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RESUMEN

El presente trabajo investigativo tuvo como finalidad hacer uso de la Bioinformatica para
estudiar las rutas metabolicas relacionadas con la resistencia por contaminacién de Aluminio
y Cadmio en el cultivo de cacao (Theobroma cacao L.). El estudio se llevé a cabo en el
Campus Experimental “La Maria”, Facultad de Ciencias Pecuarias y Biologicas
perteneciente a la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, ubicada en el kilémetro 7.5 de
la via Quevedo - El Empalme, Recinto San Felipe, Canton Mocache, Los Rios. Para
comparar los genomas secuenciados de cacao con otras especies de las Malvaceae y los
metallophytes con el fin de revelar datos genémicos relacionados a factores genéticos en los
procesos evolutivos de ambas especies, adicionalmente caracterizar y elucidar de forma in
silico familia de genes, factores de trascripcion y proteinas relacionados con efectos de
metales pesados, para lo cual se utilizaron varios softwares disponibles de forma gratuita en
la web. Los resultados fueron filtrados por Evalue cutoff 10E-10. PlantTFcat es una
herramienta para analizar la identificacion y categorizacion de genes de plantas TF / TR /

CR a escala gendmica.

Palabras claves: Cacao, genoma, bioinformdtica, comparacion in silico, metales pesados
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ABSTRACT

The present research was aimed at using Bioinformatics to study metabolic pathways related
to resistance by aluminum and cadmium pollution in cocoa (Theobroma cacao L.)
cultivation. The study was carried out at the Campus Experimental “La Maria”, Facultad de
Ciencias Pecuarias y Bioldgicas, belonging to the Universidad Técnica Estatal de Quevedo,
located at kilometer 7.5 of the Quevedo - El Empalme road, San Felipe Campus, Canton
Mocache, To compare the sequenced cacao genomes with other species of the Malvaceae
and the metallophytes in order to reveal genomic data related to genetic factors in the
evolutionary processes of both species, additionally to characterize and elucidate in silico
family of genes, transcription factors and protein related heavy metal effects various
softwares available for free on the web will be used. The results were filtered by Evaluate
cutoff 10E-10. PlantTFcat is a tool to analyze the identification and categorization of

TF/TR/CR plant genes at the genomic scale.

Keywords: Cocoa, genome, bioinformatics, in silico comparation, heavy metals
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Introduccion

Actualmente, la acumulacion y presencia de metales pesados en cultivos de cacao
(Theobroma cacao L.), se ha convertido en un problema de alto impacto, dada la importancia
de este cultivo para el Ecuador, principalmente por la actividad de exportacion en calidad de
materia prima, asi como de los productos elaborados (1) Ademas, es considerado diferente
al resto de paises, esto gracias a sus caracteristicas organolépticas y su gran calidad (2); sin
embargo, en su desarrollo, la planta de cacao puede absorber distintos metales pesados
provenientes del suelo, concentrandose en sus semillas (3); y, por lo tanto, ser transferidos

hacia el ser humano (4).

Diversos trabajos investigativos consideran este tipo de metales como elementos muy
peligrosos para la alimentacion humana situacion que ha captado la atencion de la
comunidad cientifica orientada a su descripcion y comportamiento en los sistemas bioldgicos
a plantear alternativas de prevencion, control y remediacion (5) (6). En Ecuador se ha
presentado evidencia cientifica de que la semilla de cacao contiene metales pesados. Donde
la provincia de El Oro presenta los valores mas altos de cadmio en cacao, seguido por Guayas

y Manabi (7).

La tolerancia y/o resistencia de las plantas al estrés por metales puede estar asociada a uno
0 mas mecanismos, tales como la excrecion de compuestos quemantes que reducen la
disponibilidad del metal en el suelo o en el agua; la exclusion del metal mediante absorcion
selectiva de elementos; retencion de metales en las raices, evitando su translocacion a los
brotes; secuestro de metales pesados por aglutinantes, biotransformacion,
compartimentacion y mecanismos de reparacion celular; el desarrollo de enzimas tolerantes

a metales, entre otros (8).

Ante esto, considerando las tendencias de consumo, se necesitan cultivos que sean mas sanos
y de buena produccion, para obtener mayores rendimientos en el cultivo de cacao. Por tal
razon, la presente investigacion pretende estudiar con el uso de la Bioinformatica, las rutas
metabolicas relacionadas con la resistencia por contaminacion de Aluminio y Cadmio en el

cultivo de cacao.



Esto permitira identificar posibles secuencias relacionadas a la resistencia a metales mesados
como aluminio y cadmio que podrian permitir ser la base inicial de un programa de
fitomejoramiento en este cultivo de tanta importancia para el pais. Estos tipos de datos
O6micos son una enorme alternativa hoy en dia para acelerar procesos que tomaban mucho
tiempo antes de la era 6mica, y en lo posterior hacer estudios de expresion génica y
funcionabilidad de genes relacionados a la resistencia a metales pesados como Aluminio y

Cadmio.



CAPITULO1

CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de investigacion.
1.1.1. Planteamiento del problema.

El exceso de metales pesados es un problema grave que se ha planteado durante las Gltimas
décadas debido al cambio climatico y las actividades indeseables causadas por el hombre
(como la industrializacion, los fertilizantes sintéticos, etc.). Las plantas son sensibles y no
pueden escapar si su entorno, la rizosfera y el aire se contaminan (9). La acumulacion y
presencia de metales pesados en los cultivos de cacao se encuentran de manera natural en la
corteza terrestre, mismos que pueden ser absorbidos por las semillas, las plantas y sus frutos

(10).

Las plantas adoptan su propio metabolismo y se adaptan a condiciones adversas. Por eso,
han resistido desde la prehistoria hasta la actualidad. El cacao es uno de los cultivos con
facturacion de miles de millones de délares a nivel mundial. Uno de los mayores problemas
hoy en dia en el cultivo de cacao es que este puede acumular metales pesados en sus granos,
lo que se traduce en un grave riesgo para la salud humana y también para la produccion de

cacao.

Para comprender como las especies de cacao pueden enfrentar el problema de metales
pesados y como las plantas de cacao pueden adaptarse y tolerar el estrés de metales pesados,
es necesario elucidar y explorar algunas rutas metabdlicas que permitan identificar
secuencias génicas que lideren algunos procesos de resistencia o tolerancia a la presencia de
metales pesados como Aluminio y Cadmio. Los genes son factores claves, pues, aquellos
lideran, regulan y conducen ciertas reacciones bioldgicas en las plantas, entre ellas, las rutas

y las redes involucradas en respuestas a metales pesados (9).
Diagnéstico.

La disponibilidad de bases de datos gendmicas a través de sistemas abiertos demuestra la
aplicabilidad de estas soluciones bioinformaticas para problemas actuales tanto en el reino
animal como vegetal. Estas herramientas varian desde una coleccion de herramientas
auténomas con un formato de datos comun, y bajo una tnica interface autbnoma o basada
en la web, hasta sistemas integradores y extensibles para la gestion del flujo de trabajo

bioinformatico.



e Compilaciéon de conjuntos de datos.

e Comparaciones (los programas y las herramientas).
Prondstico.

Se muestran nuevas alternativas para acelerar los procesos de seleccion o fitomejoramiento
en el cultivo de cacao, pues las secuencias caracterizadas permitiran iniciar investigaciones
de expresion génica, utilizando un barrido de genes de resistencia o tolerancia por via
biocomputacional con relacion a la presencia de metales pesados como Aluminio y Cadmio

en el cultivo de cacao (Theobroma cacao L.).
1.1.2. Formulacion del problema.

(Cuales seran las rutas biocomputacional metabdlicas relacionadas con la resistencia por
contaminacion de metales pesados de plomo y Cadmio en el cultivo de cacao (Theobroma

cacao L.)?

1.1.3. Sistematizacion del problema.

e Cudles son las secuencias genomicas relacionadas con la resistencia por
contaminacion de Aluminio y Cadmio en el cultivo de cacao (Theobroma cacao)?

e ;Existen secuencias de proteinas compartidas del genoma de (Theobroma cacao) con
otras especies relativas para elucidar algunas funciones relacionadas con la
resistencia por contaminacion de Aluminio y Cadmio?

e ;Cudl es la filogenia de secuencias relacionadas con la resistencia por contaminacion
de Aluminio y Cadmio en (Theobroma cacao) que defina con mayor probabilidad su

historia evolutiva?
1.2.0bjetivos.
1.2.1. Objetivo general.

Estudiar con el uso de la Bioinformatica las rutas metabolicas relacionadas con la resistencia

por contaminacién de Aluminio y Cadmio en el cultivo de cacao (Theobroma cacao L.).



1.2.2. Objetivos especificos.

e Caracterizar secuencias gendmicas en repositorios bioinformaticos relacionadas con
la resistencia por contaminacién de Aluminio y Cadmio utilizando los algoritmos
BLASTN, BLASTP y BLASTX.

e Comparar secuencias de proteinas del genoma de (Theobroma cacao L.) con otras
especies relativas para observar la similitud y elucidar algunas funciones
relacionadas con la resistencia por contaminacién de Aluminio y Cadmio.

e Realizar un analisis filogenético utilizando las secuencias gendémicas seleccionadas
en (Theobroma cacao L.) para definir con mayor probabilidad la historia evolutiva

de las moléculas comparadas.

1.3.Justificacion.

Se han desarrollado interfaces para una amplia variedad de aplicaciones bioinformaticas,
permitiendo que una aplicacion, corriendo en un ordenador de cualquier parte del mundo,
pueda usar algoritmos, datos y recursos de computacion alojados en servidores en
cualesquiera otras partes del planeta. Las principales ventajas radican en que el usuario final

se despreocupa de actualizaciones y modificaciones en el software o en las bases de datos.

La presente investigacion se enfocod en comparar las secuencias de genes/proteinas de cacao
con los genes/proteinas de otras plantas cuya funcidon esta relacionada con la respuesta,
actividad, acumulacion y tolerancia de metales pesados (HM). Para realizar este tipo de

analisis comparativos, hay algunos elementos que proporcionar:

Secuencias de genes y/o proteinas del cacao (datos gendmicos), secuencias de genes y/o
proteinas que estdn relacionadas con metales pesados de otras especies vegetales,
especialmente plantas con capacidad potencial o probada de tolerancia a HM y herramientas
bioinformaticas que permiten comparar secuencias de diferentes conjuntos de datos, analizar

funciones, comprender como reaccionan las plantas a HM por vias y redes

Asi, el presente trabajo permitidé mostrar las comparaciones y obtener resultados mas
precisos, se pueden emplear varias herramientas bioinformaticas segiin los objetivos del

estudio y los recursos computacionales disponibles.
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2.1. Marco conceptual.
2.1.1. Cacao.

El cacao es una fruta originaria de América tropical en la region superior del Amazonas. Su
historia se remonta al tercer milenio antes de Cristo (a.C.), es decir, hace mas de 2.000 afios,
donde civilizaciones del sur de México y Centroamérica fueron los principales pueblos en
reconocer y utilizar las apreciables cualidades de la almendra de cacao adaptandola a su

alimentacion habitual (11).

2.1.2. Metales pesados.

Los metales son componentes naturales de la corteza terrestre, que juegan un papel
importante en los organismos al ser parte fundamental de sus funciones bioquimicas y

fisiologicas (12).

2.1.3. Bioinformatica.

La bioinformética se refiere a la disciplina cientifica que permite investigar, desdoblar y

emplear herramientas computacionales para mejorar el manejo de datos bioldgicos (13).

2.1.4. Rutas metabolicas.

Las rutas o vias metabolicas se definen como la sucesion de reacciones quimicas donde el
sustrato inicial se convierte dando paso a productos finales, mediante metabolitos que actiian

como intermediarios (14).

2.2. Marco referencial.
2.2.1. Origen y generalidades del cacao.

Theobroma cacao L., es un arbol tropical perteneciente a la familia de la Esterculiaceae,
cuyo fruto es color purpura y similar a las almendras, pero de sabor amargo. Su nombre
“Theobroma” significa “alimento de los dioses” en idioma griego, “cacao” por su parte viene
de la palabra maya “kakaw”, con la que esta civilizacién conocia a la planta (15). Los mayas

establecieron las primeras plantaciones cacaoteras en Centroamérica.

Barazarte et al. (16) afirman que es muy probable que los Olmecas fueran los responsables

de la domesticacion del cacao hace tres mil afios, pero la difusion de su uso se le atribuye a



los Mayas ya que formaban parte importante de sus actividades culturales como alimento,

medicina e incluso parte de su estructura econdémica.

2.2.1.1.  Descripcion taxonomica.

Taxondémicamente, el cacao es una de las 22 especies del género Theobroma, su taxonomia

es la siguiente (17):

e Reino: Plantae

e Division: Magnoliophyta
e Clase: Magnoliopsida

e Subclase: Dillieniidae

e Orden: Malvales

e Familia: Malvaceae

e Género: Theobromeae

2.2.1.2.  Descripcion botanica.

A nivel boténico, el cacao es un arbol que crece silvestre, en los bosques de América Central,
en la zona situada entre los 26°N y 26°S de Ecuador, los arboles cultivados son mas pequefios
los cuales facilitan su recoleccion y cultivo, no suelen sobrepasar los dos o tres metros de

altura.

También se conoce que se cultiva en las zonas tropicales del oeste de Africa y Asia su tamafio
mediano normalmente tiene una altura entre 6 a 8 metros de altura y alcanza hasta los 20m?
crece libremente bajo sombra intensa la corona es de un didmetro de 7 y 9 metros el tronco

es recto y se puede desarrollaren formas muy variadas segtin las condiciones (2).
2.2.2. Produccion de cacao en Ecuador.

Chiriboga (18) indica que la produccién de cacao en Ecuador tuvo su esplendor a fines del
siglo XIX, lo que posiciono al pais como el principal exportador del mundo en los afios
ochenta. Debido a este auge, el cacao es conocido en el pais como “la pepa de oro", al
promover la mayor generacion de divisas para el pais a fines del siglo XIX. Por las
condiciones climaticas, en Ecuador se produce cacao primordialmente en las provincias del,

Guayas, Los Rios, Manabi y Sucumbios (19).



De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura, FAO (20), el cacao en el contexto econémico ecuatoriano es un factor muy
influyente, siendo una de las actividades mas importantes en la actividad agricola del pais,
considerado como el principal pais productor de América y el cuarto a nivel mundial,
permitiendo generar empleo e ingresos; su produccion tiene una alta diferencia en relacion
otras producciones, es decir, se cultiva, cosecha y comercializa con mayor frecuencia,

demostrando que este nicho de mercado es rentable en todos sus aspectos.

En Ecuador se produce cacao en 14 provincias. Aproximadamente el 80% de la produccion
se concentra en la cuenca del rio Guayas, por la fertilidad de los suelos. Pero existen otras
zonas del pais que tienen un cacao diferente y que ofrece otras cualidades, por ejemplo, la
provincia de Napo, que produce volimenes menores y no figura como provincia productora

de cacao, pero tiene un cacao diferente (E-7) (21).

Segun los datos de la Encuesta de Superficie y Produccion Agropecuaria Continua (ESPAC)
(22), hasta el ano 2020, la superficie plantada de cacao a nivel nacional fue de 590579
hectareas (has); y la mayor produccion se concentra en la provincia de Los Rios con el
28.36% (167488.20 has). La participacion en la superficie total de la plantacion de cacao, se
representa en la Figura 1.

Figura 1
Participacion de las provincias en la superficie plantada total de cacao

19,91% 22,68%

4,79%

13,95% 19,10%

19,57%

B Los Rios ®Manabi = Guayas © Esmeraldas ® Santo Domingo ® Otros

Fuente: INEC, (1)
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2.2.2.1. Variedades.

Sanchez-Ramirez (17) detalla que existen tres variedades principales de cacao las cudles son:

> Cacao forastero: Sunombre se debe a que es originario de Africa, porque “venia de
afuera”. Es el mas cultivado en el mundo, abarcando un total de 80% sobre la
produccion mundial de cacao. Se caracteriza por su aroma acido y sabor astringente.

» Cacao trinitario: Es una cepa hibrida que se origin6 al sembrar cacao forastero en
suelos donde habian muerto arboles de cacao criollo, por esto tiene caracteristicas de
las dos variedades. Su nombre se debe a que se originé en la isla de Trinidad, y ocupa
del 10% al 15% de la produccién mundial.

» Cacao criollo: Siendo bautizado por los espafioles como “criollo” por provenir del
nuevo mundo. Posee un aroma y sabor superior a las otras variedades; sin embargo,
es mas dificil de cultivar que los otros cacaos y es mas susceptible a las enfermedades

y cambios de clima. Representa el 5% de la cosecha mundial aproximadamente.

2.2.3. Aspectos tedricos del Aluminio (Al) y el Cadmio (Cd).
2.2.3.1.  Aluminio.

El Aluminio es el metal mas abundante sobre la corteza terrestre, y el tercer elemento mas
abundante después del oxigeno y el silicio (23), considerado como un metal que ha
contribuido al desarrollo del ser humano a través de la historia, siendo la evolucion en las
necesidades humanas y tecnoldgicas lo que permitido el desarrollo de los procesos
industriales hacia condiciones inimaginables y sorprendentes (24), siendo conocido por
primera vez en 1808, pero, no fue hasta 1827 que se le atribuy6 el descubrimiento a Frederich

Waler (25).

El Aluminio se usa en forma pura, aleado con otros metales o en compuestos no metalicos.
Su uso més popular es como papel Aluminio, el cual consiste en una ldmina con un espesor

tan delgado que resulta facilmente maleable (26).

2.2.3.2. Cadmio.

El Cadmio es un metal pesado considerado como uno de los elementos mas toxicos. Se
encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, asociado principalmente a los depositos
de Zinc (27). Este metal se encuentra presente en el suelo como resultado de la meteorizacion

de las rocas y erupciones volcanicas, fosfatos marinos y por aportes de actividades humanas
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(explotacion minera, la fundicion y refinacion de metales no ferrosos, la quema de
combustibles fosiles, la aplicacion de fertilizantes fosfatados y la quema de residuos
industriales y urbanos, considerandolo un toxico y riesgos a la salud humana, especialmente

a los nifios (28).
2.2.4. Efectos de metales pesados en el cultivo de cacao.

Huaraca et al. (29), afirman que el problema ambiental sobre el Cd, al ser un metal altamente
toxico, con un alto poder de persistir en el suelo por periodos largos a causa de la minima
pérdida microbiana y quimica; respecto a lo mencionado, Chavez et al. (30) sostienen que
el cacao puede absorber el Cadmio presente en el suelo y posteriormente acumularlo en sus

almendras.

Las plantas expuestas a altos niveles de Cd les causan la reduccion en la fotosintesis, la
absorcion de agua y la absorcion de nutrientes y, en consecuencia, se observa clorosis,
inhibicién del crecimiento, pardeamiento de las puntas de las raices y, finalmente, la muerte
(31). La gravedad de este metal depende de su toxicidad especifica, bioacumulacion,

persistencia y no biodegradabilidad (32).

El Cadmio se absorbe en cultivos de cacao por algunos factores como: temperatura del suelo
(a mayor temperatura existe mas velocidad de metabolismo de reaccion, ya que existe una
mayor solubilidad), pocos minerales en la tierra (mientras mas minerales, menor interaccion
de Cadmio), acidez (en suelos alcalinos no se ha encontrado mayor incidencia de Cadmio),

y presencia de Cadmio de forma natural (33).

En China se hizo un estudio que comprob6 que existen variedades de cacao que acumulan
Cadmio en sus raices o semillas y por esta razon si la variedad con la que se trabaja
hiperacumula en la semilla debe ser usada para la fabricacion de biodiesel y en caso
contrario, que la acumulacidén ocurra en las raices ésta debe ser usada en la fabricacion de

aceites vegetales comestibles (34).
2.2.5. Estudios efectuados de metales pesados en cultivo de cacao.

El desarrollo de la presente investigacion partid de articulos relacionados a los metales
pesados y su relacion con el cacao. La busqueda bibliografica fue realizada en diferentes

bases electronicas a partir de trabajos realizados en los tltimos 5 afios.
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Charrupi y Martinez (35), describen que el Cadmio en las plantas de cacao en proporciones
ideales libera una serie de reacciones metabdlicas positivas, como inducirla a diferentes tipos
de expresion génica e incrementa la actividad de enzimas antioxidantes como las peroxidasas
(IIT) y las stper oxido dismutasa (SOD) las que ayudan a hacer frente al estrés oxidativo

ocasionado por los radicales libres, ayudando a prolongar su vida.

Jaramillo et al. (36), muestrearon y analizaron suelos de terrenos agricolas de seis
organizaciones que conforman la asociacion Unidén de Organizaciones Campesinas
Cacaoteras (UNOCACE), observando que las concentraciones mas altas de Cadmio estaban
en las muestras en rango de profundidades mas superficial (0-20 y 20-40 cm), lo que hace

presumir que el metal se encuentra asociado a la materia organica

Por su parte, Chancay et al. (37) determinaron que, a nivel global y local se identifica la
presencia del Cd en plantas de cacao que supone un problema no s6lo medioambiental (en
relacion agua-suelo), sino que, también presume un factor mas en la degradacion de los
suelos y, por tanto, una amenaza para la produccion agricola y la seguridad alimentaria. La
presencia del Cd es un problema potencial que limita su comercializacion y posibilidades de
exportacion. América Latina, en especial Ecuador, se ve particularmente afectada por los

preocupantes niveles de Cadmio en los granos de cacao.

Arévalo et al. (38), determind que las plantaciones de cacao con diferentes clones
presentaron diferencias en la acumulacion de Cd tanto en hojas como en granos de cacao;
por lo tanto, seleccionar genotipos de cacao con bajo acumulador de Cd para una produccion
segura de cacao en suelos contaminados de leve a moderadamente con Cd. Ademas, la
sinergia entre el Zn y el Cd presentes tanto en la planta como en el suelo sugiere que el Zn

tiene un efecto directo sobre la acumulacion de Cd en el cacao.
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3.1. Localizacion.

La presente investigacion se efectud en el Campus Experimental “La Maria”, Facultad de
Ciencias Pecuarias y Biologicas perteneciente a la Universidad Técnica Estatal de Quevedo,
ubicada en el kilémetro 7.5 de la via Quevedo - El Empalme, Recinto San Felipe, Canton

Mocache, Los Rios.
3.1.1. Condiciones agroclimaticas

Las condiciones meteorologicas aproximadas del lugar de investigacion se describen en la

Tabla 1.

Tabla 1

Condiciones meteorologicas aproximadas del Campus Experimental “La Maria”

Caracteristicas Valores aproximados
Temperatura Entre 18 a 24 °C
Precipitaciones 2583 mm/afio
Altitud 74 m.s.n.m.
Humedad relativa 73 a 74%

Fuente INIAP (39)

3.2. Tipo de investigacion.

El presente trabajo de investigacion de caracter bioinformatico para elucidar los genes

involucrados en acumulacion y detoxificacion de los metales pesados en el cultivo de cacao.
3.3.  Meétodos de investigacion.

El presente estudio es de cardcter cientifico casi experimental in silico, no posee un disefio
experimental con factores, repeticiones o tratamientos, mas bien se basa en el uso de
algoritmos fuertemente creados desde el punto de vista matemdtico para andlisis
bioinformaticos. En ese sentido tenemos al algoritmo BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) , en este caso insertado como una funcidén de Orthovenn2, el mismo que es un
algoritmo y un programa informatico de alineamiento de secuencias de tipo local, ya sea de

ADN o de proteinas, empleado en bioinformatica.
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3.4.Fuentes de recopilacion de la informacion.

Para la presente investigacion se utiliz6 como fuente primaria la informacioén obtenida a
través de la recoleccion de datos provenientes del trabajo de campo; mientras que las fuentes
secundarias fueron libros, fuentes de internet, revistas cientificas, tesis e informes de

instituciones oficiales del estado.

3.5.Disefio de la investigacion.

Al ser un trabajo de caracter bioinformatico, no existio un disefio experimental como tal, es

decir no se realizé manipulacion de variables.
3.6.Manejo del experimento.

Se compararon los genomas secuenciados del cultivo de (Theobroma cacao) con otras
especies de las Malvaceae y los metallophytes con el fin de revelar datos gendémicos
relacionados a factores genéticos en los procesos evolutivos de ambas especies,
adicionalmente, caracterizar y elucidar de forma in silico proteinas relacionadas con

caracteristicas de resistencia por contamina

cion de metales pesados como Cadmio y Aluminio, utilizando el software Orthovenn2. Para
obtener los genomas completos con sus respectivas anotaciones, se procedid a descargar
todo el conjunto de datos (genomas completos, nucleodtidos, proteinas y transcritos), desde

la plataforma NCBI o Phytozome bajo las accesiones de ensamblaje correspondientes.

El programa es capaz de comparar una secuencia problema contra una gran cantidad de
secuencias que se encuentren en una base de datos y encontrar las que tienen mayor parecido,
asi como la significancia de cada resultado, el nivel de significancia escogido para encontrar

la similitud de las secuencias de proteinas fue de 1 e-5.

El plan de busqueda de secuencias gendmicas de proteinas disefiado para la presente

investigacion se detalla a continuacion:
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Figura 3

Esquema de busqueda de secuencias de genomicas de proteinas en la plataforma.
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GRTKLGLVIDLTNTTRYYHPNTELRQNGIKYVKIRCSGRDSVPDNVSVNTFVYEVNQFENNSSHKYVLVHC THGHNRTGF

MIVHYLMRSRPMMSVTEALKIFSDARPPGIYKPDYIDALYSFYHEVKPESVICPPTPEWKRSEEVKVDDVDDDLSYPWQ
GNNQEENMKKLSNDDILGDDIPYGQEVCYQKLINDMLNISMQFPGSHPVSLGREALQLLRQRYYYVTWKADGTRY!
REGCYLVNREFRFRRVQMRFPCKYDPSDYKVHHYTLLDGEMVIDTF QARRYLVYDLVA!
NILEREVIRPRNDEKKVMNHWYRYEMEPFGVRIKPFCLLSAVEKIPSLSHETDGLIFQGWDDPYVFGTDHGL LKWKI
LDFLFDMDKYGRQMLFLQERGKMKLMEGYSVEFRGDGWDNNPASYCGKIVECSHDKEKKVIWVSLRIRVDKSKPNGIH
SVIKCIKDDITKDLLMEEIKKIIRLPMYVERIRRDTQEAERRKHGNRKG*

>hraha 28M<ARAT 1 n nacid=2RRIA5AI transcrint=Araha 328A1<AART 1 Tacus=brah
Ln1,Col1
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Para comparar los genomas secuenciados de cacao con otras especies de las Malvaceae y
los metallophytes con el fin de revelar datos genémicos relacionados a factores genéticos
en los procesos evolutivos de ambas especies, adicionalmente caracterizar y elucidar de
forma in silico familia de genes, factores de trascripcion y proteinas relacionados con

efectos de metales pesados varios softwares disponibles de forma gratuita en la web.

Para tener el genoma de la especie bajo estudio (Theobroma cacao L.) se procedid a
descargar todo el conjunto de datos (genomas completos, nucledtidos, proteinas y
transcritos) de cacao, desde la plataforma NCBI o Phytozome bajo las accesiones de
ensamblaje GCF_000208745.1 (Criollo _cocoa genome V2) y GCF _002168275.1
(ASM216827v2), respectivamente.

Para comparar especies entre si, los transcriptos y los conjuntos de datos de proteinas se
eliminaron teniendo en cuenta el umbral de corte de Evalue 10E-10 como criterio para
filtrar los resultados. Tres busquedas de BLAST; es decir, blastn, blastp y blastx se

realizaron para evaluar las diferencias gendmicas y como varian sus resultados.

El software OrthoVenn2 fue utilizado para comparar conjuntos de datos de proteinas y
generar mapas para la comparacion de identidad entre especies bajo estudio. OrthoVenn2
es una plataforma web en linea que compara conjuntos de datos de proteinas, los agrupa
y genera anotaciones genéticas, mapas y diagramas de Venn basados en similitudes entre

las especies de entrada.

Para comparar los factores de transcripcion (TF) a nivel de especie, el conjunto de datos
de Factores de Transcripcion (FT) de Theobroma cacao se descargaron de la plataforma
PlantTFDB. Los transcritos y el conjunto de datos de proteinas de Herrania umbratica se

blastearon contra el conjunto de datos FT de cacao.

Los resultados seran filtrados por Evalue cutoff 10E-10. PlantTFcat es una herramienta
para analizar la identificacion y categorizacion de genes de plantas TF / TR / CR a escala
gendémica. Los microsatélites se utilizan como marcadores moleculares en
fitomejoramiento, genética de poblaciones y estudios filogenéticos. Son repeticiones en
tandem de motivos de nucleotidos cortos en secuencias gendmicas. FullSSR es una nueva
herramienta bioinformatica para la deteccion de loci de microsatélites (SSR) y el disefio
de cebadores que utilizan datos gendmicos del ensayo NGS. FullSSR permitié crear
marcadores moleculares, los cuales son un buen medio para usarse en fitomejoramiento

y estudios filogenéticos.
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3.7. Tratamientos de los datos de secuencias de datos.

Los datos de las secuencias recolectadas fueron sistematizados y ordenados en tablas con

la ayuda del programa Microsoft Excel.
3.8. Recursos humanos y materiales.

El recurso humano que intervienen en el desarrollo del presente proyecto de investigacion
fue, el Dr. Ronald Oswaldo Villamar Torres, quien prestd su contingente como director
del Proyecto de Investigacion, mientras que como autora del proyecto de investigacion se
presenta la Srta. Egresada. Yuliana Stefania Campuzano Herrera. Como un aporte externo
se contd con la participacion de un Investigador internacional, especialista en
Bioinformatica, el Dr. Seyed Mehdi Jazayeri, de la Universidad de Marsella y el CIRAD

de Francia.

3.8.1. Materiales.

3.8.1.1. Materiales de oficina.

Computadora

e Impresora

e C(Calculadora

o Lapiz

e Cuaderno

e Servicios de internet

e Hojas A4
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Comparacion de clister de proteinas de las 4 especies.

La Tabla 2 muestra que la version del genoma Criollo cocoa _genome V2 es la que
presenta un mayor tamafio por pares de bases con 324,7 Mb, y el genoma con menor
tamafio fue el de Arabidopsis.thaliana (TAIR10.1) con 119,1 Mb. Con respecto a la
anotacion, se obtuvo que 3 de los 4 genomas presentan anotaciones procedentes de NCBI

RefSeq, y tan solo uno que no se muestra disponible en esta plataforma.

Por la tanto fue obtenido a partir de la plataforma Phytozome, con su anotacion
Phytozome v1.1 RefSeq. De acuerdo a los resultados mostrados las 4 ultimas versiones

de los genomas bajo estudio fueron actualizados entre agosto 2016 — julio 2017.

A continuacidn, las secuencias fueron descargadas en formato FASTA, las mismas que
posteriormente fueron guardadas en un servidor local de uso personal. El analisis de la
comparacion de proteinas entre las cuatro especies bajo estudio fue realizado en la
plataforma Orthovenn2 disponible en el sitio web

https://orthovenn2.bioinfotoolkits.net/home.

Este software es una herramienta grafica eficiente e interactiva que proporciona una vista
de diagrama de Venn para comparar secuencias de proteinas de multiples especies. Lo

unico que debe hacer el usuario es elegir especies o cargar secuencias de proteinas.

Teniendo en cuenta eso, preestablecimos una limitacion en la version web para las
comparaciones dentro de los clados. Sin embargo, tales limitaciones podrian eludirse
mediante el uso de datos de cluster definidos por el usuario o mediante el uso de la version

independiente.

OrthoVenn es una plataforma web para la comparacion y anotacion de grupos de genes
ortdlogos entre multiples especies. Las comparaciones se realizaron para comprender
mejor como se agrupan las proteinas entre las 4 especies considerando la ortologia.
OrthoVenn2 fue utilizado para comparar los 4 conjuntos de datos de las proteinas

gendmicas de cada especie en estudio.

Todos los pardmetros predeterminados fueron considerados para el andlisis, con

excepcion del valor-E que se fijo en 1E-05 como valor Unico para los analisis Figura 4.
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Tabla 2
Ensablamientos completos de los genomas de Cacao criollo, Herrania umbrdatica, Arabidopsis haliana y Arc
referencias, tipo de anotacion, tamario y fecha de carga sobre las plataformas NCBI y Phytozome.

A

Ensamblamiento GenBank RefSeq Nombre cientifico Anotacion

1 f\r/igllo_cocoa_genome gCA_OOOZO8745 g?F_OOOZO874 Theobroma cacao (cacao) NCBI Refs

2| ASM216827v2 gCA—002168275 g?F_00216827 Herrania umbratica NCBI RefS

3| TAIR10 1 GCA_000001735 | GCF_00000173 | Arabidopsis  thaliana (thale NCBI RefS
2 5.4 cress)

4 ngiﬂfi—264—V1'l' GCA_900078215 fgﬁf}; Arabidopsis halleri gﬁg‘;"me

Fuente: Autora



4.1.1. Secuencias de proteinas.

Figura 4

Resultado de la carga a la plataforma Orthovenn 2 de las secuencias de proteinas de las
cuatro especies: Theobroma cacao (cacao), Herrania umbratica, Arabidopsis thaliana
(thale cress) y Arabidopsis halleri, y criterios de andlisis bioinformadticos para la

comparacion genomica.

B 1. Theobroma_cacao L

B 2. Herrania umbratica

B }, Arabidopsis halleri

B 4. Arabidopsis_thaliana

ntlation value

Annotation: g £

Profelin similarity

Fuente: Autora

-
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4.1.2. Analisis de secuencias de proteinas basada en OrthoVenn2

La Tabla 3 muestra los resultados de la comparacion de las secuencias de proteinas por
método de agrupacion (clustering) con base en la herramienta OrthoVen. En total 120899
proteinas se obtuvieron como resultado entre las cuatro especies estudiadas.

Tabla 3

Numero de proteinas, grupos y datos unicos de cada conjunto de datos de proteinas de
las 4 especies.

Species Proteins Clusters Singletons
Herrania_umbratica 27748 17731 2107
Theobroma_cacao 30854 18751 2619
Arabidopsis thaliana 35386 20691 5457
Arabidopsis halleri 26911 19145 4759
Total 120899 76318 14942

Fuente: Autora

En cuanto a clasters 76318 fueron formados, mientras que 14942 Singletons de igual
manera para las cuatro especies. Un singleton es una lectura con una secuencia que esta
presente exactamente una vez, es decir, es unica entre las lecturas. La mayor cantidad de
proteinas y singletons caracterizadas en el andlisis se reportaron para
Arabidopsis_thaliana, asi mismo la especie Theobroma cacao presentd la mayor

cantidad de cluster.
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Figura 5

Diagrama de Venn de comparacion entre 4 especies. 11407 grupos fueron comunes entre
las 4 especies. 552 grupos son exclusivamente de T. cacao, 231 grupos para H. umbratica,
240 grupos para C. canephora y C. eugenioides y 111 para C. arabica, C. eugenioides y T.
cacao.

Classic | Edwards

All Species:
Herrania_umbratica
Arabidopsis_thaliana
Theobroma_cacao

323 Show Venn diagram

Size of each list

20E91

10345.5

] | -
Hemania_umbratica ) Theobronl'la_c.acau '
Arabidopsis_thaliana Arabidopsis__halleri

Number of elements: specific (1) or shared by 2. 3, ... lists

T T T
4 3 2 1

Fuente: Autora

La Figura 5 muestra que las proteinas entre las 4 especies se agrupan en 11407 clusters
de proteinas, incluyendo 63993 de proteinas que se distribuyen entre 4 especies como
16881 de Arabidopsis thaliana, 13266 de A. halleri, 16911 de Theobroma cacao'y 16935
de Herrania umbrdtica. 1927 fuera de 26728 clusters se comparten entre tres especies,

mientras que 11515 clusters son comunes entre dos especies.

finalmente 1879 cluster son las proteinas especificas de especie que son 231 proteinas
para Herrania umbratica, 552 para T. cacao, 773 para Arabidopsis thaliana y 323 para
Arabidopsis halleri. especificamente entre las dos especies de cacao, 4793 clusters
incluyendo 13273 proteinas son compartidos en esta manera que 6465 proteinas

perteneces a Herrania umbratica y 6808 proteinas a Theobroma cacao. Sumando las
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proteinas compartidas entre dos especies de cacao que también se encuentran en una

especie de Arabidopsis 1031 y 101 clusters de proteinas se agrupan.

Esto quiere decir que estas proteinas son comunes entre tres especies, dos especies de

cacao y una de Arabidopsis. Considerando las proteinas entre dos cacaos y Arabidopsis

halleri 154 proteinas de Herrania umbratica, 278 proteinas de T. cacao y 124 proteinas

de Arabidopsis halleri son compartidas en 101 clusters.

De otro lado 1426 proteinas de Theobroma cacao, 1307 proteinas de Herrania umbratica

y 1458 proteinas de Arabidopsis thaliana se comparten en 1031 cluster. Por lo tanto, en

total entre dos especies de cacao 17332 clasters son compartidos.

4.1.3. Resultados de analisis de proteinas en Orthovenn2.

Tabla 4

Secuencias de proteinas relacionadas a la resistencia a Alumino (Al) encontradas por

similitud.
2?23:;:: Id_Secuencia Secuencias
1 >Arabidopsis_thaliana|AT5G62090. 1 gﬁééﬁﬁfg;‘?@“ms'ﬁms“LTSSYGNSSNSAPGCGG
2 >Arabidopsis_thaliana|AT5G62090.2 gﬁééiﬁﬁfg;Q@DESQSFINSHLTSSYGNSSNSAPGCGG
3 >Arabidopsis_halleri|Araha.4168s0002.1.p ?ééialifi;SQGDDESQSFINSHLTSSYGNSSNSVPGCGP
4 >Herrania_umbratica|XP_021298120.1 mgz;z\{ﬁg%TQSSSSSGIFFQGDGQSQAWNSRLSSPYE
5 >Herrania_umbratica|XP_021298050. 1 mgz;gﬁg%mssssse“FQGDGQSQAWNSRLSSPYE
6 >Theobroma_cacao|XP_817972890.1 mgz;g\l’ﬁg%msssss‘mFQGDGQSQAWNSRLSSPYE
7 >Theobroma_cacao|XP_817972889.1 mgz;g\l’ﬁg%msssss‘mFQGDGQSQAWNSRLSSPYE

. . MRLPASPMSF SSNNISMSGSSVVDGSSIGQQGSHQDPSV!

9 >Herrania_umbratica|XP_021298201.1 QMOOSQQLQQ QQGSHQ Q
10 >Arabidopsis_thaliana|AT1G51340.2 Tgf\f\ff\tﬁg':m””””smRSVLKFDELGLEIARIA
11 >Arabidopsis_thaliana|AT1G51340.1 Tﬁ;ggﬂgﬂ”“sLVISVLKFDELGLEIARIALPAALA
12 >Arabidopsis_halleri|Araha.1390450002.1.p wiimﬁgFPRNPLYIFFSDFRSVLKFDELGLEIARIA
13 >Herrania_umbratica|XP_021278147.1 ”I":Ef,iiiXﬁRVKMRLPIFIFFKDVRNVFKLDDLGSEIAQ
14 >Theobroma_cacao|XP_017983433 .1 ghlllﬁflliilzlixtSRVKMRLPIFIFFKDVRNVFKLDDLGSEIA
15 >Theobroma_cacao |XP_017983432.1 ghlllﬁflliilzlixtSRVKMRLPIFIFFKDVRNVFKLDDLGSEIA
16 s Theobroma,_cacao| Xp_017983431.1 ghlllﬁflliilzlixtSRVKMRLPIFIFFKDVRNVFKLDDLGSEIA
17 s Theobroma,_cacao| XP_007615048.2 g?:ﬁgif\lﬁxtSRVKMRLPIFIFFKDVRNVFKLDDLGSEIA
18 s Theobroma,_cacao| Xp_017983434.1 g?ﬁﬁgiﬁixtSRVKMRLPIFIFFKDVRNVFKLDDLGSEIA
19 >Arabidopsis_thaliana|AT1G34370.1 mgig?tg\l\:‘éNWGSSSSKSREPGSSDCGNSTFAGFTSQQK
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20 ,Arabidopsis._thaliona| ATIG34376.2 METEDDLNTNMGSSSSKSREPGSSDCNSTFAGF TSQ0K
21 >Arabidopsis_halleri|Araha.527150005.1.p | |11 =00FCONNNGSSSSKSREPGSSDGGNQTFAGFTSGAK
22 >Herrania_umbratica|XP_021300128.1 ngigstiﬁsLQKKVPEHPSFPNFNTQHQQKWEDPSILDY
23 >Theobroma_cacao | XP_007020278.1 Q%LéggtigsLQKKVPEHPS FTNFNTQHQQKWEDPSILDY
24 >Arabidopsis_thaliana|AT5G39040.1 Zﬁmgtth£6$SSKTHGSGSSYRDPLLQNQEDKPKANGSEN
25 >Arabidopsis_halleri|Araha.1571s0002.1.p mcgiiﬁizngKTGELLSRLSEDTQIIKNAATTNLSEALR
26 >Theobroma_cacao | XP_007032789.2 2$$§8E232;SKSISSSGSNRVPLLYKEKSKQANDHQSPN
27 >Herrania_umbratica|XP_021297554.1 Ct%besnggMIIDIVSRDIRTPEQQSDALKAVKDTVIYI
28 >Arabidopsis_thaliana|AT5G39040.1 ZﬁmgtthESSSSKTHGSGSSYRDPLLQNQEDKPKANGSEN
29 >Arabidopsis_halleri|Araha.1571s0002.1.p mcgiiﬁizezTKTGELLSRLSEDTQIIKNAATTNLSEALR
30 >Theobroma_cacao |XP_007032789.2 2?558?;3235K51555G5NRVPLLYKEKSKQANDHQSPN
31 >Herrania_umbratica|XP_021297554.1 Ct%bggggngIIDIVSRDIRTPEQQSDALKAVKDTVIYI
32 >Arabidopsis_thaliana|AT2G37330.1 QghE??EEEuDYEWLIVFLKGMVKPAAALVVVLLAVILSY
33 >Arabidopsis_halleri|Araha.14169s0003.1.p BSSSItxeiﬁREMDLYWEDFFKDYEWLIVFLKGMVKPAAA
34 >Herrania_umbratica|XP_021290008.1 mgﬁgﬁtﬁiEYKGMAKPVAALSVVLMAVLLSFMQKLGLEKE
35 >Theobroma_cacao |XP_007027163.1 mgﬁg?tgiitKGMVKPVAALSVVLMAVLLSFMQKLGLEKE

Fuente: Autora

Tabla §
Secuencias de Proteinas relacionadas a la resistencia a Cadmio (Cd) encontradas por
similitud.
Numero de | Id_Secuencia Secuencias
Secuencia
. . . MMMQRNCFGFNLKNRGGEKKKASKSFREGVKKIRSEGLITI
1| >Arabidopsis_thaliana|AT1G15990.1 GKSVTRAVF
. . . MYKSQYISGHREKFVRLDDTDSRVSMSSNATGMKKRSCFGL
2| >Arabidopsis_thaliana|AT1G19780.1 FNVTSRGGG
. . . MDSRYSQTSDTGLNRCTLNLQGP TRGGGAQGNNVSSGSFKK
3| >Arabidopsis_thaliana|AT4G30560.2 GFRKGSKGL
. . . MFDTCGPKGVKSQVISGQRENFVRLDSMDSRYSQSSETGLN
4| >Arabidopsis_thaliana|AT2G23980.1 KCTLNTIOGG
. . . MLDCGKKAVKSQVISGRLEKFVRLDSMDSRYSQTSDTGLNR
5| >Arabidopsis_thaliana|AT4G30560.1 CTLNLOGPT
6 | >Arabidopsis_halleri|Araha.183550004.1.p MYKSQYIGGQREKFVRLDDTDSRVSMSSNATGMKKRSCFGL
- FNLSSRGGG
. . . MFDTCGPKGVKSQVISGQREKFVRLDSMDSRYSQSSETGLN
7 | >Arabidopsis_halleri|Araha.6923s0001.1.p KCTLNIOGP
8| >Arabidopsis_halleri|Araha.216150004.2.p MDSRYSQTSDAGLNRCTLNLQGPTRGGAQGNNVSSGSFQKG
FRKGSRGLW
9| >Arabidopsis_halleri|Araha.216150004.1.p MLDCAKKAVKSQVISGHLEKFVRLDSMDSRYSQTSDAGLNR
CTLNLQGPT
10 | >Herrania_umbratica|XP_821277680.1 MFDCGYKAQYMSGQREKFVRLDDLDSRLSSPSDAGLKNCGF
- - NIEGLNRSG
11 | >Theobroma_cacao|XP_007011917.2 MFDCGYKAQYMSGQREKFVRLDDLDSRLSSPSDAGLKKCGF
- - NIEGFNRSG
12 | sHerrania_umbratica|xp_021298116.1 MFDCAYKSQLIGGQKEKFVRLDDLDSTMSMQSGTGGMKKCR
- - FNIEGLTFG
13 | sTheobroma cacaolXP 0070234472 MFDCAYKSQLIGGQKEKFVRLDDLDSTMSMQSGTGVMKKCR
- - FNIEGLTFG
14 | >Arabidopsis_thaliana|AT5G57940.2 QQEE$EQE¥RVDDLDSRLPSSSVAFQQNYASNFSGQLHPIH
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15

>Arabidopsis_thaliana|AT5G57940.

=

MAGKRENFVRVDDLDSRLPSSSVAFQQNYASNFSGQLHPIH
ASNETSRSF

16

w

>Arabidopsis_thaliana|AT5G57940.

MAGKRENFVRLPSSSVAFQQNYASNFSGQLHPIHASNETSR
SFKKGIQKG

17

>Arabidopsis_thaliana|AT4G14880.2

MASRIAKDVTELIGNTPLVYLNNVAEGCVGRVAAKLEMMEP
CSSVKDRIG

18

=

>Arabidopsis_thaliana|AT4G14880.

MASRTAKDVTELIGNTPLVYLNNVAEGCVGRVAAKLEMMEP
CSSVKDRIG

19

w

>Arabidopsis_thaliana|AT4G14880.

MASRTAKDVTELIGNTPLVYLNNVAEGCVGRVAAKLEMMEP
CSSVKDRIG

20

>Arabidopsis_thaliana|AT4G14880.4

MASRTAKDVTELIGNTPLVYLNNVAEGCVGRVAAKLEMMEP
CSSVKDRIG

21

>Arabidopsis_halleri|Araha.954450006.1.p

MASGTSIAKDVTELIGNTPLVYLNKVAKDCVGHVAAKLEMM
EPCSSVKDR

22

>Herrania_umbratica|XP_021282092.1

MAEKSLIAKDVTELVGKTPLVYLNNVVDGCVARIAAKLEAM
EPCSSVKDR

23

>Herrania_umbratica|XP_021282091.1

MAEKSLIAKDVTELVGKTPLVYLNNVVDGCVARIAAKLEAM
EPCSSVKDR

24

>Theobroma_cacao |XP_017974671.1

MAHESVGIAKDVTELIGKTPLVYLNNVVDGCVARIAAKLEI
MEPCSSVKD

25

>Theobroma_cacao |XP_007034764.1

MAHESVGIAKDVTELIGKTPLVYLNNVVDGCVARIAAKLEI
MEPCSSVKD

26

>Theobroma_cacao | XP_007030649.2

MEEKSLIAKDVTELVGKTPLVYLNNVVDGCVARIAAKLEAM
EPCSSVKDR

27

>Theobroma_cacao | XP_007030650.2

MEEKSLIAKDVTELVGKTPLVYLNNVVDGCVARIAAKLEAM
EPCSSVKDR

28

>Arabidopsis_thaliana|AT5G28030.1

MEDRVLIKNDVTELIGNTPMVYLNKIVDGCVARIAAKLEMM
EPCSSIKDR

29

>Arabidopsis_thaliana|AT5G28030.2

MEDRVLIKNDVTELIGNTPMVYLNKIVDGCVARIAAKLEMM
EPCSSIKDR

30

>Arabidopsis_halleri|Araha.3433s0002.1.p

MEERISLIKNDVTELIGNTPMVYLNKIVDGCVAHIAAKLEM
MEPCSSIKD

31

>Arabidopsis_thaliana|AT3G04940.1

MEEDRCSIKDDATQLIGNTPMVYLNNIVDGCVARIAAKLEM
MEPCSSVKE

32

>Arabidopsis_halleri|Araha.6236s0008.1.p

MEEDRCSIKDDATQLIGNTPMVYLNNIVDGCVARIAAKLEM
MEPCSSVKE

33

>Herrania_umbratica|XP_021281719.1

MEEKCEIKKDVTELIGNTPMVYLNNIVDGCVARIAAKLELL
EPCSSVKDR

34

>Herrania_umbratica|XP_021281718.1

MEEKCEIKKDVTELIGNTPMVYLNNIVDGCVARIAAKLELL
EPCSSVKDR

35

>Herrania_umbratica|XP_021281716.1

MEEKCEIKKDVTELIGNTPMVYLNNIVDGCVARIAAKLELL
EPCSSVKDR

36

>Herrania_umbratica|XP_021281715.1

MEEKCEIKKDVTELIGNTPMVYLNNIVDGCVARIAAKLELL
EPCSSVKDR

37

>Theobroma_cacao|XP_017975971.1

MEEKCAIKKDVSELIGNTPMVYLNNIVDGCVARIAAKLELL
EPCSSVKDR

38

>Arabidopsis_thaliana|AT2G39920.3

MSAYTHPMERELSGLSSRGNSELGSRYSIESGCYMTSLAAS
IFIASLVTF

39

>Arabidopsis_thaliana|AT2G39920.1

MSAYTHPMERELSGLSSRGNSELGSRYSIESGCYMTSLAAS
IFIASLVTF

40

>Arabidopsis_thaliana|AT2G39920.2

MSAYTHPMERELSGLSSRGNSELGSRYSIESGCYMTSLAAS
IFIASLVTF

41

>Arabidopsis_halleri|Araha.2521450001.1.
p

MSAYAHQMEREFSGLSSRGNSELGSRYSMESGCYMTSLAAS
IFIASLVTF

42

>Theobroma_cacao |XP_017985146.1

MSAYGHQMERQFSAQSLLSRGDTGTDMGSRYLVESGFYMTS
FAATIFIAS

43

>Theobroma_cacao|XP_017985144.1

MSAYGHQMERQFSAQSLLSRGDTGTDMGSRYLVESGFYMTS
FAATIFIAS

44

>Herrania_umbratica|XP_021295353.1

MSAYGHQMEREFSAQSLLSRGDTEMGSRHLVESGFYMTSFA
GTIFIAGLA

45

>Theobroma_cacao|XP_017985147.1

MSAYGHQMERQFSAQSLLSRGDTDMGSRYLVESGFYMTSFA
ATIFIASLA

46

>Herrania_umbratica|XP_021295352.1

MSAYGHQMEREFSAQSLLSRGDTGTEMGSRHLVESGFYMTS
FAGTIFIAG

a7

>Herrania_umbratica|XP_021295351.1

MSAYGHQMEREFSAQSLLSRGDTGTEMGSRHLVESGFYMTS
FAGTIFIAG

48

>Arabidopsis_thaliana|AT1G72270.1

MVAGKRKSDRNPTNVSDKLGLKDPLLRRLSSAAAVTNSFLQ
ANDLFLSPS

49

>Arabidopsis_thaliana|AT4G27010.1

MASEIAKKFDFKGFAKLAEYNTQGTEKVKKHSTRKAFVGFA
ISFLEVGKP

29



50

>Arabidopsis_thaliana|AT4G27010.2

MASEIAKKFDFKGFAKLAEYNTQGTEKVKKHSTRKAFVGFA
ISFLEVGKP

51

>Arabidopsis_halleri|Araha.8775s0007.1.p

DLVSSVRISSSFDFLNPDQPPFGGSEVHTIMKCICPRPFSR
LLIVRGMQH

52

>Arabidopsis_halleri|Araha.21176s0005.1.
p

MVVDGGNRDVEVENIPVMAFRPSHEAKLRELLHKICLYEIK
LSSDAAKEF

53

>Arabidopsis_halleri|Araha.14919s0001.1.
P

MVAKSLTRKGTAMAKCSKGYEPVIETYQEALAEHCNPETLK
RLNEAERPN

54

>Herrania_umbratica|XP_021287334.1

MMECDSDTESEFEGEEEEGVPKAIVFESSRAAKLKELLHKI
NSIEIKLFS

55

>Theobroma_cacao |XP_017980622.1

MEECIFASDNQVMEGDNDTESEFEGEEEEGVPKTIVFESSR
SAKLKDLLH

56

>Theobroma_cacao |XP_017980621.1

MEECIFASDNQVMEGDNDTESEFEGEEEEGVPKTIVFESSR
SAKLKDLLH

57

>Arabidopsis_thaliana|AT1G53850.1

MFLTRTEYDRGVNTFSPEGRLFQVEYATEAIKLGSTAIGVK
TKEGVVLAV

58

>Arabidopsis_thaliana|AT1G53850.2

MFLTRTEYDRGVNTFSPEGRLFQVEYATEAIKLGSTAIGVK
TKEGVVLAV

59

>Arabidopsis_halleri|Araha.13408s0001.1.
p

MFLTRTEYDRGVNTFSPEGRLFQVEYATEAIKLGSTAIGVK
TKEGVVLAV

60

>Herrania_umbratica|XP_021294557.1

MFLTRTEYDRGVNTFSPEGRLFQVEYATEAIKLGSTAIGIK
TKDGVVLAV

61

>Arabidopsis_thaliana|AT3G14290.1

MFLTRTEYDRGVNTFSPEGRLFQVEYAIEAIKLGSTAIGVK
TKEGVVLAV

62

>Theobroma_cacao |XP_017978938.1

MFLTRTEYDRGVNTFSPEGRLFQVEYAIEAIKLGSTAIGIK
TKDGVVLAV

63

>Herrania_umbratica|XP_021294556.1

MRIFQSRTGGDFIVYTLSGESGIEENNQLITIKRDMPAQAK
RSRFSLACF

64

>Arabidopsis_halleri|Araha.1940s0001.1.p

MFLTRTEYDRGVNTFSPEGRLFQVEYAIEAIKLGSTAIGVK
TKEGVVLAV

65

>Arabidopsis_thaliana|AT1G11840.6

MNEIASASMLRLCQCFISICNVHFVSMRAAESSFLLSRNMA
EASDLLEWP

66

>Arabidopsis_thaliana|AT1G11840.1

MAEASDL LEWPKKDNRRFLHVVYRVGDLDRTIEFYTEVFGM
KLLRKRDIP

67

>Arabidopsis_thaliana|AT1G11840.2

MAEASDL LEWPKKDNRRFLHVVYRVGDLDRTIEFYTEVFGM
KLLRKRDIP

68

>Arabidopsis_thaliana|AT1G11840.3

MAEASDL LEWPKKDNRRFLHVVYRVGDLDRTIEFYTEVFGM
KLLRKRDIP

69

>Arabidopsis_thaliana|AT1G11840.4

MAEASDL LEWPKKDNRRFLHVVYRVGDLDRTIEFYTEVFGM
KLLRKRDIP

70

>Arabidopsis_halleri|Araha.2699s0017.1.p

MAEASAVAPNADL LEWPKKDNRRFLHVVYRVGDLDRTIAFY
TECFGMKLL

71

>Herrania_umbratica|XP_0©21294051.1

MAEGSAAVPSTEL LEWPKKDKRRFLHAVYRVGDLDRTIKFY
TECFGMKLL

72

>Theobroma_cacao|XP_007026103.2

MAEGLAAVPSTEL LEWPKKDKRRFLHAVYRVGDLDRTIKFY
TECFGMKLL

73

>Arabidopsis_thaliana|AT1G11840.6

MNEIASASMLRLCQCFISICNVHFVSMRAAESSFLLSRNMA
EASDLLEWP

74

>Arabidopsis_thaliana|AT1G11840.1

MAEASDL LEWPKKDNRRFLHVVYRVGDLDRTIEFYTEVFGM
KLLRKRDIP

75

>Arabidopsis_thaliana|AT1G11840.2

MAEASDL LEWPKKDNRRFLHVVYRVGDLDRTIEFYTEVFGM
KLLRKRDIP

76

>Arabidopsis_thaliana|AT1G11840.3

MAEASDL LEWPKKDNRRFLHVVYRVGDLDRTIEFYTEVFGM
KLLRKRDIP

77

>Arabidopsis_thaliana|AT1G11840.4

MAEASDL LEWPKKDNRRFLHVVYRVGDLDRTIEFYTEVFGM
KLLRKRDIP

78

>Arabidopsis_halleri|Araha.2699s0017.1.p

MAEASAVAPNADL LEWPKKDNRRFLHVVYRVGDLDRTIAFY
TECFGMKLL

79

>Herrania_umbratica|XP_021294051.1

MAEGSAAVPSTEL LEWPKKDKRRFLHAVYRVGDLDRTIKFY
TECFGMKLL

80

>Theobroma_cacao | XP_007026103.2

MAEGLAAVPSTEL LEWPKKDKRRFLHAVYRVGDLDRTIKFY
TECFGMKLL

81

>Arabidopsis_thaliana|AT4G33010.2

MERARRLAYRGIVKRLVNDTKRHRNAETPHLVPHAPARYVS
SLSPFISTP

82

>Arabidopsis_thaliana|AT2G26080.1

MERARRLAYRGIVKRLVNETKRHRNGESSLLPTTTVTPSRY
VSSVSSFLH

83

>Arabidopsis_thaliana|AT4G33010.1

MERARRLAYRGIVKRLVNDTKRHRNAETPHLVPHAPARYVS
SLSPFISTP

84

>Arabidopsis_halleri|Araha.1964s50001.1.p

MERARRLAYRGIVRRLVNDTKRHRNAETPHLVPHAPARYVS
SLSPFISTH

30



85

>Herrania_umbratica|XP_021276935.1

MERARRVANRAILKRLVNEAKQSRNGEISSRSPVLYTPSRY
VSSLSPFGS

86

>Theobroma_cacao|XP_007012280.2

MERARRVANRAILKRLVNAAKQSRNGEISSRSPVLYTPSRY
VSSLSPFGS

87

>Arabidopsis_halleri|Araha.23181s0001.1.
p

MTAMYAVYHGPEGLKSIAQRVHGLAGVFTLGLKKLGTAQVQ
DLPFFDTVK

88

>Arabidopsis_thaliana|AT1G11860.3

MRGGSLWQLGQSITRRLAQSDKKVVSRRYFASEADLKKTAL
YDFHVAHGG

89

>Arabidopsis_thaliana|AT1G11860.1

MRGGSLWQLGQSITRRLAQSDKKVVSRRYFASEADLKKTAL
YDFHVAHGG

90

>Arabidopsis_thaliana|AT1G11860.2

MRGGSLWQLGQSITRRLAQSDKKVVSRRYFASEADLKKTAL
YDFHVAHGG

91

>Arabidopsis_halleri|Araha.2699s0018.1.p

MRGGSLWQLGQSITRRLAQSDKKGVSRRYFASEADLKKTAL
YDFHVAHGG

92

>Herrania_umbratica|XP_021294083.1

MRGS LWQLGQSITRRLAQADKKAVTRRYFASEADLKKTVLY
DFHVAHGGK

93

>Theobroma_cacao |XP_017978820.1

MRGS LWQLGQSITRRLAQADKKAITRRYFASEADLKKTVLY
DFHVAHGGK

94

>Theobroma_cacao |XP_007026120.1

MRGS LWQLGQSITRRLAQADKKAITRRYFASEADLKKTVLY
DFHVAHGGK

95

>Arabidopsis_thaliana|AT4G37870.1

MSAGNGNATNGDGGFSFPKGPVMPKITTGAAKRGSGVCHDD
SGPTVNATT

96

>Arabidopsis_thaliana|AT5G65690.1

MAGNGNESTGGDFSFSAAAARDALPRITTEKGGKSPGPADV
CQDDIAPRV

97

>Arabidopsis_halleri|Araha.4965s50007.1.p

MSAGDGNATNGDGGFSFPKGPVMPKITTGAAKRGNGICHDD
SGPTVNATT

98

>Herrania_umbratica|XP_021285266.1

MANCGIGNGEFSFGSSGVGQNGLAKIQTQRKEADVCHDDSA
APVKAQTID

99

>Theobroma_cacao |XP_007018343.2

MANRGIGNGEFSFGSSGVGQNGLAKIQTQRKEADVCHDDSA
APVKAQTID

MAANANGVPTPRSPLARIQTQKKQNGICHDDSGKPVKAQTI

100 | sHerrania_umbratica|XP_021273837.1 DELHSLQKK
101 | >Theobroma_cacao|XP_007047680.2 MAANANGVPTPRSPLARIQTQKKQNGICHDDSGKPVKAQTI
DELHSLQKK
. . . MRITVMTAGEQIITLDVDSQETVENVKALLEVESNVPIQQQ
102 | >Arabidopsis_thaliana|AT3G13235.1 OLLYNGNEM
. . . MRITVMTAGEQIITLDVDSQETVENVKALLEVESNVPIQQQ
103 | >Arabidopsis_thaliana|AT3G13235.2 OLLYNGNEM
. . . MRITVMTAGEQIITLDVDSQETVENVKALLEVESNVPIQQQ
104 | >Arabidopsis_thaliana|AT3G13235.3 OLLYNGNEM
>Arabidopsis_halleri|Araha.10371s0002.1. | MRITVMTAGEQIITLDVDSQETVENVKALLEVESNVPIQQQ
105
p QLLYNGNEM
106 | >Herrania_umbratica|XP_021288019.1 MKITVMTADEQILSLDVDPHETVENLKALLEVETTVPLQQQ
QLLYNGREM
107 | >Theobroma_cacao|xp_007020374.2 MKITVMTADEQILSLDVDPHETVENLKALLEVETTVPLQQQ
QLLYNGREM
MKITVMTADEQILSLDVDPHETVENLKALLEVESVFGVNGQ
108 | >Theobroma_cacao|XP_017980634.1 TTVPLQQQQ
. . . MATTSRRFTTGLFASITSVKSHSANRPQSISLIRRNHIDHR
109 | >Arabidopsis_thaliana|AT5G12170.2 LPLIVPSSR
>Arabidopsis_halleri|Araha.11630s0011.1. | MATTSRRFTTGLTASITSVESHSANRPQSSISLIRRNHIDP
110
p RLPPILRSS
. . . MATTSSDRLIAGLTASIGSIESRYANPAQSVSLICRNQING
111 | >Arabidopsis_thaliana|AT5G19380.1 APPIVLRSS
. . . MATTSSDRLIAGLTASIGSIESRYANPAQSVSLICRNQING
112 | >Arabidopsis_thaliana|AT5G19380.2 APPIVLRSS
>Arabidopsis_halleri|Araha.38345s0001.1. | IVIAAATTAALGVGNRVLYKLALIPLKQYPFFLAQLSTFGY
113
p VAVYFSILY
114 | sHerrania_umbratica|xp_621279049.1 MTSCYHRLTAGQTLPDIPVQPPKIKPTASNIPLIPPRPCIN
- - QRPVRIVLR
115 | >Theobroma_cacao|XP_017983858.1 MTSCYHRLTAGQTLPNIPVQPPKIKPTASNIPLIPPRPCMN
- - QRPVRIVLR
. . . MASALALKRLLSSSIAPRSRSVLRPAVSSRLFNTNAVRSYD
116 | >Arabidopsis_thaliana|AT4G25200.1 DDGENGDGV
>Arabidopsis_halleri|Araha.63261s0001.1. | NAVRSYDDDGENGHGVDFDRRSVPRRRGDFFSDVFDPTRSV
117
p SQVLNLMDQ
118 | sHerrania umbraticalXP 021286539.1 MASFLALKRLVSSNIVPSSMCVIRPIATAPYTSRLFNTNSM
- - REFDGDGDE
119 >Theobroma_cacao|XP_007038384.2 MASSLALRRLVSSNILPSSMRVIRPIATSPYTSRLFNTNAM

REFDDHGDE
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. . . MASSSALALRRLLSSSTVAVPRALRAVRPVAASSRLFNTNA
120 | >Arabidopsis_thaliana|AT5G51440.1 ARNYEDGVD
. . . RNHNSNRHVTRRGGDFFSDIFDPFTPTRSLSQMLNFMDQVS
121 | >Arabidopsis_halleri|Araha.1614s50002.1.p EIPLVAATR
122 | >sTheobroma cacaoIXP 017974095 .1 MASSLALRRLVSSNILPSSMRVIRPIATSPYTSRLFNTNAM
- - REFDDHGDE
. . . MASKGGKSKPDIVMASKSGKSKPDNESRAKRQKTLEAPKEP
123 | >Arabidopsis_thaliana|AT3G12810.1 RRPKTHWDH
. . . MASKGGKSKPDIVMASKGGKSKPDNDSRAKRHKTLEAPKEP
124 | >Arabidopsis_halleri|Araha.3837s0015.1.p RRPKTHWDH
125 | sHerrania umbraticalXP 021281896.1 MASKGPRSKLEHETRARRQKALEAPREPQRPKTHWDHVLEE
- - MVWLSKDFE
MASKGPRSKLEHETRARRQKALEAPREPQRPKTHWDHVLEE
126 | >Theobroma_cacao|XP_017976873.1 MVWLSKDFE
127 | >Theobroma_cacao |XP_817976872.1 MASKGPRSKLEHETRARRQKALEAPREPQRPKTHWDHVLEE
MVWLSKDFE
128 | >Theobroma_cacao |XP_817976871.1 MASKGPRSKLEHETRARRQKALEAPREPQRPKTHWDHVLEE
MVWLSKDFE
129 | >Theobroma_cacao |XP_867629182.2 MASKGPRSKLEHETRARRQKALEAPREPQRPKTHWDHVLEE
MVWLSKDFE
. . . MNPEYDYLFKLLLIGDSGVGKSCLLLRFSDDSYVESYISTI
130 | >Arabidopsis_thaliana|AT1G@e2130.1 GUDFKIRTV
131 | >Arabidopsis_halleri|Araha.370250007.1.p MNPEYDYLFKLLLIGDSGVGKSCLLLRFSDDSYVESYISTI
GVDFKIRTV
132 | sHerrania_umbratica|xp_821279966.1 MNPEYDYLFKLLLIGDSGVGKSCLLLRFADDSYIESYISTI
GVDFKIRTV
MNPEYDYLFKLLLIGDSGVGKSCLLLRFADDSYIESYISTI
133 | >Theobroma_cacao|XP_017978788.1 GVDFKIRTY
>Arabidopsis_halleri|Araha.24635s0014.1. | MNPEYDYLFKLLLIGDSGVGKSCLLLRFADDSYIESYISTI
134
p GVDFKIRTV
135 | >Theobroma_cacao |XP_007039720. 1 MNPEYDYLFKLLLIGDSGVGKSCLLLRFADDSYLESYISTI
GVDFKIRTV
136 | >Herrania_umbratica|XP_021298952.1 gcgizgz#ckLLLIGDSGVGKSCLLLRFADDSYLESYISTI

Fuente: Autora

Las Tablas 4 y 5 muestran los resultados de la busqueda de proteinas por similitud usando
el programa Orthovenn 2. Para la Tabla 4 donde se presentan los datos de Aluminio (Al),
la suma de las proteinas pertenecientes a las dos especies de Arabidopsis suman un 42,85
% y la de los cacaos (Herrania umbratica y Theobroma cacao) un 57,13 %, siendo estos

ultimos los de mayor proporcion relacionados a resistencia a Aluminio.

Por otro lado, con respecto a la tabla 5, donde se muestran las proteinas relacionadas a la
resistencia a Cadmio (Cd) se encontr6 que para las Arabidopsis se obtuvo un 58,81% de
las proteinas totales, mientras que, para los cacaos, es decir para Herrania umbratica y

Theobroma cacao se obtuvo un 41,9%.

A continuacion, en la Figura 6 se pone de manifiesto los resultados del HeatMap realizado
con el total de las secuencias de proteinas. Entre mayor coloracidon rojiza entre las especies

se presente, mas alta es la relacion con respecto al contenido de proteinas totales.
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Figura 6

Compatibilidad de los clusters de las cuatro especies: Theobroma cacao (cacao),

Herrania umbratica, Arabidopsis thaliana (thale cress) y Arabidopsis halleri.
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Fuente: Autora

4.2.Interpretacion de resultados.

Para la interpretacion de los resultados de las redes de proteinas formadas de acuerdo a la
similitud generada por Orthovenn 2, se tomdé como referencia las primeras tres
agrupaciones (clusters) como salida del analisis bioinformatico de las secuencias de

proteinas. Las interpretaciones por cluster son detalladas a continuacion:

4.2.1. Analisis de las proteinas agrupadas (Cluster) para Cadmio (Cd)

Para el caso del metal pesado Cadmio (Cd) fueron considerados para la interpretacion,

las salidas (output) de los resultados del cluster 133, cluster 500 y claster 676.

4.2.2. Interpretacion del Claster133.

Figura 7
Anadlisis de cluster 133 para Cadmio (Cd).
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Fuente: Autora
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La Figura 7 muestra la combinacion de las redes de proteinas realizado por Orthovenn 2
y el arbol filogenético de las proteinas en estudio. Para el primer caso se puede observar
que el 50% de las proteinas agrupadas en este cluster pertenecen a Arabidopsis. thaliana,
siendo el grupo con mayor representacion, seguido de Arabidopsis. halleri con un 25 %,

y el restante de proteinas se distribuyen entre Herrania. umbratica 'y Theobroma. cacao.

Para el caso del arbol filogenético (Figura 7) los resultados confirman una agrupacion
mas fuerte entre las proteinas de las dos Arabidopsis, sin embargo, las proteinas
ATI1G15990.1, AT1G19780.1 de Arabidopsis. thaliana y Araha.1835s0004.1. p de
Arabidopsis.halleri se muestran mas cercanas a las dos especies de cacao. Estos
resultados son originados por las cercanias de la especiacion entre las especies en estudio,

ademas por la relacion genética existente.

4.2.3. Interpretacion del ClisterS00.

Figura 8
Andlisis de cluster 500 para Cadmio (Cd).
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Fuente: Autora

En la Figura 8 se muestran los resultados del claster 500, los mismos que ponen de
manifiesto las redes de proteinas con su respectivo arbol filogenético. Para el caso de las
redes se puede apreciar que un 36% de las proteinas pertenecen a Arabidopsis. thaliana
v Theobroma. cacao, siendo las de mayor aglomeracion, continuando el de Herranea.

umbrdtica con el 18%, y las demas proteinas reducidas a Arabidopsis. halleri.
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En cuanto al arbol filogenético se pudo observar que se muestran dos grupos bien
definidos, el grupo de Arabidopsis. thaliana y el grupo de los cacaos representados por

Theobroma. cacao y Herrania. umbratica.

4.2.4. Interpretacion del Cluster676.

Figura 9
Analisis de cluster 676 para Cadmio (Cd).
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Fuente: Autora

En la Figura 9 se muestra el analisis del cluster 676, donde se exponen las redes de
proteinas con su pertinente arbol filogenético. En esta ocasion en las redes se puede
observar un 40% de las proteinas que pertenece a Herranea. umbrdtica, las cuales
presentan una mayor agrupacion, mientras que Arabidopsis. thaliana mostr6 un 30%.

Las demas proteinas estan conformadas por Arabidopsis.halleri y Theobroma. cacao. En
cuanto al arbol filogenético se pudo observar que dos proteinas: Arabidopsis.thaliana
AT3G04940.1 y Arabidopsis.halleri Araha.6236s0008.1. p expresan una relacion cercana

con el grupo de Herrania. umbrdtica.

4.2.5. Analisis de las proteinas agrupadas (Clister) para Aluminio (Al).

En cuanto al metal pesado Aluminio (Al) para la interpretacion fueron considerados las
salidas (output) del claster 919 y cluster 958, porque fueron los que presentaron una
mayor agrupacion de proteinas de acuerdo a los resultados que arroj6 Orthovenn2. Estos

hallazgos se detallan de la siguiente forma:

35



4.2.6. Interpretacion del Cluster919

Figura 10
Analisis de cluster 919 para Aluminio (Al).
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Fuente: Autora

Los resultados del cluster 919 muestran las redes de proteinas con su relativo arbol
filogenético. Por lo tanto, en las redes se observa que un 44,44 % de las proteinas le
corresponden a Herrania. umbrdtica, debido a que fue la especie que mostrd una mayor
agrupacion de proteinas, respecto a Arabidopsis. thaliana 'y Theobroma. cacao, los cuales
mostraron un 22% para cada una. En cuanto al anélisis filogenético se observa que existe
un solo grupo bien establecido para los cacaos (Theobroma. cacao y Herrania.
umbratica) y otro para las Arabidopsis conformadas por las proteinas: AT5G62090.1,
AT5G62090.2, Araha.4168s0002.1.p.

4.2.7. Interpretacion del Cluster958.

Figura 11
Analisis de cluster 958 para Aluminio (Al).
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Fuente: Autora
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La Figura 11 muestra los resultados del cluster 958, donde se analizé las redes de
proteinas con su respectivo arbol filogenético. Por lo consiguiente en las redes se observa
que el 55% de las proteinas agrupadas fueron para Theobroma. cacao, continuando
Arabidopsis thaliana con un 22%. En cuanto al anélisis filogenético se observa que existe
un solo grupo bien establecido para los cacaos (Theobroma. cacao y Herrania.
umbrdtica) y otro para las Arabidopsis conformadas por las proteinas: AT1G51340.2,

Araha.13904s0002.1. p, AT1G51340.1

4.3.Discusion.

Como respecto al nimero de Mb se obtuvo que la especie con mayor longitud en todo su
ensamblamiento fue Theobroma cacao, este genoma fue reportado en su version
mejorada por Argout, et al (40) utilizando un enfoque basado en NGS para mejorar
significativamente el ensamblaje del genoma del criollo beliceio B97-61/B2. Con
respecto a la conceptualizacion de una megabase, en genética es una medida utilizada

para designar la longitud del ADN. El equivalente de una una megabase es igual a 1

millon de bases (41).

Herrania umbrdtica, una especie originaria de la Amazonia colombiana, (42) fue la que
en relacion a nimero de Mb estuvo mas cercana de la especie Theobroma cacao, esto
debido a que se consideran especies relativas desde el punto de vista genético. Esta
especie toma importancia ultimamente debido a su potencial de adaptacion a diversos
factores ambientales, los mismos a los que se encuentra sometidas las plantas de esta
especie en su ambito natural, lo que podria sugerir una importancia en cuanto a riqueza

para planes de recursos genéticos y mejoramiento genético (43).

Con respecto a los grupos de proteinas entre las cinco especies bajo estudio, los resultados
sugieren que Herrania umbratica es una especie candidata no cultivable para estudios

posteriores y puede ser un modelo para el cacao.

En este estudio en particular el nimero de proteinas esta muy relacionada con las otras
cuatro especies, es decir las dos Arabidopsis y Cacao, estos resultados indican que
probablemente durante la especiacion de Theobroma Cacao ocurrieron eventos
evolutivos que contribuyeron a la consecucion de la especie en particular, donde Herrania
probablemente tuvo su participacion con la aportacion de genes y proteinas que siguen
siendo conservados hasta la actualidad, cumpliendo un rol importante que podria revelar

su influencia en las variedades de Cacao futuras.
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A pesar de esto, seria importante también realizar estudios en campo considerando
diferentes factores (Interaccion Genotipo Ambiente), ya que este tipo de estudios
permiten corroborar o pueden llegar a ser responsables de crear variaciones entre

especies.

Los efectos de estudios de Interaccion GxA pueden producir deforestacion, la
fragmentacion y la seleccién natural en las poblaciones, por otro lado, tenemos la
deriva/delecion de genes y otros efectos genéticos particulares (44). La fuerza de la deriva
genética durante los procesos de especiacion afecta las mutaciones y sus interacciones
entre las poblaciones y determina la aptitud parental e hibrida. Tanto la fragmentacion
como la degradacion de los bosques pueden provocar un aumento de la deriva genética,
una reduccion del flujo de genes y una alteracioén de los patrones de apareamiento que
dan como resultado una mayor endogamia y, finalmente, un impacto negativo en la

diversidad genética de las especies de plantas forestales (45).

Estos resultados a través del uso de herramientas bioinformaticas permiten realizar un pre
analisis mediante el uso de plataformas y herramientas omicas en general (46),
permitiendo tener hallazgos previos para en lo posterior llegar a estudios mas
concluyentes en investigaciones en genética, generando futuros planes de mejoramiento

genético, en particular a una especie de tanto interés como el Cacao criollo en el Ecuador.
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CAPITULOV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1.Conclusiones

El andlisis de proteinas mostro un claro efecto de la especiacion debido a que cuan
mayor fue la cercania en el linaje genético, mayor fue la relacion de proteinas
totales entre especie, siendo las Arabidopsis (thaliana y halleri) y los Cacaos
(Herrania y Theobroma) los que se agruparon de forma simultanea, pero también

independiente entre si, conformando dos grupos definidos.

Algunos clasters mostraron evidencia de que son propios de cada especie,
pudiendo ser secuencias génicas claras candidatas a ser analizadas para planes
mejoramiento genético, ya que podrian vincularse a genes liderando procesos de
resistencia tanto para Aluminio y Cadmio, particularmente en Theobroma cacao,

la especie objeto de esta tesis.

5.2.Recomendaciones

Evaluar las relaciones intra e interespecificas de las proteinas encontradas, lo que
permita ver mas de cerca la funcion de estas proteinas y su relacion con genes en

rutas metabodlicas mas precisamente identificadas.

Mediante gendmica comparativa y computacional elucidar las funciones de
algunos de estos genes en otras especies con el fin de poder considerarlos en un
futuro para un estudio de expresion génica en el cultivo de cacao (Thebroma

cacao)
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