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Resumen: Ecuador es reconocido a nivel internacional como el principal productor de cacao fino tipo Nacional o sabor
“Arriba”. Con la secuenciacion del genoma del cacao se identificaron genes que regulan la producciéon de monoterpenos,
entre ellos el gen LIS que codifica a la enzima linalool sintasa, y cataliza la sintesis de linalool que caracteriza al
cacao Nacional. El objetivo del presente estudio fue evaluar la expresion del gen LIS en un grupo de clones altamente
homocigéticos de una coleccién de cacaos centenarios (CCNC) mediante gPCR. Para el estudio se obtuvieron almendras
de mazorcas autofecundadas de siete accesiones CCNC y tres clones comerciales: EET103 (Tipo Nacional), y dos clones
no Nacionales (CCN51 e ICS95-Trinitario). Para cada clon se muestrearon almendras a las 20 (M1) y 22 (M2) semanas
de autofecundacion y 22 semanas mas 24 horas de microfermentacion (M3), obteniéndose en total 30 muestras para el
andlisis (tres momentos por genotipo). EI ARN para el analisis de expresion se extrajo a partir de un pool de 10 almendras
por muestra. EI ARN obtenido se purificé y normalizé para la amplificacién de dos genes: el gen SAND usado como gen
de referencia y el gen LIS. Para cada muestra se corrieron tres réplicas técnicas por gen. La cuantificacion de la expresion
relativa se realizd6 mediante el método AACt. A partir del analisis se determiné que en los tres momentos analizados (M1,
M2 y M3), la expresion del gen LIS vario entre las accesiones CCNC respecto a los calibradores ICS95 y CCN51. El
clon comercial EET-103 y accesiones CCNC mostraron una mayor expresion en M2 y M3; la accession CCNC-210M,
altamente homocigdtica, registréd la mayor expresion del gen LIS en M3 y el clon comercial EET-103 en M2. Los resultados
obtenidos son utiles para el mejoramiento genético del cacao Nacional en INIAP y una apropiada utilizacion y valoracion
de los recursos genéticos locales.
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Abstract: Ecuadoris internationally recognized as producing fine National-type or “Arriba” flavor cocoa. With the sequencing
of the cocoa genome, genes that regulate the production of monoterpenes were identified, including the LIS gene that
encodes the enzyme linalool synthase, which catalyzes the synthesis of linalool, an acyclic monoterpene considered to be
the main aromatic component that characterizes National cocoa. The objective of the present study was to evaluate the
expression of linalool in a group of highly homozygous clones from a collection of cocoas from the main traditional cocoa-
growing areas (CCNC) using gPCR. Almonds were obtained from selfed cobs of seven CCNC accessions selected for their
high level of homozygosis, and also three commercial clones: EET103 (Nacional), CCN51, and ICS95 (Trinitario). For each
clone, beans were sampled at 20 (M1) and 22 (M2) weeks of selfing, and 22 weeks plus 24 hours of micro fermentation
(M3), obtaining a total of 30 samples for the study (3 moments per genotype). RNA was extracted from a pool of 10 beans
for each sample. The RNA obtained was purified and normalized to amplify two genes: SAND (reference) and LIS (linalool).
For each sample, three technical replicates were run per analyzed gene. Relative expression quantification of the LIS gene
was performed using the AACt method. The analysis determined that at times M1 and M2, the expression of the LIS gene
varied between the CCNC genotypes analyzed with respect to the Trinitario ICS 95 genotype, used as a calibrator. The
commercial clone EET-103 and CCNC accessions showed higher expression in M2 and M3. The acquisition CCNC-210M,
highly homozygous, registered the highest expression of the LIS gene in M3 and the commercial clone EET-103 in M2.
Our results are helpful for the INIAP cocoa breeding program promoting the use and valorization of local genetic resources.
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|
Introduccion

El Ecuador es productor del 75 % de cacao fino y apor-
ta el 60% de la produccion mundial con el cacao tipo “Na-
cional” o “Sabor Arriba™. A principios del siglo XX, el cacao
Nacional era el unico cacao que se cultivaba en el Ecuador,
arboles de este tipo con mas de 80 afios de edad han sido
identificados y se ha conformado una coleccion de materia-
les de las principales zonas cacaoteras tradicionales, de-
nominada Coleccion Cacao Nacional Centenario (CCNC).
Estos materiales se conservan ex situ en la Estacion Ex-
perimental Litoral Sur (EELS) del INIAP y en la Estacion
Experimental Portoviejo (EEP)?.

El cacao ecuatoriano tiene gran demanda en el mer-
cado internacional por su aroma y sabor. Estas caracte-
risticas estan determinadas por la almendra, las practicas
agricolas, el tratamiento pos cosecha y su procesamiento®.
Los polifenoles de mayor concentracion encontrados en
el cacao son la epicatequina y las leucocianidinas; estos
compuestos pueden representar hasta el 10-15 % del peso
de la almendra, y durante la fermentacion, se observa una
disminucion del 70 al 80 % de los contenidos de polifeno-
les solubles, principalmente constituidos por epicatequina
y procianidinas®. Una caracterizacion de los cambios que
ocurren en el perfil volatil de las semillas fermentadas de
cacao de tipo Criollo, Forastero y Nacional, reportd que el
cacao Criollo y Nacional produjeron volatiles con aromas
florales y frutales como bencenoetanol, acetato de pentanol
y linalool, mientras que el cacao Forastero presento niveles
muy bajos de estos compuestos®. Estudios sobre las pro-
piedades organolépticas del cacao confirman que los poli-
fenoles y los terpenos son los principales contribuyentes a
su aroma®. Adicionalmente se investigo la contribucion del
linalool al sabor del cacao y encontré que el cacao suave
y aromatico contenia niveles mas altos de linalool que el
cacao no aromatico’. Mas recientemente se reportan dos
rutas de biosintesis relacionadas principalmente con la nota
floral del cacao Nacional: la ruta de biosintesis de monoter-
penos y la ruta de degradacion de L-fenilalanina®.

El linalool (3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol) es un mono-
terpeno de cadena abierta que se encuentra en aceites
esenciales de varias especies vegetales. Sus dos enantio-
meros R-linalool y S-linalool son diferentes en los vapores
fragantes que producen, R-linalool tiene un aroma a ma-
dera y un aroma fresco similar a la lavanda. S-linalol tiene
un aroma dulce, floral y ligeramente amaderado®. Existen
genes pertenecientes a la familia TPS que codifican enzi-
mas involucradas en la biosintesis de terpenos importantes
para la produccion y la regulacion de compuestos volatiles
aromaticos'®. Con la secuenciacion del genoma del cacao,
se identificaron genes que conforman la familia génica
TPS, dentro de estos genes existen algunos que regulan la
produccién de monoterpenos, como es el caso del gen LIS
este codifica a la enzima linalool sintasa, la cual cataliza
la sintesis de linalool™. Mas recientemente se reportan un
nuamero mayor de genes potencialmente implicados en la
sintesis de aromas afrutados en cacao; resultados prelimi-
nares en la expresion de genes candidatos que sintetizan
enzimas responsables de la produccién de ciertos com-
puestos volatiles tendrian lugar durante el desarrollo de la
almendra y el proceso de fermentacion™.

En Ecuador se cuantificé la produccion del linalol en
almendras frescas y tostadas de cacao Nacional, CCN-
51, Ghana e ICS-95; se encontré que los granos de cacao

frescos tenian un mayor contenido de linalool que otros ge-
notipos'®. Se reporté ademas que las almendras tostadas
de Cacao Nacional tenian un mayor contenido de linalool
que las almendras crudas. En base a la hipétesis de que el
linalool es considerado como uno de los principales compo-
nente aromaticos que caracteriza el aroma floral del cacao
Nacional, el objetivo de este estudio fue evaluar la expre-
sion genética de linalol en un grupo de clones altamente
homocigéticos identificados en una coleccién proveniente
de las principales zonas cacaoteras tradicionales (CCNC)
usando como materiales de referencia a clones comercia-
les de cacao.

|
Materiales y métodos

Material biologico: Se colectaron mazorcas provenien-
tes de autofecundacion de siete accesiones de la CCNC y
clones comerciales en INIAP-EELS. Cinco de estas acce-
siones se seleccionaron por su alto nivel de homocigosis
(78-90%) identificadas en un estudio anterior de caracte-
rizacion molecular de esta colecciéon: CCNC-001M, CC-
NC-012LR, CCNC-012M, CCNC-051M y CCNC-210M2. Se
incluyeron ademas otras dos accesiones de la coleccion,
CCNC-006M y CCNC-092M, y clones comerciales para
comparacion: un Tipo Nacional de reconocido perfil aroma-
tico Arriba (EET-103), un Trinitario (ICS95) y CCN51. Para
cada clon se cosecharon mazorcas a las 20 y 22 semanas
de maduracion (Momentos 1y 2: M1 yM2). Las almendras
de mazorcas de 22 semanas se sometieron a un proceso
de micro fermentacién durante 24 horas y representaron el
tercer momento de muestreo (M3). Por cada mazorca se
tomaron 10 almendras que se preservaron en RNA Later
a -80°C.

Extraccion y purificacion del ARN: el ARN se extrajo
de un pool de diez almendras preservadas en RNA Later.
Se utilizé el reactivo PureLink Plant RNA (Thermo Fisher
Scientific) y el procedimiento descrito por el fabricante. Los
ARN obtenidos fueron purificados mediante dos procedi-
mientos; el primero se realizd con el fin de eliminar restos
de ADN gendmico (ADNg) y el segundo para eliminar re-
siduos de lipidos y polifenoles. La primera purificacion se
realizd con el procedimiento reportado en un analisis del
transcriptoma de clones comerciales de cacao Nacional'.
Para una segunda purificacién se emple6 el kit PureLinkTM
RNA Mini siguiendo el protocolo descrito por el fabricante
(Thermo Fisher Scientific). Una segunda purificacion del
ARN resulté necesaria para mejorar la amplificacion del
cDNA, se report6 el protocolo reportado en la estandariza-
cion del método de cuantificacion por gqPCR del marcador
asociado al linalool™.

RT-gPCR: ElI ARN purificado se cuantificé mediante
fluorometria empleando el equipo Qubit con el kit Qubit™
RNA HS Assay (Thermo Fisher Scientific).Se realizo la RT-
gPCR utilizando el kit GoTag® 1-Step RT-qPCR System de
PROMEGA, segun las especificaciones del fabricante. Se
emplearon 20 ng de ARN purificado por cada una de las
reacciones. Las reacciones se ensamblaron a una tempe-
ratura de alineamiento de 60 °C y con una concentracion
de primer de 0, 5uM para la cuantificacion de los genes.
Se empled el termociclador Mx3005P (Agilent, Edinburgh,
UK) con el software MxPro, y el sistema de deteccion SYBR
Green para el analisis de los genes en estudio conforme al
procedimiento reportado por (15).

Cuantificacion relativa del gen LIS: Para cada genotipo
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en estudio (siete accesiones de la CCNC vy los tres genoti-
pos comerciales), se ensamblaron tres reacciones para la
amplificacion del gen LIS y el gen de referencia SAND. Se
emplearon primers reportados en la estandarizacién de la
RT-gPCR para genes de referencia en almendras de ca-
cao’®. La cuantificacion de la expresion relativa se realizd
mediante el método AACt". En el ensayo se emplearon
como calibradores a los genotipos ICS95 y CCN51 ya qué
éstos materiales no poseen el aroma floral caracteristico
del cacao Nacional.

Comparacion de la expresion del gen LIS: Los valores
de la expresion relativa se linealizaron mediante una trans-
formacion logaritmica para minimizar la varianza que existe
entre los datos y se realiz6 la construccion de graficos en
EXCEL.

Parametros de fermentacion

La toma de muestras para determinar el pH y el re-
cuento de BAL se realiz6 a los dias 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15,
20, 25 y 30 del proceso de fermentacion. La determinacion
del pH se realizd con un pH-metro calibrado modelo Orion
410. El recuento se realiz6 en agar Man Rogosa Sharpe
(MRS) (Laboratorios Britania, Buenos Aires, Argentina) a
30 °C durante 24-48 h. Los resultados se expresaron en
Unidades Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/ml).

Determinacion de fosfato libre

Las muestras se centrifugaron a 2000 rpm durante 5
min en una centrifuga Rolco CP 2036 (Buenos Aires, Ar-
gentina). El fosfato libre se determin¢ utilizando 100 pl de
sobrenadante y 900 pl de una soluciéon que contenia 0,6
M de H,S0O,, 2 % (m/v) de acido ascérbico y 0,5 % (m/v)
de molibdato de amonio. Luego de una incubacién a 50 °C
durante 30 min se realiz6 la lectura de la densidad 6ptica a
820 nm. Para la curva de calibracion se utilizd una solucion
patron de K,HPO,. Los resultados fueron expresados en
mg de fosforo/100 mi'®,

Determinacion de acido fitico

La concentracion de acido fitico en los sobrenadantes
se determiné utilizando el kit comercial Megazime Interna-
cional (Wicklow, Irlanda) siguiendo las instrucciones del fa-
bricante. El ensayo se basa en la hidrdlisis del acido fitico
por la actividad de la fitasa en mio-inisitol-fosfato y fésforo
libre, y la posterior actividad de la fosfatasa alcalina que
libera el resto de los fosfatos de la molécula de mio-inosi-
tol'”. El fosfato libre se determind segun se describid ante-
riormente y los resultados se expresaron en mg acido fiti-
co/100 ml, utilizando la siguiente ecuacion:

Determinacion de hierro libre

Se trataron 200 pl de sobrenadante con 1 ml de una
solucién 30 mM de acido ascérbico en buffer citrato (0,05
M, pH 4,5). Luego de una incubacion a 37 °C durante 5 min
se agreg6 200 pl de una solucién de ferrozime (5 mM). Se
incubo a 37 °C durante 40 min y se midio la densidad 6ptica
a 562 nm en un espectrofotometro Jenway modelo 6405
(Londres, Reino Unido). Se realizd una curva patrén con
Fe(NO,),. Los resultados se expresaron en mg hierro/100
ml'é,

|
Resultados

En la tabla 1 se muestran los valores de la cuantifica-
cion relativa del gen LIS en los genotipos Nacional anali-
zados comparados con los clones ICS95 y CCN51 que se
utilizaron como calibradores. Respecto a ICS95 se observa
que los valores para los clones 012LR, 051M, 210M, 092M
y EET103 oscilaron entre 0.40 y 1,56 para M1; y entre 0,67
y 2,5 para M2. Los clones 001M y 012M presentaron una
represion en la expresion del gen LIS (valores de -0.58 y
-0.92 para M1; -0.17 y -0.48 para M2). El genotipo 006M
presento una sobreexpresion para M1 con un valor de 0,12
y represion del gen LIS para M2 con un valor de -0.63.

GENOTIPO M1 M2 M3
CCNC-001M | -0,580 | -2,516 @ -0.174 | -0,950 @ 1,039 1,502
CCNC-012LR = 0,724 1,211 0.850 | 0,075 = 00975 1,437
CCNC-012M | -0915 | -2.851 = -0481 | -1257 @ 0.876 1.338
CCNC-051M 0.472 -1,463 1,866 | 1.090 = 0.699 1.161
CCNC-210M 0,785 -1,149 0,672 | -0,103 1,713 2,176
CCNC-006M 0,125 1,809 | -0.627 | -1,03 = 1,020 1,483
CCNC-092M 0,407 -1,528 0,751 | -0,024 = 0.579 1,042
EET-103 1,561 -0,374 2,563 | 1,788  1.118 1,581
CCNs51 1,935 0 0,775 0 -0,462 0

ICS95 0 -2.,066 0 -0,775 0 0,462

Tabla 1. Valores de expresion del gen LIS calibrados en valores de Log 2- AACt para los tres momentos analizados

(ICS95 y CCN51 a la izquierda y derecha respectivamente).
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Los resultados para M3 revelaron una sobre expresion del
gen LIS con respecto a ICS95 para los siete clones CCNC
analizados e incluido el genotipo EET103 (valores de Log
2- AACt, de -0.58 y 1,71).Respecto a los valores de Log
2- AACt en los siete genotipos de la CCNC usando como
calibrador al genotipo CCN51 estos oscilaron entre -2,85
y -0,37 para M1, se evidencié la represion de la expresiéon
del gen LIS en todos los genotipos analizados. Para M2
los valores de expresion variaron entre -1,4 y 1,78. Los re-
sultados para M3 revelaron una sobre expresion del gen
LIS con respecto de CCN51 para los siete clones CCNC
analizados.

De manera general se observan niveles de expresion
del gen Lis en las accesiones CCNC en M3, destacando
la accesion 210M con la mayor expresion (Log 2- AACt de
1,7 y 2,1 con los dos calibradores utilizados). Por su parte
en M2 el clon EET103 fue el que mayor nivel de expresion
registro (Log 2- AACtde 2,5y 1,7).

En la figura 1 se observa la expresion el gen linalool
en valores de Log 2- AACt . En los momentos M1y M2, la
expresion del gen LIS respecto de ICS95 vario entre los
genotipos analizados, los clones de la CCNC 012LR, 051M,

210M y 092M presentaron una sobreexpresion, al igual que
el clon EET103 en estos dos momentos. En M3 se destaca
la expresion en el genotipo 210M; este genotipo presenta
la mayor expresion del gen tras la micro fermentacion de la
almendra por 24H.

En la figura 2 se observa la expresion el gen linalool
en valores de Log 2- AACt con CCN51 como calibrador. Se
evidencia la represion del gen linalool en todas las muestras
de la CCNC analizadas para el momento M1, incluyendo
los clones EET103 y ICS95. Para el momento M2 los clo-
nes 012LR y 051M de la colecciéon de CCNC presentaron
una sobreexpresion del gen (0,075 y 1,09 respectivamen-
te). Para el M3 la sobreexpresion del gen LIS se presentd
en todos los genotipos de la CCNC analizados.

|
Discusién

En este analisis se verificé una variacion de la expre-
sion del gen LIS entre los genotipos de cacao Nacional ana-

lizados en los dos momentos de maduraciéon de la mazorca
(20 y 22 semanas) y 24h de fermentacion de las almendras
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de 22 semanas. Utilizando como calibradores a los clones
ICS95 y CCN51, se observé una sobrexpresion del gen li-
nalool en las muestras de almendras de Nacional con micro
fermentacion (M3), en comparacion con las no fermenta-
das; en funcion del genotipo se observé sobreexpresion o
represion del gen. Este resultado podria asociarse al efecto
de la fermentacion, ya que esta reportado que ésta favore-
ce la intensidad aromatica, la acidez y los sabores frutal y
floral™.

Resulta de particular interés que entre las accesio-
nes analizadas en este estudio, la accesion CCNC-201M
es la que evidencio los mayores valores de expresion del
gen LIS en el momento 3. El clon EET103 el cual es un
material con aroma floral bajo en cambio presento el valor
mas alto de expresion en M2. Cabe indicar que la accesion
CCNC-201M resulté asignada en el grupo Nacional?, es al-
tamente homocigética (85,4%) y esta clasificada en nivel
4 (Sabor floral alto) en los test sensoriales realizados por
ECUAKAO y MEWJI (Japdn)'. En cambio el clon EET-103
es un material altamente heterocigético (catalogado como
hibrido y con 79.5% de heterocigosis) y con una calidad
aromatica floral baja??',

Por otro lado los resultados del aumento de la expre-
sion en el proceso de micro fermentacién son similares a
reportados anteriormente?, se observé un aumento de la
expresion del gen LIS en las almendras a los dos dias de la
fermentacién. La tendencia de la expresion en el momen-
to M3 es una sobreexpresion en los genotipos Nacionales,
ya que se observé un incremento de la expresion del gen
LIS con los dos calibradores utilizados. En un estudio pre-
liminar®, también se observo que en el genotipo Nacional
analizado, la expresion del gen LIS aumenté cuando la
almendra se fermentd; ademas, el valor de expresion del
gen LIS en el genotipo Nacional fue superior a los obser-
vados en los genotipos Trinitario. En otro trabajo anterior'
se cuantificaron compuestos volatiles en genotipos Nacio-
nal, ICS95, CCN51 y provenientes de Ghana y se determi-
né que el contenido de linalool se ve influenciado por los
tiempos de fermentacioén. La presencia de linalool se incre-
mento por el proceso de tostado de las almendras, éste fue
superior en los cacaos de tipo Nacional comparado con los
provenientes de Ghana, y para ICS95 y CCN51 estuvo au-
sente. Trabajos similares corroboran estos resultados, en
un trabajo mas reciente®® se determind que la biosintesis
del linalool depende en un principio del genotipo de cacao,
ademas, éste contenido se ve modificado por las condicio-
nes de fermentacion a la que esté sometida la almendra.
El tiempo de fermentacion de los granos de cacao parece
ser el factor clave que controla la sintesis de aromas. Asi
mismo otro estudio® identificd y cuantificé compuestos vo-
latiles de genotipos CCN51 y EETs y los resultados mostra-
ron que los genotipos EET contienen mayor concentracion
de compuestos afrutados y florales en comparacién con el
clon CCN51.

|
Conclusiones

Los analisis mostrados en este estudio detectan claras
diferencias de expresiéon del gen LIS entre los genotipos
de cacao nacional y los clones usados como calibradores
ICS95 y CCN51 y corroboran a estudios similares realiza-
dos anteriormente. El valor encontrado en las almendras
fermentadas de 24 horas muestran niveles superiores de
expresion en los cacaos centenarios (CCNC), destacan-

dose la accesién CCNC- 210M altamente homocigotica y
catalogada como Nacional.

Nuestros resultados deben complementarse con estu-
dios del perfil sensorial de los materiales con el fin de es-
tablecer una correlacion positiva de expresion del gen LIS
como indicador de calidad aromatica de cacao Nacional o
fino de aroma.
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