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ABSTRACT

The cacao plant (Theobroma cacao L.) has been cultivated since more than 2,000 years ago by different Mesoamerican
cultures. This species represents a significant biocultural resource for the world, due mostly to its importance in the
production and commercialization of chocolate. Nowadays, the use and application of genomic tools make relatively
possible the characterization of "genotypes” as well as the elucidation of genetic differences between hundreds
of individuals at the population level. Current methods of molecular diagnosis, such as microarrangements, massive
sequencing of new generation, assemblage and annotation of genomes and genetic expression, help generate data,
as well as programming languages and mathematical algorithms that are used in biotechnological processes, whose

objective is to improve the understanding and exploitation of the biology of this type of specimens.
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RESUMEN

La planta de cacao (Theobroma cacao L.) ha sido cultivada desde hace mas de 2,000 afios por distintas culturas
Mesoamericanas. Esta especie representa un recurso biocultural significativo para el mundo, debido principalmente
a su importancia en la produccion y comercializacion del chocolate. Hoy en dia, el uso y aplicacion de herramientas
genomicas facilitan relativamente la caracterizacion de "genotipos” al igual que la dilucidacion de diferencias genéticas
entre cientos de individuos a nivel poblacional. Métodos actuales de diagnostico molecular, como microarreglos,
secuenciaciones masivas de nueva generacion, ensamblado y anotacion de genomas y expresion génica, ayudan a la
generacion de datos, asi como lenguajes de programacion y algoritmos matematicos que son utilizados en procesos

biotecnoldgicos, cuya finalidad es mejorar el entendimiento y explotacion de la biologia de este tipo de especimenes.
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INTRODUCCION
cacao L.,

Th eObroma especie tropical de

naturaleza diploide. Debido a que es explotada por alre-
dedor de seis millones de agricultores en todo el mundo,
y es un medio de subsistencia de mas de 40 millones
de personas, posee una importancia econdomica global
considerable (Wickramasuriya y Dunwell, 2017; Beg et
al., 2017). Se cree que su cultivo se origind en la cuen-
Ca amazonica, y hoy en dia es explotado en muchas
regiones de los tropicos humedos. La mayor parte de
la produccion mundial de cacao (a.c. 90%) proviene de
pequenos agricultores. Actualmente se conocen mas de
20 especies dentro del género Theobroma L.,y T. cacao,
(Figura 1) es el Unico linaje que se cultiva de manera ex-
tensiva (Hipolito-Romero et al., 2017).

es una

Esta especie se reagrupa en tres variedades genéticas
que delimitan de manera respectiva sus caracteristicas
morfologicas y anatomicas: i.e. cacao criollo (T. cacao
spp. Criollo), forastero (T. cacao spp. Sphaerocarpum) y
trinitario. De éstas, la variedad criolla es bien conocida
por su calidad organoléptica deseable y proporciona la
materia prima con la que se producen los chocolates
de sabor fino que representan hasta el 10% de la pro-
duccion mundial. Hoy en dia, la mayor parte de la pro-
duccion total de chocolate (a.c. 80%) proviene del tipo
de cacao forastero; tal variedad se ve favorecida sobre
la criolla por su naturaleza resistente a ciertas enferme-
dades, ademas de su alto rendimiento. Por otra parte,
los frutos son relativamente mas baratos que los de tipo
criollo. La tercera variedad genética; trinitaria, €s un hi-
brido producido a partir de cruzamientos entre las varie-
dades criollas y forasteras, y se cultiva en muchas partes
de Centro y Sudamérica, Africa, Sudeste Asiatico y Ocea-
nia. Lo anterior debido a su
aroma caracteristico, buena
productividad y resistencia a
diversas enfermedades (Prid-
more et al., 2000).

El genoma del cacao es rela-
tivamente pequefio y se en-
cuentra organizado en diez
cromosomas; es decir, que
su tamafio es aproximada-
mente del doble que el de
Arabidopsis thaliana, un mo-
delo ecotipo de dicotiledo-
nea utilizado ampliamente
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Figura 1. Arbol de cacao en etapa de desarrollo temprano
(Theobroma cacao L.). Fotografia tomada en el rancho El Papa-
yal, Mpio. de Nautla, Veracruz.

en estudios de genética aplicada. De acuerdo con Mo-
tamayor et al. (2013), el genoma de la variedad de cacao
mas cultivada en el mundo; el clon de T. cacao Matina
1-6, posee un tamafio aproximado de 445 Mpb (millo-
nes de pares de bases), el cual es considerablemente
mas grande que el genoma de la variedad criolla (430
Mpb) previamente descrita por Argout et al. (2011). Asi,
la informacion obtenida de este ultimo genoma sugie-
re la presencia de 28,798 genes que transcriben mas de
682 familias de proteinas en el cacao. Muchos de estos
transcritos se encuentran relacionados con mecanismaos
de resistencia a enfermedades, biosintesis de lipidos, ru-
tas biosintéticas de flavonoides y terpenoides, y de ma-
nera general; cientos de compuestos elicitores que con-
juntamente conforman el metaboloma de la especie.

A la luz de dichas consideraciones, distintas herramien-
tas bioinformaticas actuales como; (1) busqueda de ali-
neamientos basicos locales y dominios conservados, (2)
generacion de bases de datos de familias de proteinas,
(3) ensamblado y anotacion de genomas, entre otras;
llevan a cabo de manera conjunta la dilucidacion de la
variabilidad genética, filogenia evolutiva, asi como trans-
criptoma, proteoma, secretoma y metaboloma de cien-
tos de especies de interés agrondmico.

Propuestas sobre el origen y diversidad genética

del cacao

La diversidad genética del cacao ha sido estudiada a
través de marcadores moleculares como: isoenzimas,
ADN mitocondrial y de cloroplastos, RFLP; Polimorfismo
de Longitud de Fragmentos de Restriccion, al igual que
RAPD; Amplificacion Aleatoria de ADN Polimorfico, entre
otros (Santana et al,, 2016). El principal interés en realizar
este tipo de indagacion se origina a partir de la necesi-
dad de conocer la diferencia
entre las variedades criollas y
forasteras. Por otra parte, un
segundo punto de partida es
el antecedente de que la ma-
yor diversidad de especime-
nes de cacao se encuentra
entre regiones adyacentes a
Sudameéricay la cuenca ama-
zonica (Whitkus et al., 1998).
La amplia diversidad geneé-
tica de plantas de cacao de
esta ultima region, aunado a
Sus notables caracteristicas
morfoldgicas y resistencia a
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enfermedades, fortalecen la hipotesis de que dicho lugar es el centro de di-
versidad y posible origen de todas las especies (Chessman, 1944). Es asi, que
de manera previa ya se habian registrado ciertas diferencias entre las varie-
dades criollas y forasteras, sin embargo, debido a las aparentes comparacio-
nes tempranas entre ambos tipos de frutos, Cuatrecasas (1964) fortalecio la
hipotesis de una posible diferenciacion natural de especimenes entre ambas
regiones. Los estudios antes mencionados implicaron el registro de caracte-
risticas de plantas nativas.

De acuerdo con Whitkus et al. (1998), las poblaciones de cacao representan
un unico segmento de diversidad genética, ya que al menos las poblacio-
nes del sureste de México se componen de 12 alelos unicos agrupados que
son significativamente diferentes de otros tipos de cacao. Respecto al origen
y distribucion de las variedades domesticadas, actualmente existen dos hi-
potesis que sugieren su diversidad poblacional. La primera de ellas; es que
las poblaciones nativas de cacao existieron exclusivamente en Ameérica del
sur. La variedad criolla predecesora fue transportada por los humanos desde
la cuenca alta del Amazonas hasta Mesoameérica, donde fue eventualmente
domesticada por los Mayas, o bien, por sus antecesores hace mas de dos
mil aflos (Motamayor et al., 2002). Por otra parte, como ya fue mencionado;
Cuatrecasas (1964) sugiere gue el cacao tuvo una distribucion geografica na-
tural desde la region amazonica hasta el sureste de México como es comun
en muchos géneros de arboles neotropicales.

Motamayor et al. (2002) propusieron que el cacao criollo ancestral represen-
ta el grupo original de este tipo de cultivos, aungue no representa una sub-
especie separada que probablemente fue originada a partir de algunos indivi-
duos en América del sur y, que en un futuro pudieron ser dispersadas por el
hombre en América central. La clasificacion mas reciente del germoplasma
del cacao realizada por Motamayor et al. (2008) agrupa 10 clusteres principa-
les basandose en estudios de diferenciacion de geografia y genética pobla-
cional, siendo estos: Marafon, Curaray, Criollo, Iquitos, Nanay, Contamana,
Amelonado, Purus y Nacional y Guiana. Finalmente, en relacion con los ca-
caos mexicanos, Avendafio et al. (2010) describieron 20 varietales distintos,
los cuales son: varietal Carmelo, YUC-I, Lagarto, AGG-26, CRIM-21, CRIM-22,
CRIM-30, CRIM-36, CRIM-38, CHRIM-10, FRIM-20, CRIM-24, CRIM-44, CRIM-
56, CRIM-88, CRIM-I05, Lacandon-17, Lacandon-28, Loxicha y TAJR. Para tal
clasificacion se emplearon 42 descriptores provenientes de frutos, hojas, flo-
res y semillas, propuestos por el INIFAP ante la Union Internacional para la
Proteccion de Nuevas Variedades de Plantas.

Secuenciaciones gendmicas masivas de siguiente generaciony

su importancia en el estudio del cacao

La version actualizada del genoma de la variedad criolla de cacao cuenta
con la anotacion del 99% de sus genes anclados a sus 10 cromosomas
(Chromosome-Anchored Genes). Lanzada en enero de 2017 en su segunda
version, ésta se encuentra disponible en el sitio electronico “Cocoa Geno-
me Hub" (http://cocoa-genome-hub.southgreen.fr/). La disponibilidad de
genomas completos de distintas variedades de cacao (Argout et al., 2011;
Motamayor et al., 2013) permiten la identificacion y caracterizacion de

nuevos genes de interés para los
biotecnoldgos y, por consiguiente,
para los productores. Asi también,
dicha tarea contribuye al desarrollo
de marcadores moleculares para
futuras selecciones asistidas de ge-
nes objetivo (target genes) (Lopes
etal., 2011).

La liberacion de secuencias del ge-
noma del cacao también ha propor-
cionado un camino para la identifi-
cacion rapida, asi como la caracte-
rizacion funcional y estructural de
muchas familias de genes, a través
de vias de simulacion computacio-
nal (in silico) y analisis de expresion.
Por ejemplo, recientemente se han
identificado y caracterizado tres
proteinas tipo-legumain (i.e. protea-
sa cisteina-lisosomal; EC 3.4.22.34)
denominadas TclLEG3, TclLEGE vy
TcLEGY de manera respectiva, que
desemperfian diversos papeles en
la muerte celular programada, ger-
minacion y desarrollo de semillas.
Dichas predicciones fueron logra-
das mediante analisis in silico, mo-
delos tridimensionales y estudios
de expresion génica (Santana et al,,
2016). Por otra parte, el analisis ex-
tensivo de una familia de genes re-
lacionados con la patogénesis (PR-
Genes) en el genoma de T. cacao,
ha permitido la identificacion de un
conjunto de transcritos hipotéticos
que probablemente participan en la
mediacion de respuestas de defen-
sa (R-Genes; genes tipo R) contra
fitopatdgenos (Figura 2) de interés
comercial, como; Phytophthora
palmivora (Maora et al, 2017) vy
Colletotrichum theobromicola
(Fister et al, 2016a). Las matrices
construidas a partir de bibliotecas
sustractivas también se han utiliza-
do en investigaciones de respues-
tas moleculares en el desarrollo de
la enfermedad de la mazorca negra
(Legavre et al., 2015).
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En términos de objetivos de reproduccion, se sabe que
los genes tipo R pueden dividirse en dos categorias prin-
cipales. La primera esta asociada a la resistencia al estrés
bidtico y la segunda hace referencia a los organismos
patdgenos (Jones y Dangl, 2006). Por citar un ejemplo,
algunos metodos de diagnostico molecular como MAL-
DI-TOF MS (i.e. Espectrometria de Masas por Desorcion/
lonizacion Laser Asistida por Matriz) se aplican de mane-
ra regular para la identificacion rapida de Moniliophthora
perniciosa, P.  palmivora, Phytophthora  capsici,
Phytophthora  citrophthora,  Phytophthora  heveae,
Ceratocystis cacaofunesta, Cyanophora paradoxa vy
Ceratosystis fimbriata (dos Santos et al., 2017). Otro ejem-
plo concerniente a los agentes infecciosos que afectan
al cacao y la importancia de su estudio molecular; es el
virus CSSV (Cacao Swollen-Shoot Virus) de doble cadena
de ADN y que pertenece al género Badnavirus (Muller,
2016). Este se transmite en gran medida por chinches ha-
rinosas y aungue se han realizado esfuerzos para erradi-
car el problema mediante practicas culturales, aln no se
ha tenido éxito considerable alguno.

Es importante mencionar gue las colecciones mas gran-
des de germoplasma de cacao se encuentran en el Ban-
co Internacional de Genes de Cacao de Trinidad (Interna-
tional Cocoa Genebank, Trinidad) (ICG, T) y pueden ser
consultadas en la direccion electronica correspondiente:
https://sta.uwi.edu/cru/index.asp (2400 accesiones). Asi-
mismo, el Centro Agronomico Tropical de Investigacion
y Ensefianza (CATIE) en Costa Rica (https://www.catie.
ac.cr/en/), posee una coleccion cercana a 1146 accesio-
nes al igual que el Centro Internacional de Cuarentena
del Cacao, ubicado en la Universidad de Reading, Reino
Unido (http://www.icgd.reading.ac.uk/icqc/).

La interaccion biotrofica entre Moniliophtora
perniciosay Theobroma cacao vista desde un
enfoque molecular

La enfermedad del cacao denominada escoba de bruja
(Witches " Broom Disease), causada por el hongo hemi-
biotrofico M. perniciosa, es una de las mas devastadoras
enfermedades de T. cacao. En contraste con otras in-
teracciones hemibiotroficas, la etapa biotrofica de este
fitopatdgeno dura varios meses y es responsable de los
sintomas mas distintivos de la enfermedad, que com-
prenden entre otros; notables cambios morfoldgicos
drasticos en los brotes infectados. Mediante enfoques
duales de RNA-seq; secuenciacion de RNA, es posible
realizar aproximaciones a respuestas transcriptomicas
completas de manera simultanea tanto en el cacao
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Figura 2. A) Fruto de cacao infectado por Phytophtora sp., B) Micelio
de hongo fitopatdogeno colonizando tejido de cacao interno. Fotogra-
fia tomada en el rancho El Papayal, Mpio. de Nautla, Veracruz.

como en M. perniciosa durante su interaccion biotrofica.
La infeccion de M. perniciosa desencadena la reprogra-
macion metabolica masiva en los tejidos enfermos del
cacao Yy, aunque aparentemente vigorosos, los brotes
infectados se comportan como estructuras energética-
mente demandantes que se caracterizan por la induc-
cion de respuestas de defensa muchas veces ineficaces,
y bajo una clara privacion de carbono (Legavre et al.,
2015). De acuerdo con Teixeira et al. (2014), la infeccion
culmina con el establecimiento de un proceso de senes-
cencia en el hospedador, que sefiala el final de la etapa
biotrofica de Moniliophtora.

Es de esta manera que los estudios transcriptomicos
de los organismos fitopatogenos han ayudado en gran
medida a caracterizar las etapas de nutricion fungica y
estrategias de infeccion que a su vez permiten identifi-
car efectores hipotéticos de virulencia (Jones y Dangl,
2006). Curiosamente, M. perniciosa desarrolla una infec-
cion parasitaria a largo plazo que orquesta cambios en
el metabolismo de la planta para aumentar la disponi-
bilidad de nutrientes solubles antes de la muerte de di-
cho hospedador. Todo lo anterior, tiene lugar gracias a
la interaccion biotrofica en la que destaca la expresion
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de diversos transcritos como: citoquinina deshidrogena-
sal, glicosido hidrolasa familial9, inhibidor de proteinas
I3, thaumatina relacionada con patogenicidad, glutation
S-transferasa C-extremo terminal, lacasa, aquaporina,
proteina no apical meristematica, desaturasa de acidos
grasos tipol, proteina de enlace clorofilall A-B y reducta-
sa ferrodoxina, entre otras (Teixeira et al., 2014).

Repositorios disponibles para el estudio genémico/
funcional del cacao

Las herramientas bioinformaticas de acceso libre al igual
gue las bases de datos electronicas, contribuyen de ma-
nera notable al desarrollo de investigaciones enfocadas
en profundizar en el campo de las “Omicas” (i.e. neolo-
gismo inglés que hace referencia al estudio de la geno-
mica, protedmica, metaboldmica y transcriptomica, en-
tre otras) y de ese modo implementar mejoras en los
cultivos.

En el Cuadro 1 se muestra una lista de algunas herra-
mientas informaticas/bases de datos de libre acceso
para el publico en general, donde se puede consultar

informacion referente al cacao; ya sea desde estudios
genomicos hasta las principales enfermedades que lo
afectan. La ultima version del genoma de cacao esta
disponible en: Cacao Genome Database (CGD, http://
www.cacaogenomedb.org/), la cual fue desarrollada en
colaboracion con MARS, USDA: Marketing Analysis &
Reporting Services, U. S. Department of Agriculture/ARS;
Agriculture Research Service, IBM; International Bussines
Machines, Instituto de Genomica de la Universidad de
Clemson, PIPRA; Public Intellectual Property Resource
for Agriculture, HudsonAlpha Instituto de Biotecnologia,
Centro Nacional de Recursos Genomicos, Universidad
de Indiana y la Universidad del Estado de Washington-
Main Lab Bioinformatics. Asimismo, existen herramientas
para el analisis genomico relativamente faciles de utilizar
como es el caso de "BLAST"; Basic Local Alignmet Tool
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) que permite en-
contrar regiones similares entre grupos de secuencias
biologicas.

La herramienta "Gbrowse” (http://gmod.org/wiki/Gbrow-
se) es otro algoritmo que trabaja combinando bases de

Cuadro 1. Lista de algunos repositorios disponibles para el estudio genémico/funcional del cacao.

International Cocoa Germplasm Database (ICGD)

URL

http://www.icgd.reading.ac.uk/index.php

Cocoa Genome Hub

http://cocoa-genome-hub.southgreen.fr/

CocoaGenDB

http://cocoagendb.cirad.fr/

Dicots PLAZA 3.0

http://bioinformatics.psb.ugent.be/plaza/versions/plaza_v3_dicots/organism/view/
Theobroma+cacao

Ensembl Plants

http://plants.ensembl.org/Theobroma_cacao/Info/Index

Cacao Genome Database

http://www.cacaogenomedb.org/

CacaoNet—Global Network for Cacao Genetic Resources | https://sites.google.com/a/cgxchange.org/cacaonet/home/partners-of-cacaonet

CEMID—Cocoa EST Marker Information Database

http://riju.byethost31.com/cocoa/?ckattempt=1

Phytozome v11.0

https://phytozome jgi.doe.gov/pz/portal.html - linfo?alias=Org_Tcacao

Witches' Broom Disease Transcriptome Atlas

http://bioinfo08.ibi.unicamp.br/wbdatlas/

GenBank NCBI

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=cocoa

Global Consumption Database

http://datatopics.worldbank.org/consumption/

Decoding the Cocoa Genome

https://www.cirad.fr/en/our-research/research-results/2010/decoding-the-cocoa-
genome

Integrated Taxonomic Information System

https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt

UniProtKB

http://www.uniprot.org/uniprot/?query=Cocoa&sort=score

Ancient Cacao Map

http://en.ancientcacao.com/

Biodiversity International

https://www.bioversityinternational.org/news/detail/mapping-the-biodiversity-
status-of-over-10000-ghanaian-cocoa-farms/

The American Phytopathological Society

https://www.apsnet.org/publications/commonnames/Pages/Cacao.aspx

National Center for Genome Resources

http://www.ncgr.org/

Fundacion Cacao México

http://www.cacaomexico.org/

Nota: Direcciones de sitios electronicos actualizados hasta abril de 2018.
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datos y paginas web interactivas para la manipulacion y
despliegue de anotaciones de genomas (Wickramasuri-
ya y Dunwell, 2017). Por ultimo, pero no menos impor-
tante, un recurso también destacable en el estudio de
la gendmica funcional es “UniProt’; Universal Protein
Resource (http://www.uniprot.org/), repositorio infor-
matico para la secuenciacion y anotacion de proteinas.
De esta manera, Uniprot es el resultado de un proyecto
que surgio de la colaboracion entre EMBL-EBI; Institu-
to Europeo de Bioinformatica (https://www.ebi.ac.uk/),
SIB; Instituto Suizo de Bioinformatica (https://www.sib.
swiss/) y PIR; Protein Information Resource (https://pir.
georgetown.edu/).

CONCLUSIONES
a generacion masiva de datos genomicos ha
incrementado de manera sobresaliente en las
ultimas dos décadas, gracias al avance de las
tecnologias de la informacion y el desarrollo de
algoritmos cada vez mas precisos, que, aunado a la ac-
tual tecnologia de secuenciacion genética de siguiente
generacion, permiten dilucidar los fenotipos de miles
de especies. El género Theobroma ademas de ser con-
siderado un recurso biocultural de suma importancia,
trasciende al formar parte de los modelos de estudio
bioinformaticos recientes, los cuales complementan
el conocimiento de la fisiologia y gendmica funcional
de estos especimenes. En conjunto, una correcta apli-
cacion biotecnologica y agronOmica de estos datos
generados, permitira llevar a cabo la explotacion de
dicho recurso bajo un enfoque sostenible y en bene-
ficio de la sociedad, ademas de contribuir al conoci-
miento teorico-practico de su naturaleza, al igual que
un manejo integrado de las plagas fitopatdogenas que
lo aquejan.
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