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Resumen

El objetivo de este estudio fue comparar los perfiles metagenémicos del proceso
fermentativo del cacao de seis sitios distintos. Los analisis bioinformaticos se realizaron
utilizando seis bases de datos provenientes de Meéxico, Costa Rica, Camerin y
Colombia. Se hizo uso del paquete dada2 en RStudio, se realiz6 un andlisis de limpieza
de ARNr 16Sy se les asignd taxonomia alas muestras. Posteriormente, se determind la
abundancia relativa y riqueza de las especies presentes y se compararon las muestras
utilizando indices de diversidad alfa y beta. Se llevé acabo un analisis estadistico y se
compararon los resultados con los precios de mercado mundialsegun Selina Wamucii
(2023), cuyo estudio presentdé que el cacao proveniente de México era el mejor
cotizado, con un precio de 4.10 a 5.00 USD por kilogramo. Los analisis de abundancia
revelaron una presencia significativa del filo Proteobacteria en todos los sitios, con
excepcion de México, lo cual es consistente con la significancia ecoldgica de la
fermentacion de cacao. La dominancia del filo Actinobacteriota en México sugiere
beneficios antimicrobianos y un potencial biocontrol. Asimismo, el filo Cyanobacteria,
observado en Camerln y Costa Rica, podria influir en la composicion del producto
final, debido a sus habilidades fijadoras de nitrdgeno y produccion de compuestos
bioactivos. La alta diversidad alfa, especialmente en Colombia y Costa Rica, indican
comunidades microbianas muy ricas. A pesar de la diferencia geografica, no se
encontraron diferencias significativas en las muestras. Finalmente, este estudio subraya
la interaccion compleja entre la diversidad microbiana, la calidad del mercadoy la
percepcion del mercado. A pesar de las limitaciones, el mismo contribuye con
perspectivasvaliosas a la diversidad microbiana en los sitios de estudio, pero enfatiza
la necesidad de interpretacion cuidadosa de resultados. Asimismo, sugiere areas para
investigaciones futuras en este campo.

Palabras clave: metagenomica, fermentacion de cacao, diversidad microbiana



Abstract

The aim of this study was to compare the metagenomic profiles of the cacao fermentation
process from six different sites. Bioinformatics analyses were performed using six databases
from Mexico, Costa Rica, Cameroon, and Colombia. The dada2 package in RStudio was used,
followed by a 16S rRNA cleaning analysis and taxonomy assignment to the samples.
Subsequently, the relative abundance and species richness were determined, and the samples
were compared using alpha and beta diversity indices. A statistical analysis was conducted,
and the results were compared with global market prices according to Selina Wamucii (2023),
whose study indicated that cacao from Mexico was the highest priced, ranging from 4.10 to
5.00 USD per kilogram. Abundance analyses revealed a significant presence of the
Proteobacteria phylum at all sites except Mexico, which is consistent with the ecological
significance of cacao fermentation. The dominance of the Actinobacteriota phylum in Mexico
suggests antimicrobial benefits and potential biocontrol. Additionally, the Cyanobacteria
phylum, observed in Cameroon and Costa Rica, could influence the final product's composition
due to its nitrogen-fixing capabilities and production of bioactive compounds. High alpha
diversity, especially in Colombia and Costa Rica, indicates very rich microbial communities.
Despite the geographical differences, no significant differences were found between the
samples. Finally, this study highlights the complex interaction between microbial diversity,
market quality, and market perception. Despite the limitations, it provides valuable insights
into microbial diversity at the studied sites, but emphasizes the need for careful interpretation
of the results. It also suggests areas for future research in this field.

Key words: metagenomics, cocoa fermentation, microbial diversity
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. Introduccion

La presente tesis busco realizar comparaciones de perfiles metagendmicos de la
fermentacion del cacao dentro de distintos perfiles moleculares originarios de seissitios
de estudio diferentes, obtenidos de servidores publicos. Esto se llevé a cabohaciendo
uso de diferentes herramientas bioinformaticas. El propdsito fue poder asociar los
perfiles metagendmicos a distintos sitios de estudio y realizar comparaciones entre si.
Asimismo, se buscd generar un algoritmo para el analisismetagenémico del cacao, para
poder establecer relaciones e hipétesis entre la calidad del chocolate producido y su
microbiota en el futuro. Esto con el fin de sentar las bases para, potencialmente, realizar
modificaciones a las microbiotas ymejorar las condiciones organolépticas del cacao,
segun su perfil metagenémico.

El cacao es un cultivo importante econémicamente, cultivado principalmente por
sus granos, los que son indispensables para la produccién de chocolate. El sabor,aroma
y calidad del chocolate estan fuertemente influenciados por el proceso fermentativo de
los granos (Afoakwa, 2010; Nielsen, 2019). Durante este proceso, ocurren
transformaciones bioquimicas complejas, que son provocadas por las actividades de
varios microorganismos presentes en la pulpa del cacao (Schwan y Wheals, 2004).
Estas comunidades microbianas juegan un papel importante enel desarrollo de
precursores de sabor deseables, asi como dela degradacién de compuestos no deseados
(Payne, et al, 2010).

La comprension de las dindmicas y composicion de la microbiota del cacao durante
su fermentacién es de gran interés para los productores de cacao y de chocolate, asi
como para investigadores en ese campo (llleghems, De Vuyst y Wecks, 2012).
Avances recientes en las técnicas de biologia molecular han permitido que se realice
una exploracion mas profunda de las comunidades microbiologicas asociadas con
varios ecosistemas, incluyendo los procesos de fermentacién de cacao (Quintero,
Santos, Lima y Bemgquerer, 2013). Especialmente, el uso y abaratamiento de
tecnologias de secuenciacién ha revolucionado la habilidad para caracterizar la
diversidad microbiana e identificarlos microorganismos clave que estan envueltos en
los procesos especificos (De Fillipis, et al, 2018).

En el presente trabajo, se buscé investigar y comparar los perfiles metagendmicosde
la fermentacion del cacao dentro de distintos perfiles moleculares originarios de seis
estudios de sitio distintos. Asimismo, se busco realizar una comparacion de estas
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secuencias Yy relacionarlas al chocolate que se produce a partir de esos procesos
fermentativos en dichos sitios.

Estudios previos han demostrado la importancia de la diversidad microbiana y sus
genes funcionales en el proceso fermentativo y desarrollo de los perfiles de sabor
deseables (Papalexandratou, et al, 2011). Sin embargo, todavia falta comparar rutas
metabdlicas e interacciones involucradas en la fermentacion del cacao de distintos
lugares.



1. Objetivos

I. Objetivo general

Comparar los perfiles metagenémicos de la fermentacion del cacao dentro de
distintos perfiles moleculares originarios de seis sitios de estudio, provenientes de
México, Costa Rica, Camerun y Colombia, los cuales fueron obtenidos de servidores
publicos.

ii. Objetivos especificos

1. Generar un algoritmo para el analisis metagenémico de cacao Y, con esto,lograr una
comparacion entre los perfiles organolépticos del chocolate producido.

2. Hacer una comparacion de las secuencias encontradas de los seis lugares y
relacionarlas al precio del chocolate que se produce a partir de esos procesos
fermentativos.

3. Proponer un flujo de trabajo que permita realizar el mismo andlisis, utilizandodatos de
genoma completo.
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1. Justificaciéon

El cacao es un producto altamente producido y comercializado en el mundo, con
aproximadamente 4.9 millones de toneladas de cacao producidas a nivel mundialde
2021 a 2022 (International Cocoa Organization, 2022). La produccion de cacacha
aumentado de forma constante en los ultimos 40 afios, a pesar de que es bastante
volatil y esta sujeto a varias fluctuaciones (Bermudez, et al, 2022). La produccién de
cacao fino de aroma en Guatemala es indispensable para lachocolateria, por su alta
calidad organoléptica, posicionandose como el principal pais exportador de
Centroamérica (Aguirre Sarcefio, 2022). Segun reportes del MAGA (2014), un 96%
del cacao producidopasa por procesos transformativos dentro del pais, por lo que
Unicamente un 4% es exportado sin sufrir cambios.

La fermentacién del cacao es un proceso espontaneo, dirigido por muchos
microorganismos, dentro de los que se pueden mencionar levaduras, bacterias y
algunos hongos filamentosos (Schwan y Wheals, 2004). Este proceso es
indispensable para poder desarrollar los precursores del sabor y aroma del chocolate
(Aguirre Sarcefio, 2022). La fermentacion debe de ser asociada al tipo de cacao
disponible y dura aproximadamente siete dias, aunque este numero depende de
muchos otros factores. La deteccion de los picos de acido lactico y acético y, por
consecuencia, la comparacion con otras especies podria ayudar a elucidar un poco el
proceso fermentativo (Nielsen, 2019). A futuro se podrian llegar a comparar estos
picos con los de otras especies y buscar asociarlas a ciertossabores 0 aromas del cacao,
manipulando la microbiota del mismo.

Debido a que el proceso fermentativo debe de ser asociado al tipo de cacao
disponible, es importante poder realizar comparaciones entre cacaos provenientesde
distintos lugares. Asimismo, el poder generar un algoritmo para el analisis
metagendmico del cacao, podrian sentar las bases para establecer relaciones entrela
calidad del chocolate producido y su microbiota en el proceso fermentativo.



V. Marco tedrico

i. Fermentacion en alimentos

La fermentacion en alimentos es un proceso natural que se ha utilizado por los humanos
por miles de afios (Tamang, et al, 2016). La funcién principal es la preservacién de comida
y el mejoramiento de su sabor, asi como textura y valor nutricional (Marco y Heeney,
2017). La fermentacion utiliza microorganismos como bacterias, levaduras y hongos para
poder descomponer compuestos complejos a compuestos méas simples (Rezac, et al, 2018).
Esto puede serimportante para mejorar su digestibilidad y crear sabores y aromas nuevos
(Hughey y Johnson, 2019). Este proceso puede ocurrir de forma natural yespontanea, o
puede ser inducido al agregarle microorganismos especificos a la comida (Hutkins, 2018).
Los ejemplos mas comunes de este proceso son el yogurt,el queso, el kimchi y el pan de
masa fermentada (Schwierzy Taras, 2014).

Este proceso ocurre en tres pasos, segin Ozturkoglu-Budak y Akman (2020):

1. Inicio: la comida se expone al aire y microorganismos la colonizan. Estosconsumen
los azUcares disponibles, produciendo acidos organicos, los cuales disminuyen el pH de la
comida. Al disminuir este pH, se crea un ambiente acidico que limita el crecimiento de
bacterias patogénicas.

2. Medio: cepas especificas de microorganismos se agregan al alimento, paracontrolar
el proceso fermentativo y fomentar los sabores y olores deseados. Estos microorganismos
pueden producir enzimas que rompen las proteinas y carbohidratos, lo cual es esencial para
mejorar la textura ydigestibilidad de la comida.

3. Final: el proceso se vuelve méas lento, porque los azlcares disponibles son
completamente consumidos. El pH se vuelve demasiado &cido, como parapermitir el
crecimiento o colonizacidn de microorganismos. El producto final es normalmente estable
y con mucho sabor, y puede ser guardado por periodos muy largos de tiempo.

Diversos factores pueden afectar el proceso fermentativo, como, por ejemplo, el tipoy
concentracién de microorganismos, la temperatura y humedad del ambiente y la
composicién de la comida (Steinkraus, 1997). Estos pueden afectar el producto final, no
solo en términos de sabor y textura, sino de valor nutricional(Marco y Heeney, 2019). Los



alimentos fermentados tienen beneficios a la salud,esto se debe a que contienen probioticos,
vitaminas y minerales (Tamang, 2015).

A continuacion, se enlistan distintos alimentos comunes, los cuales son sometidos
a procesos de fermentacion.

Yogurt

El proceso de fermentacion de yogurt usa bacterias acido-lacticas para convertir lactosa
en &cido lactico (Hui y Ozgul Evranuz, 2018). Esto provocaque la leche se espese y vuelva
mas agria, ademas de obtener una consistenciacremosa (Hui y Ozgul Evranuz, 2018). Las
bacterias responsables para este proceso son principalmente cepas de Lactobacillus
bulgaricus yStreptococcus thermophilus; sin embargo, existen casos documentados en los
que se ven otras bacterias involucradas (Fortsythe, 2018). El proceso fermentativo inicia
calentando la leche para desnaturalizarsus proteinas y crear ambientes estables para que
crezcan las bacterias (Broadbent, et al, 2018). Luego, se enfria y se inoculan con un cultivo
inicialde bacterias vivas.La mezcla se incuba a aproximadamente 42-45°C por varias horas,
hasta que sealcance el nivel de acidez esperada (Broadbent, et al, 2018). Cuando el proceso
esté completo, se enfria el producto y se endulza (Tamang, et al, 2016). La fermentacion
del yogurt aumenta la digestibilidad de la leche (para personas intolerantes a la lactosa),
ademas de que aumenta la biodisponibilidad de algunos nutrientes, como fésforo y calcio
(Tamang, et al, 2016).

. Cerveza

La fermentacion de la cerveza utiliza a levaduras, que convierten los azlicarespresentes
en mosto, a alcohol y didxido de carbono (Bamforth, 2019). EI proceso normalmente se
lleva a cabo en un fermentador y puede tomar de algunos dias hasta varias semanas,
dependiendo del estilo de cerveza que se busca producir y la temperatura de fermentacion
(Priest y Stewart, 2006). Haydos tipos de fermentacion de cerveza: de alta y de baja
fermentacion (Steinery Hieronymus, 2014). En las cepas de levadura de alta fermentacion
(Ilamadaslevaduras ale), asi como Saccharomyces cerevisiae, se fermenta a temperaturas
mas altas y tienden a producir cervezas con aromas y sabores mas frutales y picantes
(Steiner y Hieronymus, 2014). En las cepas delevadura de baja fermentacion (llamadas
levaduras lager), la fermentacion ocurre a temperaturas mas bajas y producen cervezas con
sabores y aromas mas limpios (Steiner y Hieronymus, 2014). El contenido de alcohol de
las cervezas tipicamente esta en un 3-12% (volumen/volumen), dependiendo delestilo y
condiciones de fermentacion (Lewis y Young, 2002). Después de estafermentacion, la
cerveza normalmente se afieja, para permitir que los saboresy aromas maduren juntos
(Steiner y Hieronymus, 2014).



C. Kimchi

El kimchi es un plato de coreano basado en vegetales fermentados (Jeong y Chun,
2007). Tiene un sabor Unico y un alto valor nutricional (Jeong y Chun,2007). Se utiliza
repollo, rdbano, ajo, jengibre y polvo de pimiento rojo, con sal y especies para sazonar
(Jeong y Chun, 2007). Se deja fermentar a temperatura ambiente por periodos variables,
de entre algunos dias a varias semanas (Jeong y Chun, 2007). Durante este proceso, el pH
baja, laacidez aumenta y se desarrollan los sabores (Kim y Chun, 2005). Se han encontrado
bacterias acido-lacticas y levaduras, principalmente, pero también se han encontrado
bacterias de los géneros Weissella sp., Pediococcus sp. y Bacillussp. (Lee, et al, 2019; Han
etal, 2020) Debido a la gran variedad de microorganismos, se ha considerado que el kimchi
es un platillo con muchos probioticos, lo que ayuda a la digestion (Park, Jeong, Lee y Daily
I11, 2014). Ademas, presenta propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Park, et al,
2014).

d. Quesos

Los quesos son productos lacteos importantes, que también pasan por un proceso
fermentativo, en el que se desarrollan sus sabores y texturas, asi comolas propiedades
necesarias para su preservacion (Fox y McSweeney, 2017). Para la fermentacion de queso,
se utilizan levaduras, bacterias acido-lacticas y mohos (McSweeney y Sousa, 2000). El tipo
de queso establece qué tipo demicroorganismos estan presentes en el proceso (Adams y
Moss, 2007). Las bacterias clave son especies de Lactococcus, Streptococcus y
Lactobacillus (Smit, et al, 2005). También se encuentran especies de levaduras delos géneros
Debaryomyces, Kluyveromyces y Candida (Smit, et al, 2005). Finalmente, lostipos de
moho pueden ser especies de los géneros Penicillium y Geotrichum (Smit, et al, 2005). Los
quesos se pueden clasificar de acuerdo con su procesode fermentacion y condiciones de
maduracion (Fox y McSweeney, 2017).

e. Sauerkraut

El sauerkraut es un alimento de repollo fermentado, que ha sido consumido por siglos
(Cherif, et al, 2019). El periodo de fermentacion a temperatura ambiente es variado, pero
suele ser de varias semanas. Se busca desarrollar elsabor, textura y aroma (Hal&sz, Barath
y Holzapfel, 1999). Dentro de la fermentacidn, se puedenencontrar especies dominantes de
bacterias acido-lacticas, como Lactobacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides y
Pediococcus sp. (Wouters, et al, 2016). El sauerkraut es solicitado debido a sus efectos
probidticos y su actividad antioxidante (Cherif, et al, 2019).

f. Kombucha

La kombucha es una bebida, que se obtiene a través de la fermentacion de teendulzado
con un cultivo simbiotico de bacterias y levaduras (SCOBY, por sus siglas en inglés)
(Jayabalan, et al, 2014). Dentro de los microorganismos involucrados, se encuentran
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especies de bacterias de los géneros Acetobacter, Gluconacetobacter y Lactobacillus;
mientras que las levaduras son especies de los generos Saccharomyces,
Zygosaccharomyces y Brettanomyces (Greenwalt, et al, 2000). La komucha ha sido
asociada a muchos beneficios potenciales, especialmente en cuanto a las propiedades
antioxidantes y la presencia de probidticos (Greenwalt, Steinkraus y Ledford, 2000).

Fermentacion de cacao

La fermentacion del cacao es un paso indispensable para la produccion dechocolate de
la més alta calidad, ya que permite el desarrollo del aroma y sabor especificos del cacao
fino de aroma (Schwan y Wheals, 2004). Durante esta fermentacion, los granos de cacao
atraviesan cambios quimicos y microbioldgicos(Perea Villamil, et al 1998). Estos resultan
en el rompimiento de compuestos, queliberan precursores de sabor (Mota-Gutierrez, et al,
2019). El procesofermentativotipicamente dura entre dos a siete dias, dependiendo de la
region y del tipo de cacao (Meersman, et al 2013).

Los microorganismos implicados juegan un papel indispensable en la fermentacion de
este compuesto, ya que son responsables de iniciarla y dirigirla (De Vuyst y Weckx, 2016).
Los mas importantes son levaduras y bacterias acido-lacticas, los cuales estan presentes en
el medio ambiente y colonizan los granos de cacao (Mota-Gutierrez, et al, 2018). Los
microorganismos consumen los azlcares disponibles y, a cambio, producen &cidos
organicos, alcoholes y otros compuestos que contribuyen al sabor y aroma del cacao final
(Illeghems, et al, 2012)

La microbiota de los granos de cacao depende muchisimo de varios factores,
especialmente de la region, el clima y las practicas fermentativas utilizadas (Jung,et al,
2011). Por ejemplo, un estudio publicado por llleghems, et al (2012) comparé la diversidad
microbiana en el proceso fermentativo del cacao endistintas regiones geograficas y
condiciones de procesamiento. Se encontraron variaciones en la composicion microbiana
en los granos de cacao de distintas regiones climaticas y practicas fermentativas (Illeghems,
etal, 2012). Asimismo,un estudio por Afoakwa, et al (2014) analiz6 el impacto de los
métodos de procesamiento luego de la cosecha en la fermentacién del cacao y la calidad
del chocolate producido. Las variaciones en las poblaciones microbianas y cinéticas de la
fermentacion demostraron diferencias en los atributos sensoriales y caracteristicas de
calidad del chocolate (Afoakwa, et al, 2014). Para mantener la calidad y consistencia del
producto final, es importante comprender la ecologia de la microbiota del cacao, asi como
de su fermentacion, y como estos procesos afectan el producto final (Pereira, et al, 2016).

Guatemala cuenta con aproximadamente 250,000 pequefios agricultores, que cultivan
cacao fino de aroma ((USDA Foreign Agricultural Service, 2019). A pesar de su rica
historia y su sabor Unico y cotizado mundialmente, Guatemala solo representa un 0.3% de
la produccion mundial del cacao, con a penas unas 1,500 toneladas anuales (Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Alimentacion, 2014). En Guatemala, el cacao es normalmente
fermentado en cajas de madera forradas con hojas de platano, por entre 4 a 8 dias,
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mezclando los granos con la mano regularmente (USDA Foreign Agricultural Service,
2019).

A continuacion, en el Cuadro 1 se presentan los precios de grano de cacao comercial
provenientede cada pais analizado. Asimismo, se pueden observar las caracteristicas de
sabor,aroma, textura y perfil de sabor representativas de cada uno de ellos.

Cuadro 1: Precios de grano de cacao comercial proveniente de cada pais analizado y

caracteristicas organolépticas asociadas

Caracteristicas organolépticas
Pais Precio (USD/kg) Sabor Aroma Textura Perfil de sabor
Notas afrutadas y Toques citricos ya  [Suave, Complejo y
Camerun [3.95-4.94 florales especias aterciopelada |diverso
Notas frutales, con
toques citricos y de Ricos y complejos, Desde afrutados
Colombia [1.97-4.81 bayas matices florales Suave hasta terrosos
Notas florales y
frutales, con toques Aromas frescos y
Costa Rica [3.61-5.77 citricos limpios Suave, sedoso |Variado
Notas terrosas, Aromas ricos,
especiadas, toques de  |[matices de canelay |Rugoso (en
México [4.21-5.00 frutas secas vainilla comparacion) Unico, tradicional

Fuente: Wamucii, S. (2023)

Andlisis de microbiomas
El andlisis de microbiomas se refiere al estudio de comunidades de microorganismos
que viven en un ambiente especifico, como, por ejemplo, el proceso fermentativo de cacao
(Lozupone y Knight, 2005). El analizar la composicion y funcion de la microbiota, puede
significar conocimientos importantes sobre como funciona y cémo puede ser manipulado
(Caporaso, et al, 2011).

Existen diversos meétodos para su analisis, cada uno con sus fortalezas y
limitaciones (Knight, et al, 2012). Dentro de los mas comunes estanlos siguientes:

a. Meétodos basados en cultivo

Estos involucran crecer microorganismos de una muestra en un medio deagar rico en
nutrientes (Knight, et al, 2012). A pesar de que estos metodosproveen una vision mas
detallada de los organismos presentes, los resultados podrian estar sesgados hacia ciertas
bacterias y sepierden las especies problematicas para cultivar en laboratorio (Knight, et al,
2012).

b. Métodos moleculares

Se refiere a utilizar métodos moleculares para analizar ADN o ARN del
microorganismo presente en la muestra (Knight, et al, 2012). Los mas comunes son PCR
(reaccion de la polimerasa en cadena) y secuenciacion(Knight, et al, 2012). Estos métodos
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son mas sensibles y pueden detectar un amplio espectro de especies. Sin embargo, son méas
caros y necesitan mas especializacion por parte de los laboratoristas (Knight, et al, 2012).

C. Metagendémica

Esto involucra la secuenciacion de todas las moléculas de ADN presentesen la muestra
y se puedenutilizar para la identificacion de especies que sonproblematicas para cultivar en
el laboratorio (Agyirifo, et al, 2019).Ademas, la caracterizacion de las comunidades es el
primer paso para realizar un estudio de la presencia de rutas metabdlicas especificaso genes
de resistencia a antibioticos (Agyirifo, Wamalwa y Otwe, 2019).

Genes 16S e ITS
El gen ARN ribosomal 16S y la region ITS (espaciador transcrito interno) son
comunmente usadas en la ecologia microbiana para identificar y caracterizar
comunidades microbianas (Bukin, et al, 2019). Estas son regiones altamente
conservadas; sin embargo, varian lo suficiente entre especies para permitir su
diferenciacion (Durazzi, et al, 2021).

El gen 16S ARNr es un componente del ribosoma de procariotas y esta presente
en todas las bacterias y arqueas (Johnson, et al, 2019). El gen estacompuesto de
nueve regiones hipervariables, que cambian en el largo y secuencia entre especies
(Church, et al, 2020). El alto grado de variabilidad en la secuencia de estas regiones
hace que elgen 16S ARNr sea una herramienta indispensable para la caracterizacion
de la diversidad microbiana, asi como para la identificacion de bacterias y arqueas
(Muhamad Rizal, et al, 2020). La region ITS esta localizada entre las subunidades
pequefa y grande de genes ARNr eucariéticos (Gardes y Bruns, 1993). Esta consiste
en dossubregiones, 1TS1e ITS2, las cuales varian en largo y su secuencia entre
diferentes especies de plantas y hongos (Hall, 1999). EI 16S y la ITS son
secuenciadas cominmente utilizadas para generar bases de datos largas de perfiles
de la comunidad microbiana (Al-Mahrous y Shah, 2016). Las secuencias resultantes
pueden ser analizadas con herramientas de bioinformatica para asignar identidades
taxondmicas a las secuencias (Buck, G6tz, Romanowski y Muhlenweg, 2015). De
esta forma, se pueden comparar estructuras de comunidades microbianas entre
muestras distintas (Li, Soeckert y Roos, 2003).

A pesar de su amplio uso, existen algunas limitaciones para 16S y la ITS (Lou, et
al, 2016), debido a que el 16S solo esta presente en bacterias y arquea, mientras que
la ITS solo estapresente en eucariotas (Buck, et al, 2015). Asimismo, la precisién de
la asignacion taxonomica puede verse afectada por la integridad de la base de datos
y los errores en la identificacion de la secuencia (Buck, et al, 2015).

Metabolémica predictiva
La metaboldmica predictiva es un campo relativamente nuevo que utiliza perfiles
de metabolitos para predecir las respuestas bioldgicas de organismos ante distintos
factores ambientales y experimentales (Wishart, 2016). La metabolémica es el estudio



Vi.

de pequefias moléculas de metabolitos (tipicamente, con pesos molecularesmenores a
1,000 Da) en sistemas biologicos (Benton, et al, 2008). Es una herramienta
indispensable para comprender procesos bioguimicos que ocurren en organismos
vivos (Creek, et al, 2014).

En la metabolomica predictiva, los perfiles de metabolitos son generados en
diferentes condiciones experimentales o diferentes tratamientos, utilizando técnicas
analiticas como espectrometria de masas o espectroscopia de resonanciamagnética
nuclear (Gromski, et al, 2015). Estos perfiles son luego utilizados parapredecir las
respuestas bioldgicasde los organismos (Guan, Zhang y Yan, 2017).

El poder predictivo de los modelos metabolémicos depende de la calidad e
integridad de los datos del perfil metabolomico (Kim, et al, 2016). Los algoritmosde
machine learning son utilizados para crear modelos predictivos en los perfilesde
metabolitos, lo cual puede identificar patrones en los datos que estan asociadosa
respuestas bioldgicas particulares (Lenz, et al, 2004).

Sin embargo, existen algunos retos asociados a la metabolémica predictiva (Noga,
et al, 2016). Uno de los mayores retos es la necesidad demétodos analiticos
estandarizados, asi como de procedimientos de procesamiento de datos, para
asegurar la consistencia y reproducibilidad de resultados a través de diferentes
estudios (Righetti, et al, 2016). Otro reto es la necesidadde la creacién de bases de
datos grandes y diversas, para poder crear modelos predictivos acertados (Righetti,
et al, 2016).

Herramientas bioinformaticas

a. DADA?2

El paquete DADA2 (Callahan, et al, 2016) permite hacer inferencias exactas dela
secuencia variante de amplicén (ASV, por sus siglas en inglés) de datos de secuenciacion
de amplicones de alto rendimiento, sustituyendo el método de agrupacion de unidades
taxonomicas operacionales (OTU, por sus siglas en inglés), que es menos preciso
(Callahan, et al, 2016). El flujo de trabajo de dada2 toma como entrada archivos de tipo
fastq demultiplexados y genera variantes de secuencia y su abundancia en la muestra, luego
de eliminar erroresde sustitucion y de quimera (secuencias que no son productos reales de
la amplificacion del gen 16S) (Callahan, et al, 2016). La clasificacion taxondmicaesta
disponible a través de una implementacion nativa del clasificador bayesiano ingenuo RDP
(clasificador probabilistico fundamentado en el teorema de bayes para asignacién
taxondmica) y la asignacion a nivel de especie a fragmentos del gen 16S ARNr por
coincidencia exacta (Callahan, et al, 2016).

b. Trimmomatic

Se define como una herramienta flexible para recortar datos de extremo emparejado y
extremo unico (Bolger, et al, 2014). La seleccion de los pasosde recorte y sus parametros
asociados se presentan en la linea de comando (Bolger, et al, 2014). Puede utilizar datos
comprimidos o descomprimidos de FASTQ (Bolger, et al, 2014).
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C. FastQC

Es una herramienta bioinformatica que provee una forma simple de hacer chequeos de
control de calidad en flujos de trabajo de secuencias de alta definicion (Andrews, 2010).
Ofrece un conjunto modular de analisis quepueden ser utilizados para hacerse una idea
rapida de si los datos presentan algun problema que deba de ser tomado en cuenta antes de
seguir analizdndolos(Andrews, 2010). Dentro de sus principales funciones se encuentra la
importacion de datos de archivos FastQ, el proveer un vistazo de en cuales areas deberia
de encontrarse problemas, un resumen de graficas y cuadros parauna evaluacion de los
datos y la operacion fuera de linea para permitir la generacion de reportes automatica sin
la necesidad de correr la aplicacion interactiva (Andrews, 2010).

d. MetaBAT

Herramienta de software automatizada de agrupacion de metagenomas para la
reconstruccion de genomas individuales de comunidades microbianas, para posteriores
andlisis de especies microbianas no cultivadas (Kang, et al, 2015). MetaBAT se ha
convertido en una de las herramientas de agrupamiento mas populares debido a su
eficiencia computacional y facilidad de uso, especialmente en experimentos de
agrupamiento con un alto nimero de muestras y un gran ensamblaje (Kang, et al, 2015).
La herramienta requiere que los usuarios elijan parametros de sensibilidad y especificidad.
Si estos no son elegidos correctamente, la precision del agrupamiento puede verse afectada,
especialmente en ensamblajes de baja calidad (Kang, et al, 2015).

e. Kraken

Es un programa muy rapido y con alta precisién para asignar etiquetas taxonémicas a
secuencias de ADN metagendmico, que permite alcanzar clasificaciones con exactitud
comparable a cualquier programa de BLAST (Wood y Salzberg, 2014). Esta herramienta
utiliza una base de datos de referencia que contiene informacion sobre secuencias genéticas
de una amplia gama de organismos y es particularmente Gtil en programas de
metagendmica, ya que permite analizar comunidades microbianas y clasificarlas en funcion
de los organismos presentes (Wood y Salzberg, 2014).

f. MetaPhlAn

MetaPhlAn  (Metagenomic  Phylogenetic ~ Analysis)  [Andlisis  filogenético
metagendmico] es una herramientacomputacional para el perfilamiento de la composicion
de comunidades microbianas de datos de secuenciacion metagendémico a un nivel de
especie, proporcionando informacién valiosa (Truong, et al, 2017). Permite identificar la
abundancia relativa y presencia de diferentes microorganismos en las muestras analizadas.
MetaPhlAn se apoya en aproximadamente 5.1 millones de genes marcadores especificos
paraclados de aproximadamente un millon de genomas microbianos (Truong, et al, 2017).
Esto permite una asignacion taxondémica no ambigua, una estimacion precisa de la
abundancia relativa de cada organismo y la identificacion y seguimiento de cepas (Truong,
et al, 2017).
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g.  PICRUSt2

PICRUSt2 (Plylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction of
Unobserved States) [Investigacion Filogenética de Comunidades por Reconstruccion de
Rstados Sin Observar] es un paquete de software bioinformético disefiadopara predecir
abundancias funcionales basadas en un gen marcador (por ejemplo, 16S ARNr). Esta
version contiene una base de datos mejorada defamilias de genes y genomas de referencia.
Perfiles funcionales no puedenser identificados directamente utilizando los datos de
secuencia del gen 16S ARNr debido a variaciones en las cepas, por lo que se han creado
muchos métodos para predecir la funcién de la comunidad microbiana a partir de solo
perfiles taxondmicos (secuencias de amplicones). La herramienta de PICRUSt2 incluye
pasos para optimizar la prediccion de genoma, incluyendo colocar secuencias en filogenia
de referencia, en lugar de confiar en predicciones limitadas a referencias de OTUs
(Douglas, et al, 2020).

h. HUMANN

Esta herramienta es importante para crear perfiles de forma eficiente y precisa de la
abundancia de rutas metabolicas y otras funciones moleculares a partir de datos de
metagendmica o metatranscriptomica (Beghini, et al, 2021). También ayuda a crear un
perfil de la presencia o ausencia de rutasmetabolicas (Beghini, et al, 2021).A este proceso se
le conoce como perfilamientofuncional y busca describir el potencial metabdlico de una
comunidad microbiana y sus miembros (Beghini, et al, 2021).

I. KEGG

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genome) [Enciclopedia de genes y genomas
de Kyoto] es un recurso de bases de datos para el entendimiento de funciones de alto nivel
y utilidades de los sistemas biolégicos, como la célula, el organismo y el ecosistema, de
informacidn a nivel molecular, grupos de datos moleculares especialmentede gran tamario,
generados por secuenciacién genomica y otras tecnologias experimentales de alto
rendimiento (Kanehisa, et al, 2021). KEGG se ha apoyado en la inteligencia hmana para el
desarrollo de modelos de sistemas biologicos, especialmente en la forma de mapas de rutas
KEGG que son creados manualmente al capturar conocimiento de literatura publicada
(Kanehisa, et al, 2021). Luego, los modelos KEGG pueden ser utilizados en el analisis de
macrodatos bioldgicos, por ejemplo,para el descubrimiento de funciones sistémicas de un
organismo ocultas en su secuencia gnedmica mediante el sencillo procedimiento de mapeo
KEGG (Kanehisa, et al, 2021). Este mapeo asigna secuencias genéticas oproteinas a las
vias metabdlicas y funciones biologicas representadas en lamisma base de datos (Kanehisa,
et al, 2021). EI mapeo incluye vias metabdlicas y andlisis funcional de datos genémicos o
protedmicos (Kanehisa, et al, 2021).

J. Cytoscape

Es una plataforma de software de libre acceso para visualizar las redes deinteracciones
12



Vii.

moleculares y rutas metabdlicas, con el fin de integrarlas conanotaciones, perfiles de
expresion génica y otros datos (Shannon, et al, 2003). A pesar de que Cytoscape se disefid
originalmente para investigacion bioldgica, ahora esuna plataforma general para analisis
de redes y su visualizacion (Shannon, et al, 2003)

Analisis estadistico

A continuacion, se enlistan distintos indices estadisticos analizados en el presente estudio.

a. Abundancia relativa

La abundancia relativa, en el contexto ecol6gico, se refiere a la proporcion de individuos
de una especie en particular, contemplada en una comunidad, del numero total de
individuos de todas las especies presentes en la misma. Es unamedida de dominancia de
una especie en un ecosistema (Zachariasen, et al, 2023). Este valor puede ser influenciado
por varios factores, como lo son la competencia, predacion y condiciones ambientales
(Zachariasen, et al, 2023). Se usa, cominmente, para estudiar la estructura y dindmica de
comunidades ecoldgicas y comprender su estabilidad (Zachariasen, et al, 2023).

b. Riqueza

La riqueza, se refiere al nUmero de especies presente en una comunidad; es unamedida
de biodiversidad y permite proveer un vistazo a una comunidad ecoldgica (Hirko, et al,
2023). Este concepto es importante para comprender laestructura y funcién de ecosistemas
(Hirko, et al, 2023).

C. Diversidad alfa

Medida de biodiversidad que describe la diversidad de especies dentro de un
ecosistema (Thukral, 2017). Es calculado al contar el nimero de especies y tomando en
cuenta su abundancia relativa (Thukral, 2017). Se utiliza enconjunto con otras medidas,
como diversidad beta, para probar una vision mascompleta de una comunidad ecoldgica
(Thukral, 2017).

d. indice de Shannon

El indice de Shannon ha sido un indice de diversidad bastante popular en la literatura
ecologica (Magurran, 2004). Este indice mide la biodiversidadque predice la identidad de
un individuo elegido al azar en una comunidad,que contiene varias especies (Shannon,
1948). Toma en consideracion tanto la riqueza de la especie como la abundancia relativa
(Shannon, 1948). Por lo tanto, el indice provee un valor Unico que refleja la diversidad y
distribucion de las especies en una comunidad (Shannon, 1948).
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e. indice de Chaol

Este indice es una medida de biodiversidad (Kim, et al, 2017). Se utiliza para estimar el
numero de especies en una comunidad, al considerar tantolas especies observadas como la
riqueza estimada (Kim, et al, 2017). Es una herramienta muy Util para estudiar la diversidad
alfa y esparticularmente utilizada para estimar la riqueza de especies en comunidades con
ambundancias desiguales (Kim, et al, 2017).

f. Diversidad beta

Normalmente utilizada en conjunto con la diversidad alfa, es una medida de
biodiversidad, que describe las diferencias en la coposicion de especiesentre dos 0 mas
ecosistemas (Socolar, et al, 2016). Normalmente, se usa junto a la diversidad alfa (Socolar,
et al, 2016). Comprender esta diversidades crucial, ya que permite identificar areas de alta
biodiversidad y areas en donde los cambios ambientales pueden tener impactos
significativos en la distribucion de especies y estructuras de la comunidad (Socolar, et al,
2016)

g. indice de Bray-Curtis

Es una medida de la disimilitud de composicion entre dos sitios 0 muestrasdistintas
(Vega, et al, 2020). Toma en consideracion la abundancia de distintas especies en las
muestras, mas que su presencia o ausencia (Vega, et al, 2020). Es cominmente utilizado
en ecologia para comparar la similitud de composicion de especies entre distintas muestras
y es particularmente Util cuando se trata de datos que contienen muchos ceros (Vega, et al,
2020). Considera tanto la presencia y abundancia de elementos, basado en las diferencias
en abundancia absoluta (Vega, et al, 2020).

4.7.5 Indice de Jaccard

También es una medida de disimilitud entre dos grupos de datos, pero se calcula como la
tasa del nimero de elementos que no son compartidos pordos conjuntos del nimero total
de elementos en ambos sitios 0 muestras (Fletcher e Islam, 2018). Hace énfasis en la
presencia 0 ausencia de elementos y es una medida de la proporciéon de elementos
compartidos (Fletcher e Islam, 2018).
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i. Variables

A continuacion, se presenta la conceptualizacion, clasificacion y operacionalizacion de las

variables del presente estudio.

Marco metodoldgico

Cuadro 2: conceptualizacion, clasificacion y operacionalizacion de las variables de estudio

Clasificacion  [Definicion Definicion
conceptual operacional
Microbiota Cualitativa Comunidad de [Comunidad microbianal
delcacao microorganismos, como [que se identifica a través|
bacterias, hongos y [de técnicas de
levaduras, que se secuenciacion.
encuentran en la

superficie de los granos
de caco y su entorno,
incluyendo el suelo, el
agua Yy las plantas
circundantes.

Nota: elaboracién propia

ii.  Hipotesis
Hi: los perfiles metagenoémicos de la fermentacion del cacao dentro de distintos perfiles
moleculares originarios de los seis lugares a estudiar tendran diferencias significativas
entre si.
Ho: los perfiles metagenémicos de la fermentacion del cacao dentro de distintos perfiles
moleculares originarios de los seis lugares a estudiar no tendran diferenciassignificativas
entre si.

Hi: la generacién de un algoritmo para el analisis metagendémico de cacao demostrara si
hay diferencias significativas en los perfiles organolépticos del chocolate producido enlos
seis sitios de estudio.

Ho: la generacion de un algoritmo para el analisis metagendmico de cacao no demostrara si
hay diferencias significativas en los perfiles organolépticos del chocolateproducido enlos seis
sitios de estudio.

H2: los resultados de la comparacion de las secuencias de los seis diferentes sitios de estudio
mostraran diferencias significativas, que podran ser relacionadas al preciodel chocolate

producido en los seis sitios.
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HO: los resultados de la comparacion de las secuencias de los seis diferentes sitios de
estudio no mostrarén diferencias significativas, que no podréan ser relacionadas al precio
del chocolate producido en los seis sitios.
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VI. Materiales y métodos

i.  Obtencién de datos

Los datos fueron obtenidos de la pagina de EMBL’s European Bioinformaticsinstitute, con las
palabras clave “cocoa fermentation”. Se seleccionaronaquellos datos que contaran con un minimo
de 15 muestras. Las bases de datosutilizadas contenian distintos datos de secuenciacion. Colombia
contd con datos de tres sitios distintos, Valles Interandinos Secos (15 pares de datos), Montafia
Santandereana (44 pares de datos) y Cafetalera Marginal Baja (38 pares de datos). Por otro lado,
Costa Rica cont6 con 40 pares de datos, mientras que México contd con 20 pares de datos.
Finalmente, la base de datosproveniente de Camerun contenia 39 pares de datos. No se contaba con
metadata adjunta para ningin conjunto de datos.

ii.  Analisis de datos de secuencia de amplicones de ARNr 16S

Se instal6 y cargd la libreria DADA2 (Callahan, et al, 2016) a RStudio. Se cargaron los
archivos en formato FASTQ que contenian las lecturas desecuenciacién. Posteriormente,
se realiz6 un filtrado de calidad y recorte de las secuencias, para luego realizar una
correccion de error y verificar la inferencia de las variantes en secuencias. Se alinearon las
lecturas forward y reverse para obtener secuencias de tamafio completo y se generd una
tabla devariantes Unicas y sus abundancias. Con ayuda de la base de datos SILVA (2020)
para ARNr 16S, se realiz6 una asignacion taxonémica a los variantes de secuencia de
amplicones (ASV). Esto se repitid para cada una de las seis localidades.

iii.  Andlisis de datos
a. Diversidad y riqueza

Se cargaron los paquetes dplyr version 1.1.3 (Wickham, et al, 2021), ggplot2version
3.4.4 (Wickham, 2016) y tidyr version 1.3.0 (Wickham, et al, 2021). Se leyeron los
archivos que contenian la informacion de frecuencias de ASVsy los archivos que contenian
la informacion taxondémica a nivel de filo. Posteriormente, se generaron graficos de
abundancia de filo por sitio de estudio y riqueza de filos por sitio.

b. Comparacion de muestras
Se cargaron las librerias permute version 0.9.7 (Simpson, 2022), latticeversion 0.21.08
(Sarkar, 2008), vegan version 2.6.4 (Oskanen, et al, 2022) y pheatmap version 1.0.12
(Kolde, 2019). Se calcularon los indices de diversidad alfa Shannon y Chaol, y de
diversidad beta, distancia de Bray-Curtis y Jaccard. Se realizaron graficos para presentar
los resultados.
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c. Anadlisis estadistico
Se llevd a cabo una prueba de Kruskall-Wallis para verificar si habia diferencia

significativa entre los diversos sitios, utilizando los indices antes mencionados.

d. Verificacion de precios de cacao
Se utilizaron reportes de Selina Wamucii (2023) para verificar los precios del cacao
proveniente de los distintos paises. Esta es una plataforma para comprary vender productos

agricultores, que mantiene precios actualizados de los productos en el mercado actual.

iv.  Flujo de trabajo — analisis metagenémico ARNr 16S

A continuacién, se presenta un diagrama del algoritmo desarrollado (Figura 1) para
analizar los datos metagendmicos encontrados y susubsiguiente comparacién con precios

publicados.

DESCRIPCION DE COMPUTADORA

* Laptop ASIS X556UAK, Windows 10
Pro

* Procesador Intel(R) Core(TM) i-7-
7500U CPU

* Memoria: 8.00 GB fisica, 15.1 GB
virtual

* Subsistema Linux para Windows
(WSL)

* Rv4.3.1, RStudio v2023.12.0.39

OBTENCION DE DATOS
* Datos de EMBL's European
Bioinformatics Institute
* Palabras clave: “cocoa fermentation”
* Seleccionados 6 grupos de dato (4
paises)

ANALISIS DE DATOS DE SECUENCIA
(ARNr 16S)
* Libreria dada2 en RStudio
* Filtrado, recorte y correccion de error
* Union de lecturas forward y reverse
* Asignacion taxonémica con SILVA
(2020)
* Repetido para 6 localidades

Figura 1: Algoritmo para andlisis metagendmico del proceso fermentativo del cacao.

(Elaboracion propia)

|

VERIFICACION DE PRECIOS DE CACAO
* Uso de reportes de Selina Wamucii
(2023)
* Relacién precio-calidad (percepcion)

ANALISIS DE DATOS
* Diversidad y riqueza
° Librerias: dplyr, ggplot2, tidyr
° Graficos de abundancia y riqueza
de filos
* Comparacion de muestras
o Librerias: permute, lattice, vegan,
pheatmap
¢ Calculo de indices (Shannon,
Chao1, Bray-Curtis, Jaccard)
° Gréaficos de resultados
* Anilisis estadistico
Prueba de Kruskall-Wallis para
indices

VII. Resultados

Abundancia relativa

Con el fin de proporcionar una vision general de la composicion taxonémica de cada
sitio de estudio, se realizé un grafico (Figura 2) que muestra la proporcion de cada filo en
relacion con el total de filos identificados en cada sitio. Las barras representan la
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abundancia relativa de cada filo.

Colombia Colombia  Colombia  Costa Rica México Camertin

Valles Intcrandinos Montaia Cafetera Margmal
Sccos Santandercana Baja

1.90 Filo

B Acidovactenota
B Actnobactenota
. Bacteroidota

B sceiovibrionota
B camvicbacterota
B crioronexi

B cyanovacteria
B cusmicrobota
. Firmicutes

B cemmatmonadota
B vethylomicabiiota
. Myxococcota
. Planctomycetota
B Protecbacteria
. Verrucomicrobiota

0.7

w

0.5

=

Abundancia relativa

0.2

w

0.00

Figura 2: Abundancia relativa por sitio de estudio. (Elaboracion propia)

Representacion de un gréafico de barras, donde cada barra representa la abundancia
relativa de especiesen un rango de 0 a 1, para distintos sitios de estudio. Se coordina por
colores, visualizada en la leyendadel lado derecho, facilitando la identificacion rapida de
las contribuciones relativas de cada sitio a la diversidad bioldgica. Cada color especifico
corresponde a un filo Unico.

Se puede observar que el filo predominante es Proteobacteria en todos los sitios,
exceptuando México,en el que el filo predominante es Actinobacteriota. También se observa
un gran porcentaje de Firmicutesen todos los sitios de estudio. Finalmente, se puede resaltar
la alta presencia del filo Cyanobacteria en las muestras provenientes de Camerun.

Riqueza

Con el objetivo de obtener informacion sobre la diversidad taxonémica de las muestras
por cada sitio de estudio, se realiz6 un cuadro tabulando la riqueza de especies, es decir,
la cantidad total de especiesunicas identificadas en cada sitio.
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Cuadro 3: Riqueza de especies por sitio de estudio.

Sitio Riqueza de especies
Colombia (Valles Interandinos Secos) 225
Colombia (Montaiia Santandereana) 604
Colombia (Cafetera Marginal Baja) 482
Costa Rica 536
México 52
Camerun 327

Nota: elaboracién propia

Se puede observar que en las muestras provenientes de la Montafia Santandereana de
Colombia se lograron identificar mas de 600 especies, siendo la muestra con mayor riqueza
de todo el estudio. Por otro lado, las muestras provenientes de México presentaron a penas
52 especies asignadas.

iii. Diversidad alfa

La diversidad alfa permite determinar la diversidad dentro de una comunidad o un
habitat en especifico,siendo asi una medida de variabilidad de especies dentro de un solo
lugar. Es por esto que un alto valorde diversidad alfa es un indicador de que existe
presencia de muchas especies distintas en un lugar en especifico. El indice de Shannon
permite medir la diversidad de especies teniendo en cuenta la riquezay la uniformidad
en la abundancia de las mismas. Un valor mas alto es indicador de una mayor diversidad
en términos de nimero de especies y equidad en la distribucion de los mismos. Por otro
lado,el indice de Chaol es un estimador de riqueza total de filos, que ofrece informacién
sobre la cantidad de filos presentes, incluidos aquellos que podrian no haber sido
observados o detectados. Esto quiere decir que un valor mas alto de este indice sugiere
que la riqueza de especies real podria ser mayor a la que se pudo observar.

En el Cuadro 4 se tabulan los sitios de estudio, la riqueza de filos y los indices de
Shannon y Chaol. Se puede observar que las muestras provenientes de la Montafa
Santandereana de Colombia, como lasprovenientes de Costa Rica presentaron los indices
mas altos.
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iv.

Cuadro 4: indices de diversidad alfa.

Riqueza de
Sitio filos Indice de Shannon|indice de Chaol

Colombia (Valles

Interandinos Secos) 1 4.902 182
Colombia (Montaia

Santandereana) 15 >.866 493
Colombia (Cafetera

Marginal Baja) 10 5.502 369
Costa Rica 5 6.008 528
Méexico 5 3.698 51
Camerun 5 4.869 151

Nota: elaboracion propia
Diversidad beta

La diversidad beta engloba la variabilidad de especies entre diferentes comunidades
microbianas, evaluando cdmo estas cambian o se diferencian entre lugares. En el caso de
una matriz de Bray- Curtis, se observa la representacion de las disimilitudes en la
composicion y abundancia relativa deelementos entre conjuntos, tomando en cuenta las
diferencias en la abundancia de aquelloscompartidos. Asi, valores mas bajos indican mayor
similitud aparente en la composicion de especies. Por otro lado, con la matriz de distancias
de Jaccard se puede ilustrar la proporcién de elementos que son comunes entre dos
conjuntos, en relaciéon con el total de elementos presentes enambos. En este caso, los
conjuntos idénticos estarian 0, mientras que los que no comparten ningunaespecie estarian
representados por un 1.

A continuacion, se presenta la Figura 3, en la cual se puede observar la diversidad beta. En la
Figura 3A se observa una matriz grafica de los indices de Bray-Curtis, la cual ilustra las diferencias
en la composicion de especies entre los sitios mediante el indice de Bray-Curtis, en el que los valores
mas bajos indican mayor similitud en la composicion de especies. Por otro lado, la Figura 3B
grafica un mapa de calor del indice de Jaccard. Este muestra la similitud entre pares de sitios, en el
que valores mas altos indican una mayor similitud en la composicion de especies entre los sitios.
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Figura 3: Gréficos de diversidad beta. (Elaboracion propia)
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En la Figura 3A se puede observar que las muestras 2 y 3 (Montafia Santandereana y
Cafetera MarginalBaja, ambos en Colombia) presentaron conjuntos bastante similares en
composicién y abundancia, mientras que el sitio 5 (Meéxico) presento la mayor disimilitud
con los demas sitios, especialmente con las muestras provenientes de la Montafia
Santandereana colombiana y aquellas de Costa Rica. Por otro lado, se pudo observar en la
Figura 3B que las muestras provenientes de la Montafia Santandareana deColombia son
las que presentan mayor disimilitud aparente con aquellas provenientes de Costa Rica,
México y Cameran.

Prueba estadistica no paramétrica
El Cuadro 5 tabula la comparacion de diversidad alfa y beta en las muestras entre sitios.
Se observan los indices Shannon, Chaol, Jaccard y Bray-Curtis, el estadistico de Chi?

obtenido, los grados de libertad y el valor p obtenido por la prueba de Kruskall-Wallis.

Cuadro 5: Comparacion de diversidad alfa y beta en muestras de fermentacion de cacao

Estadistico | Grados de
Indice Chi’ libertad Valor p
Diversidad |Shannon 5 5 0.4159
alfa Chaol 5 S 0.4159
Diversidad |Jaccard 9.0383 4 0.0602
beta Bray-Curtis 2.6292 4 0.6217

No se observo ninguna diferencia estadisticamente significativa entre las muestras, ya que
los valores p son altos (mayores a 0.05). El Gnico indice que sugeriria una posible diferencia
significativa seria el de Jaccard, ya que presentd un valor p muy cercano a 0.05 (0.0602).

Vi. Flujo de trabajo — genoma completo

A continuacion, en la Figura 4 se presenta diagrama del algoritmo propuesto para
analisis de micobiota con el uso de metagenoma completo.
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OBTENCION DE MUESTRAS

Seleccion de lugar de muestreo
Recoleccion de muestras (duplicado,
endias 1 a7 del proceso
fermentativo)

Extraccion de ADN metagenémico de
muestras de fermentacion de cacao

SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION
(NGS)
* Secuenciacion de ADN metagenomico
con plataformas de secuenciacion de
nueva generacion, como lllumina

B ——

CONTROL DE CALIDAD Y ENSAMBLAJE
* Realizar un control de calidad de las
secuencias obtenidas, con ayuda de
FastQC y Trimmomatic
* Utilizar programas como MetaSPAdes
para realizar el ensamblaje del
genoma

ANALISIS DE DIVERSIDAD Y ESTADISTICO
* Analizar diversidad con abundancia y
distribucion de distintas especies a lo
largo de los diferentes dias de la
fermentacion y/o los sitios de

PERFILAMIENTO TAXONOMICO
* Asignar taxonomia con herramientas
como MetaPhlAn y Kraken.

ANOTACION TAXONOMICA
* Realizar anotacién de los genomas

* |dentificar enzimas clave y rutas
metabélicas importantes asociadas al
proceso fermentativo con KEGG como
herramienta.

CORRELACION CON CARACTERISTICAS
* Establecer correlaciones entre la
microbiota, rutas metabélicas y

atributos de calidad.
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ANALISIS DE RUTAS METABOLICAS MACHINE LEARNING

* Implementar modelos de machine
learning para predecir resultados del
proceso fermentativo basado en

caracteristicas genomicas.

Made with < Whimsical

Figura 4: Flujo de trabajo propuesto para analisis de microbiota del proceso
fermentativo del cacao para datos de genoma completo.



VIII. Analisis de resultados

Con el objetivo de comparar los perfiles metagenémicos de la fermentacion del cacao
originarios de seis sitios de estudio distintos, obtenidos de servidores publicos, se realizo
un analisis bioinformatico. Para esto, se empled una laptop marca ASUS con Windows 10
Pro y Linu a través de WSL. Los datos fueron obtenidos del EMBL’s European
Bioinformatics Institute e incluyeron seis grupos de datos de México, Costa Rica, Camerun
y Colombia. Con ayuda de la liberia dada2 en RStudio, se realiz6 un analisis de secuencias
de ARNr 16S, incluyendo asignacion taxondémica. Posteriormente, se analizo la diversidad
y riqueza utilizando paquetes como dplyr y ggplo2, y se realizaron comparaciones de
muestras mediante indices de diversidad alfa y beta con pruebas estadisticas de Kruskall-
Wallis. Finalmente, se verificaron los precios del cacao mediante reportes de Selina
Wamucii para inferir el posible impacto de la microbiota en la calidad del chocolate
producido.

Dentro del analisis de abundancia se determind que el filo Proteobacteria tuvo gran
presencia en todos los sitios de estudio, con excepcion de México (Figura 1). Esto era de
esperarse, ya que el filo Proteobacteria tiene una alta significacia ecologica en el proceso
fermentativo del cacao (llleghes, et al, 2012). El filo engloba un grupo muy diverso de
bacterias, que presentan distintas capacidades metabolicas (Liu, et al, 2021) y, en el proceso
de fermentacion de cacao, miembros del filo Proteobacteria actiian como fermentadores
primarios, lo que los lleva a jugar un papel indispensable en la descomposicién de
compuestos organicos complejos presentes en la pulpa del cacao (llleghes, et al, 2012).
Algunas bacterias del filo, como las bacterias acido-acéticas (AAB, por sus siglas en inglés)
dentro de la clase Alfaproteobacteria, contribuyen a la conversion de azlcares a acidos
organicos, como acido acético (Gerard, 2016). Esta descomposicion influye el pH y la
composicion quimica general de la pulpa (De Vuys y Weckx, 2015). La acidificacion es
indispensable para poder crear las condiciones necesarias para las actividades de otros
microorganismos (De Vuys y Weckx, 2015). Los &cidos organicos producidos también
contribuyen al desarrollo de los sabores caracteristicos en los granos de cacao, lo que
influye en las caracteristicas organolépticas del producto final, que, este caso, es el
chocolate (De Vuys y Weckx, 2015).

Asimismo, es importante mencionar que las bacterias pertenecientes al filo
Proteobacteria muchas vecesse encuentran dentro de los colonizadores tempranos del
proceso de fermentacion (llleghes, et al, 2012). Sus actividades metabdlicas crean un
ambiente propenso al crecimiento de levaduras y bacterias acido-lacticas, lo que llevaa una
dinamica exitosa (llleghes, et al, 2012). Ademas, estas bacterias se involucran en
interacciones complejas con otros grupos microbianos, lo que influye en la estructura
compleja de lacomunidad (llleghes, et al, 2012). Estas interacciones contribuyen a la
diversidad y riqueza observada en el ecosistema (llleghes, et al, 2012). Las proteobacterias
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presentan versatilidad metabdlica y son muyadaptables a las condiciones ambientales tan
cambiantes (Rizzatti, et al, 2017). Esta adaptabilidad les permite sobrevivir en el ambiente
fermentativo complejo, prosperando en diversas temperaturas, pHs ydisponibilidad de
nutrientes (Rizzatti, et al, 2017). Es posible que, por eso, el proceso fermentativo delcacao
sea tan resiliente, influyendo en la consistencia y calidad del chocolate de diversas regiones
geograficas.

En el caso de México, se observd una gran presencia del filo Actinobacteriota. Estas son
conocidas porsu habilidad de producir un amplio espectro de metabolitos secundarios,
dentro de los que se encuentrancompuestos antimicrobianos, los que podrian tener un
potencial de biocontrol, influyendo en laabundancia y actividades de algunos patdgenos
(Silva, et al, 2022). Sirven, también, para la prevencionde enfermedades, al limitar e
impedir el crecimiento de microorganismos indeseables, lo que asegura lasalud del cacao
final (Silva, et al, 2022). Asimismo, esta diversidad metabolica podria jugar un papel
importante en el moldeamiento de las interacciones microbianas y las dinamicas de la
comunidad durante el proceso fermentativo (Viesser, et al, 2021). Asimismo, los miembros
de este filo son descomponedores efectivos de sustratos orgénicos complejos, como
celulosa y hemicelulosa, contribuyendo a la descomposicion de compuestos presentes de
la pared celular vegetal presentes en lapulpa de cacao (De Vuyst y Weckx, 2015). La
descomposicion de algunos sustratos resulta en la liberacion de nutrientes y otros
compuestos organicos mas simples, contribuyendo a la disponibilidad de nutrientes para
otros microorganismos involucrados en el proceso fermentativo (De Vuyst y Weckx,2015).

Por otro lado, las actinobacterias pueden contribuir a la producciéon de metabolitos que
influyen en las caracteristicas organolépticas del cacao, especialmente en el sabor y aroma
(De Vuyst y Weckx, 2015).Algunos compuestos volatiles producidos por este filo de
bacterias pueden contribuir a las caracteristicas sensoriales del chocolate final (De Vuyst y
Weckx, 2015). Asimismo, las interacciones que estas bacterias tienen con levaduras y
bacterias acido-lacticas pueden influir la produccién de compuestos de compuestos
aromaticos a través de comportamientos de cooperacion (De Vuyst y Weckx, 2015). Es
importante mencionar que las actinobacterias son conocidas por su capacidad de formar
biofilm, lo que, se hipotetiza, tiene implicaciones en la adhesién microbiana y la
colonizacion de los granos de cacao, contribuyendo a la estabilidad de comunidades
microbianas y protegiendo a losmicroorganismos de estresores ambientales (Sauer, et al,
2022).

El filo Firmicutes también tuvo relevancia dentro de los seis sitios estudiados, estudios
anteriores han demostrado que este forma parte grupos microbianos dominantes
involucrados en el proceso fermentativo de cacao (Hamdouche, et al, 2019). Esta
codominancia se puede atribuir a que la pulpa del cacao es una fuente bastante prominente
de glucosa, sacarosa y glicerol, proveyendo un ambiente ideal para el crecimiento
microbiano y actividades metabdlicas (Kresnowati, et al, 2015). Ademas, losfirmicutes
también estan involucrados en actividades metabdlicas durante este proceso, lo que incluye
la produccion de acido lactico y acético (Sorrenti, et al, 2020). Algunas bacterias de este filo
contribuyena la conversion de acido citrico a acido lactico y a la reduccién de fructosa a
manitol (Zong, et al, 2023).La produccion de acido lactico contribuye a la acidificacion de
la pulpa del cacao, lo que es esencial para la creacion de condiciones necesarias para las
actividades microbianas (Kresnowati, et al, 2015).
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A pesar de que no existen estudios que demuestren la importancia de las bacterias del
género Cyanobacteria sp. en el proceso fermentativo, se pudo observar su abundancia en
Camer(n y un poco en Costa Rica. Como se menciond anteriormente, el proceso de
fermentacion de cacao cuenta con una diversidad de microorganismos, por lo que no es
extrafio que se encuentren bacterias de este filo en las muestras analizadas. Estas son
conocidas por su capacidad de fijacion de nitrogeno y su produccion de compuestos
bioactivos (Herrero y Muro-Pastor, 2001), por lo que su presencia en la fermentacion del
cacao podria llegar a influir en la composicion quimica del producto final y, por ende, de
las caracteristicas organolépticas.

En cuanto a la riqueza de especies (Cuadro 2), se observé que las muestras provenientes
de la Montafia Santandereana de Colombia presentaron la mayor cantidad de especies,
mientras que las de México fueron las que presentaron menos de cien especies asignadas.
Esta riqueza microbioldgica puede variar debido a diversos factores, como por ejemplo las
condiciones climaticas, la calidad del suelo y la presencia de algunos microorganismos en
el ambiente, asi como los métodos de muestreo utilizados y la ubicacion geografica (Lopez
Suarez, et al, 2021). A pesar de que tanto en Colombia como en México se cultiva el cacao
fino de aroma (Sandoval, et al, 2020), existen diferencias en cuanto a ecosistemas yclimas
predominantes en ambos paises. En Colombia predomina el clima tropical y las regiones
montafiosas (World Bank Group, 2023), mientras que en México también se encuentran
regiones desérticas y areas costeras (Pacheco, 2022). Esta diversidad climéatica esta
influenciada por factores como la altitud, proximidad al ecuador y caracteristicas
topogréaficas (Pacheco, 2022). Es importante resaltar que un analisis de 16S ignora por
completo las poblaciones fungicas. Estas tienen un rol criticoen la fermentacion, ya que las
levaduras producen etanol, que funciona como un agente bacteriostatico(Schwan, et al,
2023). Debido a que no se contaban con datos del ARNr 18S, se ve bastante limitada la
poblacién analizada. Por ejemplo, un estudio probd que en una muestra proveniente de
Colombia se encontraron ocho especies distintas de levaduras (Tovar, et al, 2020). Ademas,
se ha comprobado que las levaduras son indispensables precursores de sabor, ademas de
iniciadores de cultivo (Gutiérrez-Rios,et al, 2022). Esto se debe a que fermentan la glucosa
de la pulpa del cacao a etanol y producen compuestos de sabores como aldehidos, acidos
organicos y ésteres, responsables de notas florales y frutales (Gutiérrez-Rios, et al, 2022).

La diversidad alfa alta (Figura 3) observada especialmente en las muestras de Costa
Rica y de la Montafa Santandareana de Colombia sugiere una rica comunidad microbiana
en esas regiones, a pesarde no haber encontrado diferencias estadisticamente significativas
(p = 0.4159). La diversidad en las poblaciones contribuye a las dinamicas de fermentacion,
en las que se hipotetiza que las especies interacttan para influir en el desarrollo del sabor,
aromay calidad de los granos de cacao fermentados,que llevan a un producto final ejemplar
(Agyirifo, et al, 2019). Una gran diversidad alfa también podriasignificar que, dentro de la
comunidad microbiana, hay especies con funciones metabolicas distintivas (Agyirifo, et al,
2019). Esta diversidad funcional podria potenciar la eficiencia del proceso fermentativo,lo
que podria llevar a un producto final con caracteristicas favorables (Agyirifo, et al, 2019).
Dentro deesa misma linea, especies distintas de microorganismos podrian producir un
sinfin de metabolitos durante la fermentacion (Agyirifo, et al, 2019). Esto podria traducirse
a la formacion de compuestos Unicos de sabor y olor, influyendo en la calidad final del
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chocolate (Agyirifo, et al, 2019).

Se observd en la Figura 3 que las muestras provenientes de la Montafia Santandereana
y Cafetera Marginal Baja presentaron conjuntos bastante similares en composicion y
abundancia. Esto era de esperarse, debido a que ambos sitios de estudio se encuentran en
Colombia; sin embargo, los sitios no tienen nada mas en comun. La Montafa
Santandereana de Colombia esta ubicada en el departamento de Santander, con altitudes
muy variadas, desde 1,000 a 3,000 metros sobre el nivel del mar (Pacheco-Montealegre, et
al, 2019). Santander se encuentra en la region central de Colombia y la variacion contribuye
a la presencia de distintos tipos de vegetacién y muchos climas diversos, dentro de los que
se pueden mencionar bosques de niebla y tropicales (Pacheco-Montealegre, et al, 2019).
Por otro lado,la Cafetera Marginal Baja en Colombia se encuentra a altitudes mas bajas,
desde 600 a 1,200 metros sobre el nivel del mar, encontrdndose en las tierras bajas o
estribaciones de las cordilleras andinas colombianas (Pacheco-Montealegre, et al, 2019).
El clima en esa region presenta tendencia a ser mas célido y la vegetacion puede incluir
bosques tropicales (Pacheco-Montealegre, et al, 2019). Una limitacion grande para poder
Ilegar a conclusiones es que no se tiene informacion sobre las técnicas defermentacion
usadas, ya que esto podria haber jugado un papel importante en las caracteristicas del
proceso fermentativo.

Es importante mencionar que el presente estudio revel6 una observacion interesante: a
pesar de que lasmuestras provenian de cuatro distintos paises, no se presentaron diferencias
estadisticamente significativas en las medidas de diversidad alfa y beta. Esto sugiere que, a
un nivel general de diversidady estructura de las comunidades microbianas, el proceso de
fermentacion de cacao muestra similitudesnotables a lo largo de distintos paises. La
ausencia de diferencias estadisticamente significativas en losindices de diversidad alfa
entre muestras indica un patron consistente en la riqueza y distribucién homogénea en las
comunidades microbianas involucradas en el proceso fermentativo. Al ser una medidade
diversidad dentro de una muestra especifica, la diversidad alfa engloba factores como
riqueza y diversidad de especies (Andermann, et al, 2022). EIl hecho que no se encontraran
diferencias estadisticamente significativas podria sugerir un nivel de uniformidad en y
distribucion equitativa en estos aspectos a lo largo de los distintos origenes de las muestras
(Whittaker, et al, 2001).

Por otro lado, la falta de diferencias estadisticamente significativas (p = 0.0602 para el
indice de Jaccardy p = 0.6217 para el indice de Bray-Curtis) en la diversidad beta refuerza
la homogeneidad observada en la comunidad microbiana. Se observd que el indice de
Jaccard estuvo muy cerca de ser consideradoestadisticamente significativo, lo que podria
plantear preguntas sobre la estructura especifica de la comunidad. Esto, porque el indice
de Jaccard mide la presencia o ausencia de especies compartidas entre muestras (Ederra
y Miguel-Velasco, 1992). A pesar de que, en este caso, no se encontrd
estadisticamente significativo, el hecho de que se encuentre en el limite podria sugerir
variaciones sutiles entre los miembros de la comunidad.
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Se pueden mencionar implicaciones potenciales para la estructura comunitaria
microbiana. El hecho deque el indice de Jaccard se encontrara cerca del limite de
significancia estadistica, podria ser indicadorde variaciones sutiles en la identidad de las
especies microbianas presentes en las distintas muestras delproceso fermentativo. A pesar
que la diversidad y la riqueza generales siguen siendo bastante similares,las especies que
constituyen las comunidades podrian ser ligeramente distintas. Esto se debe a que pueden
ser influidas por factores del medio ambiente locales, caracteristicas propias del grano de
cacaoo précticas fermentativas de cada region. Aunque no se probo la significancia
estadistica en las variaciones, estas podrian tener implicaciones para los atributos
sensoriales y de calidad de los productos finales del cacao, como el chocolate, debido a que
las diferentes especies microbianas puedenaportar cualidades organolépticas distintas
durante el proceso fermentativo.

Los perfiles metagendémicos de la fermentacion de cacao pueden influir en la calidad de
los granos de cacao, lo que puede afectar el precio de mercado. Una mayor diversidad
microbiana o composiciones especificas de microorganismos durante el proceso podrian
contribuir a una mejora en el desarrollo delsabor o calidad. Asimismo, algunos metabolitos
microbianos producidos durante la fermentacion podrian tener una relacion directa con el
impacto de las caracteristicas organolépticas de los granos de cacao, lo que podria influir
en el valor de mercado.

El entendimiento de algunas rutas metabdlicas involucradas en el proceso de
fermentacion permitiria laidentificacion de contribuciones microbianas a los procesos
bioquimicos clave. Algunos metabolitos, como 4acidos organicos, alcoholes y otros
compuestos volatiles podrian correlacionarse con caracteristicas de aroma que podrian
influir en los precios. Ademas, algunos taxones microbianos podrian estar asociados con la
produccién de compuestos que podrian darle al chocolate, como productofinal, distintos
sabores, aromas y textura (Hirko, et al, 2023). Compuestos como &cido acético, acido
butirico y algunos ésteres podrian darle al chocolate aromas frutales o a neces, afectando
las caracteristicas organolépticas (Zareie, et al, 2023; Hirko, et al, 2023).

La produccién de polifenoles y otros metabolitos secundarios producidos por ciertos
géneros bacterianos podrian contribuir a la percepcion de los beneficios a la salud y los
atributos sensoriales delos productos derivados de cacao (Shahanas, et al, 2019; Sorrenti,
et al, 2020). La relacion entre la diversidad microbiana y la consistencia de las
caracteristicas organolépticas es crucial. EI poder ocmprender cémo comunidades
microbianas especificas contribuyen a perfiles de sabor consistentes podria permitir a los
productores mantener la calidad de su producto, influyendo su posicion en el mercado.

Como se puede apreciar en el Cuadro 1, el cacao mejor cotizado a nivel mundial segun
Selina Wamucii (2023) el de México, con aquel proveniente de Camerun en segundo lugar,
bajo la premisa de que el precio es equivalente a la calidad del cacao producido.
Relacionando esto con los resultados anteriores (Figura 1), en México se observé una
gran cantidad de microorganismos pertenecientes a los filos Actinobacteriota y Firmicutes,
con una pequefia abundancia de Proteobacteria. Por otro lado, en Camerun se observé una
mayoria del filo Proteobacteria, con una presencia relativamente similar de Firmicutes y
Cyanobacteria. Esto es consistente con los demas sitios, pero con abundancias relativas
distintas. Sin embargo, es importante mencionar que las muestras de México fueron la que
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presentaronla menor riqueza de especies por sitio de estudio (Cuadro 2), junto con las
muestras de los Valles Interandinos Secos de Colombia y las de Camerun.

Por otro lado, la correlacion entre el precio del cacao y los andlisis metagendmicos
realizados en el presente estudio, revelaron que el cacao de México es altamente valorado
a nivel global. Este reconocimiento podria estar relacionado con la diversidad microbiana
observada en el proceso fermentativo del cacao mexicano, en donde los filos predominantes
Actinobacteriota y Firmicutes podrian desempefiar un papel importante en el desarrollo de
las caracteristicas organolépticas. Asimismo, en Camerdn, la presencia alta de
Proteobacteria sugiere otra faceta de la diversidad de microorganismos, que podria
contribuir a otros perfiles distintivos de sabor. En cambio, con Colombia,se puede observar
que los precios asignados a nivel internacional al cacao tienen un rango bastante grande
(1.97 a 4.81 USD). Esto se puede deber a la diversidad genética presente en el pais, en
donde elcacao es endémico, asi con la diversidad microbiana observada en los tres sitios de
estudio, que presentaron la mayor cantidad de filos identificados. Finalmente, a pesar de la
baja riqueza de especiesen las muestras provenientes de México, comparada con los demas
sitios de estudio, la calidad percibidadel cacao podria ser atribuible a otros factores méas
especificos dentro de la composicion de microorganismos en la comunidad. Estos
resultados resaltan la interconexion compleja entre la diversidad microbiana, calidad de
cacao Yy percepcion de mercado.

Una de las limitaciones méas resaltables del estudio es la ausencia de metadatos
acompafiando a las muestras microbianas. La indisponibilidad de informacion contextual
detallada, como las condiciones ambientales de muestreo y las practicas especificas de
cultivo, asi como las condiciones de fermentacién, obstaculiza un poco la comprension
total de los factores que influyen la composicion microbiana en el proceso de fermentacion
de cacao. Otra limitante resaltable es el hecho de que no se cuentan con datos de levaduras,
ya que la fermentacién de cacao es un sistema de fermentacién conformado por levaduras
y bacterias. Las levaduras son las que permiten la seleccion de poblaciones microbianas
aptas para colonizar, ya que producen etanol que es un inhibidor de crecimiento de la
mayoria de las bacterias (Koffi, et al, 2018). Es mas, un estudio publicado por Mota-
Gutierrez, et al (2019), menciona que algunas de las especies de levaduras mas
comunmente presentes en el proceso fermentativo generan compuestos volatiles
funcionales (VOCs, por sus siglas en inglés). Estos VOCs, al ser ingeridos, han sido
demostrados de prevenir e inhibir el crecimiento de microorganismos e inclusotumores, asi
como de reducir la percepcion del dolor, el estrés y la ansiedad, entre otros.

Asimismo, la omision de datos fangicos no permite determinar si las muestras
analizadas padecieron de sobrefermentacion, ya que una de las caracteristicas es un exceso
de etanol y la aparicion de hongosfilamentosos (de Aradjo, et al, 2019; de Vuyst y Leroy,
2011). Otro de los retos del estudio estuvo relacionado con las diferencias en tamafios de
muestras de los distintos sitios. La variabilidad en estos tamafios puede inducir sesgos en
la representacion de las comunidades microbianas. A pesar de que serealizaron esfuerzos
para extraer perspectivas significativas de cada set de datos, la heterogeneidad en el tamafio
de las muestras restringe la capacidad de generalizar los descubrimientos.

Por ultimo, otra de las limitaciones nace de la ausencia de duplicados o triplicados en
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las muestras dentro de cada sitio de estudio. La falta de réplicas restringe la habilidad de
evaluar la reproducibilidady consistencia de los patrones microbianos en la comunidad
fermentativa. A pesar de las limitaciones, el presente estudio contribuy6 con perspectivas
a la diversidad microbiana de los sitios de estudio analizados. Reconocer estas limitaciones
subraya la necesidad de interpretacion cuidadosa de resultadosy resalta areas de mejora para
futuras investigaciones en este campo de estudio, y enfatiza la necesidadde realizar mas
experimentos para la obtencion de datos de este tipo.
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1X. Conclusiones

. Se gener6 una metodologia para el analisis metagenémico de cacao, para poder
determinar unarelacién entre los perfiles organolépticos del chocolate producido. Esto se
logré con la correlacion entreperfiles metataxonémicos y organolépticos, y los precios del
cacao.

. Se observd una presencia consitente del filo Proteobacteria en la fermentacion del cacao
de todoslos sitios, exceptuando a México, lo que respalda la importancia ecoldgica de
este filo en el proceso fermentativo.

. México mostrd una presencia relevante del filo Actinobaceriota, lo que podria sefialar
un potencial Unico en el perfil de aroma del cacao.

. Se observo la presencia del filo Firmicutes en todos los sitios, sugiriendo un papel
relevante enel proceso fermentativo.

. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las diversidades
alfa y beta,lo cual es un posible indicador de similitudes en la estructura de la
comunidad microbiana de los distintos sitios estudiados, sefialando una posible
uniformidad en los procesos.

. Se propuso un flujo de trabajo que permitiera realizar el mismo anélisis, pero
utilizando datos de metagenoma completo, en lugar de ASVs.
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X. Recomendaciones

1. Para futuros estudios, se recomienda contar e incorporar metadatos robustos con el fin
de poderrealizar anlisis mas profundos e interpretables.

2. Se recomienda priorizar una recoleccion de muestras méas uniforme, para poder
asegurar unacomparacién balanceada y equitativa dentro de los distintos sitios de
estudio.

3. Se recomienda incluir muestras en duplicado para poder proveer perspectivas en
cuanto a la estabilidad y confiabilidad de las composiciones microbianas observadas,
dandole més robusteza los anélisis de diversidad microbiana.
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