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RESUMEN

TITULO: GENOTIPIFICACION DE CACAO CRIOLLO COLOMBIANO USANDO
MARCADORES DE ADN TIPO MICROSATELITES (SSR)*

AUTOR: HERNANDEZ GARCIA, Jessika Andrea**

PALABRAS CLAVES: Theobroma Cacao, Marcadores Moleculares, Microsatélites,
Andlisis de poblaciones, Variabilidad genética.

DESCRIPCION

Los cacaos criollos son una de las variedades de Theobroma cacao que proporcionan chocolates
finos altamente cotizados en la industria. En Colombia el cacao criollo esta en proceso de
extincion, debido principalmente a la introduccién sucesiva de germoplasma cuyos descendientes
hibridos presentan una mayor resistencia a plagas y enfermedades.

La caracterizaciéon actual de los cacaos criollos colombianos se hace utilizando metodologias
tradicionales basadas en la combinacion de aspectos morfoagrondmicos que han sido
cuestionados por basarse en caracteristicas influenciadas por factores externos que pueden
confundir la identificacién de esta variedad. En el presente estudio se realizd la genotipificacion de
51 accesiones de Cacao Criollo recolectadas de 3 regiones diferentes de Colombia (Guaijira,
Cesar, Magdalena) mas una muestra de cacao forastero y otra de cacao trinitario conservadas en
el banco nacional de germoplasma en la estacion experimental la suiza de la Corporacion
Colombiana de Investigaciones Agropecuarias CORPOICA. Se usaron 14 microsatélites (SSR)
empleando las técnicas de PCR y electroforesis capilar. Se evalud la variabilidad genética
interpoblacional mediante analisis estadisticos.

Los resultados obtenidos concluyen que las poblaciones de cacao criollo de los departamentos de
Magdalena, Cesar y Guajira estan estrechamente relacionados en su componente genético,
mediante el calculo de los indices de Wright se encontr6 que la poblacién es altamente
endogamica y presenta valores moderados de estructura genética. De los 14 sistemas SSR
empleados, los microsatelitesMIcCIR60, MIcCIR12, MIcCIR37, MIcCIR8 y MIcCIR33 confirmaron
su informatividad y utilidad para la realizacion de estudios relacionados con cacao criollo
colombiano, segun los estandares internacionales, finalmente el patrén molecular de cada clon o
individuo obtenido en este estudio sirve como base para establecer una metodologia de
certificacion genotipica de arboles fuente de material de siembra como apoyo a la conformacion de
jardines clénales.

*Trabajo de Investigacion
**Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Programa de Quimica. Dir. Herminsulde JesusCano.

Calle PhD.Roberto Coronado, Ing.
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ABSTRACT

TITLE: CRIOLLO COCOA GENOTYPING COLOMBIAN DNA MARKERS USING TYPE
MICROSATELLITE (SSR)

AUTHOR: HERNANDEZ GARCIA,Jessika Andrea

KEYWORDS: Theobroma Cacao, molecular markers, microsatellites, population
analysis, Genetic variability.

ABSTRACT

The criollo is one of the Theobroma cacao varieties of fine chocolates that highly valued in the
industry. Criollo cacao in Colombia is in the process of extinction, mainly due to the successive
introduction of germplasm whose hybrid offspring are more resistant to pests and diseases.

The actual characterization of Colombian criollocacao is done by using traditional methods based
on the combination of morpho-agronomic aspects that have been questioned based on
characteristics influenced by external factors that may confound the identification of this variety.The
present study was performed on 51 accessions of criollo cacao collected from 3 different regions of
Colombia (Guajira, Cesar, Magdalena) plus a sample of trinitarian cocoa and another of forastero
cocoa preserved in national germplasm bank at the experimental station "La suiza" affiliated to the
Colombian Corporation of Agricultural Research CORPOICA. We used 14 microsatellite (SSR)
using the PCR and capillary electrophoresis. Genetic variability was evaluated by statistical analysis
interpopulational.

The results conclude that criollo cacao populations from the departments of Magdalena, Cesar and
Guajira are closely related in their genetic composition, by calculating indices Wright it is found that
the population is highly inbreeding and presents moderate values of genetic structure. Out of the 14
SSR microsatellites used, the MIcCIR60, MIcCIR12, MIcCIR37, MIcCIR33 MIcCIR8 confirmed their
informativenes and usefulness in studies related to Colombian criollo cocoa, by international
standards, finally the molecular pattern of each clone obtained in This study serves as a basis for
establishing a certification methodology genotypic source tree planting material to support the
formation of clonal gardens.

*Investigation Work.
**Faculty of Sciencies, Shool of Chemistry. Program of Chemistry. Dir. Herminsul de Jesus Cano.

Calle PhD. Roberto Coronado, Ing.
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INTRODUCCION

El género Theobroma comprende 22 especies de las cuales Theobroma cacao L.
es el cultivo de mayor importancia comercial a nivel mundial [1].El cacao, como
producto de alto valor alimenticio y de otros usos para la humanidad, debe reunir
algunos requisitos especiales para su consumo, es por esto que existen varios
mercados para el cacao con precios diferentes, segun su origen y la presentacion
del producto.[2]Clasificandolos en dos tipos de cacao como:

) Cacao corriente u ordinario que representa el 95 % de la produccién
anual, proviniendo principalmente de Africa y Brasil y se destina en gran
parte para la producciéon de manteca

) Cacaos finos que tienen sabores y aromas distintivos, se utilizan en la
elaboracion de chocolates negros o chocolates tipo gourmet porque le
confieren a los productos caracteristicas de aroma Yy sabor
especiales.[3]

Entre los cacao tipo I, se encuentran los criollos que son una de las variedades
que proporcionan chocolates finos altamente cotizados en Estados Unidos y
Europa donde se paga sobreprecios por almendras obtenidas del genotipo
criollo.[3]. Esta situacion, sumada a otras caracteristicas de mercadeo, que premia
los productos con denominacion de origen y simplifica los requerimientos de
comercio, estimula la conservacion, cultivo y comercializacion de genotipos de
calidad superior. Sin embargo, debido a su bajo rendimiento agronémico y la
susceptibilidad a enfermedades, la produccién de cacao fino se estima en menos

de 5% de la produccion mundial de cacao.[4]
En Colombia el cacao criollo esta en proceso de extincion, debido principalmente a

la introduccion sucesiva de germoplasma cuyos descendientes hibridos, con una

mayor resistencia, han ido sustituyendo gradualmente las plantaciones nativas.
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Como consecuencia se ha presentado una disminucién en la calidad de este

cacao.[5]

La caracterizacion actual de los cacaos criollos colombianos se hace utilizando
metodologias tradicionales basadas en la combinacion de aspectos
morfoagronémicos y siguiendo 35 descriptores recomendados por la Unién
Internacional de proteccion de nuevas variedades de plantas como el indice de

mazorca, longitud de la hoja, nimero de flores, granos/mazorca etc.[6]

No obstante, esta caracterizacion ha sido cuestionada por basarse en caracteres
fenotipicos directamente influenciados por la heredabilidad del rasgo, factores
ambientales, herencia multigénica, herencia cuantitativa y por la dominancia
parcial en algunos caracteres; lo cual puede enmascarar la expresion de un rasgo

genético.[7]

La deteccion y andlisis de la diversidad genética de los clones de cacao criollo
colombianos se hace necesaria para generar informacion que puede ser utilizada
en el mejoramiento del cultivo y en programas de seleccidon y mejoramiento de
productos, basados en su calidad y en el reconocimiento de su procedencia. Lo
anterior, tiene implicaciones de propiedad industrial y comercial para aquellos
cacaos nacionales con los que se podrian producir cacaos especiales; al igual que
la seleccién de nuevas variedades de interés en cuanto a calidad y resistencia a

patdgenos. [8].

El estudio de la diversidad genética basada en marcadores moleculares se
presenta como una alternativa mas precisa para la identificacion de los genomas.
Estas técnicas permiten la discriminacion de los individuos en funcién del
genotipo, independientemente del efecto ambiental o de las interacciones entre

genes[9]. Entre las metodologias desarrolladas, los microsatelites ofrecen la
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ventaja adicional de ser una metodologia rapida y sencilla, que no presenta el

riesgo del uso de materiales radioactivos.[10]

Por lo antes expuesto, en el presente trabajo de investigacion se realizo la
genotipificacion de 51 cultivares de cacao criollo colombiano usando 14
marcadores moleculares microsatélites (SSR).De esta manera se hizo posible
caracterizar los individuos debido a que estos marcadores muestran un patron de
herencia codominante; es decir, siempre se puede identificar los individuos
heterocigotos y homocigotos, asi como evaluar relaciones filogenéticas entre los

mismos de manera mas eficiente.

Esta caracterizacion molecular es una herramienta valiosa para complementar la
caracterizacion morfoagrondmica y bioquimica de materiales nacionales, de esta
manera se contribuye al conocimiento de la diversidad en recursos genéticos
nativos proporcionando valor agregado, mayor capacidad de negociacion y

confiabilidad en cuanto a la procedencia del material.

La utilizacion de una técnica de certificacion exclusiva de materiales colombianos,
redunda en mejores ingresos para los productores y para la industria nacional,

creando fuentes de trabajo y bienestar para los pequefios agricultores.
OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Genotipificar el cacao criollo presente en el Banco Nacional de Germoplasma
ubicada en la estacion experimental la suiza en Santander perteneciente a la

Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria.

OBJETIVO ESPECIFICO
v' Optimizar los protocolos de extraccion de ADN para plantas de cacao

(Theobroma cacao) tipo criollo.
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v' Determinar la eficiencia de los marcadores microsatélites moleculares para
caracterizar la base genética del cacao tipo criollo del Banco Nacional de
Germoplasma de la estacion experimental de la Suiza.

v' Determinar el grado de variabilidad genética presente en las accesiones de
cacao tipo criollo de la estacién experimental la Suiza.

v' Agrupar a partir de las distancias genéticas los diferentes clones de cacao tipo
criollo caracterizados en el presente estudio.

v Correlacionar los resultados con las bases de datos especializadas para
identificar genéticamente los diferentes clones de cacao criollo Colombiano.

17



1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

1.1 ORIGEN DEL CACAO

El cacao, desde hace mas o menos 2000 afios, es parte de las delicias del paladar
y la economia de los pueblos del mundo; fue alimento y fuente de riqueza para los
indigenas mayas y aztecas, radicados en Centroamérica. La especie vegetal
cacao, ha sido denominada en términos cientificos (Theobromacacao L) por el

botanico Lineo quien la clasifico. [1]

Alrededor de 20 afios después del descubrimiento de América, los conquistadores
espafoles de México se asombraron de las grandes cantidades de cacao que
encontraron en los almacenes del emperador Moctezuma y de la gran popularidad
que tenia en la corte la bebida que se hacia de él. Esta es la razon por la que se
estableci6 en Europa una firme creencia de relacion entre los aztecas y el

cacao.[11]

Segun estudios de Pound y Cheesman (1934), el cacao es originario de América
del Sur, del area del alto Amazonas, que comprende paises como Colombia,
Ecuador, Peru, y Brasil, donde se ha encontrado una alta variabilidad. Desde este
lugar de origen, las especies se fueron difundiendo y evolucionando en dos grupos
de cacao con caracteristicas fenotipicas y genotipicas bien definidas, las cuales
corresponden a los cacaos criollos y Forastero.[12]

Ya en el siglo XVI, en la era poscolombina, el cacao se dispersé a otros
continentes, cuando Hernan Cortés reportd el hallazgo de una bebida amarga
usada por los aztecas y envio las semillas y recetas a Europa[7]. Durante el siglo
XIX, las recetas originales se refinaron, y se desarrollaron las tecnologias que
facilitaron el tostado y molienda de los granos de cacao, con lo cual se originé el
desarrollo de la industria del chocolate y se popularizé su consumo en el mundo.

El cultivo de T. cacao en otros continentes se inicid durante la era colonial entre

18



los siglos XVIII 'y XIX, y en 1900, el 80% de la produccién se daba en el continente
americano. Ya en el siglo XXI, América se convierte en el continente con la menor
produccion, contrastando con el continente africano, donde se encuentra 78% de
la produccién mundial [13] En la actualidad, el cacao es cultivado en la franja
geografica tropical hUmeda (figura 1) ubicada desde los 18° norte hasta los 20° sur

de la linea ecuatorial [14]

Figura 1:Distribucion mundial del cultivo de cacao

Fuente[12]
Botanicamente al cacao se le ha asignado la siguiente clasificacion:
Division: Espermatofita
Clase: Angiosperma
Sub-clase: Dicotiledonea
Orden: Malvales
Sub-orden: Malvinas
Familia: Esterculiaceas
Tribu: Bitneria
Género: Theobroma
Especie: cacao

Todas las formas cultivadas estan contenidas en la especie cacao, la cual ha sido
dividida en 2 sub-especies: cacao y sphaerocarpum. El arbol de cacao es una
planta diploide, con un genoma de 390 Mb (2n=20X=20). [15]

19



1.2 TIPOS DE CACAQOS

La mayoria de los autores han dividido a los cacaos en tres grandes grupos sobre
la base de dos elementos fundamentales, como son las caracteristicas
morfolégicas del fruto y del grano, la cual se hizo por la necesidad de dividir el
producto segun la calidad para el mercado y dividir a las plantas de acuerdo a sus
exigencias agrotécnicas. En la actualidad la clasificaciébn genética se da en tres
grandes grupos: criollos, Forasteros y una mezcla de los criollos y forasteros

denominados Trinitarios.

1.2.1 Grupo de cacao criollo

La variedad de cacao criollo, tiene un genotipo casi Unico y homocigoto, fue uno

de los primeros en ser cultivados.

El término criollo (indigena) originalmente fue atribuido por los conquistadores
espafoles, al cacao que fue cultivado en esa época, en Venezuela. Actualmente,
se ubica en este grupo todos los cacaos que muestran las caracteristicas
fenotipicas que son: mazorca cilindrica, con 10 surcos profundos simples o en
pares, cascara rugosa, delgada o gruesa, con una ligera capa lignificada en el
centro del pericarpio, el color de la mazorca inmadura puede variar del verde al
rojo. Los tipos con cotiledones color blanco; posee entre 20 y 30 semillas de color
blanco o crema, alto contenido de grasa, sin astringencia y bastante aroma; son
usados en la industria cosmética. Los principales tipos criollos incluyen cacao
Pentagona, cacao Real y cacao Porcelana se cultivan principalmente en América

Central, México, Colombia y parte de Venezuela.[16]

El hallazgo de descendientes aislados de cacaos criollos en la regiéon poblada por
los pueblos precolombinos, hasta nuestros dias muestra que, pueden haber
fungido como reservorio genético, y al recombinarse con las accesiones

introducidas a mediados del siglo pasado, dieron origen a gran parte de la
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variabilidad presente en los cultivos de Mesoamérica [13]. Lo anterior convierte a
las plantaciones asentadas en esta parte del mundo, junto con las caracteristicas
edafoclimaticas, en candidatas a conservar y exhibir individuos con la calidad

requerida por los mercados mas exigentes.

1.2.2 Grupo forastero

Los cacaos forasteros, conocidos también como cacaos Amazdnicos y/o amargos
son originarios de América del Sur. Su centro de origen es la parte alta de la
cuenca del Amazonas en el area comprendida entre los rios Napo, Putumayo y
Caqueta. Esta poblacion es la mas cultivada en las regiones cacaoteras de Africa

y Brasil y proporcionan mas del 80 % de la produccion mundial. El cacao forastero
es muy variable y se encuentra en forma silvestre en la alta (Pert, Ecuador y
Colombia) y baja Amazonia (Brasil, Guyanas y a lo largo del rio Orinoco en
Venezuela), presenta estaminoides con pigmentacién purpura, mazorcas verdes
con mas de 30 semillas, de color purpura, con alta astringencia y bajo contenido
de grasa. En la tabla 1 se presentan las principales caracteristicas morfolégicas
entre el cacao criollo y el forastero. Estos ultimos son originarios del alto

Amazonas y dispersados naturalmente, por dicha cuenca.[9]

Tabla 1: diferencia entre el cacao criollo y forastero

CRIOLLOS FORASTEROS
Arbol Débil y pequefio Robusto y grande
Hojas Grandes, color verde oscuro Pequeiias, Color verde claro
Mazorcas Forma cundeamor y angoleta Amelonado y calabacillo
Cascaras Finay Suave Gruesa y dura
Superficies Rugosa Lisa
Almendras Blancas, Violeta palido (rosado) y Pigmentadas, violeta oscuro y
de forma redondeada de forma aplanada
Plagas Susceptible Tolerantes
Sabor Fino Ordinario
Adaptacion Pobre y limitada Muy buena
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1.2.3 Grupo de cacaos trinitarios

Los cacaos Trinitarios son hibridos naturales (espontaneos) de las formas de
criollos por los forasteros, como hibridos presentan las siguientes caracteristicas:
muestran gran variabilidad, heterosis o vigor hibrido, manifestado en el mayor
tamafio de las mazorcas, crecimiento vigoroso del arbol, altas producciones,
resistencia a los agentes adversos, la mazorca y los granos muestran
caracteristicas que los acercan por un lado a los criollos y por otro a los forasteros
del tipo amelonado, con toda una gama de combinaciones superficiales

de colores. Debido a su heterogeneidad, los trinitarios constituyen un material
excepcional al mejorador, quien podria seleccionar entre la multitud de
combinaciones, aquellas que reunan el mayor numero de -caracteristicas

interesantes y propagarlos vegetativamente.

El mercado mundial de cacao fino distingue dos amplias categorias de cacao
engrano: el cacao en grano fino o de aroma y el cacao en grano corriente u

ordinario.

Como una generalizacion hay que mencionar que el cacao fino o de aroma
proviene de las variedades de tipo criollo y Trinitario, mientras que el cacao

ordinario proviene de las variedades de tipo Forastero. [17]

1.3 CARACTERISTICAS PRINCIPALES DEL CACAO CRIOLLO.

El cacao fino y de aroma representa el 5% de la produccion mundial de cacao y
segun la organizacién Internacional del Cacao — ICCO, solo se produce en
diecisiete paises, ocho de los cuales tienen una produccion exclusiva de este tipo
de cacaos. Aunque su uso mas conocido es como ingrediente principal del

chocolate, existen en realidad cuatro productos intermedios que se derivan del
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cacao en grano: pasta o licor de cacao, manteca de cacao, torta de cacao y cacao
en polvo. Estos, ademas de ser materia prima para la industria alimenticia han

incursionado en los mercados de productos cosméticos. [18]

Tabla 2: Paises productores de cacao criollo.

PAISES PRODUCTORES PAISES PRODUCTORES MIXTOS DE
EXCLUSIVOS DE CACAO FINO Y DE CACAO FINO DE AROMA
AROMA
Republica Dominicana Ecuador
Jamaica Venezuela
Santa Lucia Costa Rica
Granadina Colombia
Santa Lucia Indonesia
San Vicente y Granadina Papua Nueva Guinea
Samoa Panama
Surinam Sao Tomeé y Principe
Trinidad y Tobago Sri Lanka

Este tipo de cacao se encuentra principalmente entre Venezuela y Colombia,
existiendo el mayor nimero de variedades Criollas en Venezuela como son los
Porcelanas, Guasares, Pentagonas, Criollos Andino, Ocumares, Chuaos, entre
otros.[19]

Los Cacaos criollos contienen mas azucar, su sabor amargo es usualmente bajo
debido a la répida fermentacion, donde se elimina las purinas como son la cafeina
y teobromina; los criollos poseen mas cafeina que teobromina, a diferencia de los
forasteros que sucede lo inverso. La teobromina y la cafeina constituyen mas del
99% del contenido de los alcaloides en cacao, generalmente el contenido de
alcaloides esta determinado por el genotipo y la maduracion de la semilla.[20]
Braudeau (1970) sefiala que los cacaos criollos poseen menor valor de la relacion

teobromina/ cafeina en comparacion con otros grupos de cacaos.[21]
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Asi mismo Cedefio (2008) referenciando a Hasing (2004), sefiala los valores de la
relacion Teobromina/Cafeina (T/C) para los tres grupos de cacaos. Obteniendo
valores de 1.58 con muestras de cacao venezolano Guasareé, siendo ubicado este
valor dentro del grupo de los criollos. Del mismo modo fue evaluada una muestra
de cacao Forastero procedente de Ghana, la cual obtuvo un valor de 10 en T/C.,
de acuerdo a este mismo estudio se ubico al clon CCN 51 dentro del grupo de los
trinitarios, y a otros trinitarios como el ICS — 95 entre valores cercanos a 6 como

se indica en la tabla 3.[20]

Tabla 3: Valores de la relacion teobromina/ cafeina en los diferentes grupos de
cacao conocidos.

GRUPOS VALOR DE RELACION
TEOBROMINA / CAFEINA
Cacao Forastero 15-10
Cacao Trinitario 10-5
Cacao Criollo 2-1

La relacién Teobromina/cafeina es un parametro de gran utilidad para diferenciar

los tres grupos de cacaos mas importantes.

Para la caracterizacion morfolégica del cacao criollo se siguen 35 descriptores
para diferenciar los distintos grupos de Theobroma cacao de acuerdo a la Unién
Internacional de proteccion de nuevas variedades de plantas (UPOV).[6]Para el
cacao criollo una de las caracteristicas mas relevantes son los cotiledones de
color blanco, esto es debido a la ausencia de ciertos polifenoles como las
Antocianinas, compuesto quimico que produce el color violaceo o purpura en los

cacao Trinitarios y Forasteros.[20] ver Figura 2.
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Figura 2: 1y 2 Cotiledones de cacao criollo, 3 cotiledones de cacao trinitario, 4 y 5

cotiledones de cacao forastero

Fuente [6]

La fermentacion del cacao criollo también es una caracteristica relevante, ya que
el proceso es mas rapido que el de los otros grupos, esto se debe a que las
células del cotileddbn son mas grandes y porosas, permitiendo la pérdida de
compuestos quimicos como Polifenoles y Purinas (compuestos quimicos que

producen la astringencia y amargura al cacao).[3]

Otra caracteristica de identificacion de los cacaos criollos es que las hojas nuevas
de las plantas, son ligeramente velludas y las semillas son secas, éstas son
usualmente grandes y abombadas. Asi como la cascara rugosa de la mazorca y

su forma cilindrica.(Figura3)

La principal limitante desde la perspectiva de los compradores de la industria del
chocolate gourmet es garantizar la calidad cuando el grano proviene de empresas
pequefias que producen poca cantidad y en general, en condiciones de baja
productividad, atribuida a las enfermedades y a inapropiadas técnicas de
fermentacion y almacenamiento de los granos de cacao. Los fabricantes y
comercializadores que incorporan un cacao de origen a su gama de productos,
corren el riesgo de incumplir con la entrega del producto, debido a la baja

disponibilidad de grano de un solo origen. De otra parte, para los pequefios

25



agricultores es una carga demostrar su capacidad para entregar cacao de alta
calidad y en cantidades consistentes durante varias temporadas.[22]

Figura 3: Mazorca de cacao criollo

Fuente UPOV.

1.4 PROPAGACION DEL CACAO.

Tradicionalmente, el cacao se ha multiplicado a través de la semilla sexual,
originada de la polinizacion de una flor ocurrida en la naturaleza por accion de un

insecto o del ser humano, para formar lo que ya denominamos un hibrido. El
productor suele tomar una semilla de las mejores plantas, sin conocer el origen del
polen que le dio vida, ya que la mayoria de las plantas son autoincompatibles, esto
es, necesitan del polen de otra planta diferente para quedar fecundadas. Este
hecho hace que en un cultivo se den muchos tipos de plantas con caracteristicas
diferentes entre una y otra, incluso muchas veces muy diferentes a la planta
madre que les dio origen. Esta variabilidad brinda a la plantas diferentes beneficios
en cuanto al tamafio de los frutos, en la calidad de los granos y, muy
seguramente, en su comportamiento frente a las plagas y enfermedades. [23,
24]Es por ello que en una plantacion natural o de hibridos es tan dificil ver una
misma produccion en todos los arboles. Se dan plantas que pueden llegar a
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formar 40 y50 frutos, pero hay otras que no producen nada o son contadas las

mazorcas aprovechables en ellas.

En la tabla 4 se presenta la produccion mundial de cacao en grano
correspondiente al periodo 2002-2003 al 2006-2007. Se observa una produccion
con altas y bajas, con volumenes que van desde 3.169.000 toneladas métricas en
la cosecha 2002-2003 a 3.400.000 toneladas en el periodo 2006-2007. Sin
embargo las enfermedades flngicas, omicetos y virales, asi como las plagas de
insectos, son responsables de aproximadamente el 30% de las pérdidas de
cosecha a nivel mundial [25]. Al igual que muchos otros cultivos tropicales, el

conocimiento genético y del genoma del T. cacao es limitado.

Tabla 4: Produccion de cacao en grano (miles de toneladas)

Continente 2002/03 % 2003/04 % 2004/05 % 2005/06 % 2006/0 %
7

Africa 2231 [ 704 2550 [721] 2375 [703] 2642 71 | 2392 | 70.4
Am é” ca 428 135 462 13.1 445 13.2 446 12 411 12.1

Asia y 510 16.1 525 14.8 559 16.5 636 17.1 597 17.5
Oceania

Total 3169 3537 3379 3724 3400

FUENTE: ICCO, Boletin Cuatrimestral de Estadisticas de Cacao, Vol. XXXIlI, afio No.4 2006/07.

En Colombia la produccién de Cacao es variable en los diferentes departamentos,

siendo Santander el de mayor produccion a nivel Nacional. (Figura 4)

Colombia es una de las cinco naciones mega diversas del mundo. Con una
superficie continental de 114.17 millones de hectéareas, en 0,77% del area terrestre
del mundo, alberga aproximadamente el 10% de las especies vegetales y
animales conocidas. El pais esta catalogado entre las naciones con mayor riqueza

por unidad de superficie de plantas vasculares y vertebrados.

Esta riqueza biolégica es atribuida a la posicion latitudinal y su localizacién en la

franja tropical ecuatorial, lo que brinda caracteristicas climéticas y geomorfolégicas
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gue determinan su gran biodiversidad con respecto a otros paises del mundo;
posee mas de 20 ecosistemas lo que brinda un valor econémico y politico de
primera instancia al pais, para su aprovechamiento social. Gracias a las
caracteristicas de sus suelos, Colombia presenta cultivos de cacao de los tres

tipos conocidos.[26]

Figura 4: Produccion Nacional de Cacao en toneladas por Departamentos en
Colombia 2002-2010

| 2002

| 2010

fuente[25]

1.5 COLECCIONES DE GERMOPLASMA

En Colombia los recursos genéticos agricolas han sido caracterizados y evaluados
de manera parcial, con mayor énfasis en la evaluacién y la caracterizacion
morfogronémicas. Al respecto se ha reportado, para un universo de 15840
accesiones del Sistema de Bancos de Germoplasma de la Nacion colombiana,
10.181 de ellas con evaluacién morfolégica por atributos cuantitativos, es decir,

64,26% del total; 6057 estan caracterizadas por caracteres cualitativos, un 38,23%
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del conjunto; 355, por isoenzimas, 2,24% del conglomerado; 64 con informacién
ecofisioldgica, 0,40% de éstas; y 917 caracterizadas molecularmente, 5,80% de la

Metapoblacion. [27]

La utilizacion eficiente de bancos de germoplasma vegetales en gran medida
dependiente de la disponibilidad y la precisiéon de los datos de pasaporte y otra
informacion relacionada. La ausencia de conocimientos detallados sobre el origen,
genética de identidad, las relaciones entre progenies individuales y estructura de
la poblacién ha dificultado la posible explotacion de germoplasma en el
mejoramiento de cultivos, y este ha sido el caso, con la mayoria de bancos de

germoplasma de cacao.[26]

En la década de los 80,se realizaron colectas de cacao criollo en la finca Lolita
Walt, ubicada en el area de Riofrio, municipio de Ciénaga, en donde se colectaron
y seleccionaron 44 cultivares con caracteristicas de criollos. La coleccién
denominada “Lolita Walt”, la atiende CORPOICA y se encuentra ubicada en la
Estacibn Experimental Caribia, en el municipio de Sevilla, departamento de
Magdalena. Teniendo en cuenta estos estudios en el 2006 se propuso un proyecto
para la Recoleccion, caracterizacion morfoagronémica y molecular de materiales

criollos y de alto rendimiento en Colombia.

Se realizaron expediciones en la Sierra Nevada de Santa Marta y Serrania de
Perija de cacao criollo y se caracterizaron morfolégicamente siguiendo
descriptores como indice de mazorca, tamafio de grano, longitud de mazorca,

resistencia a enfermedades entre otros.

Adicionalmente realizaron una caracterizacibn molecular de los materiales
nacionales incluyendo 2 cultivares criollos utilizando 23 microsatélites. Los
resultados obtenidos generaron un dendrograma de UPGMA(método de pares

agrupados usando promedio aritmético) con todas las accesiones, observaron que
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los 2 cultivares de cacao criollos eran los genotipos que mas se alejaban del resto,

sin embargo entre ellos se determiné una similitud muy alta, cerca del 90%. [28]

La evaluacion y caracterizacion de los cacaos tipo criollos recolectados en esas
expediciones no han sido evaluados molecularmente y se han clasificado en este
grupo segun los datos de pasaporte siguiendo los descriptores morfologicos. En
esta investigacion se genotipificaran la accesion de cacao criollo recolectada y

almacenada por CORPOICA en el banco nacional de germoplasma.
1.6 MARCADORES MOLECULARES

Desde la prehistoria, el hombre ha seleccionado y mejorado especies vegetales,
animales y microbianas basandose en el fenotipo. Las mejoras genéticas eran
posible gracias a la variabilidad genética, a la heredabilidad del caracter que se
queria aislar, a la eficacia e intensidad de la seleccion aplicada, y al tiempo
necesario para realizar un ciclo de seleccién. Sin embargo, quedan muchos
aspectos desconocidos, como son el numero y efecto de los genes implicados en
la expresién de un caracter, la localizacidén de estos genes, y su funcion fisiolégica.
Por otra parte, la taxonomia siempre ha estudiado caracteristicas morfologicas, lo
cual requiere observaciones muy exhaustivas de los organismos en diferentes
estados de desarrollo; ademas los criterios utilizados carecen muy a menudo de
definicién y objetividad, en cualquier caso son marcadores ambiguos debido a las
influencias ambientales[29]

Afortunadamente la aparicion de los marcadores moleculares esta ayudando a
eliminar tanto los inconvenientes de una seleccion basada en el analisis exclusivo
del fenotipo, como la identificacién de especies y variedades de una forma mas

rigurosa y repetitiva. [30]

Los primeros marcadores desarrollados a finales de los 70 se basaron en la

identificacion de proteinas e isoenzimaspor electroforesis en geles de almidon o

30



poliacrilamida. Con ellos se abri6 el conocimiento de la estructura y
heterogeneidad genética entre diferentes especies, variedades, y poblaciones de
distinto origen geografico. Pero esta técnica tenia una limitacibn muy importante:
no era capaz de detectar suficiente polimorfismo entre variedades o especies
préximas debido a que las proteinas son el resultado de la expresiéon génica, que
puede ser distinta de unos tejidos a otros, de una etapa de desarrollo a otra, de un
medio ambiente a otro, y de una época del afio a otra. Los avances de la
tecnologia del DNA recombinante han permitido el desarrollo de los marcadores
moleculares basados en el DNA, consiguiendo estabilidad en la identificacion de
especies y variedades. Estos funcionan como sefaladores de diferentes regiones
del genoma y permiten evidenciar variaciones (polimorfismos) en la secuencia

del ADN entre dos individuos, modifiquen éstas o no su fenotipo.[29]

La informacién genética de las plantas se encuentra almacenada en la secuencia
del acido desoxirribonucleico (ADN) de los cromosomas nucleares y en los
genomas de las organelos. La definicion de la estructura molecular del ADN por
parte de Watson y Crick en los afios 50, abri6 todo un mundo de nuevas
posibilidades cientificas para el conocimiento y el mejor aprovechamiento de
plantas, animales y microorganismos, contribuyendo en gran parte a lo que se

hadado en llamar la revolucion de la biotecnologia [9].

Las metodologias moleculares han revolucionado el andlisis genético.
Polimorfismos basados en ADN se han usado para construccion de mapas de
ligamiento, estrategias de seleccién asistida por marcadores, pruebas de
parentesco, identificacion de especies y estudios de genética de poblaciones. Esta
serie de técnicas moleculares de gran desarrollo en los Udltimos veinte afios
permiten conocer la informacion genética que los organismos portan. En relacién a
los vegetales son de utilidad en estudios evolutivos y de genética poblacional,
manejo de bancos de germoplasma, identificacién, proteccion legal de

germoplasma, mapeo, seleccion asistida por marcadores y clonado de
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genes[31].La caracterizacion molecular usando dichos marcadores tiene ventajas,
tales como:

v" No es influenciada por el ambiente

El nimero de analisis es ilimitado

Se requiere de pequeias cantidades de material vegetal

ADN es altamente ilimitado

Alto polimorfismo (nimero de alelos/locus)

AN N NN

Distribuido por todo el genoma.[16]

Azofeifa (2006) [10]en su revision bibliogréfica explica el uso de marcadores
moleculares en plantas, con énfasis en el uso de los mismos en especies frutales
del tropico. Comprende aspectos relativos al uso e importancia, ventajas,
desventajas y caracteristicas, evolucion de las principales metodologias de
marcaje a través del tiempo y una explicacion de las técnicas de uso mas
frecuente. Concluye que Los microsatélites o (SSR) resultan ser altamente
polimérficos entre variedades de la planta que se estudie, son utiles como
herramientas de mapeo y para estudios de polimorfismos, representan un nivel
adicional de informacion genémica en comparacién con otros marcadores que se

puede usar para los estudios de mapeo y para la determinacién de polimorfismos.

1.6.1 Microsatélites o SSR (Secuencias Simples Repetidas)

Los marcadores de ADN, y en especial los microsatélites, estan rapidamente
reemplazando o complementando a otros marcadores o metodologias genéticas
en las aplicaciones evolutivas y la conservacion de las especies. Dado su elevado
nivel de polimorfismo, resultan utiles para definir un Unico genotipo multilocus, de
particular interés en estudios donde se requiera una escala muy fina de resolucién
y en los cuales otros tipos de marcadores podrian presentar algunas limitaciones,
siendo especialmente estos estudios los referidos a: analisis de paternidades,

parentescos, etc.

32



Un buen marcador molecular debe reunir una serie de caracteristicas para
maximizar su utilidad, entre ellas, debe tener una buena distribucion a lo largo del
genoma y alto grado de polimorfismo, ademas la técnica para analizar el marcador

debe ser rapida, practica y debe repetirse con fiabilidad en otros laboratorios[30].

Los microsatélites son segmentos cortos de ADN de 1 a 6pares de bases (pb),
qgue se repiten en tandem y de forma aleatoria en el genoma de los seres vivos
(Figura 5). Algunas de las caracteristicas de estos marcadores versus otros
marcadores que son considerados por la mayoria de autores como una poderosa
herramienta para estudios genéticos son: presentan un elevado grado de
polimorfismo, su herencia es mendeliana simple, son codominates (pudiéndose
diferenciar los individuos homocigotos de los heterocigotos), son faciles de medir,
la técnica para analizarlos es repetitiva y automatizable.[32].

Figura 5. Microsatélites, ejemplo de un di-nucleétido A-C(n).

Primer 1

Fheer
T GATATCTGGTA
GTGGACTATAGACCAT—ACACACACACACACAC——GCIGTGATGGTCTAC

Microsatélite

CACCTGATATCTGGTA-—TGTIGTGTGTGTGT GTG-—CGACACTA.CQAGA'IG
GCTGTGATGG o )

Primer 2

Fuente [10].

El analisis de los microsatélites se hace usando el procedimiento PCR que
consiste en la replicacion del ADN en los organismos eucariotas realizada por la
ADN polimerasa. Estas enzimas realizan la sintesis de una cadena

complementaria de ADN en el sentido 5-> 3" usando un molde de cadena
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sencilla, pero a partir de una regién de doble cadena. Para esto se utilizan
iniciadores (llamados también cebadores o primers en inglés) especificos, que son

fragmentos cortos de ADN de una sola cadena. [33]

El desarrollo de marcadores SSR es muy laborioso debido a que deben
identificarse y secuenciarse regiones genomicas concretas (bordes del
microsatélites), aunque una vez conseguido presenta un sistema muy informativo.

Al respecto, Cervera y colaboradores [34]mencionan que aunque los
microsatélites permiten analizar s6lo un locus por experimento son bastante
informativos ya que dejan diferenciar las variantes alélicas de los loci analizados y
por lo tanto identificar grupos de ligamiento entre diferentes mapas genéticos. Sin
embargo, para su desarrollo se precisa conocer la secuencia por lo que resultan

ser menos numerosos que otros marcadores dominantes.

Una cantidad sustancial de trabajos han publicado sobre el uso demarcadores
moleculares en la caracterizacion de bancos de germoplasma de cacao usando
marcadores basados en ADN y en especial microsatélites (SSR). Sin embargo la
mayoria de estos estudios se han realizado sobre la base genética de cacaos

forasteros y trinitarios.

Saunders y colaboradores[35]evaluaron 25 microsatélites que habia sido
previamente descritos [36]y evaluados por su fiabilidad, amplia distribucién en todo
el genoma del cacao, numero de alelos producidos por los SSR y su capacidad
para discriminar entre las accesiones de cacao. De estos 25 microsatélites 15
resultaron segun criterios internacionales como los 15 loci que se pueden utilizar
para evaluar la diversidad genética de las accesiones de Theobroma cacao en el

mundo.

Siguiendo con el analisis genético, Santos [37]presenté un trabajo donde

evaluaron la resistencia del arbol del cacao frente a una de las enfermedades que
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tantos problemas ha causado a la cacaocultura como lo es la escoba de bruja,
evaluaron las plantas de origen en el cruce entre la TSH 1188 y CCN 51
(segregacion de la poblacion), por medio de métodos métodos de inoculacion en
condiciones de campo, para identificar marcadores microsatélites especificos
presente en las plantas que fueran resistentes y susceptibles a dicha enfermedad.
Delos 18 microsatélites evaluados, 15 fueron polimérficos entre los progenitores y
seis fueron polimorficos entre los dos grupos de plantas evaluadas para la

resistencia a escoba de bruja.

Por otra parte Zhang [38]evalud el banco de germoplasma internacional que se
encuentra en el Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y Ensefianza CATIE
en Costa Rica que contiene uno de las colecciones de Cacao mas completas que
existe, los resultados de ese estudio indicaron que la coleccion del CATIE contiene
un alto nivel de redundancia genética. Se demostraron que los SSR marcadores,
junto con las herramientas estadisticas para la identificacion y evaluacion de la
redundancia, son técnicas practicas y suficientemente informativas para ayudar a
la gestion de colecciones en un banco de germoplasma. Con este estudio se
permitié identificar, clasificar y evaluar las diferentes accesiones internacionales
existentes, los resultados obtenidos mostraron un dendrograma de las distancias
genéticas de 12 de las accesiones internacionales presentes en el CATIE donde

se observan la variabilidad genética de las muestras de diferentes paises.

Uno de los problemas que frecuentemente se encuentra es la falta de informacion
en la estructura de la poblacién, las relaciones de variedades y el etiquetado
incorrecto de las accesiones. Estas son las principales preocupaciones para la
conservacion y el uso eficiente del germoplasma de cacao. En otro estudio Zhang
[39] utiliz6 los microsatélites para realizar analisis de paternidad, evaluando la
identidad individual, la hermandad, y la estructura de la poblacion de cacao

recogido en la Regién Loreto, Pert en el 1930 -1940.
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Por otro lado Ruiz et al. (2011), [40]realiz6 un estudio en Mesoamérica, usando
diez microsatélites analizando 70 accesiones de cacao presentes en Nicaragua,
encontraron deficiencia de heterocigosis. Pese a esto se encontrd un nivel
moderado de diversidad genética teniendo en cuenta el corto historial de cultivo
extensivo en ese pais reportado por Trognitzet al. (2011)[41].Esto fue atribuido a
un posible muestreo entre consanguineos o derivados mayoritariamente de
autofecundaciones o, como resultado de diferente frecuencia alélica entre

poblaciones.

Del mismo modo, Johnson et al. (2009)[42], referenciado por Ovando
2012encontré una estrecha relacion genética entre genotipos “Trinitarios selectos”
y los posibles parentales, colectados 70 afios antes. Ademas obtuvieron, usando
35 microsatélites una diferenciacion espacial de los genotipos Trinitarios y criollos
(agrupados en un cluster) al compararlos con poblaciones del Alto y Bajo

Amazonas y de Ecuador obtenidos de banco de germoplasma.

Sanchez 2007[8] estudié la diversidad genética presente en el banco de
germoplasma de Theobroma cacao L. que se conserva en la Estacion
Experimental ‘La Suiza’ de la Corporacion Colombiana de Investigacion
Agropecuaria —Corpoica— en el departamento de Santander. A tal fin se
caracterizaron 100 genotipos de cacao, ninguno de estos criollos, mediante
isoenzimas, RFLPs, RAPDs y SSR, utlizando 25 microsatélites publicados
previamente en el GenBank. El porcentaje de amplificacion obtenido fue del 100%
lo que permitié identificar 168 alelos. Los niveles de polimorfismo variaron entre 2
y 14 alelos por locus con un promedio de 6,72. Mediante la construccion de un
dendrograma obtuvieron valores de similaridad superiores a 0,45 y en el
dendrograma se identificaron dos grupos genéticos principales y varios subgrupos
internos. Los resultados obtenidos se consideraron un avance importante en el
conocimiento de la diversidad genética de accesiones de Theobroma cacao L.

conservadas en bancos de germoplasma en Colombia.
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En el trabajo de Motamayoret al. (2002)[43] se evalud la composicion alélica en las
variedades de América Central (genotipos de Guayana, la Amazonia y el Orinoco).
Los resultados apoyan la hipétesis de que el cacao se origind en el Alto Amazonas
y sugieren la probable ruta de dispersion mediada por humanos desde el
Amazonas hasta América Central y México para establecer el cacao “Criollo” que

los Olmecas domesticaron hace casi cuatro mil afos.

Asi mismo Motamayor 2008 evalud la clasificacion y diferenciacion de la
poblacién, en 1241 accesiones de cacao cubriendo un muestreo geografico
grande, el estudio lo realiz6 usando 106 marcadores de microsatélites y concluyo
que aparte de los 10 grupos genéticos tradicionalmente conocidos existen dos
grupos genéticos mas de T. cacao, la evaluacion la realizo usando estadistica
bayesiana. Esto conlleva a proponer una nueva clasificacion del germoplasma de
cacao. Los resultados también proporcionan nuevos conocimientos sobre la

diversificacion de las especies amazonicas en general. [19]

Basandose en las anteriores investigaciones, se ratifica que los marcadores
microsatélites, se han convertido en los marcadores de eleccion para estudios
tanto de genética basica como de mejora vegetal. La informaciéon generada al
caracterizar mediante marcadores moleculares el cacao es de gran utilidad para
valorizar los recursos genéticos locales del mismo, precisar mejor lo que se
conoce como cacao criollo colombiano en Santander y orientar la seleccion de
nuevos materiales de siembra para ser usados en las nuevas plantaciones

colombianas.

1.7 ELECTROFORESIS CAPILAR

El empleo de capilares para la separacion de sustancias neutras o iones cargados
eléctricamente, aparecié en 1967 en una experiencia desarrollada por Hjerten
empleando capilares milimétricos, los que eran rotados a través de su seccidn

longitudinal para evitarlos efectos de la conveccion. Virtanen y Mikkers en 1979
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desarrollaron las separacién es empleando electroforesis en capilares de 200 pm
de didmetro interno en vidrio y teflon respectivamente. Mas adelante, en 1980,
Jorgenson y Lukacs empleando técnicas avanzadas en la obtencion de capilares
de silica fundida emplean diametros de 7 um y Jorgenson clarifica te6ricamente
las relaciones entre los parametros operacionales y las cualidades de la

separacion revelando el elevado potencial analitico de esta técnica.[44]

El principio fisicoquimico de esta técnica se basa en la separacion de moléculas
por las fuerzas del campo eléctrico aplicado. La electroforesis ha sido definida
como el movimiento diferencial de especies cargadas (iones) o no, por atraccion o
repulsion en un campo eléctrico. Las muestras separadas en el capilar son
monitoreadas por el detector.[44]Los capilares de silica dejan pasar la luz
ultravioleta visible a distintas longitudes de onda, generando por arreglos de
diodos, los espectros para la identificacion de los compuestos separados por

electroforesis capilar.[45]

Las separaciones se realizan empleando mecanismos tradicionales, en un ambito
capilar, que ademas ofrece mas facilidad y velocidad que la cromatografia liquida
de alta performance (HPLC). Mientras elimina el problema de los solventes de la
HPLC, la toxicidad de los mismos y su costo, pues emplea soluciones acuosas en
Su gran mayoria con muy baja concentracion iénica, incorpora los principios de la
automatizacion a través de un hardware creado especialmente con un software
altamente optimizado. Las separaciones se obtienen en pocos minutos,
obteniéndose simultdneamente resultados cuantitativos, en oposicion a los

procedimientos tradicionales que utilizan horas o dias.[46]

El explosivo avance de la electroforesis capilar se ha extendido al area
biomédica, en el campo de las proteinas, péptidos, ADN, analisis de liquidos de
perfusion, monitoreo de drogas, marcadores genéticos tumorales y neurobio

quimicos, drogas xenobioticas, de abuso, y pericias forenses.
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El uso de marcadores moleculares para la identificacion de genotipos de interés
mediante microsatélites es susceptible de ser analizadas a través de esta
instrumentacion. La Electroforesis capilar se encarga de la etapa final de esta
técnica la cual consiste en la cuantificacion del tamafio de los fragmentos de DNA

generados en el desarrollo de las PCR. Dicha cuantificacion se realiza en relaciéon
a estandares internos que se afiaden a las muestras. Se pueden utilizar hasta 5
marcadores fluorescentes simultdneamente (uno de ellos reservado para el
marcador de tamafios moleculares) y combinar diferentes tamafios alélicos en la
misma muestra por lo que por cada capilar en una misma electroforesis se pueden

analizar multitud de fragmentos.[47]

1.8 ANALISISESTADISTICO.

Los métodos y procedimientos estadisticos de utilidad en ensayos biotecnolégicos
son agrupados en aquellos que tienen como propédsito evaluar la diversidad,
clasificar la estructura y composicion genética de las poblaciones, y los
desarrollados para la construccion de mapas cromosémicos. Durante los ultimos
afios se han realizado muchos estudios que han utilizados los microsatelites para
analisis filogenéticos, concluyendo que con un buen nimero de loci analizados y
con apropiadas tasas de mutacion, los microsatelites pueden dar una buena

aproximacion de la filogenia.[48]

En los estudios de genética de poblaciones, los marcadores permiten la
identificacion de cada alelo por locus, la obtencion de datos poblacionales, y el
calculo de frecuencias alélicas. De esta manera se pueden estimar las distancias
genéticas entre poblaciones o entre individuos; asi como también realizar analisis

filogenéticos y de estructura de poblaciones.[32]

La diversidad o variabilidad genética se puede definir como «la capacidad genética

para variar», y por ende, la capacidad a responder tanto a variaciones de indole
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ambiental como a cambios en los objetivos de seleccién. Es asi, como la

variabilidad genética constituye la base del progreso genético.[49]

Existe una gran diversidad de estadisticos para cuantificar la variabilidad genética
y resumir la informacién a términos manejables. Los estadisticos mas empleados
son: numero de alelos por locus, la heterocigocidad esperada (He) y observada
(Ho),el indice de contenido polimorfico (PIC), test de equilibrio de Hardy Weinberg
(HW), la estimacion de las distancias genéticas poblacionales, analisis de
componentes principales y coeficiente de endogamia. Estos estadisticos son los

evaluados en el presente estudio y se explican a continuacion:

1.8.2 Numero de alelos por locus

Esta estadistica indica el nimero medio de alelos que presenta un locus en una
poblacién. Sin embargo, dicha medida depende mucho del nimero de individuos
analizados, ya que cuando el nimero es grande, mayor es la probabilidad de
detectar alelos. No obstante, este estadistico es util para estudiar la existencia de

variabilidad criptica en los loci.[32]

1.8.3 Heterocigocidad esperada (He)

La He, desde el punto de vista matematico, es la probabilidad de que dos alelos
tomados al azar de la poblacibn sean diferentes[50].Segun Zapata
(1987),referenciado por Aragurent la He es un buen estimador de la variabilidad,
dado que se aplica a cualquier especie, independientemente de su estructura
reproductiva o genética, pudiéndose por tanto realizar comparaciones entre
ellas.[51]
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1.8.4 Heterocigocidad observada (Ho)

La Ho se define como la frecuencia relativa de individuos heterocigotos
observados en la muestra para cualquiera de los loci y se calcula por cémputo

directo.

1.8.5 indice de contenido polimérfico PIC

El PIC es similar al valor de heterocigosidad y varia entre 0 y 1. Este indice evalla
la informatividad de un marcador en la poblaciéon de acuerdo a las frecuencias de
los alelos. Para su calculo se multiplica la probabilidad de cada posible
cruzamiento (estimado a partir de las frecuencias alélicas) por la probabilidad que
sean informativos, es decir, que se pueda identificar al progenitor del que procede
el alelo[52].

1.8.6 Test de Hardy Weinberg (HW)

Para describir la constitucion genética de una poblacion es necesario tener en
cuenta la constitucion genética de los individuos y la transmision de alelos de una
generacion a la siguiente; se considera que una poblaciébn se encuentra en
equilibrio de Hardy- Weinberg, si los alelos del locus estan distribuidos al azar en
la poblacion y no existe asociacion entre el par de alelos que un hijo recibe de sus
padres.[53]

La ley de Hardy-Weinberg representa a una poblaciéon grande de individuos
diploides, con reproduccion sexual aleatoria, sin seleccién, mutacion y migracion,
las frecuencias génicas y genotipicas permanecen constantes de generacion en
generacion y, ademas, existe una relaciéon simple entre ambas.[54] Asi, una
poblacion con frecuencias génicas y genotipicas constantes, se dice que esta en
equilibrio H-W. Cuando la poblacién se desvia de manera significativa de estas
proporciones se habla de desequilibrio H-W, y se puede medir mediante el indice

de fijacion F, el cual se expresa para un locus cualquiera como:
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F = (He — Ho) / (He);Siendo He y Ho la heterocigosidad esperada y observada
para ese locus, respectivamente. Cuando el indice de fijaciéon F es igual a cero se
indica que la poblacion esta en equilibrio; mientras que si F es diferente de cero,
ya sea en forma positiva o negativa, indicaria que existe un déficit o exceso de
heterocigotos, respectivamente.[55]

1.8.7 Estimacion de las distancias genéticas

Para estudiar las diferencias entre poblaciones se han de comparar las
frecuencias alélicas observadas de cada locus mediante una prueba adecuada y
calcularlas distancias genéticas entre ellas. En este sentido, la distancia genética
mide el grado de diferenciacion existente entre poblaciones de una misma
especie, 0 entre especies, pudiéndose cuantificar esa diferencia mediante
diferentes indices de distancias. Las distancias genéticas ayudan a entender las
relaciones evolutivas entre poblaciones y nos permite obtener informacién para
caracterizacion de razas. De las distancias genéticas es importante estudiar el tipo

de distancia, el método de construccion del dendrograma o algoritmos.[56]

1.8.8 Estimacion de endogamia

El coeficiente de endogamia mide la proporcién en que disminuye la frecuencia de
heterocigotos de una poblacién en equilibrio HW al someterla a endogamia. El
coeficiente de endogamia (Fis) es la proporcién en que aumenta la frecuencia de

homocigotos por cada ciclo de apareamiento endogamico. [55]

1.8.9 Probabilidad de exclusion (PE)

Probabilidad de Exclusién (PE), definida como la fraccion de individuos que tienen
un perfil de ADN que es diferente del de un individuo seleccionado aleatoriamente
en una muestra, representadas por, h=nh/n y PE=h2(1-2hH2), donde nhes el
namero de individuos observados con dos alelos, n es el ndmero total de
individuos, H y h es el numero de homocigotos y heterocigotos, respectivamente.
[57, 58]
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1.8.10 Anélisis de varianza molecular (AMOVA)

Permite calcular, ademas de los componentes de la varianza, el estadistico
Fst(grado de diferenciacion genética), considerando la identidad de alelos bajo el
modelo de alelos infinitos (IAM), y el estadistico Rst, a partir de los tamafios
alélicos bajo un modelo gradual de mutacion (SMM). Esta medida de distancia
adaptada para microsatélites Rst, analoga al Fst de Wright (1965), fue propuesta
por Slatkin (1995):

R _ “har ‘wa
ST S
bar
Donde Sw es la suma sobre todos los loci de dos veces el peso medio de la
varianza, dentro de poblaciones V(A) y V(B), y Sbar es la suma sobre todos los

loci de dos veces la varianza de las poblaciones combinadas V(A+B).[59-61]

Los R-estadisticos son equivalentes a los F-estadisticos, pero sobre la base de
tamafos de los alelos en lugar de la identidad del alelo (Slatkin, 1995;Rousset,
1997)[66,67]. Se pueden definir como los coeficientes de correlacion intra clase de
los tamafos de los alelos de los genes dentro de los individuos en relacién con
todas las poblaciones (R;1), los genes dentro de los individuos en relacién con una
poblacion (Ri;s), y los genes en las poblaciones con respecto a todas las
poblaciones (Rst). Fueron desarrollados para los loci en un proceso gradual de
mutacion. En virtud de un proceso de mutacion al azar (IAM, KAM), las
expectativas para los R-estadisticos son equivalentes a los correspondientes F-

estadisticos, pero sufren mayores variaciones de muestreo [61].
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1TOMA DE MUESTRAS

Para realizar el presente estudio fue empleada una muestra de 51cultivares de
cacao criollo (Theobroma cacao L.) provenientes de Cesar, Magdalena y la
Guajira (Anexo 1) disponibles en las colecciones del banco Nacional de
germoplasma de la Estacion Experimental “La Suiza” de CORPOICA ubicada a 12
Km del municipio de Rio Negro- Santander; a 500msnm y con temperaturas de
aproximadamente 26°C. Adicionalmente se tomaron 2 clones diferentes, el IMC-67

tipo forastero y el ICS-60 trinitario.

Como muestra para procesar se tomaron foliolos de cacao criollo de los mas
jovenes encontrados en el momento de recoleccién y se procedié a guardar en
bolsas de papel manila marcadas con el nimero de accesion y arbol respectivo.
Seguidamente se almacenaron en frio con el fin de mantenerlas en un ambiente
fresco hasta el traslado al laboratorio de Bioquimica y microbiologia de la
Universidad Industrial de Santander donde fueron almacenadas a -20°C para su
procesamiento. Posteriormente las hojas se maceraron en Nitrégeno liquido hasta
obtener un polvo fino que se transfirio a tubos epependorff de 2 ml previamente
frios y rotulados para evitar la hidratacion del macerado. Finalmente fueron
nuevamente almacenadas a -70°C hasta el momento de su empleo en la

extraccion de ADN.

2.2 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ADN

Se evaluaron diferentes protocolos para la extraccion de ADN de plantas,[36, 62,
63]asi como también el Kit de extraccion marca MoBiol.

El Kit DNeasy Plant System (Quiagen Inc., Valencia, CA, USA) para la obtencion
de ADN de plantas, fue el que presento los resultados mas consistentes en cuanto
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a estabilidad y eficiencia, en el anexo 2 se muestra el protocolo de extraccion

descrito por el fabricante.

Para la cuantificacion de ADN se realiz6 un método comparativo, teniendo como

patron ADN de fago A de invitrogen. EI método se desarroll6 a través de

electroforesis en geles de agarosa al 0.8 % en una camara de electroforesis
horizontal marca BioRad. Seguidamente se sembraron en los pozos 12uL de
preparacion de ADN.(2 uL de ADN, 2 pL de agua destilada y 8 uL del bafer 1X).

Las muestras se colocaron en el gel junto al marcador de peso testigo (ADN fago

A) de diferentes concentraciones. Se dejaron migrar por un tiempo de 40 minutos a

100 watts. Finalmente se visualizdé usando tincion con bromuro de etidio en un
equipo de foto documentacién marca BioRad con luz UV.

Adicionalmente se cuantific6 el ADN mediante espectrofotometria usando un
equipo NanoDrop marca Shimatzu, con 1 micro litro de cada muestra y midiendo

la relacion de absorbancia a 260y 280 nm.

2.3 ANALISIS DE MICROSATELITES SSR.

La amplificacion de ADN se realiz6 utilizando la técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), para ello se usaron diferentes iniciadores con el fin de
amplificar 14microsatélites reportados por Saunders et al 2004[35] y descritos en
la tabla 5. Los iniciadores fueron sintetizados por IDT (Integrated DNA

Technologies, Estados Unidos).
Las condiciones estandarizadas para la amplificacion de estos fragmentos

sedescriben a continuaciéon: 10ng de ADN, 0,2 uM de cada cebador, 2 mM de
MgCl,, 0,2mM de dNTPs mix, 10mM de Buffer de PCR y 1U de Tag-polimerasa,
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los ciclos de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador PTC 100 (MJ
Research) con un paso de denaturalizacion a 94°C durante 4 minutos,
seguidamente 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 1 minuto a la temperatura de
anillamiento de cada par de cebadores, 1 minuto a 72°C y finalmente un paso de
extension de 5 minutos a 72°C.

Los productos de PCR en monoplex(un par de primers por reaccion) fueron
visualizados en electroforesis vertical de geles de poliacrilamida al 8%. Se
sembraron en los pozos 5uL del preparado (3uL de producto de PCR y 2uL de

buffer de carga).

Se realiz6 la corrida usando como buffer TBE 1X con una pre-corrida de 15min a
60V, seguido de 30min a 90V vy finalmente 30min a 120V. La tincién del gel se
realizd usando plata como colorante, en el anexo 3 se especifica el protocolo de

tincion.

Adicionalmente, se amplificaron fragmentos usando reacciones de PCR en
multiplex(varios pares de primers por reaccién) para correr en electroforesis
capilar, teniendo en cuenta las temperaturas de anillamiento, diferencia en
tamafos y marcaje de los primers. Se usaron las condiciones reportadas por
Motamayor 2008[19] que se describen a continuacién: una reaccion de multiplex
con un volumen final de 25uL con 6.25ng/uL de ADN, 0.05U/uL de Taq
polimerasa, 0.2mM de dNTPs, 0.4uM de cada primer forward y reverse, 2mg/ml de
BSA, 1.5mM de MgCl, y 1x de buffer de PCR. El programa utilizado para las
reacciones en multiplex es el mismo descrito anteriormente, solo que la
temperatura de accion de la polimerasa fue cambiada a 65°C y el tiempo de

extension se amplié a 7min.
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TABLA 5: Nombre, secuencias, temperaturas de anillamiento y marcaje con fluorocromos de cada uno de los

microsatélites usados.

Nombre Cromosoma Secuencia Primer (5°-3°) Secuencia reversa Ta Secuencia repetida Marcaje
del (°c)
marcador
MTcCIR7 7 ATGCGAATGACAACTGGT GCTTTCAGTCCTTTGCTT 51 (GA)11 VERDE (VIC)
MTcCIR18 4 GATAGCTAAGGGGATTGAGGA GGTAATTCAATCATTTGAGGATA 51 (GA)12 AZUL (6-
FAM)
MTcCIR40 3 AATCCGACAGTCTTTAATC CCTAGGCCAGAGAATTGA 51 (AC)15 VERDE (VIC)
MTcCIR22 1 ATTCTCGCAAAAACTTAG GATGGAAGGAGTGTAAATAG 46 (TC)12N146(CT)10 AMAR
(NED)
MTcCIR24 9 TTTGGGGTGATTTCTTCTGA TCTGTCTCGTCTTTTGGTGA 46 (AG)13 AZUL (6-
FAM)
MTcCIR15 1 CAGCCGCCTCTTGTTAG TATTTGGGATTCTTGATG 46 (TC)19 AZUL (6-
FAM)
MTcCIR33 4 TGGGTTGAAGATTTGGT CAACAATGAAAATAGGCA 51 (TG)11 ROJO (PET)
MTcCIR1 8 GCAGGGCAGGCTCAGTGAAGCA TGGGCAACCAGAAAACGAT 51 (CT)14 AZUL (6-
FAM)
MTcCIR60 2 CGCTACTAACAAACATCAAA AGAGCAACCATCACTAATCA 51 (CT)7(CA)20 VERDE (VIC)
MTcCIR11 2 TTTGGTGATTATTAGCAG GATTCGATTTGATGTGAG 46 (TC)13 VERDE (VIC)
MTcCIR12 4 TCTGACCCCAAACCTGTA ATTCCAGTTAAAGCACAT 46 (CATA)AN18(TG)6 ROJO (PET)
MTcCIR26 8 GCATTCATCAATACATTC GCACTCAAAGTTCATACTAC 46 (TC)9C(CT)4TT(CT)11 AZUL (6-
FAM)
MTcCIR37 10 CTGGGTGCTGATAGATAA AATACCCTCCACACAAAT 46 (GT)15 AMAR
(NED)
MTcCIR6 6 TTCCCTCTAAACTACCCTAAAT TAAAGCAAAGCAATCTAACATA 46 (TG)7(GA)13 AMAR
(NED)
MTcCIR8 9 CTAGTTTCCCATTTACCA TCCTCAGCATTTTCTTTC 46  (TC)5TT(TC)17TTT(CT)4 ROJO (PET)

Ta= Temperatura de anillamiento
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2.4 ELECTROFORESIS CAPILAR

Una vez estandarizadas las condiciones de PCR en multiplex se cambiaron los
iniciadores por oligonucleétidos forward marcados en el extremo 5 con
fluorocromos de 4 colores diferentes (NED, 6-FAM, PET, VIC)ver tabla
5sintetizados por Applied Bio systems.y se corrieron nuevamente las PCR.

Finalmente se procedi6 a separar los fragmentos amplificados de los
microsatélites por electroforesis capilar. Las muestras se prepararon usando 0,5
ML del amplificado de PCR, 12 uL de formamida como agente denaturante y, 0,5
ML del marcador de peso LIZ 500 de color naranja de 50 a 500pb. En la figura 6 se

observa el electroferograma marcador de peso utilizado

Se empled para la separacion de los fragmentos por electroforesis capilar el
equipo ABI PRISM® 310 GeneticAnalyzer, secuenciador de ADN de Applied Bio
systems con filtro 65 (1mL) 65 mds, soporte restrictivo, polimero POP 4 con un
capilar de 47cmx 50um pin: 402839. Los electroferogramas se visualizaron
utilizando el software GENEMAPPER ID version 3.2.

Figura 6: Size standard LIZ 500
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2.5 ANALISIS DE DATOS MOLECULARES

Para los estudios poblacionales tales como: el calculo de la prueba de equilibrio de
Hardy-Weinberg para los 14 marcadores moleculares siguiendo el procedimiento
Guo y Thompson (1992) con el algoritmo en Cadena de Monte Carlo Markov, se
realizé con el programa ARLEQUIN versién 3.1[64].Para el calculo de parametros
poblacionales tales como frecuencias alélicas, parametros de polimorfismo,
andlisis de componentes principales, indices de fijacion F de Wright o estadisticos
F denominados Fis, Fit y Fst [53] son calculados por el programa GENETIX
version 4.05, mediante la metodologia de Weir y Cockerham (1984) [65, 66].

Se calcul6 el contenido de informacion polimérfica (PIC) a partir de la formula
propuesta por Botstein y col. (1980) con el complemento The Excel
MicrosatelliteToolkit.[67] Utilizando el programa MS Excel 2010. El indice de
paternidad de poder de exclusion (PE) fue calculado con el programa GenAlex

version 6. [68]
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ADN.

El trabajo con marcadores moleculares involucra el analisis de gran cantidad de
individuos y por lo tanto requiere de la capacidad de extraer ADN de buena
calidad y en cantidades adecuadas, de forma répida y eficiente[69]. En la figura 7
se muestra mediante la electroforesis de geles de agarosa, que con el
procedimiento de extraccion, se obtuvo ADN de buena calidad ya que la banda

se presenta una Unica banda.

Figura 7: Electroforesis de verificacién de extraccién de ADN con el kit Quiagen en
geles de agarosa al 0.8% tefiida con bromuro de etidio. Carril 1 al 10 son muestras de
ADN de cacao criollo. El carril 11 contiene un marcador de peso hyperladder IV de 50 a
2000bp.
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La cuantificacion se realiz6 comparando ADN de las muestras con diferentes
diluciones y concentraciones conocidas de ADN del bacteriéfago Lambda; las
muestras fueron observadas en geles de agarosa al 0,8% tefiidos con bromuro
de etidio. Se obtuvieron aproximadamente 10 ng/uL de ADN. Esta técnica se
basa en la cuantificacién de flourescencia producida por el bromuro de etidio en

el ADN a través de un transiluminador de luz ultravioleta.

Figura 8:electroforesis de cuantificacion de ADN en gel de agarosa. carrill:
dilucion de 10ng del marcador. Carril 2: dilucién de 25ng. Carril 3: dilucion de
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50ng. Carril 4: dilucion de 100ng. Carriles del 5 al 25 diferentes muestras de ADN
de cacao criollo extraidas con el kit marca Quiagen.

8 9 10 11 12 1314 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Por otra parte se realiz6 la cuantificacion utilizando espectrofotometria en un
equipo Nanodrop marca Shimatzu. Las bases nitrogenadas en oligonucleétidos
tienen su maxima absorbancia a 260nm y la absorbancia maxima de las proteinas
es aproximadamente de 280nm; esto se debe principalmente a residuos

aromaticos como el triptoéfano, fenilalanina y tirosina.

La relacion de 260/280, por lo tanto es una relacion de pureza y debe permanecer
aproximadamente entre 1.5 y 1.9, valores inferiores a esto sugieren una

contaminacion de proteinas.

Los resultados obtenidos visualizados en la tabla 6 sugieren que la concentracion

obtenida de ADN fue entre 4 y 10 ng y de buena pureza para todas las muestras.

Tabla 6: Resultados obtenidos de la cuantificacion midiendo la absorbancia en un
equipo Nanodrop de los cacaos criollos 53, 57 y 46, 4, 24 y 26. También se incluyo
el ICS-60 que es un cacao tipo trinitario.

# Muestra Concentracion en Relacion 260/280
ng/pL
1 CR 53 8 1.5
2 CR 57 4.2 1.5
3 ICS 60 5.6 1.5
4 CR 46 10 15
5 CR4 4.2 1.5
6 CR 24 9.2 1.7
7 CR 26 10 1.7

La baja concentracion de ADN obtenida en la extraccidbn comparada con las

obtenidas por otros autores [8],[36]quienes reportan concentraciones alrededor de
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los 100ng se debe principalmente a que en la colecta de las muestras fue dificil
conseguir foliolos en un estado verdaderamente joven, a pesar de que se hicieron
muestreos en diferentes épocas del afio con la finalidad de conseguir las hojas
mas joévenes posibles. Es importante resaltar que esto también pudo ser una de
las dificultades a la hora de optimizar el protocolo de extraccién de ADN, ya que se
evaluaron alrededor de 4 protocolos previamente estandarizados[8, 62, 63, 70]
para otros grupos de cacao y 1 kit de extraccién marca MoBiol sin tener resultados
eficientes. Finalmente el Kit de marca Quiagen fue el Unico que arrojo resultados
positivos de extraccion de ADN, con concentraciones bajas pero suficientes para

el analisis molecular.

3.2 ANALISIS DE MICROSATELITES (SSR)

Para visualizar los productos de PCR se eligid la electroforesis vertical en
poliacrilamida, ya que gracias a su poder de resolucién con respecto a los geles
de agarosa, permitié una mejor separacion de las bandas y una buena distincion

entre homocigotos y heterocigotos.

En la figura 9, se observa un ejemplo de un gel de electroforesis en poliacrilamida
donde se visualiza la amplificacion del marcador mTcCIR22 con 9 genotipos
diferentes, utilizando como marcador de peso hyperladder Il de 50 a 2000 bp. Se
observa que para todas las muestras se amplifica una banda a 300 bp
aproximadamente, este valor coincide cercanamente con el rango de alelo

reportado por Motamayor 2008, para este SSR el cual va desde 289-300 bp.

Figura 9:Electroforesis vertical en poliacrilamida de productos de PCR usando
el microsatélite 22 con 9 muestras y tincidon con plata. El carril 1 contiene el

marcador de peso de 200 a 100pb.
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Los diferentes alelos detectados por locus de los microsatélites evaluados fueron
organizados segun el respectivo valor en pares de bases estimado a partir de los
geles de poliacrilamida utilizando el programa QuantityOne de Biorad. Obteniendo
una matriz de genotipos individuales para cada clon de cacao criollo que se
utilizara para estimar los diferentes estadisticos descritos mas adelante.

Como se observa en la tabla 5, la mayoria de los cebadores utilizados en el
presente estudio amplifican microsatélites con repeticiones de dinucleétidos, los
cuales al ser detectados en geles de poliacrilamida pueden presentar bandas
dobles, si se presenta separacion de un par de dinucleétidos se amplifica como
una sola banda en el gel, dificultando la genotipificacion sobretodo en individuos
heterocigotos. De este modo buscando minimizar esta ambigledad se decide usar
electroforesis capilar.

Seguidamente se procedié a estandarizar las condiciones de PCR en multiplex

usando oligonucledtidos sin marcar y corriendo los productos de PCR en
electroforesis horizontal de agarosa los resultados se observan en la figura 10.
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Figura 10: Electroforesis en agarosa de diferentes productos de PCR usando
condiciones en multiplex. M: marcador de peso hyperladder Il de 50 a 2000bp.
Carril 1 al 5 producto de PCR con reacciones en multiplex.

Finalmente al contar con las condiciones estandarizadas se procedi6 a realizar las
amplificaciones de todas las muestras en multiplex cambiando los cebadores por
los marcados con fluorocromos, teniendo en cuenta que en la preparacion de
reacciones debian mezclarse cebadores con las mismas temperaturas de

anillamiento.

En la figura 11, se evalla el rango de pares de bases segun Saunders et al, 2004
de cada microsatélite y el color del fluorocromo con que se marcé el extremo 5°del
primer forward. Los microsatélites que amplifican en el mismo rango de pares de
bases se marcaron con diferentes colores para mezclarlos en la reaccion de

multiplex y asi poderlos diferenciar en la electroforesis capilar.

Figura 11: Rango de alelos (bp) esperado de cada microsatélite con el color del
fluorocromo con que se marco.
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RANGO DE ALELOS MARCADORES

EmTcCIR 1
mTcCIR 37
mTcCIR 7
| B mTcCIR 12
B mTcCIR 24
mTcCIR 60
mTcCIR 6
B mTcCIR 15

microsatelites

mTcCIR 40
B mTcCIR 33
mTcCIR 22
B mTcCIR 26
mTcCIR 11

——— HEmTcCIR 8

6
Pares de bases (bp) 344 352 3¢g

En la figura 12, se muestran los electroferogramas obtenidos de la separacion por
electroforesis capilar del genotipo CRFC-46, donde de evidencia la amplificacion
de 10 microsatélites de los 14 esperados. Cada pico representa un alelo
amplificado en pares de bases. Los marcadores MTCcIR1 y MTCcIR60 fueron
amplificados en todas las muestras, mientras que MTCcIR 22 y MTCcIR 24 no
mostraron una amplificaciéon completa, lo cual pudo deberse a que en la reaccién
de multiplex se debid ajustar la concentracion de los primers en los que se incluian

estos dos marcadores moleculares o alterar los valores de MgCl,,

Comparando los resultados anteriores con los obtenidos por Martinez 2007, se
muestra que en dicho estudio el marcador mTcCIR40 fue excluido por presentar
poca informacion, a diferencia del presente trabajo en el cual fue de buen aporte
gracias a su amplificacion en todas las muestras. No solo este marcador sino los
14 microsatélites analizados en este estudio han presentado en estudios
anteriores el mayor polimorfismo en cacao.[9] Sin embargo no han sido evaluados

sobre bases genéticas de cacao tipo criollo.
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Los resultados de la electroforesis capilar se compararon con los obtenidos en
electroforesis en poliacrilamida donde se obtuvieron mayor numero de datos
amplificados en la forma monoplex de las PCR. Al evaluar la matriz de datos
obtenida por pares de bases de las dos metodologias se evidencia que
concuerdan perfectamente el rango esperado de pares de bases para cada

microsatélite.

Para los andlisis de datos moleculares se utilizé la matriz de datos obtenidos a
partir de la electroforesis en poliacrilamida debido a que presentaron menos del

5% de datos perdidos

Figura 12: Tamafo de alelos en pares de bases detectado por los 14 microsatélites evaluados
para la accesiéon CR 46 ilustrando 10 alelos a) electroferograma del genotipo CR- 46 perfiles de
una reaccion de multiplex con los microsatélites con temperaturas de anillamiento de 46°C. b)

electroferograma del genotipo CR-46 perfiles de una reaccion de multiplex con los microsatélites

con temperaturas de anillamiento de 51°C.
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Por otra parte, Santos 2007 evalu6é 18 marcadores microsatélites relacionados con
resistencia a una de las enfermedades que causan problemas en la caca o cultura
como lo es la escoba de bruja, ocasionada por un hongo denominado
Moniliophthora perniciosa. Los resultados indicaron que mTcCIR 24 y el
mTcCIR33 fueron potencialmente ligados a genes de resistencia de esta

enfermedad.

Como se ha descrito anteriormente el cacao tipo criollo presenta baja resistencia a
plagas y enfermedades, sin embargo las plantaciones de este grupo de cacao
caracterizadas morfolégicamente segun los datos de pasaporte y la evaluacion
hecha por el Banco Nacional de Germoplasma no presentan indicios de esta

enfermedad.
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El microsatélites mTcCIR33 evaluados en el presente estudio amplifico en todas
las muestras evaluadas de cacao criollo. Teniendo en cuenta lo anterior, la razon
por la cual estas accesiones de cacao criollo no exhiben sintomas asociados a la

escoba de bruja podria deberse a la presencia de dichos microsatélites.
3.3 ANALISIS DE DATOS MOLECULARES

Se determinaron los alelos para cada uno de los 14 marcadores SSR en las 51
accesiones. El nimero promedio de alelos por locus para todos los marcadores
analizados fue 4.57.El mayor numero de alelos en los loci analizados fue 9,
presentandolos mTcCIR60 y mTcCIR12; mientras que el mas bajo fue de dos

alelos en los marcadores mTcCIR18, mTcCIR24 y mTcCIR26.

Para algunos microsatélites, el nimero de pares de bases (bp) encontrados son
iguales a los reportados en los estudios de Motamayor2008, Saunder 2004,
Lanaud 1999 en otros casos no presentaron el mismo numero de bp(Tabla 7),
posiblemente debido a las diferencias genéticas y origenes de los materiales

evaluados.

Tabla 7: Alelos identificados (bp) de los microsatélites amplificados en las
diferentes accesiones de cacao criollo evaluadas.

No Locus cromosoma Alelo ALELOS IDENTIFICADOS No.
reportado de
Alelos
MTcCIR18 4 345 300 310 2
MTcCIR40 3 287 266 270 277 279 266 300 6
MTcCIR22 1 289 300 320 2
MTcCIR24 9 198 186 200 2
MTcCIR15 1 254 231 235 240 250 4
MTcCIR33 4 285 273 274 275 267 280 5
MTcCIR1 8 143 125 126 138 139 4
MTcCIR60 2 207 187 188 189 191 192 193 210 211 212 9
MTcCIR11 2 308 280 300 346 3
MTcCIR12 4 188 187 188 189 190 192 193 215 231 258 9
MTcCIR26 8 298 300 320 2
MTcCIR37 10 150 169 170 180 189 190 191 192 250 8
MTcCIR6 6 231 250 260 290 3
MTcCIR8 9 301 289 290 294 298 300 301 6
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En el anexo 4, se encuentran los valores de las frecuencias alélicas para cada
locus evaluado. La heterocigosidad esperada (He) promedio para todos los loci
evaluados fue 0.3326 y la heterocigosidad observada (Ho) promedio fue 0.1481;
mostrando que en los marcadores estudiados hay una baja diversidad genética
observada con respecto a la esperada, evidenciada por un déficit de heterocigotos

en la mayoria de los loci (tabla 8).

En cuanto a la Ho comparado con He locus por locus, se muestra que los loci
mcTCIR33 (0.001), mcTCIR22 (0.023), mcTCIR8 (0.024) y mcTCIR6
(0.047)presentan la menor diversidad, mientras que los loci mcTCIR60 (0.45) y
mcTCIR37 (0.44) presentaron el mayor valor, es decir, son los sistemas mas

diversos.
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Tabla 8:Pardmetros genéticos para los marcadores SSRs: Numero de alelos, Heterocigocidad observada (Ho),
Heterocigocidad esperada (He), (Gst) indice de diferenciacion genética, indice de diversidad, estadisticos-F o de Wright

(Fis, Fst) y PIC (Contenido de informacion polimorfica)

p-valor

Microsatélites Al Ho He H-wW (H-W) Fis Fst Gst PIC
MTcCIR18 0.11908 0.11331 0,99 0,01 -0.053 0.15423 0.1266 0.1079
MTcCIR40 0.05128 0.48085 0,02 0,05 0.899 0.14151 0.1985 0.4125
MTcCIR22 0.02381 0.02381 0,99 0,05 0 0
MTcCIR24 0.14286 0.13425 0,99 0,05 -0.067 0.19306 0.1538 0.1264
MTcCIR15 0.04762 0.13741 0,009 0,01 0.656 0.00508 0.0428 0.1353

MTcCIR1 0.2619 0.38009 0,002 0,05 0.248 0.12418 0.0781 0.3255
MTcCIR60 0.45238 0.64085 0,005 0,01 0.32 0.081 0.1087 0.5777

MTcCIR11 0.2619 0.251 0,11 0,05 -0.024 0 06494 0.0269 0.2127
0.19048 0.66839 0,001 0,01 0.711 0.04201 0.0723 0.6056
0.11905 0.11331 0,79 0,05 -0.053 0.03581
0.3659 0.74992 0,003 0,01 0.509 0.00707 0.0374 0.7093
0.04762 0.04733 0,99 0,05 -0.006 0.00466

0.02381 0.73867 0,001 0,01 0.967 0.11828 0.2091 0.6722

MTcCIR12
MTcCIR26 0.0014 0.1079
MTcCIR37

MTcCIR6

0.
elos
2
5
2
2
4
MTcCIR33 5 0.0000 0.73111 0,001 0,01 1 0.06606 0.076 0.6774
4
9
3
9
2
8
3 0.0298 0.0473
6

MTcCIRS8
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La ley de equilibrio de Hardy Weinberg permite observar si existe variacion
genética en una poblacion, a partir de las heterocigosidades observadas y
esperadas en cada locus; por lo tanto, permite ver como esta actuando la
poblacion en términos evolutivos. En el andlisis de cada sistema se encontraron
varios de estos con diferencias significativas (mTcCIR 40, mTcCIR15, mTcCIR 33,
MTcCIR1, mTcCIR60, mTcCIR12, mTcCIR37 y mTcCIRS) lo cual indica que estan
en desequilibrio (Tabla 8), algunos marcadores mostraron un déficit de
heterocigotos lo que puede deberse principalmente a 3 factores: que el locus esté
bajo seleccion o a la presencia de alelos nulos en esa poblacion; dando una falsa
lectura de un exceso de homocigotos y finalmente a que en la poblacion se estan
presentando altos niveles de endogamia, producto de cruces entre individuos

emparentados.

La endogamia se puede estimar calculando el descenso relativo en los niveles de
variacion genética que no deberian ocurrir en una poblacion en donde los
apareamientos fueran al azar. Para medir esta desviacion en la frecuencia de
heterdcigos en una poblacion, Wright (1965) desarroll6 lo que se conoce como el

coeficiente de endogamia (Fis), definido como:[55]

Fis= 1-(Ho/He)

En donde Ho es la heterocigosis observada y He es la heterocigosis esperada
cuando los apareamientos se dan al azar. Este coeficiente puede tomar un valor
de -1 a 1. Si es de 0 no hay endogamia y la poblacion esta en equilibrio de Hardy
Weinberg. Cuando el valor es negativo, significa que hay un exceso de
heterécigosis y si es positivo que hay un exceso de homadcigosis, ya que cuando
Ho< He se asume que en esa poblacién se produjeron mas apareamientos

endogamicos de lo que se espera por azar.
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Los resultados obtenidos del efecto de endogamia en la poblacion que fueron
estimados por los valores Fis(coeficiente de endogamia)para cada locus coinciden

con el tercer factor mencionado anteriormente.

El valor de Fis para la poblacion en estudio fue de 0.5700 lo que indica que la
poblacion presenta déficit de heterocigocidad asumiendo que los individuos
comparten alelos idénticos por descendencia. En la tabla 8, se observan los

diferentes valores de Fis para cada sistema estudiado.

Cabe resaltar que el cacao criollo muestra signos de depresion endogamica [71]
gue es la pérdida de adaptacion (vigor, viabilidad, fecundidad) producida por la
pérdida de variacion genética debido a la homocigosidad, que impide la
supervivencia de la especie. Segun Barret y Kohn (1991)[72], la endogamia
permite la expresion de alelos recesivos perjudiciales procedentes de ambos
progenitores, ya que suele producirse por el cruzamiento genético entre parientes
proximos. Precisamente esta expresion de alelos recesivos podria ser una de las
razones por las cuales el cacao criollo presenta tan baja resistencia a plagas y

enfermedades.

El valor de Fit indica el grado de desequilibrio que detecta cada marcador derivado
de la diferenciacion genética que hay entre las muestras. Posiblemente esté
relacionado con la localizacién del mismo en zonas del genoma mas o menos

conservadas. Depende esta capacidad del Fis que se haya manifestado[73].

El Fst contempla el grado de diferenciacion total Fit y el Fis, es en definitiva, el que
indica el grado de diferenciacion genética que se ha obtenido con cada marcador.
En este caso el mTcCIR24 es el mas destacado ya que presenta valores de Fst
gue oscilan entre 0.15 — 0.25 lo que indica que este marcador permite una
diferenciacion genética grande.[74]Sin embargo el mTcCIR22,mTcCIR15,
MTcCIR33,mTcCIR1,mTcCIR12 son los que menos variabilidad detectan. Este

tipo de analisis tiene interés para disefiar paneles mas reducidos demarcadores
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gue proporcionen la maxima informacion cuando se abordan trabajos masivos de

tipificacion de cacaos criollos.

La diferenciacibn genética entre las subpoblaciones de cacao criollo (Cesar,
Magdalena y Guajira) evaluadas es relativamente moderada ya que el Fsr es de
0.06338, este valor indica que existe una baja diversidad por locus, aunque la

poblacion es heterocigota, la variabilidad es muy estrecha entre los loci.

Nei (1977), reformuld los indices de F, basandose en los valores de Ho y He. En
este modelo, el cual es independiente del nUmero de alelos presentes en cada
locus, la diferenciacion o estructura de la poblacion se mide por un parametro

denominado Gst analogo al Fst.

El indice de diversidad para la poblacion (Gst) es de 0.067, practicamente igual al
de Fst aunque se utilice otra estrategia para su calculo. Sugiriendo que las
poblaciones son homogéneas, presentando una estructura moderadamente baja
heterocigota, que posiblemente comparte alelos entre las subpoblaciones (tabla
8).

Asi mismo en la tabla 8 se representan los valores del indice de contenido
polimérfico (PIC) que es un parametro introducido por Botsteinet al. en 1980, como
un indicador de la calidad de un marcador en estudios de cartografia
génica.[52]Los marcadores con valores de PIC superiores a 0.5 se consideran
muy informativos, los que tienen valores entre 0.25 y 0.5 medianamente
informativos y los que muestran valores inferiores a 0.25poco informativos[52].

Los valores de PIC mas altos obtenidos en los resultados evidencian que los
microsatélites mTcCIR8, mTcCIR37, mTcCIR12,mTcCIR60, mTcCIR33 se
encuentran dentro del rango tedrico del contenido de informacion polimorfica
mayor a 0.5 el cual indica que dichos microsatélites son muy informativos y por lo

tanto utiles para detectar variabilidad genética en esta especie.
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En los ultimos afios se ha popularizado el calculo del PIC a fin de obtener una
valoracion de la calidad de un marcador para estudios genéticos (de segregacion,
de identificacion y control de paternidad, de poblacién) pues refleja el polimorfismo
detectado. No obstante, dada su dependencia del nimero de alelos y de sus
frecuencias, la informacion que aporta no es suficiente para basar en ella la

eleccion de un marcador u otro.[75]

Se calculd el parametro poblacional poder de exclusibn combinado (PE) de
importancia en la identificacion individual. El cual para las poblaciones
mencionadas (Magdalena, Cesar y Guajira) se encontrg valores altos en el poder
de discriminaciéon combinado 0,9771 (tabla 9) para los 14 sistemas de STR’s
caracterizados. Los marcadores STR’s que dan un mayor aporte para analisis de
identificaciéon, por su poder de exclusion combinado son MTcCIR 60, MTcCIR12,
MTcCIR37 y MTcCIRS (tabla 10)

Tabla 9: Probabilidad de Rst asumiendo el modelo de mutacion stepwise

Estadistico Valor P

R

Rst 0,034 0,026
Ris 0,173 0,005
Rit 0,201 0,001

Diversos estudios empiricos han mostrado, por ejemplo, que las plantas asexuales
0 que se autofecundan (autocompatibles) como en el caso del cacao criollo
presentan menos alelos por locus, tienen menores niveles de diversidad genética
dentro de sus poblaciones y estdn mas diferenciadas entre si que especies con
fecundacion cruzada [76, 77]Es por ello que las consecuencias evolutivas de
promover la fecundacion cruzada y el mantenimiento de altos niveles de variacion

genética, ha sido un tema ampliamente debatido en la literatura.[78-80]
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Tablal0: poder de exclusién combinado para las poblaciones de Guajira, Cesar y Magdalena

Poder de exclusion combinado

Pop 1112 11243 1924340 (14245 |14243+.46 |14243+4+, 4] 1424344, 44 1424340 49| 1424344, 410 14243411 | 1424344, 41| 1424344+, {14243 44.....4
Guajira 10[ 000400 2,20e01| 2,20£01] 220601 2,2001| 550601 620601 8,00£01) 8,20601f 890E01| 900601 9,600 9,60E01] 9,80E01

Cesar 171 000£+00f 1,60601] 160E01] 1606-01) 2,70t01] 6,90E01f 7,70E01| 870E01f 9,00601) 940E01] 950£01| 9,80E01 9,80E01| 9,90E01

Magdalena 141 2,00e01f 510601 5210601) 6,206-01] 690E01] 9,0001f 9,30E01| 9,70E01f 9,80E-01] 9,90E-01] 1,00£+00| 1,00£+00] 1,00E+00| 1,00E+00

Tabla 11:poder de exclusion combinado locus por locus para cada poblacion.

Poder de exclusion combinado

Pop MTCCIR1S |MTcCIR40 [MTcCIR22 |MTcCIR24 [MTcCIR15 [MTcCIR33 |MTcCIRl  [MTCCIR60 |MTcCIR11 |MTcCIR12 |MTcCIR26 [MTcCIR37 |MTcCIR6  [MTcCIRS

Guajira 10{ 0,00E+00f 2,80E-01| 0,00E+00] 0,00£+00] 0,00E+00{ 5,20e-01 2,80E-01| 7,70801| 2,80E01] 520£01] 2,80£01f 7,70E-01f 0,00E+00f 5,20E-01
Cesar 17{ 0,00e+00f 2,80e-01 0,00E+00] 0,00£+00] 2,80E01] 6,80E-01f 520601 6,80E-01| 520E01] 7,70t01] 2,80£01f 7,70E01f 5,206:01f 7,70E-01
Magdalena 14f  2,80e01 520801 0,00E400] 2,80E01) 520£01] 6,80E-01f 520801 83001 2,80E01] 830£01] 2,80£01f 83001 0,00E+00f 5,20E-01
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3.4 ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

En el analisis de correspondencia con la subpoblaciones como fuente de variacién
(componente principales por subboplaciones), cada uno de los 3 ejes
(dimensiones 1, 2 y 3) contribuyen con 14.30, 15.14 y 5.26% de la inercia total
(mide la dispersion de la informacion) (Figura 13).

En el grafico de la figura 13 se observa como la subpoblacion 2 que se trata del
clon IMC-67 originario de Peru y que pertenece al grupo de cacaos forasteros,
forma un grupo separado bastante alejado de los demas, . La subpoblaciéon 1
gue estd representada por el clon ICS-60originario de Trinidad y que esta
clasificado dentro del grupo de los cacaos Trinitarios se ubicé espacialmente
cerca del centroide donde se encuentran las subpoblaciones 3 y 5 que
corresponden a los clones evaluados de cacao criollo de dos zonas del pais
(Gudjira y Cesar). Lo cual se podria explicar porque comparten una porcion

importante de sus alelos, en frecuencias similares.

Figura 13: Grafico de Andlisis de Componentes principales

\

__ .
;05 8 8 8 B

Axe 2(15,14 %)

I Subpoblacion1 [l Subpoblacién 2 lBubpoblacion 3 Subpoblacion 4S[Cpoblacion 5

66



Cabe destacar que los cacaos trinitarios son hibridos provenientes de los grupos
criollos ancestrales. Johnson et al. (2009), sugiere mediante un analisis
bayesiano que el cacao criollo y el Trinitario ICS pertenecen al mismo grupo. Del
mismo modo Ciferri y Ciferri (1957) menciona que la distincién entre lo que fue
llamado cacao de Trinidad y cacao criollo fue realmente basado en el sistema de
clasificacion de grano comercial en Venezuela y que las dos poblaciones en

realidad comparten una genealogia comun.[42, 81]

Bartley, 2005 referenciado por Lambert 2009, sefiala que es altamente probable
gue el cacao cultivado en Trinidad antes de 1727era un material criollo y por

introsgresion es ahora conocido como criollo puro.

Por otro lado, la subpoblacion 4 se ubicé medianamente alejada del centroide, a
pesar de tratarse también de cacaos criollos pero estos originarios de Magdalena
lo cual indica posiblemente que estas accesiones son las que aportan mas a la

diversidad total de la poblacion.

3.5 ANALISIS DE DISTANCIAS GENETICAS

3.5.1 Distancias entre poblaciones.

A partir del andlisis del calculo de las frecuencias alélicas se estimaron las
distancias genéticas estandar (Ds) (Anexo. 5) utilizando la medida propuesta por
Nei (1972).

En la figura 14 se observa la representacion gréfica de las distancias genéticas
mediante la técnica de agrupamiento generando un arbol de distancias

considerado en algunos casos como una representacion de la filogenia.

Los programas informaticos basados en este modelo utilizan para construir los
arboles filogenéticos una matriz de distancias y algoritmos de agrupamiento
simples como el UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic

averages) (Sneath y Sokal 1973) y el NJ (neighbor-joining) (Saitou y Nei 1987).
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Estos arboles se construyen agrupando primero parejas de poblaciones con las
minimas diferencias alélicas, sumando las siguientes mas distantes y repitiendo

este proceso hasta que todas las poblaciones estan incluidas.

En este estudio se muestra que las poblaciones de Guajira y Cesar presenta la
menor media de distancia genética calculada entre ellas (0.05) y se encuentran
agrupadas a la poblacion Magdalena por deberse precisamente a poblaciones de
cacao criollo, todos pertenecientes a Colombia. Se observa que la poblacion de
Perd le sigue con una media de aproximadamente (0.37) poblacién de cacao
forastero. Ademas, el bajo valor de distancia genética y el alto valor estimado de
migracion interpoblacional (Nm=0,719), indican que existe un constante flujo
génico entre dichas poblaciones, corroborado con los valores moderados de
subestructura en la poblacion total.

Cuando dos poblaciones presentan aislamiento genético, los procesos de
mutacion y deriva conllevan al cambio en las frecuencias alélicas diferenciandose
genéticamente cada poblacion; al incrementarse el aislamiento, las frecuencias

alélicas también varian.

Figural4: Arbol de distancias de las 5 poblaciones DSA construido con el método

UPGMA
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3.5.2 Comparacién con la base de datos ICGD

La Base de Datos Internacional de Germoplasma de Cacao (ICGD) es un servicio
de informaciéon para la comunidad de investigacion del cacao. Con base en la
Universidad de Reading, el proyecto tiene como objetivo recopilar informacion
sobre el origen, las caracteristicas y la disponibilidad de germoplasma de cacao y
ponerla a disposicion de los investigadores y cultivadores. Para 1990, los objetivos
del proyecto se extendieron para hacer mas accesible la informacion publicada de
los clones de cacao, sus origenes, sus caracteristicas y donde actualmente se

cultivan.

La informacién contenida en la base de datos se ha obtenido de publicaciones,
actas de reuniones e informes de investigacién enviados directamente al ICGD de
investigadores individuales o de instituciones de investigacion y bancos de

germoplasma.

La informacion acerca de la caracterizacion molecular en el ICGD de los clones de
cacao criollo es relativamente escasa en comparacion con los otros grupos de
cacao. Sin embargo dentro de la base de datos se encuentra disponible la huella
dactilar (fingerprint) realizada en el estudio de Zhang (2010) para los “CRIOLLO 3”
y “CRIOLLO4” utilizando los mismos 14 microsatélites evaluados en el presente
estudio. Como se mencioné anteriormente dichos marcadores han sido elegidos
por presentar mayor polimorfismo en la base Genética de cacao. En la tabla 12 se
muestran los datos extraidos de la ICGD para los 2 clones criollos junto con los

alelos obtenidos en la genoatipificacion del cacao criollo colombiano.

3.5.3 Distancias entre Individuos.

La estructura de diversidad obtenida con el analisis de componentes principales es
confirmada por el analisis de distancias genéticas entre individuos (figura 15).
Basicamente, se muestra una tendencia a la formacion de varios subgrupos donde

las accesiones mas similares tienen una relacion de origen.
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En el dendrograma se puede observar que valores bajos de distancias genéticas
entre los individuos de la poblacién estudiada (criollos, forasteros y trinitarios),
presentan cercania desde una perspectiva genética. Se observa que el cacao
criollo 3 y 4 (Amec 3 y Amec 4) de Costa Rica evaluados por Zhang y registrado
en la base de datos ICGD son cercanos genéticamente con la accesion del criollo
47 (Ces47= 0,05). Por otro lado el criollo 89 fue el que presento valores de
cercania mas altos con respecto al cacao trinitario. Lo que seria de esperarse

debido a que el cacao trinitario resulta ser un hibrido entre forastero y criollo.

Se observa claramente ciertas diferencias entre el cacao criollo colombiano
separadas en su gran mayoria por el lugar de la recoleccion. En general, la
poblacién muestra una formacion de grupos, posiblemente debido al origen y a las
diferencias genéticas entre clones, sin embargo en comparacion con el estudio de
Sanchez 2006 el cual realizo una caracterizacion de todo el banco de
germoplasma, los valores de similaridad son menores, este resultado era de
esperarse ya que se evaluo el jardin clonal del banco de germoplasma solo de

cacaos criollos.
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Figural5: Arbol de distancias Individuales DSA construido con el método UPGMA
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Tablal2:Comparacion entre los alelos obtenidos en el presente estudio (3 y 4) y los obtenidos por Zhang 2010 para los
cacaos criollo 3y 4.

MUESTRAS

MTcCIR18

MTcCIR40

MTcCIR22

MTcCIR24 | MTcCIR15 | MTcCIR33 | MTcCIR1 | MTcCIR60 | MTcCIR11 | MTcCIR12 | MTcCIR26 | MTcCIR37 | MTcCIR6 MTcCIR8
333|347 | 274|288 | 292 | 294 | 187 | 187 | 239 | 257 | 274 | 274|128 | 128 | 196 | 210 | 317 | 317 | 190 | 190 | 300 [ 300 | 165 | 179 250 | 250
CRIOLLO 3 290 | 306
300
CRICF3 310| 270|277 | 300| 300 | 186 | 200 | 250 | 250 | 275| 275|125|138 | 188 | 188 | 280 | 300 | 187|187 | 300 | 300 | 300 | 300 250|250 | 290|290
303 (355 | 282 (285|290 | 294 | 187 | 187 | 253 | 255 | 275 | 275|128 | 128 | 196 | 214 | 303 | 317 | 190 | 203 | 298 | 306 | 142 | 165 250 | 250
CRIOLLO 4 290 | 292
300
CRICF4 310| 270|277 | 300| 300 | 186 | 200 | 250 | 250 | 280 | 280 | 125|138 | 188 | 188 | 280 | 300 | 190|190 | 300|300 | 170|170 250|250 | 290|290
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4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos concluyen que las poblaciones de cacao criollo de los
departamentos de Magdalena, Cesar y Guajira estan estrechamente relacionados
en su componente genético, hecho que se ve reflejado en los analisis

poblacionales planteados en este trabajo.

Los valores obtenidos en los parametros poblacionales de probabilidad de
exclusién combinados y Contenido informacion polimoérfico (>0,50) calculados a
partir de los 14 sistemas SSR empleados, y en especial MIcCIR60, MIcCIR12,
MIcCIR37, MIcCIR8 y MIcCIR33 confirman su informatividad y utilidad para la
realizacion de estudios relacionados con cacao criollo colombiano, segun los

estandares internacionales que se han planteado.

Los sistemas SSR analizados permitieron verificar el estado de la diversidad
genética conservada de los clones de cacao criollo del Banco Nacional de
germoplasma, y obtener informacién pertinente para toma de decisiones

adecuadas en cuanto al tamafio y la diversidad de la coleccion.

El analisis de estructura genética arrojo valores moderamente bajos tanto en la
poblacion total como para todos los marcadores utilizados en el estudio, indicando
gue las poblaciones de Cesar y Guajira se podrian estar comportando como una
sola poblacion, concordante con el flujo génico presente en ellas, pues en la
entrada o salida de los alelos del reservorio génico se pueden introducir nuevos
alelos o alterar las proporciones de los alelos ya presentes. Normalmente se da
una pérdida de los alelos menos frecuentes y una fijacion (frecuencia proxima al
100%) de los mas frecuentes, lo que podria mostrar una disminucion en la

diversidad genética de la poblacion.
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La poblacién de cacaos criollo esta moderadamente estructurada segun los
valores encontrados de los indices F de Wright, lo cual se ratific6 con la
generacion del dendrograma de distancias por individuos; en donde no se

observaron grupos definidos.

El patron molecular de cada clon o individuo obtenido en el estudio sirve como
base para establecer una metodologia de certificacion genotipica de arboles

fuente de material de siembra como apoyo a la conformacién de jardines clénales.
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5. RECOMENDACIONES

Se recomienda estandarizar las condiciones de las reacciones en multiplex con el
fin de ahorrar considerablemente tiempo y recursos en la caracterizacion de
bancos de germoplasma, ya que se amplificarian varias combinaciones de

cebadores en una sola reaccion de PCR.

Para la extraccién de ADN de plantas es necesario que se utilicen hojas frescas y

jovenes para obtener mayor cantidad de ADN.

Los alelos 191, 192, y 193 amplificados por el microsatélitemcTCIR 60 no han sido
reportado en trabajos anteriores por lo que se recomienda secuenciarlos de

manera de que se corrobore si se trata de alelos nuevos encontrados.

Seria importante evaluar los 14 Microsatélites presentes en el cacao criollo en
cuanto a la resistencia a diferentes enfermedades como escoba de bruja y monilia

ya que estos resultados podrian contribuir al mejoramiento genético del cultivo.
En el caso de utilizar genotipos de esta coleccion como fuente de material de

propagacion o de siembra se debe tener en cuenta la identidad genética a nivel

molecular para hacerle seguimiento al material clonado que se derive de él.
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Anexo A: Cultivares de cacao criollo recolectados en el Banco Nacional de

Germoplasma de la estacion experimental

la Suiza. (CRICF) CRIOLLO

CORPOICA FEDECACAO Colectores (Coronado, Chacon y Baéz)

Cultivar | Origen Tipo

CRICF1 | Magdalena (Colombia) Criollo

CRICF 2 | Magdalena (Colombia) Criollo
Magdalena (Colombia)

CRICF 3 Criollo
Magdalena (Colombia)

CRICF 4 Criollo
Magdalena (Colombia)

CRICF 5 Criollo
Magdalena (Colombia)

CRICF 6 Criollo
Magdalena (Colombia)

CRICF 7 Criollo
Magdalena (Colombia)

CRICF 8 Criollo
Magdalena (Colombia)

CRICF 9 Criollo
Magdalena (Colombia)

CRICF 10 Criollo
Magdalena (Colombia)

CRICF 11 Criollo
Magdalena (Colombia)

CRICF 12 Criollo
Magdalena (Colombia)

CRICF 13 Criollo
Magdalena (Colombia)

CRICF 14 Criollo
Magdalena (Colombia)

CRICF 15 Criollo
Magdalena (Colombia)

CRICF 16 Criollo
Magdalena (Colombia)

CRICF 18 Criollo
Magdalena (Colombia)

CRICF 19 Criollo

CRICF 20 | Guajira (Colombia) Criollo
Guajira (Colombia)

CRICF 24 Criollo
Guajira (Colombia)

CRICF 25 Criollo
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Cultivar | Origen Tipo
Guajira (Colombia)

CRICF 26 Criollo
Guajira (Colombia)

CRICF 27 Criollo
Guajira (Colombia)

CRICF 28 Criollo
Guajira (Colombia)

CRICF 30 Criollo
Guajira (Colombia)

CRICF 31 Criollo
Guajira (Colombia)

CRICF 32 Criollo
Guajira (Colombia)

CRICF 33 Criollo
Guajira (Colombia)

CRICF 35 Criollo
Guajira (Colombia)

CRICF 37 Criollo
Guajira (Colombia)

CRICF 38 Criollo
Guajira (Colombia)

CRICF 39 Criollo

CRICF 40 | Cesar (Colombia) Criollo
Cesar (Colombia)

CRICF 41 Criollo
Cesar (Colombia)

CRICF 42 Criollo
Cesar (Colombia)

CRICF 43 Criollo
Cesar (Colombia)

CRICF 44 Criollo
Cesar (Colombia)

CRICF 45 Criollo
Cesar (Colombia)

CRICF 46 Criollo
Cesar (Colombia)

CRICF 47 Criollo
Cesar (Colombia)

CRICF 48 Criollo
Cesar (Colombia)

CRICF 49 Criollo
Cesar (Colombia)

CRICF 50 Criollo
Cesar (Colombia)

CRICF 51 Criollo
Cesar (Colombia)

CRICF 52 Criollo
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Cultivar | Origen Tipo
Cesar (Colombia)

CRICF 53 Criollo
Cesar (Colombia)

CRICF 54 Criollo
Cesar (Colombia)

CRICF 55 Criollo
Cesar (Colombia)

CRICF 56 Criollo
Cesar (Colombia)

CRICF 57 Criollo
Cesar (Colombia)

CRICF 58 Criollo

ICS 60 TRINIDAD Trinitario

IMC67 | PERU Amazénico
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Anexo B: Protocolo de Extraccién de ADN

1.) Adicionar 400uL de buffer AP1 y 4 pL de Rnasa de (100mg/ml) a 20mg de
tejido pulverizado de la planta y dar vortex vigorosamente.

2.) Incubar la mezcla por 10 min a 65°C Mezclar 2 o 3 veces durante la
incubacién por inversion. Este paso es para la lisis de la célula.

3.) Adicionar 130 uL de buffer AP2 al lisado anterior, mezclar e incubar en hielo
por 5min.

4.) Centrifugar por 5 min a 20000g o 14000rpm.

5.) Pasar el sobrenadante a la columna lila QIA shredde mini spin y centrigugar
2 min a 20000 g o 14000 rpm.

6.) Transferir el flujo que pasa a través de la columna en el paso anterior a un
nuevo tubo evitando el pellet, se recolectan aproximadamente 450 pL de
sobrenadante.

7.) Adicionar 1.5 volumenes de buffer AP3/E del sobrenadante.

8.) Adicione 650 pL de la mezcla del paso anterior, incluyendo el precipitado
que se pudo haber formado en la columna Dneasy mini spin y centrifugar
por 1 min a 6000 g o 8000 rpm y descartar el flujo que pase a través.

9.) Repetir el paso anterior en el mismo tubo.

10.)Colocar la mini spin columna en un nuevo tubo y adicionar 500 uL de Buffer
AW vy centrifugar por 1 min a 6000g o 8000rpm descartar el flujo y reusar el
tubo en el paso 11.

11.)Adiciones 500uL de Buffer AW vy centrifugue por 2 min a 20000g o
14000rpm para secar la membrana.

12.)Transferir la mini spin columna a un tubo de 2 ml y pipetear 50 uL de Buffer
AE directamente sobre la mambrana de la columna. Incubar por 5 min a
temperatura ambiente y centrifugar por 1 min a 6000g o 8000rpm.

13.)Repetir el paso 12.
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Anexo C: protocolo de tincion con plata.

Colocar el gel de poliacrilamida en una bandeja conteniendo solucién de fijacion
(Solucion al 10% de acido acético glaciar) e incubar en agitacion constate durante
30 min alternativamente, el gel puede dejarse en solucion de fijacion toda la

noche.

Retirar el gel de la solucion de fijacion y colocar en un recipiente con agua

destilada.

Lavar el gel con agua desionizada agitando constantemente durante 2min, repetir

esta operacion 2 veces.

Retirar el gel del recipiente y dejar secar por 10 o0 20 seg.

Colocar el gel en la solucion de tincién (0.1g de AgNO3 en 100mL de H,0) y dejar

en agitacion constante durante 30 minutos.

Retirar el gel de la solucién de tincién y lavar con agua desionizada.

Afadir en el momento 150 uL de Fomaldehido al 37% a la solucion de revelado
(solucion de NaOH al 10%).

Inmediatamente colocar el gel en la solucion de revelado y dejar en agitacion

constante hasta que empiece a aparecer las bandas.
Cuando las bandas hayan alcanzado la intensidad deseada agregar una solucion

fria 4°C de reactivo de parada (el mismo de fijacion) y dejar en agitacion hasta que

no aparezcan burbujas.
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Anexo D:Alelos para cada locus (entre paréntesis frecuencias alelicas)

VARIANZA DE LA FRECUENCIAS ALELICAS (%)

MTcCIR18 | 300(93.90) | 310(6.10)

MTcCIR40 | 266(4.88) | 270(68.29) | 277 (24.39) | 279 (2.44)

MTcCIR22 | 300 (100)

MTcCIR24 | 186 (92.68) | 200 (7.32)

MTcCIR15 | 231(3.66) | 235(2.44) | 240(1.22) | 250(92.68)

MTcCIR33 | 267(2.44) | 273(29.27) | 274 (26.83) | 275 (34.15) | 280 (7.32)

MTcCIR1 | 125(79.27) | 126(7.32) | 138(12.20) | 139(1.22)

MTcCIR60 | 187(1.22) | 188(32.93) | 189(6.10) | 191(1.22) | 192 (2.44) | 193(50.0) | 210(1.22) |211(2.44) |212(2.44)
MTcCIR11 | 280(86.59) | 300(12.20) | 346(1.22)

MTcCIR12 | 187(1.88) | 188(34.15) | 189(6.10) | 190(2.44) | 192(1.22) | 193(46.34) | 215(2.44) | 231(1.22) |258(1.22)
MTcCIR26 | 300(93.90) | 320 (6.10)

MTcCIR37 | 169(13.41) | 170(42.68) | 180(4.88) | 189(2.44) | 19(18.29) | 191(14.63) | 192(2.44) | 250(1.22)

MTcCIR6 250(97.56) | 260(1.22) | 290(1.22)

MTcCIR8 289(37.80) | 290(31.71) | 294(1.22) | 298(17.07) | 301(4.88)

94




Anexo E: Matriz de distancias genéticas estandar de Nei entre las subpoblaciones

(POB)

Magdalena | Guajira | Cesar Peru Trinidad
Magdalena 0,00
Guajira 0,09 0,00
Cesar 0,11 0,05 0,00
Peru 0,37 0,38 0,44 0,00
Trinidad 1.669 1.610 1.888 1.452 0,00
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