cacao HQ336404 - USA

T. grandiflorum  NC_054233 - China

T. grandiflorum  JQ228388 - Puerto Rico

2.5. Implicancia de los analisis moleculares en la produccion sostenible

Se recopilaron articulos (indexados en SciELo, Scopus, Web of Science publicados en
temas de Cacao Fino de Aroma utilizando palabras clave referidas a "Theobroma”,
“cacao" a lo largo del pais. La base de datos fue agrupada en el componente regional
“Ambiente y Desastre Naturales” que esta relacionado con la produccion de cacao y el
desarrollo sostenible dentro del Plan Regional de Desarrollo Concertado (PRDC)
(GOREA, 2014). Se realizaron matrices de tabulacion cruzada y graficos para analizar
la relacion entre el PRDC vy las investigaciones relacionados a cacao. Finalmente, se
construyeron mapas de red utilizando el método de “recuento completo” del software
VOSviewer v.1.6.17 (Van Eck & Waltman 2010), para explorar la co-ocurrencia
(palabras en los titulos de los articulos) de las investigaciones sobre genética y

gendmica en cacao fino de aroma de Amazonas.
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RESULTADOS

3.1. Genomas plastidiales del cacao fino de aroma

3.1.1. Secuenciacion y ensamblaje de genomas plastidiales

Se generaron un total de 2.24 x 10° reads de 150 bp luego del secuenciamiento
[llumina de extremo Unico para cada una de las muestras INDES34 e INDESG67.
De cada muestra se produjo una media de 160 Mb de secuencia de alta calidad.
La secuenciacion Illumina de 151 pb de ADN plastidial ha generado 2,998,427 -
2,428,060 de lecturas limpias para las dos muestras de Theobroma muestreadas
(Tabla 2).

Tabla 2. Tamafio de los reads limpios de muestra de Cacao Fino de Aroma de

la Region Amazonas secuenciada por Illumina.

Especie Cédigo/Voucher Localidad Reads limpios
T. cacao INDES34 Lluhuana 2,998,427
T. cacao INDES67 Naranjos Altos 2,428,060

Luego del ensamblaje de novo y usando genoma de referencia se obtuvieron
cuatro genomas plastidiales completos, dos genomas de la muestra INDES34 y
dos genomas de la muestra INDES67. Estos genomas fueron etiquetados como
INDES34_6a, INDES34 6b, INDES67_3a e INDES67 3b (Tabla 3). Las
secuencias de nucleotidos determinadas de los cuatro genomas plastidiales
contienen el mismo porcentaje de GC (36.9). La longitud de los genomas varia
desde 160,589 pb hasta 160,620 pb, con una diferencia maxima de 16 pb respecto
al genoma de referencia (HQ336404) (Tabla 3). Todos tienen una estructura
gendmica similar a la mayoria de las angiospermas, y los mapas genoémicos

plastidiales se presentan en las Figuras 5-8.
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Tabla 3. Tamafio de los genomas plastidiales del Cacao Fino de Aroma de la

Region Amazonas.

Longitud Diferencia

. L 0
Especie Voucher Cddigo (pb) tamafio (pb) Yo GC
T. cacao HQ336404 (ref) } 160,604 36.9
INDES34_6a 160,619 +15 36.9
T. cacao KUELAP-638
INDES34 _6b 160,620 +16 36.9
INDES67_3a 160,617 +13 36.9
T. cacao KUELAP-659
INDES67_3b 160,589 +15 36.9

3.1.2. Anotacion de genes de los genomas plastidiales

Los cuatro genomas plastidiales mostraron el mismo contenido génico con 130
genes que incluyen 37 tRNA (ARN de transferencia), 8 rRNA (ARN
ribosomales) y 85 genes codificantes de proteinas. Entre ellos, 17 genes fueron
duplicados en la IR (Region invertida repetitiva) del genoma plastidial de cada
muestra (Tabla 4) que comprendian seis genes codificantes de proteinas, 4
(rRNA) y 7 tRNA. ElI LSC (Copia Individual Larga), el IR y SSC (Copia

Individual Corta) tuvieron longitudes similares (Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas de los genomas plastidiales de Cacao Fino de Aromay

la especie mas cerca, T. grandiflorum.

T.cacao T.cacao T. cacao T. cacao T. cacao T. grandiflorum
Caracteristicas (INDES ~ (INDES34  (INDES6  (INDES6  (HQ33%6 3'3228388)
34_6a) _6b) 7_3a) 7_3b) 404)

Tamafio (pb) 160,619 160,620 160,617 160,589 160,604 160,619

Longitud del

LSC (ph) 89,410 89,407 89,410 89,389 89,395 89,333
Longitud del

SSC (pb) 21872 21,876 21,884 21,877 20,187 20,194
hgrzgg)“dde' 24688 24,688 24661 24661 25511 25546
Numero de 130 130 130 130 130 130
genes

NUmero de

genes 17 17 17 17 17 17
duplicados

Genes

codificadores 85 85 85 85 85 85

de proteinas
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Contenido GC
(%)

Ndmero de
tRNA
Numero de

rRNA 8 8
Ndmero de
proteinas
codificantes
(CDS % ph)

36.9 36.9 36.9 36.9 36.9 36.8

49.08 49.08 49.08 49.08 49.08 49.08

Los cuatro genomas plastidiales contienen el mismo nimero de genes (Tabla 4).
Sin embargo, varian en cuanto a la posicion de inicio y término. INDES34 6a,
INDES67_3a e INDES67_3b son lo que méas similitudes presentan en cuanto a
las posiciones de los genes frente a INDES34_6b (Tabla 5). Asimismo, 22 genes
estan relacionados con el proceso fotosintético, 8 genes relacionados con del
intercambio de protones y 18 genes estan relacionados con el intercambio de

electrones (Tabla 5).
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Tabla 5. Comparacion del tamafio de genes y su funcionalidad con el intercambio de electrones y fotosintesis de los genomas
plastidiales de Cacao Fino de Aroma.

T. cacao T. cacao T. cacao T. cacao Tamafio
Funcién  Gen Producto (INDES34_6a) (INDES34_6b) (INDES67_3a) (INDES67_3b) (pb)
Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin Inicio Fin
psbA  photosystem Il protein D1 1613 552 1613 552 1613 552 1613 552 1061
psbK  photosystem Il protein K 7380 7565 7379 7564 7380 7565 7383 7568 185
psbl  photosystem Il protein | 7908 8084 7907 8083 7908 8084 7911 8087 176
psbM  photosystem Il protein M 31053 30949 31053 30949 31053 30949 31056 30952 104
psbD  photosystem Il protein D2 34673 35734 34673 35734 34673 35734 34691 35752 1061
° photosystem I CP43 chlorophyll
= psbC  apoprotein 35682 37103 35682 37103 35682 37103 35700 37121 1421
2 psbZ  photosystem Il protein Z 37799 37987 37799 37987 37799 37987 37817 38005 188
g psaB  photosystem | P700 apoprotein A2 41810 39606 41810 39606 41810 39606 41828 39624 2204
k] psaA photosystem | P700 apoprotein Al 44088 41836 44088 41836 44088 41836 44106 41854 2252
9 psal  photosystem | subunit VIII 63780 63893 63780 63893 63780 63893 63780 63893 113
8 ycf4  photosystem | assembly protein ycf4 64294 64869 64294 64869 64294 64869 64294 64869 575
g pshJ  photosystem Il protein J 68936 68814 68935 68813 68936 68814 68936 68814 122
= psbL  photosystem Il protein L 69307 69083 69306 69082 69307 69083 69307 69083 224
3 photosystem Il cytochrome b559 beta
c:cs psbF  subunit 69345 69226 69344 69225 69345 69226 69345 69226 119
2 photosystem Il cytochrome b559 alpha
= psbE  subunit 69606 69355 69605 69354 69606 69355 69606 69355 251
= psal  photosystem | subunit IX 71687 71815 71686 71814 71687 71815 71687 71815 128
8 photosystem 11 CP47 chlorophyll
3 psbB  apoprotein 77436 78962 77434 78960 77436 78962 77415 < 78941 1526
psbT  photosystem Il protein T 79145 79252 79143 79250 79145 79252 79124 79231 107
psbN  photosystem Il protein N 79444 79313 79442 79311 79444 79313 79423 79292 131
psbH photosystem Il phosphoprotein 79550 79771 79548 79769 79550 79771 79529 79750 221
psaC photosystem | subunit VII 122908 122663 122906 122661 122908 122663 122880 122635 245
ribulose 1,5-bisphosphate
rbcL  carboxylase/oxygenase large subunit 59370 60824 59371 60825 59370 60824 59370 60824 1454
= g petN  cytochrome b6/f complex subunit VIII 29646 29792 29646 29792 29646 29792 29649 29795 146
w 8.2 ¢ PEtA cytochrome f 66744 67706 66744 67706 66744 67706 66744 67706 962
@ -‘2" -g ¢ petL  cytochrome b6/f complex subunit VI 70482 70577 70481 70576 70482 70577 70482 70577 95
& ohE { petG  cytochrome b6/f complex subunit \/ 70755 70868 70754 70867 70755 70868 70755 70868 113
S & ‘petB  cytochrome b6 79900 81359 79898 81357 79900 81359 79879 81338 1459
R petD  cytochrome b6/f complex subunit IV 81567 82811 81566 82808 81567 82811 81546 82790 1244
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ccsA  cytochrome ¢ heme attachment protein 119735 120700 119734 120699 119735 120700 119707 120672 965
acetyl-CoA carboxylase
accD  carboxyltransferase beta subunit 61546 63024 61546 63024 61546 63024 61546 63024 1478
NADH-plastoquinone oxidoreductase
ndhJ  subunitJ 52877 52401 52878 52402 52877 52401 52887 52411 476
NADH-plastoquinone oxidoreductase
ndhK  subunit K 53695 53018 53696 53019 53695 53018 53705 53028 677
NADH-plastoquinone oxidoreductase
ndhC subunit 3 54193 53756 54194 53757 54193 53756 54203 53766 437
9 NADH-plastoquinone oxidoreductase
5 ndhB  subunit 2 102410 100195 102407 100192 102410 100195 102389 100174 2215
5 NADH-plastoquinone oxidoreductase
< ndhF  subunit 5 117154 114923 117151 114920 117154 114923 117126 114895 2231
o NADH-plastoquinone oxidoreductase
2 ndhD  subunit 4 122170 121019 122169 121018 122170 121019 122142 120991 1151
g NADH-plastoquinone oxidoreductase
S ndhE  subunit 4L 123460 123155 123458 123153 123460 123155 123432 123127 305
2 NADH-plastoquinone oxidoreductase
= ndhG subunit 6 124271 123699 124269 123697 124271 123699 124243 123671 572
2 NADH-plastoquinone oxidoreductase
kol ndhl  subunit | 125241 124678 125239 124676 125241 124678 125213 124650 563
5 NADH-plastoquinone oxidoreductase
S ndhA  subunit 1 127500 125272 127498 125270 127500 125272 127472 125244 2228
© NADH-plastoquinone oxidoreductase
A ndhH  subunit 7 128683 127502 128681 127500 128683 127502 128655 127474 1181
o NADH-plastoquinone oxidoreductase
O ndhB  subunit 2 147620 149835 147625 149840 147618 149833 147590 149805 2215
atpA  ATP synthase CF1 alpha subunit 11826 10306 11824 10304 11826 10306 11829 10309 1520
atpF  ATP synthase CFO subunit | 13273 11899 13271 11897 13273 11899 13276 11902 1374
atpH  ATP synthase CFO subunit 111 14165 13872 14164 13871 14165 13872 14168 13875 293
atpl  ATP synthase CFO subunit 1V 16052 15309 16052 15309 16052 15309 16055 15312 743
atpE  ATP synthase CF1 epsilon subunit 56931 56530 56932 56531 56931 56530 56931 56530 401
atpB  ATP synthase CF1 beta subunit 58424 56928 58425 56929 58424 56928 58424 56928 1496
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Los 4 genomas plastidiales (INDES34 6a, INDES34 6b, INDES67 3a
INDES67_3b) presentaron una gran cantidad de deleciones e inserciones en las
regiones no codificantes (intrones). INDES34 _6b e INDES67_3a presentan el
mismo numero de inserciones (18) y deleciones (20), pero en diferentes
posiciones a lo largo del genoma. INDES34 6a y HQ336404 (Referencia),
también presentan el mismo nimero de inserciones (19) y deleciones (19) en
diferentes posiciones. INDES67_3b presenta el mayor nimero de deleciones (24)
y la menor cantidad de inserciones (14) (Tabla 6). Adicionalmente, solo se
observo un evento de insercion/delecion (1 pb) en el intron trnK (posicién 4491-
1908*) que codifica el marco de lectura abierto (ORF) matK (Tabla 6).

Tabla 6. Namero de deleciones e inserciones a lo largo de los 4 genomas

plastidiales del Cacao Fino de Aroma.

Posicion de INDES INDES |INDES67_  INDES67_ T.cacao
nucledtidos 34 6a 34 6b 3a 3b (HQ336404)
4676-4684 -9 -9 -9 -7 -9
5043-5044 1 -1 1 1 1
9757-9759 1 -1 1 1 1
4491-1908 * -1 1 -1 -1 1
13453-13455 -2 -2 -2 -2 2
13511-13515 5 5 5 5 -5
13604-13606 -1 1 -1 -1 1
14698-14701 -1 1 -1 -1 1
17231-17233 -1 1 -1 -1 1
28584-28585 1 -1 1 1 -1
33374-33388 -15 -15 -15 15 15
38291-38297 -7 -7 -7 -7 7
39234-39239 6 6 6 6 -6
46931-46933 1 1 1 1 -1
47241-47243 -1 1 -1 -1 1
52324-52331 8 8 8 -8 -6
55348-55357 10 10 10 -10 -10
59122-59124 -1 -1 -1 -1 1
61294-61296 1 -1 1 1 1
68041-68043 1 -1 1 1 -1
68411-68415 -5 -5 -5 -5 5
72015-72025 11 11 11 -11 -11
72255-72264 10 10 10 -10 -10
75710-75712 1 -1 1 1 -1
81543-81545 -1 1 -1 -1 1
81903-81905 1 -1 1 1 1
82306-82308 1 -1 1 1 -1
114198-114205 7 7 7 -7 -7
117490-117510 -1 -1 -1 -1 -2
117827-117830 -1 1 -1 -1 1
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118123-118135 -1 -1 -1 -1 1

118655-118668 -1 1 -1 -1 -1
119525-119542 -5 -5 -5 -5 5
122697-122702 1 -1 1 1 1
125048-127636 1 1 1 1 -1
129307-129315 -3 -2 -3 -3 -1
131260-131270 -6 -4 -6 -6 -6
136100-136110 2 2 -2 -2 2
N° de delecciones 19 20 20 24 19
N° de inserciones 19 18 18 14 19

(-): eliminacion de nucle6tidos o fragmentos de ADN a lo largo del genoma. (*): insercion/delecion
en los exones o genes.

3.1.3. Generacion de mapas genomicos plastidiales

Todos los genes anotados fueron representados en un mapa genémico. Cada
mapa genomico plastidial fue generado con GeSeq (Tillich et al., 2017). EI mapa
gendmico reveld que todos los genes se transcriben en el sentido horario.
Ademas, se muestra la densa disposicion de los genesy la gran regién intergénica
Unica (LSC).

INDES34 6a
chloroplast genome

160,619 bp

o
] hypomatical chloroplas! roacing trames (yef)

Figura 5. Mapa del genoma plastidial del Cacao Fino de Aroma
(INDES34_6a). Los genes codificantes de proteinas y del ARN ribosémico y
de transferencia estan etiquetados en el mapa. Los genes estan codificados por

colores segun las categorias funcionales.
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INDES34_6b
chloroplast genome
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Figura 6. Mapa del genoma plastidial del Cacao Fino de Aroma
(INDES34_6b). Los genes codificantes de proteinas y del ARN ribosomico y
de transferencia estan etiquetados en el mapa. Los genes estan codificados por

colores segun las categorias funcionales.
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Figura 7. Mapa del genoma plastidial del Cacao Fino de Aroma
(INDES67_3a). Los genes codificantes de proteinas y del ARN ribosémico y
de transferencia estan etiquetados en el mapa. Los genes estan codificados por

colores segun las categorias funcionales.
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Figura 8. Mapa del genoma plastidial del Cacao Fino de Aroma
(INDES67_3b). Los genes codificantes de proteinas y del ARN ribosomico y
de transferencia estan etiquetados en el mapa. Los genes estan codificados por

colores segun las categorias funcionales.

3.2. Genomas mitocondriales del cacao fino de aroma

Los genomas mitocondriales de Cacao Fino de Aroma fueron ensamblados
parcialmente (~20%). Estos ensambles parciales fueron interrumpidos por mas de 150
gaps (regiones vacias que no pudieron ser completados) usando el genoma de
referencia (NC_027406 = Gossypium hirsutum). La complejidad del proceso de
ensamblaje de genomas mitocondriales de plantas, la gran cantidad y variacién del
tamario de los gaps fue desde 10 hasta 70,000 pares de bases (Figura 9). Esto confirma
la no circularidad del genoma mitocondrial de cacao. Estos genomas mitocondriales
parciales no pueden ser utilizados en los siguientes andlisis filogenéticos y evolutivos.
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Figura 9. Genoma mitocondrial parcial del Cacao Fino de Aroma de
Amazonas. Reads (barras en color negro) cubriendo zonas parciales del genoma

de referencia flanqueado por gaps (flechas).

3.3. Relaciones evolutivas del cacao fino de aroma

3.3.1. Andlisis comparativo de genomas plastidiales

El alineamiento de todos los genomas plastidiales muestra una alta similitud
(mayor al 50% de identidad) de secuencia total (Figura 9). La divergencia total
de secuencias estimada por la p-distancia entre los cuatro genomas plastidiales
fue de 0,0028. La p-distancia por pares entre las cuatro especies fue entre
0,000006 y 0,00028. Los genomas plastidiales de Cacao Fino de Aroma
(INDES34 _6a, INDES34 6b, INDES67_3a e INDES67_3b) comparten genes
idénticos codificantes en un orden similar. La regién SSC de estos genomas
plastidiales estan en la misma orientacioén en relacion con T. grandiflorum.
Ademas, los cuatro genomas tienen pequefias variaciones en el limite IR, LSC y
SSC. Las muestras INDES34 6a e INDES34 6b tienen el mismo limite de IR
(24,688 pb) pero varian en 4 pb para la regién SSC y 3 pb en LSC. Por otro lado,
INDES67_3a e INDES67_3b también comparten el mismo limite de IR (24,661
pb), pero con una variacion de 7 pb en la region de SSC y 21 pb en LSC.
Asimismo, INDES67_3a e INDES34 _6a comparten el mismo limite en LSC

(89,410 pb). Los cuatro genomas plastidiales obtenidos tienen el mismo nimero
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de genes, tRNA, rRNA, pero no comparten el mismo limite de las regiones IR,
LSC y SSC, tienen una diferencia aproximada de 823 pb en IR, 1690 pb en SSC
y 77 pb en LSC con relacion a T. cacao (HQ336404) y T. grandiflorum
(JQ228388) (Tabla 4).
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Figura 10. Gréafico de identidad porcentual obtenido de mVISTA para los
cuatro genomas plastidiales de Cacao Fino de Aroma (INDES34 6a,
INDES34 _6b, INDES67_3a, INDES67_3b) y T. cacao (HQ336404) como
referencia. La escala vertical indica el porcentaje de identidad entre 50% al
100%.

3.3.2. Andlisis filogendmicos

La matriz de datos para los andlisis filogendmicos contuvo genomas plastidiales
completos, incluyendo 12 genomas de T. cacao y dos genomas de T.
grandiflorum como grupo externo. El conjunto de datos gendmicos estuvo
compuesto de 160,799 posiciones de nucleétidos. Los analisis ML de los 14
genomas plastidiales dieron como resultado un &rbol con valores de confidencia
relativamente altos en cada una de las ramas (Figura 11). EI genoma plastidial

INDES34 6b resulté ser una variedad hermana a otras provenientes de Perl
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(JQ228382, HQ244500), Trinidad y Tobago (JQ228383) y USA (KY085907).
Sin embargo, el genoma plastidial INDES34_6a que proviene de la de la misma
planta de cacao (INDES34) resultd ser la misma variedad que INDES67
(INDES67_3a, INDES67_3b), la cual es una variedad hermana a otros genomas
de cacao provenientes de Suriname (JQ228385), Trinidad y Tobago (JQ228386,
JQ228387) y USA (JQ228379) (Figura 11).

o Theobroma cacao (HQ244500) Pertt
ol Theobroma cacao (KY085907) USA
Ul Theobroma cacao (JQ228382) Peru
1011 Theobroma cacao (JQ228383) Trinidad y Tobago
Theobroma cacao (INDES34 _6b) Pert
ol 1l Theobroma cacao (HQ336404) USA
sl | Theobroma cacao (J(Q228389) Puerto Rico
Theobroma cacao (JQ22838(0) Ghana
Theobroma grandiflorum (NC 054233) China
Theobroma cacao (J(Q228381) Trinidad y Tobago
- Theobroma cacao (INDES34 6a) Peri
wol Theobroma cacao (INDES67 3a) Perti
«| | Theobroma cacao (INDES67_3b) Pert
91 Theobroma cacao (JQ228387) Trinidad y Tobago
N Theobroma cacao (JQ228386) Trinidad y Tobago
0 Theobroma cacao (JQ228385) Suriname
Theobroma cacao (JQ228379) USA
L« Theobroma grandiflorum (JQ228388) Puerto Rico

4.0E4

Figura 11. Filogenia de méaxima verosimilitud de variedades de la especie
Theobroma cacao basadas en genomas plastidiales completos. Los nimeros
asociados a los nodos son los valores de soporte bootstrap. La escala indica el

numero de sustituciones de nucleotidos por sitio.

3.3. Implicancia de las investigaciones del cacao en la produccién sostenible

Se identificaron articulos relacionados con cacao. Asi, 143 articulos indexados en
SciELo, Scopus y Web of Science relacionados a estudios en cacao peruano fueron
incluidos para el analisis bibliométrico. Los resultados muestran que la mayor parte
de estudios se han realizado en el area de “bioquimica” (componentes bioactivos,
metales pesados, analisis fisicos-quimicos del chocolate), seguido del &rea de

“genética” (diversidad genética del cacao, germoplasma, citogenética), asimismo
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tenemos el area de “manejo agronomico” que incluye los sistemas de siembra, y esta
mas relacionado con el area de “fitopatologia” y “entomologia”. Finalmente, tenemos
el area de “gendmica”, donde no se han desarrollado muchas investigaciones tanto a

nivel nacional como en la region Amazonas (Figura 12).
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Figura 12. Numero de articulos publicados en relacion al cacao peruano, segun el

area de estudio.

La figura 13 muestra una tendencia de crecimiento entre los afios 1981 al 2022, con
una tasa de crecimiento anual promedio de 11.44 %. Las primeras publicaciones
referente a cacao en Peru se realizaron en 1981. Este crecimiento no ha sido
ascendente durante los siguientes afios. Recién a partir del 2015, el crecimiento ha
sido mas significativo, siendo los afios 2020 y 2021, los afios con el mayor nimero
de investigaciones en cacao (21 publicaciones) (Linea azul, Figura 13).
Adicionalmente, en la region Amazonas se ha realizado un total de 31 investigaciones
relacionados a Cacao Fino de Aroma, siendo los afios 2020 y 2021 con la mayor

investigacion en Cacao Fino de Aroma (linea naranja, Figura 13).
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Figura 13. Numero de publicaciones relacionados a Cacao Fino de Aroma que se
han realizado en todo el Perd, y en la region Amazonas durante los afios 1981-
mayo del 2022.

El anélisis de publicaciones relacionados a cacao de la Regidbn Amazonas en relacién
a la base de datos muestra que el 98.5 % han sido publicadas en la base de datos
Scopus, 7% en SCIELO y 3.5 % en WoS (Tabla 8). De las 143 publicaciones referente
a cacao, el 91.6 % han sido publicadas en el idioma inglés y solo el 8.4 % en espafiol
(Tabla 8).

Tabla 7. Porcentaje de publicaciones segun el tipo de base de datos e idioma de

publicacion.
Base de datos % Idlo_ma fj,e %
publicacion
Scopus 89.5 Inglés 91.6
Scielo 7.0 Espariol 8.4
WoS 3.5

Del total de investigaciones relacionadas al Cacao Fino de Aroma desarrolladas en
Per(, nuestro pais ha desarrollado 59 publicaciones de 143, y otras investigaciones
han sido liderados por investigadores internacionales, muchos de ellos con y sin
ninguna colaboracion con instituciones peruanas (Figura 14). Aqui destaca Estados

Unidos, con 40 investigaciones, seguido de Francia, Brazil, Trinidad y Tobago con
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21, 16 y 14 publicaciones, respetivamente. Segun la coloracion de la red del mapa y
la escala, se muestras que la mayoria de investigaciones han sido lideradas por
instituciones internacionales durante los afios 1981 hasta el 2015; sin embargo,
durante los ultimos 7 afios, nuestro pais ha liderado en investigaciones relacionadas a
Cacao (Figura 14).
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Figura 14. Mapa de paises con mayor nimero de investigaciones relacionadas al
Cacao de Peru.

A lo largo de los ultimos ~41 afos, 22 instituciones peruanas han realizado
investigaciones relacionadas a cacao. Las que mas destacan son la UNTRM (18 de
143 publicaciones), seguido por la Universidad Nacional Agraria de la Selva (UNAS)
con 9 publicaciones, y el Instituto de Cultivos Tropicales (ICT) con 7 publicaciones.
Estas dos ultimas instituciones estan ubicadas en regiones como Loreto y San Martin,
respectivamente, ambas vecinas a la regiébn Amazonas. Adicionalmente, 39
instituciones extranjeras han colaborado con entidades peruanas para realizar
investigaciones en Cacao peruano, entre la que mas destaca es United States
Department of Agriculture (USDA) con 30 publicaciones. Segun la coloracion de la

red del mapa y la escala, hasta el afio 2018 se observa que la mayoria de
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investigaciones han sido lideradas por instituciones internacionales, sin embargo,
durante los dltimos 3 afios, la UNTRM ha desarrollado un nimero mayor de

investigaciones en Cacao Fino de Aroma (Figura 15).
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Figura 15. Mapa de instituciones nacionales e internacionales con mayor nimero

de investigaciones relacionados al cacao.

En los titulos de las publicaciones revisadas, se identificaron un total de 905 palabras,
de las cuales 206 aparecian méas de dos veces. La palabra “Theobroma cacao” fue
incluida en el andlisis; sin embargo, fue excluida para la interpretacion por ser el tema
central del estudio. Por lo tanto, las palabras con mayor aparicion en las publicaciones
fueron "genetics" y "genotype” con 16 y 13 ocurrencias respectivamente (Figura 16).
Otras palabras con menos ocurrencias fueron "agroforestry”, "Phytophthora
palvivora", "genetic variation”, "germoplasm", con 10, 10, 9 y 9 ocurrencias,
respectivamente. Las palabras "chocolate”, "antioxidants”, "poliphenols” aparecen
con 6 ocurrencias. Sin embargo, las palabras "genome cacao”, "plant DNA", aparecen
con 3 ocurrencias (Figura 16), una cantidad baja que representa alrededor de 10

publicaciones.
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Figura 16. Mapa de red de co-ocurrencia de palabras en los titulos de los articulos
asociados a cacao del Peru. El tamafio del nodo representa la cantidad de co-
ocurrencias. Distancias menores entre los nodos, mayores seran el nimero de co-

ocurrencias.

Finalmente, se describe algunos supuestos / hechos relevantes, producto del avance
de las investigaciones sobre el cacao peruano. Los Gltimos 3 afios son los que méas
resalta y es mas notorio los cambios en la produccién del cacao, considerando la
transformacion, la productividad y la parte socioeconémica de los productores

cacaoteros (Tabla 9).

Tabla 8. Posibles supuestos de la importancia de los estudios de genémica sobre el

cacao peruano.

Area de

. Supuesto/Hechos Referencias
estudio
MINAGRI,
Social / . 202%; Guimac-
econémico Incremento en la produccién de cacao. Cedillo &_
Verastegui

Huanca, 2022
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Mayor competitividad, por la calidad del MINAGRI,
producto. 2021
MINAGRI,
Extension de areas de cultivo 2021; Cedlllc_>
& Verastegui-
Huanca, 2022
: i MINAGRI,
Mayor ingreso econémico de los cacaoteros. 2021
Mayor asociatividad de los cacaoteros, para MINAGRI,
mejorar la rentabilidad. 2021
Mejor manejo del cultivo de cacao (podas de Oliva-Cruz et
Agronémica forr_nacién, s_anitarias, etc_.). aI._2020
Mejor manejo de la densidad de las Oliva-Cruz et
plantaciones al. 2020, 2021
Nuevos métodos de control de enfermedades Leivaetal.
Fitopatologia/  (Moniliophthora roreri). 2020
entomologia . Leiva et al.
Menor presencia de plagas y enfermedades 2020
Valle-Epquin et
al., 2020;
Mayor transformacion del cacao (variedades ;)Illvzeggllr.uz, et
Bioguimica de chocolates, cacao en polvo, cocteles), N '
diversos estudios quimicos Castro-Alayo et
al., 2019;
Ordofiez et al.,
2020
Mejora de la genética del cacao, seleccionando Estudios en
nuevas variedades. proceso
Creacion de viveros con variedades uniformes  Estudios en
de cacao. proceso
Genomica Mejora del fermento de cacao, usando cultivos  Estudios en
iniciadores. proceso
Edicion genética del cacao. Estudios en
proceso
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DISCUSION

El presente estudio decodifico los genomas plastidiales de Cacao Fino de Aroma,
siendo el primero en la regidn en utilizar tecnologias de secuenciamiento masivo para
la localizacién y asignacion de la funcion de los genes plastidiales de este importante
cultivo. Los genomas plastidiales del Cacao Fino de Aroma (INDES34 6a,
INDES34 _6b, INDES67_3a, INDES67_3b) presentan su estructura, contenido,
organizacioén y caracteristicas muy similares a la de otros genomas pertenecientes al

género Theobroma.

En relacion a la estructura gendmica, todos los genomas presentan el mismo nimero
total de genes (130), genes duplicados (17) y genes codificantes de proteinas (85).
Esta composicion es muy similar a T. grandiflorum (Abdullah et al., 2020). Sin
embargo, las diferencias entre los cuatro genomas ensamblados se observan en los
tamafios de las regiones LSC, SSC e IR, y a la variacion de indels que ocurre en
regiones intergénicas (Tabla 4 y 6). La mayoria de aminoacidos son codificados por
codones con la misma terminacion (A/T), una tendencia presente en genomas con
abundancia en porcentajes de AT, el cual es tipico en especies de Malvaceae (Argout
et al., 2011; Abdullah et al., 2020). Adicionalmente, dentro de los cuatro genomas
ensamblados se encontrd el gen funcional infA, el cual sirve para modular la seleccion
del ARNm generando el complejo de preiniciacion, mientras que en la especie
hermana de T. cacao, llamada T. grandiflorum, este gen es un pseudogen (Abdullah
et al., 2020). También se identificaron algunas proteinas hipotéticas (ELA91, ES288)
a lo largo de los genomas ensamblados. Para determinar su correcta funcién es
necesario estudios del tipo metabdlicos y celulares y asi entender los cambios
evolutivos que se estan produciendo en el cacao, puesto que hay indicios de funciones
aun desconocidas a lo largo del genoma plastidial del cacao (Abdullah et al., 2020).
Este tipo de estudios permitira entender la ubicacion de algunos otros genes que
usualmente estan presentes con mas frecuencia en las regiones subteloméricas
(Argout et al., 2011, 2017).

Nuestros resultados también muestran un contenido similar de GC dentro de las
especies de Theobroma (Argout et al., 2011; Abdullah et al., 2020). Los tamafios
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ligeramente variantes de cada genoma plastidial del Cacao Fino de Aroma se deberian
a la acumulacion de indels generando variacion genética (Abdullah, et al 2020; Lee
et al., 2020). Esta variacion genética también podria deberse a que los genes
eucariotas derivados de virus inducen el intercambio genético y diversificacion
temprana dentro de genomas plastidiales y mitocondriales, en particular, a través de
las glicosiltransferasas derivadas de la infeccion de estos virus (Irwin et al., 2022).
Este mecanismo evolutivo es clave para facilitar la manipulacion del huésped y la
resistencia viral (Koonin & Krupovic, 2018; Zimmerman et al., 2019), donde los virus
emplean genes del huésped para su replicacion y control celular (Filée et al., 2008;
Zimmerman et al., 2019). Asimismo, contrarrestan la inmunidad del huésped,
secuestran la maquinaria celular y sortean los cuellos de botella nutricionales, lo que
los convierte en recursos clave para la adaptacion (Koonin & Krupovic, 2018; Vardi
etal., 2012). Los genes derivados del virus en los genomas eucariotas se han percibido
con frecuencia como restos intrascendentes de las interacciones virales (Biémont,
2010). Sin embargo, estos genes pueden ser coaccionados y suplantar componentes
celulares existentes, o pueden proporcionar una funcionalidad totalmente nueva en la
planta, lo que hace que muchas plantas sean més resistentes a ciertos patdgenos y
otras mas vulnerables (Frank & Feschotte, 2017; Irwin et al., 2022). Estos
mecanismos podrian confirmar la presencia de méas de un genoma plastidial en plantas

de cacao tal como se observan en este estudio.

Los analisis genomicos en el Cacao Fino de Aroma permitieron develar dos versiones
de genomas plastidiales para las muestras INDES34 (INDES34_6a 'y INDES34_6b)
e INDES67 (INDES67_3a y INDES67_3b). Esto resulta ser un hecho relevante, ya
que se trataria del primer reporte de “heteroplasmia” en plantas de cacao. Multiples
alelos pueden coexistir dentro de una célula vegetal debido al gran nimero de copias
celulares de los genomas plastidiales, una condicién conocida como heteroplasmia
(Broz et al., 2022). La presencia de dos genomas plastidiales en cacao podria ser una
causa del mecanismo de transposicion (Gabriel et al., 1996) o la conservacion
aparente de los ETs (elementos transponibles) en el genoma de T. cacao, donde los
retrotransposones muestran niveles altos de heterogeneidad (Sveinsson et al., 2013).

Estos elementos transponibles causan grandes diferencias inter e intraespecificas en
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el tamafio y la composicion de los genomas de las plantas (Vicient et al., 1999). En
el caso del cacao solo se han reportado diferencias intraespecificas en los ETs lo que
contribuye a los tamafios variables del genoma (Argout et al., 2010). Estas diferencias
en el tamario del genoma plastidial se debe en gran medida a los indels (inserciones
y deleciones de regiones nucleotidicas) en las regiones LSC (Chen et al., 2017). La
confirmacion de este proceso evolutivo requiere de analisis gendmicos a un numero
mayor de variedades de cacao para asi confirmar si este es un fendmeno usual, dado
que la presién de seleccion sobre los genes y la estructura del genoma permitira

entender el proceso evolutivo del cacao (Yang et al., 2014).

Otra posible hipotesis sobre la heteroplasmia en algunas variedades del Cacao Fino
de Aroma podria ser el resultado de la transmision paterna (fuga paterna) del
cloroplasto a través del polen (McCauley, 2013); sin embargo, este fendmeno ain no
ha sido corroborado en plantas de cacao. Cabe resaltar que se han observado
heteroplasmias estructurales pequefias en algunos genomas plastidiales (Menezes et
al., 2018; Saina et al., 2018; Abdullah et al., 2020), y su existencia desafia la
conclusion de que las repeticiones invertidas largas (LSC) son un requisito previo
para la existencia de la heteroplasmia estructural (Wang et al., 2019).
Adicionalmente, la presencia de mas de un genoma plastidial en el Cacao Fino de
Aroma encontrados en este estudio, también podria ser producto de la transferencia
horizontal de genes virales de ARN, ya que se han reportado “virus del mosaico del
cacao” asociado a arboles comerciales asintomaticos de cacao en Brasil y Puerto Rico
(Puig et al., 2020; Muller et al., 2021; Ramos-Sobrinho et al., 2021). A pesar que este
virus no ha sido reportado en plantaciones de cacao de Amazonas, no se descarta esta
posibilidad. Los mecanismos de la transferencia horizontal de genes (THG) podrian
darse por parasitismo (Shirasu et al., 2010), simbiosis (Finan, 2002), patégenos,
epifitos, enddfitos (Bock, 2010) y por injertos (Gao et al., 2014). Este Gltimo es la
actividad que maés se realiza en los cultivos por parte de los productores en la Regién
Amazonas (Oliva y Maicelo, 2020), lo que podria promover la THG entre cultivares
de cacao. Ademéas de estos métodos de transferencia directa, los genes pueden
intercambiarse con un vector puente, como el polen, hongos, bacterias, virus,

viroides, plasmidos, transposones e insectos (Danchin et al., 2011; Gao et al., 2014).
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Sin embargo, aln no hay reportes para de estos eventos en la Region Amazonas. Esto
siguiere realizar estudios enfocados en la identificacion de secuencias virales
integradas en el genoma del cacao para identificar las posibles vias del probable THG
y, por supuesto, la presencia de heteroplasmia y/o poliplasmia. La presencia de
material genético viral esta muy extendida entre los eucariotas y desempefian un papel
importante en la evolucion (Liu et al., 2010). Muchos de estos genes transferidos se
conservan y algunos son funcionales en los genomas receptores (Liu et al., 2010;
Muller et al., 2021), ya que algunos se replican, se encapsulan en particulas virales y

se propagan sistémicamente en las plantas (Catoni et al., 2018).

Los analisis filogendmicos revelaron que los genomas plastidiales INDES67_3a,
INDES67 3b e INDES34 6a tienen mayor afinidad con el grupo genético de
Nacional y poseen divergencias genéticas significativas (Figura 11). Este grupo
genético es hermano al clado de cacao criollo conformado por muestras de Surinam,
Trinidad y Tobago y USA (Motomayor et al., 2008; Lachenaud & Motamayor, 2017).
Esta diferenciacion entre grupos genéticos implica una fuerte reticulacién y flujo
genético dentro del cacao (Kane et al., 2012). Esto sugiere que la variedad Nacional
es genomicamente hermana a la variedad criolla del cacao. Por otro lado, el genoma
plastidial INDES34 _6b forma un clado con las muestras de Trinidad y Tobago, USA
y Pert (Figura 11), que en su conjunto tienen mayor afinidad con el grupo genético
de Iquitos. Esto resalta la importancia de los estudios a nivel genémico para esclarecer
la diversidad del cacao fino de aroma, ya que se pueden identificar y mostrar claras
distinciones entre variedades incluso cuando se comparte un ancestro reciente (Kane
etal., 2012).

Por otro lado, los genomas mitocondriales de las angiospermas son inusualmente
dindmicos debido a las actividades de recombinacién que implican secuencias
repetidas (Gualberto & Newton, 2017). Estas actividades generan formas
subgendmicas y una amplia variacion gendémica incluso dentro de la misma especie
(Gualberto & Newton, 2017). Por ejemplo, casi todo el genoma mitocondrial de
Gossipium raimondii (algodén) se ha transferido al cromosoma 1 (Bi et al., 2016).

Adicionalmente, las distintas formas en las que se puede presentar el genoma
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mitocondrial (lineal, pseudocircular) limita su ensamblaje y total entendimiento
(Mower et al., 2012; McCauley, 2013). A pesar de ello, se demostrado que la
informacion evolutiva de los genomas mitocondriales en angiospermas es limitada,
resaltando mucho mas la importancia de la informacion evolutiva en alelos de origen

plastidial y nuclear (Forsythe et al., 2021).

En los Gltimos 41 afios, la investigacion relacionada a cacao ha crecido en un ritmo
de 11.44 % anual, siendo los dos altimos afios (2020 y 2021), los afios con mayor
namero de investigaciones en cacao para el Per(. Cabe resaltar que estos trabajos
fueron publicados en revistas cientificas de caracter internacional. La region
Amazonas también ha crecido en cuanto a investigaciones relacionadas a cacao a
pesar que esta region es considerada la tercera region mas pobre del pais. Esto puede
estar influenciado por la presencia y licenciamiento de las universidades nacionales
Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza (UNTRM) y la Universidad
Nacional Intercultural Fabiola Salazar Leguia de Bagua (UNIFSLB) (SUNEDU,
2017, 2018; Silva et al. 2022). Las investigaciones en cacao estan relacionados a la
biodiversidad y ecoturismo (Silva et al., 2022), otros a derivados del cacao, chocolate,
antioxidantes, polifenoles y compuestos volatiles (Castro-Alayo et al., 2019; Ordofiez
et al., 2020) y estudios fenotipicos (Oliva-Cruz y Maicelo, 2020; Oliva-Cruz et al.,
2021Db). No existen estudios moleculares en Cacao Fino de Aroma. Esto confirma el
limitado uso de herramientas gendmicas para el mejoramiento genético o
identificacion de variedades de cacao promisorios, con mejores caracteristicas

genéticas.

En estos ultimos tiempos, los investigadores estan enmarcando las contribuciones
cientificas al desarrollo sostenible (Wuelser & Pohl, 2016), pero aun asi existe una
escasez de estudios relacionados en genémica y genética en Cacao Fino de Aromaen
Amazonas y en el pais. Solo hay 10 publicaciones a nivel genémico con material
genético de las regiones de San Martin, Loreto y Ucayali (Argout et al., 2010; Micheli
etal., 2010; Allegre et al., 2012; Romero Navarro et al., 2017). Estas investigaciones
han sido desarrolladas por instituciones extranjeras y ninguna de Per(. Estas

investigaciones han repercutido directamente en la mejora de los estandares de
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calidad de vida de la poblacién puesto que han permitido entender la expresion de
tejidos de cacao relacionados con los principales patdégenos (Moniliophthora
perniciosa, Phytophthora spp.) (Micheli et al., 2010) o sometidos a otras condiciones
de estrés, y estudios de expresién relacionados con el sabor de la calidad del chocolate
(Kane et al., 2012; Micheli et al., 2010). Otras herramientas, como el cultivo in vitro,
la transformacion de plantas y la bioinformatica han permitido estudiar la gendémica
funcional o genes relacionados a la absorcion de cadmio (Micheli et al., 2010; Correa
et al., 2021). Estas investigaciones han permitido a los productores tomar mejores
decisiones sobre nuevos métodos de manejo (podas, control fitosanitario, eleccion de
porta-injertos, etc.) para incrementar su produccion. Por ejemplo, nuestro pais se ha
incrementado la produccion de cacao en un 13.8 % en el 2021, aunque esto implique
que en Amazonas ha disminuido en un -9 % (MINAGRI, 2021). Esto significa que
las investigaciones en cacao benefician directamente la productividad vy
sostenibilidad de este cultivo de gran importancia para el pais. Esto influye en las
cadenas productivas del cacao de la region amazonas por ser una regién productora
de cacao y contribuye directamente a la mejora de las ganancias de los productores,
los intermediarios, y la conservacion del germoplasma. La adicion de estudios con el
uso de herramientas moleculares tales como marcadores moleculares y genémica
permitirian seleccionar nuevas variedades de cacao con caracteristicas agrondémicas
demandadas por los agricultores, ademas de poder generar uniformidad genética de
variedades de cacao fino de aroma de la region Amazonas (Micheli et al., 2010; Kane
etal., 2012).

Por lo tanto, la investigacion cientifica es un pilar fundamental para mejorar la
calidad de vida y bienestar de las personas, especialmente en la mejora del Cacao
Fino de Aroma. Para que esta premisa se cumpla se deberia aplicar mejores regimenes
de gestién y programas financieros (Diaz-Valderrama et al., 2020). También deben
estar orientadas a largo plazo, sobre todo basados en enfoques genémicos, ya que el
uso de las ciencias 6micas ofrecen una oportunidad excepcional para la mejora de los
cultivos (Mousavi-Derazmahalleh et al., 2019). De esta manera, se podria garantizar
la sostenibilidad de la produccién de Cacao Fino de Aroma en Amazonas. Asimismo,

la investigacion futura debe centrarse en la aplicacion de herramientas moleculares
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para la obtencion de variedades de cacao que puedan tolerar diferentes tipos de estrés
(Wickramasuriya & Dunwell, 2018; Mousavi-Derazmahalleh et al., 2019), y
garantizar que la agricultura pueda seguir ese mismo ritmo de cambios ambientales
(Mousavi-Derazmahalleh et al., 2019). Ademas, éstas investigaciones deben ser de
caracter multidisciplinario, entre las diferentes instituciones del estado, incluyendo al
sector privado (Millones-Gomez et al., 2021), con la finalidad de buscar desarrollo

sostenible generando resultados favorables en el crecimiento de la sociedad.
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CONCLUSIONES

En este estudio, se decodificé los genomas plastidiales de Cacao Fino de Aroma,
siendo el primero en el Perd en utilizar tecnologias de secuenciamiento masivo
para la localizacion y funcion de los genes plastidiales de este importante cultivo
de la regién Amazonas.

Los analisis de gendmica estructural y funcional en el Cacao Fino de Aroma
permitieron develar dos versiones de genomas plastidiales para INDES34
(INDES34_6a y INDES34 _6b) e INDES67 (INDES67_3a y INDES67_3b).
Estos genomas tienen la misma organizacion de genes que otras especies del
genero Theobroma destacando al gen infA como funcional, mientras que T.
grandiflorum es un pseudogen.

Todos los genomas ensamblados muestran el mismo nimero de genes (130),
genes duplicados (17) y genes codificantes de proteinas (85), situacién similar a
la de T. grandiflorum. Las diferencias de estos genomas estan en los tamafos de
las regiones LSC, SSC e IR, y a la variacion de indels que ocurre en regiones
intergénicas.

Las posibles causas de la presencia de heteroplasmia en el Cacao Fino de Aroma
de Amazonas se podria entender por el mecanismo de transposicion o la
conservacion aparente de los elementos transponibles, la transmisidn paterna del
cloroplasto a través del polen, o la transferencia horizontal de genes virales de
ARN.

Los analisis filogendmicos mostraron que los genomas plastidiales de
INDES67 _3a, INDES67 _3b y INDES34 6a tienen mayor afinidad con los
grupos geneticos de Nanay e lquitos, mientras que el genoma plastidial INDES34
_6b tiene mayor afinidad con el grupo genético de Contamana.

A nivel nacional, la mayor parte de investigaciones en Cacao Fino de Aroma no
estan muy relacionadas con gendmica, de lo contrario los estudios en cacao fino
de aroma estan més relacionados a la biodiversidad y ecoturismo, chocolate,

antioxidantes, polifenoles, compuestos volatil y estudios fenotipicos.
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Existen pocas investigaciones relacionadas a genémica del cacao (10
publicaciones) utilizando material genético de Perd, repercutiendo
indirectamente en la mejora de los estandares de calidad de vida de la poblacion.
La investigacion futura con el uso de herramientas moleculares permitira
seleccionar nuevas variedades de cacao con caracteristicas agrondémicas
demandadas por los agricultores, cuyos resultados influyan en las cadenas
productivas del cacao Fino de Aroma de la regién amazonas.

La investigacion en Cacao Fino de Aroma debe estar orientada en enfoques
gendmicos con la aplicacion de modernas herramientas moleculares para la
obtencion de nuevas variedades de cacao que puedan tolerar el cambio climatico,

y garantizar que la agricultura en la region Amazonas o el pais sea mas sostenible.
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VI.

RECOMENDACIONES

Se recomienda el desarrollo de estudios gendmicos en cacao, para determinar si
la presencia de heteroplasmia esta presente en otros cultivares de cacao de la
region Amazonas y del pais.

Debido a la presencia de heteroplasmia en el cacao fino de aroma, se debe realizar
estudios metabolicos o celulares para determinar algunas funciones de proteinas
hipotéticas y los cambios evolutivos que se estan produciendo, ya que hay
indicios de funciones aun desconocidas a lo largo del genoma plastidial.

Se debe realizar estudios mas especificos sobre como ha impactado el inicio de
la era de la bioinformatica y la gendémica del cacao, sobre la toma de decisiones
y en la mejora de su calidad de vida de los productores cacaoteros de la region

Amazonas, bajo el enfoque de desarrollo sostenible.
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