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RESUMEN

La alta demanda de materiales genéticos en elaulie cacaoTheobroma cacao
L.), requeridos para la renovacion, rehabilitac®nimplementacion de nuevas
plantaciones ha dado origen al aumento de cenggqeapagacion de esta especie,
los mismos que no cumplen con criterios técnicdfficalos especialmente en
procesos de multiplicacion clonal. En estas coondis la certificacion de viveros
para material de propagacion se realiza en basaraxteristicas fenotipicas, sin
autentificacion de genotipos. Con estos antecesleste propuso el uso de
marcadores moleculares microsatélites de seleestable, identificando individuos
de cacao Nacional “Fino de Arom&En este estudio se utilizaron 17 SSRs para
obtener la identidad genética de 31 accesionesiy@ato las recomendadas por
INIAP. Para la asignacion de pesos molecularesosleptoductos amplificados se
empled la técnica de migracion mediante corridected®orética en geles de
poliacrilamida, los resultados fueron reveladostianion con nitrato de plata y
fluorescencia en un sistema semiautomatizado. hébseés multivariados aplicados
a los genotipos en estudio, revelaron la existemeieinco grupos: EET, SNA, CCN,
ESS y AIS. Los genotipos EET formaron un grupo idige para el cual no se
encontraron alelos especificos, con excepcion tb ale 289pb, en el locus
mTcCIR 22 del genotipo EET-19. Por tal motivo, skescion6 en base a frecuencias
alélicas marcadores microsatélites que diferenalegrupo de los genotipos EET,
siendo estos: mTcCIR 6, mTcCIR 12, mTcCIR 24 y mIReG8. Los marcadores
seleccionados permitieron identificar clones fugeatipo en diferentes sistemas de
propagacion asexual. Con lo cual el presente e@sthdi hecho contribuciones

importantes para determinar la estructura y simgled genética del cacao.
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Abstract

The high demand for genetic materials in the cation of cocoaTheobroma cacao
L.), required for the renovation, rehabilitatiordamplementation of new plantations
has given rise to a proliferation of centers ofgagation, which do not meet criteria
qualified technicians especially during the proesss clonal multiplication. In these
conditions the certification of nurseries for prgpion material, is performed on the
basis of phenotypic characteristics, which do motviale a criterion of confidence for
the authentication of genotypes. In this sense,pvapose the use of molecular
markers of microsatellite stable selection, to yaout the identification of
individuals of National cocoa "Fine Aroma". 17 SSRere used to obtain the
genetic identity of 31 accessions within which #re recommended by INIAP. For
the allocation of molecular weights of the amptfiproducts are employment the
migration technique using electrophoretic run imyporylamide gels, whose results
were revealed in silver nitrate staining and flgoence in a semi-automated system.
The multivariate analyses tested in genotypes W#ferentiated five groups: EET,
SNA, CCN, ESS and AIS. The genotypes EET are adggaeous group for which
no specific alleles were found, with the exceptidnhe 289pb, in the locus mTcCIR
22 of the genotype EET-19. For this reason, wascsall on the basis of allelic
frequencies microsatellite markers that differdetithe EET group of genotypes,
these being: mTcCIR 6, mTcCIR 12, mTcCIR 24 and @IRc58. The selected
markers allowed identifying clones out of type iiffatent systems of asexual
propagation. The present study has made importamttilbutions to determine the

structure and genetic uniqueness of cocoa.



CAPITULO 1:

SELECCION ESTABLE DE MARCADORES MOLECULARES
MICROSATELITES (SSRs) PARA LA IDENTIFICACION DE
CLONES COMERCIALES DE CACAO NACIONAL (fieobroma
cacaol.), RECOMENDADOS POR EL INIAP

1.1 Formulacion del problema

El cultivo de cacaol(heobroma cacab.) para el afio 2011, ocupd en el pais una
superficie de 521.091,00ha., de las cuales 40@8B8&, constituyen siembras en
monocultivo y 114.235,00ha. en sistemas asociagio®tos cultivos (INEC, 2012).
Esta misma fuente reporta el crecimiento que hamideafno tras afio durante esta
altima década el cultivo de cacao en cuanto a fiajgesembrada a nivel nacional. A
partir del 2004 en adelante se reporta un incrempata los siguientes periodos,
2004-2005 un 10,88%, entre el 2005 y 2007 el%,8@ntre el 2007 y 2009 el
9,78% vy para el periodo 2009-2011 un incrementdl@g3%. Estas cifras revelan
gue la superficie del cultivo en Ecuador ha tenidamportante crecimiento durante
los dltimos afios, originado por una relativa edtédd en los precios y por una

creciente demanda del producto por parte de losades internacionales.

La alta demanda de materiales genéticos requenmoa la renovacion,
rehabilitacion o implementacion de nuevas plantesode cacao en el pais, ha dado
origen a una proliferacion de centros de propagadeé material de siembra, los
mismos que no cumplen con criterios técnicos califos o validados, que
garanticen una correcta identificacion de los nm@les propagados clonalmente y

usados para la venta a nivel de vivero.



El Instituto Nacional Autbnomo de Investigacionegrdpecuarias (INIAP)
durante mucho tiempo ha generado informacion slalsrearacteristicas fenotipicas
de los genotipos recomendados, seleccionando usta kstandarizada de
descriptores morfolégicos y agronémicos que perhéténir caracteres cualitativos
y cuantitativos. Sin embargo, éstas constituyenigasdsubjetivas que en buena
parte estan limitadas por efectos ambientales ynaderequiere de una gran
experiencia del evaluador para una caracterizeaénada. Otro factor negativo de
los descriptores fenotipicos es el tiempo, puesrgémente deben ser usados en

arboles adultos (en produccion) que hayan completadiesarrollo.

Actualmente, existen tecnologias basadas en edes@DN que permiten la
identificacibn de un genotipo en particular, asimoola determinacion de la
diversidad entre familias y poblaciones, sirvenbdese para la identificacion de
especies e hibridos, permiten establecer la pdeginentre muchos otros aspectos;
sin importar la forma o tecnologia por la cual @rembtenidos (Liu & Cordes,

2004).

Entre las técnicas mas utilizadas en la ultima deecastan los marcadores
moleculares microsatélites, los cuales se caraateqpor ser secuencias unicas que
se encuentran localizadas en diferentes partggedeina; son abundantes, altamente
polimorficos entre individuos y son codominantesacteristicas que han hecho de
estas herramientas perfectamente adaptables vyalalpkc al cultivo de cacao

(Chakrabortyet al.,1988).



Como lo demuestran estudios realizados por SaunbBsshke & Hemeida
(2001), ha sido posible seleccionar 15 iniciadaresrosatélites como estandares
internacional para caracterizar cacao. Para el esgecifico del cacao Nacional ya
se han realizado estudios con microsatélites camados casos de Loor (2002, 2009)

y Amoreset al.(2009c¢).

La presente investigacion se orientd hacia la eElec de marcadores
moleculares microsatélites, con el objeto de dispote herramientas para la
identificacion y diferenciacion de los clones coomes de cacao Nacional
(Theobroma cacad..), recomendados por el INIAP, de otros con cargstieas

fenotipicas similares presentes en el mercado @taiao.

1.2 Justificacion

Es ampliamente conocido que existe una crecienteadga de cacao Fino de
Aroma para la industria a nivel mundial, la cuahsntendra creciente al menos por
la siguiente década. En este escenario, la dentEndiantas de cacao Nacional para
la implementacidon de nuevas areas en el pais, sensétuido en un factor favorable
para el crecimiento acelerado; pero a la vez, dasiwado de un amplio sector de
productores dedicados a la propagacion de matddakiembra, los cuales no
mantienen criterios técnicos del proceso de pradoau verifican el origen genético

del mismo, caracteristicas requeridas para elevardduccion de esta especie.



En estas condiciones, la Agencia de AseguramieatdadCalidad del Agro
(AGROCALIDAD), en cumplimiento del Acuerdo Internisterial de Septiembre 11
del 2009, para el “Reposicionamiento de cacao Mati&ino y de Aroma”, ha
iniciado la inspeccidn y registro de viveros, poeva la autorizacion de
funcionamiento como productores calificados de ratde siembra de cacao tipo

Nacional.

Hasta el momento, la base sobre la cual se sussetdgision para emitir o no la
certificacion es la informacion fenotipica del migtevegetal, pero esta demostrado
que ésta forma de seleccion, no permite la digtmexacta entre los individuos de
un cultivar en particular, por lo que no forma uitecio de confianza. Al contrario,
el uso de herramientas moleculares y en particldartécnica que utiliza
microsatélites, por su caracter de codominancia uy usilidad para medir
polimorfismos entre especies estrechamente reladam permiten la identificacion
genética de un individuo en cualquier etapa derddkajustificando la realizacion

de este trabajo.



1.3 Objetivos

1.3.10bjetivo General

Seleccionar marcadores moleculares microsatéliEsR¢) estables para la
identificacion de clones comerciales de cacao Matiglheobroma cacad..),

recomendados por el INIAP.

1.3.20bjetivos Especificos

* Determinar la identidad genética de los genotipomerciales de cacao
Nacional utilizando un set de 20 marcadores madeesl microsatélites

(SSRs).

» Seleccionar marcadores moleculares microsatél@&sR§) que permitan la
identificacion de los genotipos comerciales de @d¢acional, recomendados

por el INIAP, de otros con caracteristicas fenotpisimilares

» Determinar la estabilidad de los marcadores mitétises seleccionados para
la diferenciacién de los genotipos en plantas dma@aNacional obtenidas

mediante diferentes formas de propagacion asexual.



1.4 Marco Teorico
1.4.1Cacao (Theobroma cacad..)

1.4.1.10rigen e Historia del cacao

El sitio exacto donde se origind el cacdbdobroma cacad.), es incierto, pero
existen teorias como la propuesta por Cuatrecak@®4) y Cheesman, (1944)
qguienes mencionan que el cacao es originario dA®érica especificamente, de un
area al este de la cordillera de los Andes comaymstlas cuencas hidrograficas del
Alto Amazonas y del Orinoco. En la actualidad estaa incluye a los paises de
Colombia, Ecuador, Pera, Brasil, Venezuela y lasg/aBas (Amores, Palacios,
Jiménez, & Zhang, 2009a). Ahora gracias al usoelteamientas biotecnolégicas en

cacao, se puede confirmar la teoria de CuatregaShsesman

Cuatrecasas (1964), ademas de su teoria sobréggeh atel cacao, propone la
existencia de dos grupos, con caracteristicasif@oas y genotipicas bien definidas,
el grupo de los cacaos Criollos, los cuales sogir@rios de América Central y el
grupo de los cacaos Forasteros a los que les yrisar originarios del bajo
Amazonas. Ademas menciona que estos dos Qrupos ucewwron

independientemente.

Existe un tercer grupo genético de cacao resultmtruzamientos espontaneos
del grupo de cacaos Criollos con el grupo de ca€awvasteros, al cual se le ha

denominado cacao Trinitario (Quirdz, 2002; Martin2207).



Otros autores tomando en consideracion las carstitas de aroma y sabor del
cacao ecuatoriano lo consideran un cuarto grup@asksracteristicas lo diferencian
de los tres grupos antes mencionados y se lo deaoracao Nacional del Ecuador

con Sabor Nacional Arriba (Batista, 2009).

La historia del cacao, menciona a los ToltecasyArtecas quienes usaban este
fruto antes del descubrimiento de América. Cuandm&h Cortés conquistd México
encontrd que los Aztecas usaban las almendrasadab ao solo para la preparacion
de bebidas sino también como moneda; ademas ayeéal arbol del cacao era de
origen divino por eso Linneo asigno a la especi@oghbre de Theobroma, que

significa alimento de los dioses (Batista, 2009).

Alrededor de 20 afios después del descubrimiento Adeerica, los
conquistadores de México se asombraron de las ggacahtidades de cacao que
encontraron en los almacenes del emperador Moctgezunte la popularidad que
llegé a tener la bebida hecha de cacao. Esta ezda por la que se establecid en

Europa una firme creencia de relacion entre loscazty el cacao (Batista, 2009).

En cuanto a la historia del cacao en Ecuador, exstasa literatura sobre el
cultivo pre colonial, quizas porque los espafiolegaron primero a Meéxico y
Centroamérica y alli conocieron sobre el cacao ysu Mas tarde, al llegar al
Ecuador, ya no se interesaron por este fruto. t@saas dicen que Pizarro llegé a la

provincia de Esmeraldas y encontro cultivos de a@raeste sector (Amores al.,
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2009a). A inicios del siglo XVIII el cacao Naciord#l Ecuador, empezo a cultivarse
comercialmente y su cultivo fue ampliandose hatiaoge, a lo largo de las vias
fluviales, a medida que se incrementaba la demadaEuropa y decaia la
produccion en Meéxico y Venezuela. Existe evidenciantifica empleando

marcadores moleculares como el trabajo realizado Lpor et al (2009), que

refuerzan la teoria en la que se indica que elocacaatoriano inicialmente fue
originario de la Amazonia y que de alli, fue tramtdo hasta la region costera

(Amoreset al.,2009a).

1.4.1.2Taxonomia

En cuanto a la clasificacion del cacao Linneo (},/8lasifico el cacao como

Theobroma cacaolLuego, Benthan & Hooker en 1862, dieron una fitasiion

definitiva (Cuadro 1.1)

Cuadro 1. 1 Clasificacion Taxonémica del cacao.

Reino Plantae
Sub-reino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Sub-clase Dilleniidae
Orden Malvales
Familia Sterculiaceae
Género Theobroma
Especie Theobroma cacab.

Fuentes: United States Department of
Agriculture (2012); Benthan &Hooker (1862)



Cuatrecasas (1964), realizé una clasificacion tamoca del género Theobroma,

(Cuadro 1.2) agrupandolo en 6 secciones y 22 especi

Cuadro 1. 2 Clasificacion taxonémica del género Theobroma

Seccioén

Especie

Theobroma
Rhytidocarpus

Oreanthes

Telmatocarpus

Glossopetalum

Andropetalum

4 4 4444444444444

. cacao L.

. bicolor, Humb. Et Boupl

. silvestre Mart

. speciosum Wild

. velutinum Benoist

. glaucam Karst

. bernoulli Pieter

. gileri Cuart

. microcarpum Art

. angustifolia Mocifio at Sesse
. cirmolinae Cuatr

. stipulatum Cuart

. chocohense Cuatr

. simiarum Donn Smith

. grandiforum Schum

T.

ovobatum Klotzch et Bernouli

T.subincamun Mart
T.hylacum Cuatr

T.
T.

nemorale
simmosun Pavo Exhuber

T.canunanense Pires et Fraes

T.

mamosum Cuart

Fuente: Batista (2009)
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1.4.1.3Caracteristicas y Descripcion

El crecimiento y desarrollo del cacao esta detemdonpor dos factores, los
factores hereditarios intrinsecos que dependeratn@nte del material genético de
cada individuo y los factores ambientales como dmperatura, la luz, la
precipitacion, la humedad relativa entre otros. faxgores ambientales varian de
acuerdo a la zona de cultivo, esto hace que el cdamiento del cacao sea diferente
en cada sitio y en ocasiones el entorno climatimaadramaticamente la fenologia

del cultivo (Amorest al.,2009a).

El cacao es una planta perenne diploide (2n=20)r§@u2002), que puede ser
proveniente de semilla, o puede ser producida ateemte (estacas e injertos).
Existen diferencias entre las plantas propagadadiamte estas dos formas de
reproduccion. Las plantas reproducidas por semplasentan un sistema radical
compuesto por una raiz principal denominada raibtante, la cual crece hacia
abajo de forma recta y un sin numero de raicesndgacias; desarrollan un tallo
principal de crecimiento vertical que puede alcarizaa 2 metros de altura. Las
ramas, son dimérficas, unas son de crecimientacaéfiacia arriba (ortotrépicas) y

otras son de crecimiento oblicuo hacia fuera (plagpicos) (Adwet al.,2011).

Las plantas que se producen por medios vegetathasexuales no desarrollan
raiz pivotante, pero si poseen varias raices sadasd de crecimiento horizontal.
No poseen un tallo principal sino prevalece elionemto de ramas plagiotropicas.

(Adriazola, 2003)
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Las hojas durante su formacion, crecimiento y estatlulto poseen
pigmentaciones diferentes, cuya coloracion vargalelenuy pigmentadas hasta poco
pigmentadas. Generalmente, los tipos de cacao l&€nolTrinitario tienen una
pigmentacion mas coloreada que los del tipo Fa@spero en todos los casos las
hojas adultas son completamente verdes, de lanmaes entera, de forma que va
desde lanceolada a casi ovalada, margen enter@duea pinada y sin tricomas. El
tamafo de las hojas es variable, depende del gengtide la posicion que se
encuentra en el arbol. Las hojas de la perifereagian muy expuestas a la luz solar

son mas pequefas que las que estan ubicadaségrieridel arbol (Batista, 2009).

Las flores del cacao se forman directamente eroetd o en las ramas adultas
del arbol, el nimero, tamafo y colores de estasivale genotipo a genotipo. Pero
generalmente son de color rosa, purpura y blangtemde 0.5 a 1cm de diametro y
de 2 a 2.5cm de largo, poseen al abrirse formasttella. La flor del cacao es
hermafrodita, pentamera, de ovario supero, conestractura floral formada de 5
sépalos, 5 pétalos; el androceo conformado porild®dntos de los cuales 5 son
fértiles (estambres) y los otros 5 son infértilestgminoides); el gineceo esta
formado por un ovario supero con 5 loculos fusiasadiesde la base donde cada uno
puede contener de 5 a 15 6vulos, dependiendo dekige (Batista, 2009; Adet

al., 2011).
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Los frutos son bayas largas comunmente llamadasorsss; poseen una
longitud de 15 a 25cm de largo, dentro de la cealescuentran las semillas
embebidas en una pulpa mucilaginosa; poseen de4Dsemillas. Las mazorcas

brotan del tronco principal y de las ramas de [zag@d\duet al, 2011).

Por su forma, las mazorcas de cacao se clasifimao:camelonado, calabacillo,
angoleta y cundeamor, variando segun el espéciilenolor también varia con
muchas tonalidades, pero en realidad existen dosesobasicos, el verde y el color
rojo. El color verde es especifico del cacao Ferasimientras que los colores rojo y
verde estan presentes en el Criollo y Trinitaria. duperficie de las mazorcas se
presentan desde lisas hasta fuertemente rugosasyms superficiales o profundos

y lomos individuales o pareados (Adual, 2011).

Como se menciona anteriormente, el tamafo, la forrahcolor de los frutos
varian ampliamente dependiendo de sus caractassgjenéticas, ademas también
dependen del medio ambiente donde se desarrdidel, asi como del manejo que

se le dé a la plantacion (Chanatasig, 2004).

1.4.1.4Clasificacion del cacao

Hardy (1961), propone la existencia de tres gramggegos genéticos de cacao,
los Criollos, los Forasteros y los Trinitarios. S¥mbargo, estudios moleculares,
colocan a la variedad de cacao Nacional como uriccgeupo separado de los otros

tres (Crouzillat, Bellanger, Rigoreau, Bucheli, &tiard, 2000)Incluso en estudios
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mas recientes realizados para entender mejor largiilad genética del cacao
(Motamayor et al, 2008) se sugiere la existencia de 10 grupos geset
confirmando con ello que existe una amplia divardigenética en las poblaciones

(Amoreset al.,2009a).

1.4.1.4.1Tipo Criollo

El término Criollo, originalmente fue atribuido plas conquistadores espafioles
al cacao cultivado en esa época en Venezuela. lAwtnge se ubican dentro de este
grupo todos los cacaos que muestran las caracasisie los antiguos cacaos
Criollos venezolanos (Quiréz, 2002). Este tipo deao principalmente esta presente
en Ameérica Central, México y sectores de VenezyeGolombia (Amorest al.,

2009a).

El cacao Criollo presenta las siguientes caratieags almendras gruesas casi
redondas, con cotiledones de color blanco mariihgae algunos casos también
presentan cotiledones color violeta palido o rosadstaminoides color rosa palido.
Las mazorcas tienen una forma alargada, una codemapericarpio rugoso y
delgado y un mesocarpio poco lignificado, ademaseutan diez surcos profundos.
Cuando los frutos estan en estado inmaduro la iIgassade color rojo o verde y se

torna amarilla 6 anaranjado-rojiza en la madurendreset al.,2009a).
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Los arboles son relativamente bajos, y menos robustu copa es redonda,
poseen hojas pequefas, ovaladas y gruesas, devedderclaro, las flores presentan
un pedicelo corto, estaminoides y lineas de loalpetcolor rosado claro. Este grupo
es muy susceptible a las principales enfermedadesti( 1953). El chocolate

obtenido de este cacao posee un sabor a Nuezay(Paredes, 2009).

1.4.1.4.2Tipo Forastero

Este grupo lo comprenden los cacaos cultivados resilBy Africa Occidental
que son el 80% de la produccion mundial (Soria ¥966). Las mazorcas estan
dotadas de surcos y rugosidad notable, aunque res oasos son lisas y con
extremos redondeados, la cascara es un poco gyuesanesocarpio lignificado;
cuando estan en estado inmaduro las mazorcas sawiateserde y al madurarse se
tornan amarillas (Paredes, 2009); las almendrasns@ 0 menos aplanadas con
cotiledones de color purpura. Las flores preseattaminoides de color violeta. Los
arboles son robustos y grandes (Batista, 2009)hadolate que produce este tipo de

cacao tiene un sabor basico de cacao (Aneirak,2009a).

1.4.1.4.3Tipo Trinitario

Este grupo ocupa del 10 al 15% de la producciondmalineste grupo muy
complejo se origind en Trinidad y esta formado waa poblacion hibrida obtenida
mediante el cruce del los cacaos Criollos de Tadhiy una variedad forastera

introducida de la cuenca del Orinoco. Las caraatiesis morfoldgicas, genéticas y



15

de calidad que posee este tipo de cacao son migyledifde definir, ya que son

intermedias entre los dos grupos antes mencio&losdz, 2002; Martinez, 2007).

Los cacaos Trinitarios presentan mazorcas de dileseformas y colores,
pueden ser verdes y rojas cuando estan inmadum@gegen tornarse amarillo y
anaranjado rojizo a la madurez. Por lo generakllagndras son de tamafio mediano
a grande con cotiledones color violeta oscuro. rBtesarse, desarrollan un sabor a
chocolate bastante pronunciado acompafado en agasws de sabores afrutados

(Amoreset al.,2009a).

1.4.1.4.4Tipo Nacional

El cacao tradicional ecuatoriano pertenece al grglocacao Nacional y se

caracteriza por un cotiledén castafio claro y umtéug agradable perfume floral

conocido como aroma Arriba (es originario de lanjmaboscosa occidental de los

Andes, la region de Arriba) (Amoresal.,2009a).

Cacao Nacional Fino de Aroma

En el Ecuador se cultiva cacao desde principiosigéd XVIII, pero a raiz del
aumento del consumo de cacao a nivel mundial apakmente desde la segunda
mitad del siglo XIX, el cacao Nacional ecuatoriae ha convertido en un
importante rubro a nivel nacional (Soria V. , 167

Actualmente, en el Ecuador existen pocas plantasipuaras de cacao Nacional,
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ya que a lo largo de la historia se han originadazamientos naturales con
materiales introducidos desde Venezuela y Trinidadsta progenie se la denomina

complejo de cacao Nacional por Trinitario (Pare@689).

Algunas caracteristicas que el cacao Nacional edaab presenta son:
mazorcas con surcos Yy lomos poco profundos, de aforetiptica, con
estrangulaciones en la base y el apice de la mighagedes, 2009). Ademas,
presentan un apice puntiagudo y prominente, la maztiene un diametro y un
grosor de cascara mayor al de los otros gruposqiter G. , 1992). Las almendras
son pequefas y redondeadas, con un color inteotetaipalido o lila, aunque en
algunas ocasiones se observan semillas blancaswiero de almendras por
mazorca es aproximadamente 33 (Paredes, 2009)tipstde cacao produce una
cosecha principal anual, comenzando en diciemineajizando en mayo (Quirdz,

2002).

El cacao Nacional presenta ciertos rasgos de @ropos genéticos, pero
también tiene caracteristicas que lo distinguera de ellas es su Sabor Arriba
(Lanaud, Motamayor, & Risterucci, 2000). Esta cemdstica lo hace muy cotizado a
nivel internacional, ya que del cacao Nacional soieno se obtiene uno de los
mejores chocolates del mundo, con un sabor y aftmrad, combinado con perfiles

de frutas y otros sabores (Paredes, 2009).

De acuerdo a Cheesman (1944), Bowman (1950) y NaS%3) el cacao

Nacional esta ubicado dentro del grupo de los cadamrasteros Amazonicos,
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basandose en su aparente relacion taxonomicagndiargo Enriquez (1992) basado
en caracteristicas fenotipicas de la mazorca, forroalor de la semilla, menciona
que este grupo no es similar a los Forasteros wandase en el tiempo de
fermentacion calidad y aroma indica que esta vadegsta cerca del grupo de los
Criollos, pero recalca que su origen es del alt@2onas, mas especifico del oriente
ecuatoriano desde donde sus frutos fueron posiblent@ansportados a ambos lados
del los Andes originandose la variedad Nacionalocma por su especial calidad

organoléptica (Quirdz, 2002).

Por otra parte, varios autores como Lecertetaal. (1997), Crouzillantet al.
(2000) y recientemente Loat al (2009), mediante trabajos moleculares y datos
fenotipicos (inclinacion del arbol al envejecestamna radical, color y forma de las
hojas, color del fruto y los estambres de las ia@n pigmentados), proponen que el
cacao Nacional a pesar de ser considerado derltgrug®m de Criollos por algunos
autores y Forasteros por otros, poseen caractedstidependiente de estos grupos

(Quirdz, 2002).

El cacao de Ecuador ha sido considerado como woadiferente a los otros,
debido a sus caracteristicas organolépticas espeaae le diferencian de otros
cacaos de calidad, con otros sabores también &petguor mercados especializados
(sabor a nuez o sabor frutal). EI cacao Sabor Matiarriba posee un sabor floral
que da una dulce sensacion a flores, como un perftgsco, entre jazmin, rosas y

lilas (Quingaisa & Riveros, 2007).
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A principios de la década de 1940, la United Fdgimpany en colaboracién con
el gobierno del Ecuador, realizé un proyecto pavkeatar mazorcas de cacao
Nacional en fincas cacaoteras tradicionales der@gnsur del litoral ecuatoriano.
Estas mazorcas se colectaron de arboles que viso@nmeran productivos y
mostraban poca incidencia de enfermedades combasisobrujaNloniliophthora
perniciosg y moniliasis Moniliophthora rorer) (Amores, Agama, Suarez, Quir0z,

& Motato, 2009b).

El objetivo del proyecto fue sembrar, conservastydar el material colectado
para seleccionar individuos productivos y resigierm enfermedades, la mayor parte
de arboles originados a partir de las mazorcasctamlas se mantienen desde esa
época en la finca experimental de Buseta, tammé@oada como Centro de Cacao
de Aroma Tenguel (CCAT), ubicado en la parroquiagiel provincia del Guayas

(Amoreset al.,2009b).

A comienzos de 1990 y durante los siguientes cuafims, el INIAP con el
apoyo de FUNDAGRO inici0 estudios para conoceroahgortamiento fenotipico y
sanitario de un grupo de arboles de la finca LaeBusPrevia a la seleccion de los
arboles considerados superiores por su productlyisi@nidad y rasgos fenotipicos
cercanos al cacao Nacional, se multiplicaron ethujeron a la EET — Pichilingue
41 clones, los cuales se sembraron en parcelassgevacion para empezar a formar
una coleccion de cacao Nacional. La coleccion spli@neon otras 63 accesiones

introducidas a mediados de la década de 1990 pentes de varias fincas de la
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zona del litoral, conformandose la coleccion deogipos de cacao Nacional del
Ecuador (CGN). Afo tras afio la diversidad genétieaesta coleccion se ha ido

incrementando (Amorest al.,2009b).

Se han realizado varios esfuerzos por conservaetnssos genéticos del cacao
Nacional y para ello se han realizado varias catede material. Una fraccion de
este material actualmente se encuentra en la Bstaekperimental Tropical
Pichilingue (EET - P) del Instituto Nacional Autdno de Investigaciones

Agropecuarias (INIAP), en forma de coleccionesigx(@abla 1.1).

Tabla 1. 1 Afo de establecimiento y numero de accesiones de las

colecciones de cacao pertenecientes a la EET — Pichilingue.

» Afio de Numero de
Coleccién/Ensayos . _
Establecimiento Accesiones
Loma Long 1940 230
Internacional H-1 1969 260
Amazonica Chalmers 1989 60
Genotipos de Cacao
i 1996 62
Nacional (CCAT)
Amazobnica Allen 1997 200
Seleccion Nacional Arriba
1998 110
(SNA)
Acriollados Esmeraldas
2009 307
(CAE)
Ancestros Cacao Nacional
2010 84

(CAN)
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En el aiflo 2000, el INIAP analizo la informacion edada sobre la coleccion
CGN, el andlisis concluydé con la seleccion de umpgr de clones cuyo
comportamiento ameritaba estudios en pruebas oudtds, para observar su
adaptacion a las diferentes zonas y su posiblenpatecomercial. Dichos clones
recibieron la codificacion EET que emplea el INIAdRra identificar variedades
producto de sus procesos de evaluacion, selecardejgramiento genético de cacao

(Amoreset al.,2009b).

Cabe mencionar que los clones EET — 575 y EET + §ué durante el 2001
fueron evaluados junto con 11 clones de cacao Nakien pruebas multilocales
entre ellas la zona de Calceta, provincia de Manébg clones con mejor
comportamiento productivo en dicha zona fueron Idenes anteriormente

mencionados (Amorest al.,2009b).

1.4.1.5Importancia del cacao en el Ecuador

El cultivo del cacao en el Ecuador fue desde sieraprrubro importante para el

pais, lo que se puede observar en el incrementa daperficie plantada a nivel

nacional en la dltima década (Figura 1.1).
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Superficie Total de Cacao Sembrada en el Ecuador
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Figura 1. 1 Superficie total de cacao sembrada en el Ecuador desde el afio
2000 hasta el afio 2011.

Del afio 2000 al 2001 se dio un incremento del 4,386 2001 al afio 2003
decreci6 la superficie plantada, pero a partirafiel 2004 en adelante se observa un
incremento en la superficie plantada. Del afio 2802010 se dio un incremento
minimo de 0.26%, pero por el contrario del afio 28[2011 se dio un importante
incremento del 10.86% de la superficie total pldatde cacao en el Ecuador (INEC,
2012). A continuacién se muestra los resultadosnitibs en dos provincias de la

costa ecuatoriana.

Los valores mostrados en el cuadro 1.3 deja evidegge se ha dado un
incremento de la superficie plantada afio tras aboestodo en la provincia de Los

Rios, la cual para el afio 2011 ha incrementadaserfcie plantada en un 12.43%.
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Cuadro 1. 3 Superficie sembrada de cacao en la provincia de Los Rios
periodo 2000-2011.

Los Rios
Afio Superficie % Periodo
2008 96.293,00 3,86 2008-2009
2009 100.014,00 2,52 2009-2010
2010 102.531,00 12,43 2010-2011

2011 115.277,00
Fuente: INEC (2012).

Para la provincia del Guayas (Cuadro 1.4), el camii es tan notorio puesto

que el ultimo afo solo se incrementd un 3,80% delterficie plantada de cacao.

Cuadro 1. 4 Superficie sembrada de cacao en la provincia del Guayas
periodo 2000-2011.

Guayas
Afio Superficie % Periodo
2008 96.206,00 1,33 2008-2009
2009 97.486,00 (0,04) 2009-2010
2010 97.443,00 3,80 2010-2011

2011 101.150,00
Fuente: INEC (2012).
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1.4.2Caracterizacion morfolégica de cacao

La diversidad genética existente en cacao, tanioeh de poblaciones silvestres
como en poblaciones domesticadas (hibridos o dpnglantea un desafio
permanente a quienes estan involucrados directalicectamente en investigacion

de este cultivo.

Cuando se desarrollan nuevos cultivares (clone®n lsea por seleccion,
hibridacion u otros métodos de mejoramiento geogétas instituciones cientificas
necesitan difundir los atributos agrondmicos dessiuevos materiales genéticos.
Sin embargo, esta informacion no es suficiente y neeesita informacion
complementaria de otros atributos, tales como: dagcteres morfolodgicos o
botanicos (cualitativos y cuantitativos), principahte de flores, frutos y semillas.
Los caracteres morfolégicos de naturaleza cualgation muy discriminativos y
altamente heredables, ayudan a identificar y dif@ae objetivamente los cultivares
de cacao con un alto grado de confianza (Garcigg @& Campo Identificacion de

Cultivares de Cacao: Universidad Nacional AgragdadSelva Tingo Maria, 2007).

Los marcadores morfolégicos o fenotipicos, requiede descriptores, como
tamafno del arbol, forma, color y tamafio de la hpgro también se requiere de
descriptores morfolégicos importantes que apareceando la planta esta
produciendo como son el numero de semillas, tant&isemillas, forma de la

semilla, color del cotiledon, rugosidad del frugatre otros. Como se ha comprobado
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en varios estudios, es posible realizar el recomecito y diferenciacion de

individuos empleando dichos descriptores, percsegiastituyen medidas subjetivas
0 inexactas, ya que se necesita una vasta experipaa poder diferenciar entre
genotipos muy cercanos, también requiere de arlmrigsroduccion, ademas estan

limitadas por efectos ambientales.

En situaciones dificiles de verificacion de la itiéad genética de un cultivar o
clon de cacao, una herramienta objetiva, practidélyes una guia de campo o un
catalogo de cultivares de cacao. Estos documestoscos facilitan y ayudan a
establecer comparaciones entre el cultivar no iiieado con los cultivares alli
descritos (Garcia, Guia de Campo Identificacion @eltivares de Cacao:

Universidad Nacional Agraria de la Selva Tingo Ma#007).

1.4.3Certificacion

La diferenciacion e identificacion de cultivaresribaresentado un problema de
dificil solucién para las técnicas clasificaciomshdas en el estudio de caracteres
morfologicos, botanicos y agrondmicos (forma, tamaficolor de planta, hojas y
racimo, época de maduracion, resistencia a enfeesd entre otros.), Ademas,
estas caracteristicas pueden ser moduladas pordaambientales, tales como el
efecto de determinados patdégenos, la etapa deimtesto o el ambiente en que se
encuentre la planta. Esta caracterizacion morfoddgilepende del criterio y
experiencia individual de cada clasificador. Estollevado a que en numerosas

ocasiones existan genotipos mal etiquetados, edpegite cuando se trata de
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cultivares que presentan fenotipos muy similarean(&ez, Castro, Valenzuela, &

Hinrichsen, 2001).

A efectos de lograr alcanzar los maximos niveles preductividad y
competitividad, una de las estrategias que se lsarm#lado en la agricultura
contemporanea es obtener materiales de propagagiéncumplan con niveles

adecuados de calidad.

Para dar garantias en cuanto a la calidad de lésrialas de propagacion, es
necesario desarrollar e implementar programas d#icacion que respondan a
normas técnicas. En términos generales, los pragala certificacion consisten en:
producir plantas mediante un proceso de multiplicaclonal a partir de plantas
madre controladas (genealogia controlada), seguinas de manejo agronomico del
cultivo en vivero, realizar controles de analisisitarios y varietales periodicamente
en cada fase de vivero, identificar con precisi@nplanta producida mediante

etiquetas oficiales numeradas (Chome, 2004).

El material inicial puede obtenerse a partir deemales locales seleccionados
por sus caracteristicas productivas y comportamiemgronomico o a partir de
materiales introducidos. Frecuentemente los mésriacales deben ser sometidos a
programas de saneamiento de forma tal que se elina@quellas plagas que afectan
su calidad. En el caso de materiales foraneos,ndefyesometidos a programas de
cuarentena para evitar la introduccion de plagasistentes en un pais o region para

de esta manera garantizar la sanidad vegetal isoclocal (PROCISUR, 1999).
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Una condicion muy importante es la identidad detema en el proceso de
multiplicacion clonal, por lo que se requiere pnapanar un alto nivel de garantia en
cuanto a la fidelidad de la identidad genéticacdenhateriales y esto se puede llevar
a cabo mediante el empleo de técnicas moleculamsigentificar y diferenciar los

materiales en cuestion.

La condicion fitosanitaria del material candidatsea certificado se establece
aplicando metodologias de diagnostico mas adecukdaalgunos casos se dispone
de metodologias rapidas, fiables y econdmicas [@fe sPAGE, entre otras) y en
otros casos se debe recurrir a metodologias quaemando su fiabilidad, implican

un mayor tiempo y mayor costo (PCR) (PROCISUR, 1999

En funcion de estos diagndésticos puede requerrsglicacion de técnicas que
permitan liberar de las plagas detectadas al rahtde interés. Normalmente se
recurre al cultivo de tejidos, quimioterapia 6 tetemapia, ya sea en forma individual
o combinandolas. Luego de cumplir con los requssfitosanitarios los materiales
conforman bloques fundacionales, los que dan orgks futuras multiplicaciones,
con el objetivo de incrementar su disponibilidadieas estos bloques deberan
cumplir con requisitos especificos que minimices t@esgos de contaminacion y
seran sometidos a controles periodicos de calidad den garantias del

mantenimiento del cultivo a lo largo de todo elgaso (PROCISUR, 1999).
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Desde hace mucho tiempo en varias zonas del murefo warios cultivos se
vienen realizando sistemas de certificacion comesgtnan los siguientes ejemplos:
NAKB en Holanda con carozos y pomaceas; en Fra@di#L con carozos,
pomaceas Y frutillas, ENTAV con vid, INRA-CIRAD caritricos; CAV, IAM, en
Italia con carozos, pomaceas Y frutillas; NSA egldterra con berries y frutillas; en
Espafna IVIA, AVASA con citricos, PLANASA con frutils, Agromillora Catalana
con Portainjertos de carozos; |. B. Gembloux ergigal con frutillas; en Sudafrica
SAPO con carozos, pomaceas Yy frutillas, Outspan aiitos, KWV con vides,
TOPFRUIT con carozos y pomaceas; CFIA en Canad&a&azos, vides y frutillas;
en EE.UU. NRPS5-IR2 con carozos y pomaceas y FPdMiScarozos, pomaceas,

vides y frutillas.

La globalizacion de los mercados ha resaltado lesidad de certificar la
identidad genética y pureza de los cultivares. ilisis directo del ADN ha
permitido el desarrollo de nuevas y poderosas meerdas analiticas, como las
secuencias de mini- y microsatélites. Para ellmdstria chilena del vino se ha
visto en la necesidad de modificar, su procesordéygcion de plantas aumentando
el empleo de un conjunto de 12 marcadores de nai@ides para caracterizar 20
cultivares de vino tinto y blanco, de los cualeshae generando patrones alelicos
anicos para cada uno de ellos. La combinacion deaguefio numero de estos
marcadores fue suficiente para obtener una comgiteeenciacion de los cultivares

(Narvaezet al.,2001).
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El problema en México en el caso de las cactacegsesenta por la existencia
de trafico con plantas ilegitimas bajo un esquerea lebalidad, bajo estas
condiciones poco 0 nada se puede hacer, debidangptasibilidad de constatar el
verdadero origen de los ejemplares. Se torna redédmen problema de dificil
solucion el determinar el origen de las plantasresmd/a que las opiniones técnicas
sobre esto se basan en caracteristicas visuales ebogrado de hidratacion de los
ejemplares, los posibles dafios a la epidermisegtaldo de desarrollo de las raices.
Estos argumentos no pueden proveer una respuetgeacinequivoca del origen de
las plantas. Frente a esta probleméatica y en bdecaolventar esta importante
deficiencia, se planted el desarrollo de un esquaeneertificacion molecular para
cactaceas basado en huellas moleculares empleaodsatélites. El mecanismo de
certificacion propuesto, resultaria de gran utdida los casos donde se requiera la
identificacion certera de los ejemplares que vanraercializarse o exportarse, pues
a diferencia de otros proyectos, como la incluglérmicrochips o las inspecciones
visuales, el ADN no puede extraerse o borrars@sléndividuos, como tampoco se
puede falsificar. La certificacion podria impulskr manera importante la creciente
industria de la produccion de cactaceas en Méxatoasegurarle al productor,

comercializador y consumidor final la legalidad pedducto (Barcenas, 2006).

Otro ejemplo de certificacion es la identificacivarietal en el programa de
obtencion y control de plantas certificadas decobn Andalucia para lo cual se han
utilizado métodos morfolégicos y marcadores de AbBbho marcadores RAPDs y

nueve microsatélites, y con ello se comprobo qua8# eran auténticos y el 7% no
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correspondian con la denominacion indicada inicealt@ por el viverista. De estos
datos hay que deducir que, al menos un 7% de #adasl que se comercializan en
Andalucia estan fuera del control del programa eéetificacion ya que no

corresponden con su variedad (Ojeda, Barranco,uillor 2006).

Para pino y eucalipto también se han implementadoaimientas moleculares
para realizar su caracterizacion e identificacipara ello se utilizé el material
genético generado en los programas de mejoramipata, verificar el proceso de
multiplicacion e identificacion de clones. Ademas, evalud el costo/beneficio de
esta certificacion genética y se difundieron Isulados a las empresas del sector.
Estos resultados llevaron a una empresa involuaddatalar un laboratorio propio

de certificacion de su material genético (Beceri@agedes, 2009).

1.4.3.1Certificacion de viveros y productores de cacao Namal en el Ecuador

La Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de Cald#ddhgro, es la autoridad
nacional sanitaria, fitosanitaria y de inocuidad log alimentos, encargada de la
definicion y ejecucion de politicas, y de la regida y control de las actividades
productivas del agro nacional, respaldada por nemagionales e internacionales,
dirigiendo sus acciones a la proteccion y mejoratniede la produccion
agropecuaria, la implantacion de practicas de idacluialimentaria, el control de la
calidad de los insumos, el apoyo a la preservad#la salud publica y el ambiente,
incorporando al sector privado y otros actoresaegjdcucion de planes, programas y

proyectos (AGROCALIDAD, 2012).
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Por lo tanto, AGROCALIDAD es la entidad encargaéacdrtificar los viveros
de cacao Fino de Aroma y otras variedades en eddétuEsta entidad propone un
manual de procedimientos para el registro y ceatfion de viveros y productores de
material vegetal de cacao Nacional fino y de ar@abor Nacional Arriba y otras
variedades (Anexo A), también emite un certificgdoa el funcionamiento de un
vivero, este es el documento oficial que garant&zaalidad fisica, fisioldgica,
genética y fitosanitaria de semillas y material ptepagacion vegetativa que se
comercializa en el pais, promoviendo sistemas liatkxy de gestion de calidad en su
cadena productiva, controlando ademas, los proadsqgsoduccion (Direccion de

Sanidad Vegetal - Programa Especifico de Cacad,, ZGROCALIDAD, 2012).

Los jardines clonales del INIAP para propagaciompldatas se encuentran en la
EET — Pichilingue, EE — Litoral Sur, EE Central @de Amazonia y EE. Santo
Domingo. La EET — Pichilingue del INIAP, dispone denes o cultivares de alta
produccion con tolerancia a las enfermedades yceawacteristicas propias de la

variedad Sabor Nacional Arriba (Tabla 1.2).
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Tabla 1. 2 Material recomendado por el INIAP para el Ecuador.

Material Recomendado por el INIAP

Cdbdigo

Clones Hibridos
Lugar Cabdigo Lugar

EET-19

EET-48
EET-62

EET-95

EET-96

EET-103

EET-575
EET-576
EET-544

EET-558

Santo,Domlngo de los Tsach_llas, EET-19 x EET-110
Los Rios, Bolivar, y Cotopaxi
Zamc_)ra Chinchipe, Morona EET-48 x EET-110
Santiago y Pastaza

Esmeraldas EET-48 x EET-332
Esmeraldas, Guayas, El Oro, Loja,

Zamora Chinchipe, Azuay, Cadar,

Chimborazo, Los Rios, Bolivar,

Tungurahua, Cotopaxi, Santo EET-95 x EET-332
Domingo de los Tsachilas, Manabi
Pichincha, Napo, Sucumbios,

Orellana y Morona Santiago

Esmeraldas, Guayas, El Oro, Loja,

Zamora Chinchipe, Azuay, Cafiar,

Chimborazo, Los Rios,

Tungurahua, Cotopaxi, Pichincha, EET-103 x EET-378
Imbabura, Carchi, Napo,

Sucumbios, Orellana, Pastaza y

Morona Santiago

Esmeraldas, Manabi, Guayas, El

Oro, Loja, Zamora Chinchipe,

Azuay, Canar, Chimborazo, Los

Rios, Bolivar, Tungurahua,

Cotopaxi, Santo Domingo de los

Tsachilas, Pichincha, Imbabura,

Carchi, Napo, Sucumbios,

Orellana, Pastaza y Morona

Santiago

Esmeraldas y Manabi

Manabi

Santa Elena y Guayas

Santa Elena y Guayas

Clones recomendados para patrones

EET-116
EET-399
EET-400
IMC-67

POUND12
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1.4.4Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son segmentos de AD8Idesados como puntos
de referencia al analizar el genoma, estan situanldsgares especificos del genoma.
Este tipo de marcadores pueden evaluarse desdéogjuedividuos estan en sus
primeros estadios de desarrollo y se pueden aplgardo a todo el individuo o solo
parte de él. Un marcador molecular recibe el nonderenarcador genético cuando
su comportamiento se rige a las leyes basicas kderéacia mendeliana (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). Los buenos marcadores sorllagjggie, en la misma region del
genoma, muestran variacion entre organismos dedmanespecie (Liu & Cordes,

2004).

El uso de herramientas analiticas basadas en &bkiandirecto del genoma
(ADN) supera varios inconvenientes de un analissfolbgico, debido a que el
analisis se hace independiente de factores aml@snyase pueden emplear en
cualquier estado de crecimiento del individuo. Dsaemanera, se obtienen
marcadores moleculares que definen un perfil médeau "fingerprinting” propio
para cada individuo. Existen diversos marcadoredeculares aplicables para
estudios moleculares en plantas, y especificamgaute el desarrollo de perfiles

moleculares (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Las aplicaciones de los marcadores molecularesraondiversas. Entre estas
tenemos la diferenciacion de individuos, discrimiga entre clones, analisis

filogenéticos y taxondémicos, mapeo de genomas, tificacion de variabilidad
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génica intra e interespecifica, mejoras genétichteccion de infecciones o
propension a sufrirlas, localizacion de resistengigenfermedades, entre otras

(Claros, 2008).

Los marcadores moleculares pueden ser clasifioagtoslarcadores dominantes
que detectan dos clases genotipicas (AA + Aa) ynaadiferencian en entre
heterocigotos y homocigotos (Yanez, 2002). El geé e obtiene con estos
marcadores dominantes presenta presencia o ausengéanda para un locus de cada
individuo y en marcadores Codominantes que presepi@rones de bandas

distinguibles entre homocigotos y heterocigotosn@ly& Milligan, 1994).

Existen varias técnicas para definir marcadores eautdres y detectar
polimorfismos, pero ninguna de ellas es ideal. &lar, se debe tomar en cuenta la
finalidad y la resolucion genética deseada, asiocto® costos, antes de elegir una
técnica (Mueller y Wolfenbarger, 1999). Entre lésnicas mas utilizadas en la
tltima década estan los microsatélites o SSR (sing@quence repeat), las
amplificaciones al azar de ADN polimérfico 6 RAPDarfdom amplified
polymorphic DNA), el polimorfismo de longitud deagmentos de restriccion 6
RFLP (restriction fragment length polymorphism) lypelimorfismo del largo del

fragmento amplificado o AFLP (Montafio, Villalpandbyargas, 2006)
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RFLPs: esta técnica se viene empleando desde la décatid70e Los RFLPs
son la variacion en la longitud de los fragmentes ADN producida por una
endonucleasa de restriccion especifica a parth@E gendmico. Son marcadores
codominantes. Los pasos generales a seguir paaaadkis con RFLPs son los

siguientes:

* Aislamiento del ADN

» Digestion con enzimas de restriccion

» Separar los fragmentos en base a su tamafio ee gghdosa

e Aplicar “Southern Transfer”, por ejemplo se puedaruuna membrana de
nylon

* Exposicion de la membrana a una sonda marcadapage® una secuencia
homologa a uno o mas fragmentos, de tal manera sgueroduce la
hibridacion del ADN

+ Deteccion de bandas hibridadas con luminiscencia

Los RFLPs han sido ampliamente empleados en vestoslios en plantas como:
caracterizacion de bancos de germoplasma, estiildigsnéticos, pureza de semillas
hibridas, selecciébn y localizacion de genes espesif con caracteristicas
agrondmicas importantes, entre otros. El costosolaplejidad técnica y la gran
cantidad de ADN que se requiere pueden ser lineisapéra el empleo de los RFLP

como técnica de diagnostico (Lynch & Milligan, 192&ofeifa, 2006).
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RAPDs: este andlisis fue descrito por primera vez en 199thde los
investigadores mencionan que esta técnica es teiasmisma de la metodologia
PCR, pero emplea un iniciador corto alrededor desutOpb con una secuencia
arbitraria con la capacidad de unirse a regiongec#ficas del genoma. Es un

marcador dominante. El andlisis con RAPDs reqgudereinco elementos basicos:

* ADN de la muestra a analizar

e Iniciador con un contenido de al menos 50% de guaaitocina para
funcionar correctamente

* Nucleédtidos 6 DNTPs (dATP, dGTP, dCTP y de dTTP)encentraciones
adecuadas

* Solucién Buffer

e Tag-polimerasa

La eficiencia de los marcadores RAPDs puede esfarenciada por varios
factores, entre ellos se destaca el nimero descitdoamplificacion, la cantidad de
ADN inicial, la longitud del ADN, el iniciador y leemperatura de Annealing. Estos
marcadores son empleados en varios estudios coracte@zaciones de bancos de

germoplasma (Lynch & Milligan, 1994; Azofeifa, 2006
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AFLPs: son considerados marcadores de alta eficacia,jearal analisis de un
elevado numero de loci por experimento sin requafarmacion previa sobre su
secuencia, son en su mayoria dominantes y altamgmteducibles. Sin embargo, la
técnica es mas complicada de ejecutar que la d&RARRD y de SSR, ademas
requieren una mayor cantidad de ADN. El analisid AlEombina la digestion con

enzimas de restriccion con PCR. Generalmente Seaea

» Digestion del ADN con dos enzimas especificas deiceion.

* Agregar adaptadores para que éstos se peguen emoldss de los
fragmentos recién formados y de esta manera prov@esecuencia conocida
para poder amplificar mediante PCR que normalmgatesalizan dos ciclos
térmicos selectivos. En el primero se utiliza urcdmucledtido selectivo, en
el segundo, se utiliza el anterior nucleétido mas © dos nucleotidos
selectivos adicionales.

* Los fragmentos pueden ser separados medianteoéteesis en un gel de

poliacrilamida.

Este tipo de marcadores se pueden emplear en Hrwerion de los mapas
genéticos para discriminar entre individuos cerosrde relacionados y para
localizar genes especificos en genomas complejgscti & Milligan, 1994;

Azofeifa, 2006).
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SSRs:Los microsatélites son regiones de secuencias pagydos a 10 pares de
bases) repetidas, arregladas en serie, las cualasusne que estan distribuidas al
azar por todo el ADN. Son secuencias de ADN altaeneariables dispersas a través
de los genomas de hongos, plantas y animalescuakes pueden o no estar

asociadas con genes, son loci altamente mutabieddifa, 2006).

SNPs(Single Nucleotide Polymorphismegs la nueva tendencia en marcadores
moleculares, son polimorfismos mas abundantes egeebma, ya que es una
variacion en la secuencia del ADN que afecta a sola base, aunque algunos
autores consideran que cambios de pocos nuclea@tisos delecciones e inserciones
pequefias también pueden ser considerados como SRHE?e. esta técnica
relativamente nueva, aun se esta afinando, existens estudios publicados, aun no
se tiene un set core de SNPs para los diferenfésosu(Pui-Yan & Xiangning,

2003).

En el caso de cacao, desde hace mucho tiempo, rsevdmado realizando

estudios con marcadores moleculares, en espesialitmosatélites.

1.4.4.1Microsatélites

Los marcadores moleculares microsatélites son uodoé@ptimo de analisis de
ADN por varias razones, son cortos, muy facilesadwlificar, abundantes, son
codominantes, altamente polimérficos y de facilleaeion de la variacion de

tamanfo, estan distribuidos uniformemente por tddgeroma, poseen altos niveles
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de variabilidad entre organismos estrechamente cioglados ademas son
experimentalmente reproducibles, son consideradaselentes marcadores
moleculares para distintos propositos, como essud@ caracteres cuantitativos,
estudios de ligamiento genético en plantas, esyabblacionales y la identificacion
de variedades, realizacion de fingerprintings, iaisalde paternidad, entre otros.
Estas caracteristicas hicieron a los marcadoresosaitglites muy Utiles para una
amplia variedad de aplicaciones, hasta la fecha d&s1000 articulos de
investigacion fueron publicados usando microsa®lien plantas (Ferreira &

Grattapaglia, 1998; Weising, Nybom, Wolff, & KaR05).

La tecnologia para el analisis de microsatélitesimdar a la utilizada para el
analisis RAPD, emplea PCR con la adicion de unluausn y secuenciacion previa
para determinar los iniciadores. La deteccion déihporfismo en los microsatélites
se realiza mediante una PCR y la posterior seferate los productos mediante
electroforesis en geles de agarosa, poliacrilamigeles de secuenciacion, los cuales
separan a los fragmentos segun su longitud. Lagcianes detectadas por los SSRs
son el resultado de cambios en el nimero de ursdegfeetidas (Azofeifa, 2006).
Actualmente, el analisis de los microsatélites sedp realizar en un secuenciador
automatico marcado uno de los partidores con uordforo que emite una
coloracion especifica que permite identificar ledaadel microsatélite con precision

(Araneda, 2004).
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El principal inconveniente de esta metodologiaaadéntificacion o el desarrollo

de regiones genomicas concretas (primers) (Namidaiz, 2001).

Entre las técnicas mas utilizadas en la ultima deecastan los marcadores
moleculares microsatélites, los cuales constitugatuencias Unicas que se
encuentran localizadas en diferentes partes deingg@nson abundantes, altamente
polimorficos entre individuos y son codominantesacteristicas que han hecho de
estas herramientas perfectamente adaptables vyalalpkc al cultivo de cacao

(Chakrabortyet al.,1988).

1.5Hipotesis

Ha. Los SSRs revelan diferencias genéticas entredastgpos comerciales de

cacao Nacional Theobroma cacad..) recomendados por el INIAP y otros con

caracteristicas fenotipicas similares.

Ha. Los SSRs detectan diferencias genéticas entreatdria multiplicado por

diferentes formas de propagacion asexual.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

La presente investigacion fue realizada en el Dapwmnto Nacional de
Biotecnologia (DNB) del Instituto Nacional Autbnomde Investigaciones
Agropecuarias (INIAP), bajo la direccion del Dr. Uaddo Morillo* y la co —

direccion del Ing. Ivan Garzon**,

2.2 Zona de estudio

El estudio se desarroll6 en dos estaciones expetaies del INIAP, cuya

localizacion se describe a continuacion:

2.2.1Estacion Experimental Tropical Pichilingue (EET-Pidilingue) **: Ubicada
en el Km 5 de la via Quevedo — EI Empalme, cantaev@do, provincia de Los
Rios. Sus coordenadas geogréaficas sdn279longitud occidental y°05’ latitud
Sur y 75m.s.n.m. de altitud. Las caracteristicadiamtales son: Temperatura
promedio 25,0%, precipitacion 2.706,60mm, humedad relativa paim@&4.38%,
heliofania 760,50horas luz/afo, evaporacion 755pi@io (Instituto Nacional de
Meteorologia e Hidrologia, 2011). La zona ecologiesenece al Bosque Humedo

Tropical.



41

2.2.2Estacion Experimental Santa Catalina (EESC) *:Ubicada en el Km 1 de la
via Quito — Aloag, cantdon Mejia, provincia de Pmdfia. Sus coordenadas
geograficas son 78° 33’ longitud occidental y 0P°latitud sur y 3050m.s.n.m. de
altitud. Las caracteristicas ambientales son: Teatpe promedio 1196,

precipitacion 1.400mm, humedad relativa promedi®o.79.a zona ecologica

pertenece a las Laderas y Paramos del Norte.

*Lider Nacional del DNB del INIAP, con sede en [BEC.

**Responsable del DNB en la EET-Pichilingue.

2.3 Periodo de Tiempo

El periodo de tiempo que comprendio la presentesitiyacion fue desde febrero

2011 hasta agosto 2012.

2.4 Obtencion de material vegetal

Se seleccionaron un total de 31 genotipos paraeskpte estudio (Tabla 2.1.),
de los cuales los 10 primeros genotipos correspoaddones de tipo Nacional que
han sido liberados por el INIAP, para su siembnaer@ial. Se tomaron muestras

foliares de 2 plantas representativas de cada emtias.
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Tabla 2. 1 Lista de Genotipos de cacao empleados en la investigacion
No Cddigo No Cdbdigo No Caddigo

1 EET-19 12 EET-577 22 ESS5
2 EET-48 13 EET-559 23 ESS 6
3 EET-62 14 IMC-67 24 ESS 7
4 EET-95 15 ICS-95 25 ESS 8
5 EET-96 16 CCN-51 26 SNA-0409a
6 EET-103 17 JHVH10 27 SNA-1003
7 EET-544 18 ESS1 28 SA-16
8 EET-558 19 ESS 2 29 PPC1
9 EET-575 20 ESS 3 30 PPC2
10 EET-576 21 ESS 4 31 PPC3
11 EET-400
EET= Estacion Experimental Tropical ESS= Edmundo Sanchez
IMC= Iquitos Marafion Collection SNA= Sabor Nacional Arriba
ICS= Imperial Collage Selection SA= Sebastian Arteaga
CCN= Coleccién Castro Naranjal PPC= Patricio Paredes Clon

JHVH= Jehova

El muestreo consistid éomar la segunda, tercera y cuarta hoja desdeiad,ap
de las ramas ubicadas en el tercio medio de caal#tapllas cuales tenian una
coloracién verde claro y buen estado fitosanitdrieego las hojas fueron colocadas
en bolsas ziploc debidamente etiquetadas vy tratejas del campo al laboratorio en

una nevera portétil conteniendo hielo o bolsasallegngelado (Scheffe, 2008).

Las muestras foliares de cada uno de los dos &rbulestreados por genotipo
fueron analizadas por separado con el objetivo eddicar/confirmar la identidad

genética de los mismos.
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2.5 Extraccion de ADN

Una vez en el laboratorio, el proceso previo ateaecion del ADN consistio en
limpiar con agua destilada y secar con una todlexeeso de agua en las hojas. El
material foliar que no se empleé en la extracciue, secado en silica gel y

posteriormente almacenado como respaldo (Sch&fs)2

El protocolo de extraccion utilizado en esta inge&tion se basoé en el propuesto
por Doyle & Doyle (1987) y modificado por Faleieb al. (2002). Adicionalmente se
realizaron ciertas modificaciones con el proposi® estandarizar y optimizar

recursos las cuales se detallan a continuacion:

El protocolo inici6 con el macerado de tejido folen nitrégeno liquido hasta
convertirlo en polvo (figura 2.1-a). Del product@eerado se tomoé una alicuota de
0,1g en un microtubo de 2mL debidamente identifical continuacion se afadio
1ml de buffer de extraccion (2.8% de Hexadecil étimbromuro de amonio
(CTAB); 1.3M de cloruro de sodio (NaCl); 20mM de ida etilene-
diamintetraacético (EDTA); 100mM, pH 8 de Hidroxtihamino metano con acido
clorhidrico (TRIS-HCI); 1% de Polivinil pirrolidonaPVP 40); 0,2% dep
Mercaptoetanol; agua MILLI-Q), previamente caleotad65C en bafio (figura 2.1-
b). Se homogenizé en Vortex y se colocé 4068n bafio Maria por una hora

agitando levemente cada 10 minutos.
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Se retira la preparacion del bafio Maria dejandoagrd temperatura ambiente.
A continuacion se adiciond 700uL de cloroformo eolbl isoamilico proporcion
24:1 (CIA), seguido de suaves inversiones por liQutos hasta que estuvo turbio
(figura 2.1-c) y se centrifugd a 13.000rpm duratleminutos. Luego se extrajo el
sobrenadante, pasando este material a ruevos tdimdamente identificados, a
estos se les adiciond 55uL de CTAB al 7% y se mezat 5 minutos. Se repitio el
lavado con CIA. Se recuperé nuevamente el sobretedanadiendo 300uL de
etanol frio (figura 2.1-d) en cada tubo, mezclapdocinco minutos luego se coloca

esta preparacion a —ZDdurante 30 minutos.

A continuacién se centrifugd durante 10 minutos4&@Q0rpm y se elimind el
sobrenadante. Se lavo 2 veces con etanol al 70% ge® secar a temperatura
ambiente por dos horas. Se resuspendio el ADN epllde agua. Se afiadié 10uL
de NaCl 5M y 75uL de etanol frio (figura 2.1-e).@mso0 a — I durante tres horas.
Se repitid los lavados con etanol al 70% y se defiar. Finalmente se resuspendid

en 200uL de TE y se almacené a 20
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a. Pulverizado de Tejido con | b. Tejido macerado + buffer de c. Emulsificacion de la mezcla

Nitrégeno Liquido extraccion buffer/tejido con CIA

d. Adicion de etanol al 70% (lavad®) e. de ADN con etanol frio

Figura 2. 1 Extraccion de ADN de hojas de cacao. CIA: Cloroformo Alcohol

Isoamilico.

2.6 Cuantificacién del ADN obtenido

Al ADN obtenido se Ilo cuantific6 visualmente y pomedio de

espectrofotometria, siguiendo las metodologias&stps a continuacion:

2.6.1Cuantificacion por electroforesis en gel de agarosa

Se realizaron corridas electroforéticas en gelgéeasa al 1%, con el proposito

de verificar la existencia del ADN extraido, sigude el protocolo propuesto por

Morillo & Mifio (2009).
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Inicialmente se ensamblé la cubeta horizontal (efbrpara realizar la
electroforesis. Se peso6 0.8g de Agarosa LE y sdvihisen 80mL de buffer TAE 1X
con calor y se vertio en la cubeta de electroferdsi gel listo fue colocado en la
camara de electroforesis conteniendo buffer TAE [l& muestras se prepararon
adicionando a 4 puL de ADN, 1ul de Blue Juice Gehding Buffer (10816 — 015
INVITROGEN™) y 1pL de Sybr Gold (511494 INVITROGEN). Se mezclé y se
cargo 5uL en los pocillos del gel de agarosa. Hicator de talla conocida (Low
DNA Mass Ladder) (10068 — 013 INVITROGEN) se preparé adicionando a 4pL
de marcador, 1puL de Sybr Gold y se cargé en elgsrpocillo del gel. La corrida se
realizo a 100 voltios por 30 minutos en oscuridaeldejo enfriar el gel y finalmente
se observd en un transiluminador Safe Imager (SBANVITROGEN™) Se

documentd con una camara fotografica Lumix PanadoliC — FS12.

La cuantificacion se la realizo al comparar viswaite la intensidad de cada una
de las bandas obtenidas por planta, con la intedsig las diferentes bandas del

marcador de talla conocida.

2.6.2Cuantificacion por espectrofotometria

La cuantificacion se realiz6 en el espectrofotomeditachi U-2900 UV-VIS
mediante la medida de las absorbancias a longitddesnda de 260nm y 280nm.
Para ello, se encendio el espectrofotometro y peréunos minutos hasta que el
equipo realice un diagnostico automatico. Se silrécen el menu principal la

opcion “Photometry”, en la siguiente pantalla sec@ond “Parameter Setup” y se
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establecio las longitudes de onda (WL) a 260nn28@m, se presiond “Return” y
se inici6 la medicion presionando “For Ward”. Paraerar el equipo se puso una
celda con 1980uL de agua ultrapura y se presiondetda “Autozero”. A
continuacion se adicion6 en la celda 20uL de ADHN, rsezclé con suaves
inversiones. Se realizé la lectura pulsando “StaB& registré las medidas de
absorbancia para el posterior calculo de la congeidh de ADN vy la pureza. Se
desecho la dilucion y se lavo la celda con agutilaés (Hitachi High-Technologies

Corporation, 2006).

La cantidad de ADN se determiné mediante la sigaié@rmula:

[ADN] =509/ mL* R60* f
Donde:
[ ADN] :Concentracién de ADN en pg/mL
50ug /mL:  Valor proporcional de la concentracion de ADN de

doble cadena cuando A260 es igual a 1.000
A260: Corresponde a la absorbancia dada por el
espectrofotometro.

f : Factor de dilucion

El ADN total se determino con la siguiente formula:

ADN total=[ ADN* V
Donde:
ADN total:Cantidad de ADN
[ADN] :Concentracion del ADN en pg/mL

V :Volumen de la muestra en mL
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Para la evaluacion de la pureza se tomo la siguretdacion:

p - A260
A280
Donde:
P :Pureza del ADN
A260:Valor de la absorbancia a 260nm

A280:Valor de la absorbancia a 280nm

Una pureza adecuada estd comprendida en un rando8da 2.0 (Maniatis,

Fritsch & Sambrook, 1982).

Una vez extraido, cuantificado y tomado las aliasiatel ADN, la muestra fue

mantenida en congelacion a -2 como respaldo.

2.7 Genotipaje con microsatélites

La técnica de genotipaje usada en este experinfeatta de “Secuencias de
Repeticiones Simples” (SSRs, por sus siglas enéshgltambién llamados
microsatélites. Esta técnica comprende 3 procesosigales: Amplificaciéon de
ADN por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCRsmas en inglés),
Migracién del ADN mediante electroforesis en galegoliacrilamida y revelado de
resultados el cual se efectu6é por medio de Tind#®ios geles con nitrato de plata y

por medio de Fluorescencia.
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2.7.1 Amplificacion (PCR)

En este estudio se empled un total de 20 iniciadorierosatélites (Tabla 2.2),
reportados como polimérficos por Saundetral. 2004, Loor (2007) y Lopez (2010)
para Theobroma cacad.. Sin embargo, un iniciador no pudo ser sintetizad

(mTcCIR 18) por lo que solo se usaron 19.
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Tabla 2. 2 Lista de marcadores microsatélites empleados en el presente

trabajo.
oT
No.  Tamafio . o . Reportados
No. Nombre Secuencia del Iniciador annealing
Crom pb por
°Cc
1  mIcCIR1 8 128-146 PF GCAGGGCAGGTCCAGTGAAGCA 51
PR TGGGCAACCAGAAAACGAT
2  mTcCIR6 6 224-253 PF TTCCCTCTAAACTACCCTAAAT 46
PR TAAAGCAAAGCAATCTAACATA
3 mTcCIR7 7 148-163 PF ATGCGAATGACAACTGGT 51
PR GCTTTCAGTCCTTTGCTT
4  mTcCIR8 9 290-307 PF CTAGTTTCCCATTTACCA 46
PR TCCTCAGCATTTTCTTTC
5 mTcCIR 2 286-321 PF TTTGGTGATTATTAGCAG 46
1 PR GATTCGATTTGATGTGAG
6 mTcCIR 4 165-256 PF TCTGACCCCAAACCTGTA 46
12 PR ATTCCAGTTAAAGCACAT
7 mTcCIR 1 234-263 PF CAGCCGCCTCTTGTTAG 46
15 PR TATTTGGGATTCTTGATG
8 mTcCIR 4 333-357 PF GATAGCTAAGGGGATTGAGGA 51 (Saunders
18 PR GGTAATTCAATCATTTGAGGATA et al.,2004)
9 mTcCIR 1 276-301 PF ATTCTCGCAAAAACTTAG 46
22 PR GATGGAAGGAGTGTAAATAG
10  mTcCIR 9 186-207 PF TTTGGGGTGATTTCTTCTGA 46
24 PR TCTGTCTCGTCTTTTGGTGA
11  mTcCIR 8 285-310 PF GCATTCATCAATACATTC 46
26 PR GCACTCAAAGTTCATACTAC
12 mTcCIR 4 265-348 PF TGGGTTGAAGATTTGGT 51
33 PR CAACAATGAAAATAGGCA
13 mTcCIR 10  136-187 PF CTGGGTGCTGATAGATAA 46
37 PR AATACCCTCCACACAAAT
14  mTcCIR 3 259-288 PF AATCCGACAGTCTTTAATC 51
40 PR CCTAGGCCAGAGAATTGA
15  mTcCIR 2 190-218 PF CGCTACTAACAAACATCAAA 51
60 PR AGAGCAACCATCACTAATCA
16  mTcCIR 9 208-324 PF TTTTTGGTGATGGAACTAT 51
58 PR TGGTTAAGCAACACTAAACT
17  mTcCIR 1 136 PF CATGGGACGCTGCCT 51
84 PR CTCTTATTAAATTGAATTCTCT
(Loor, 2007
18  mTcCIR 8 302 PF AAGACAAAGGGAAGAAGA 51 )
225 PR AGGGGAAGAGCAAATC y Lopez,
19  mTcCIR 2 228-267 PF GTGGAAGCCTTATGATTATGT 51 2010)
230 PR ATTTATGCCCATGCAGAC
20  mTcCIR 6 175  PF AGCGAGAGACAAAGATAAT 51

290

PR

GACTGAAATGGTGGTAAAG
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En base a la estimacion de la concentracion del AB& realizaron las

diluciones correspondientes para obtener una ctracém de 5 ngil.

A continuacion se detalla el master mix utilizadogpuna reaccion de 10puL:
2uL de Green GoTag® Flexi Buffer (M891A PROMEGA)X|10.8uL de Mgd
(A351H PROMEGA) (2mM), 0.10pL de dNTP’s (10297-0I8VITROGEN™)
(0,02 mM clu), 0.45uL de iniciador SSR Forward fpui) y 0.45 pL de iniciador
SSR Reverse (0.45uM), 0.6uL de ADN, (0.3ng/uL),5al5 de Agua ultrapura
(10977 — 015 Gibco INVITROGEN!) y 0.05uL de GoTag® DNA Polymerase
(M829B PROMEGA) (5 U/ ul), propuesto por Promegarg@oation (2008);

Surzycki (2000).

El mix de cada reaccion se cubrié con una gotacdéeamineral para evitar la

evaporacion durante la PCR.

A continuacion se detalla el programa que se emgheél termociclador 5331
Matercycler® gradient EPPENDORF para la PCR: Desakracion inicial a 9%
por 2 minutos, seguida de 35 ciclos de desnatafinm ciclica a 9% por 30
segundos, luego 30 segundos de anillamiento aripeiatura establecida para cada
iniciador ver Tabla 2.2, 2 minutos de elongacidtiica a 72C y una elongacion
final a 72C por 5 minutos. Se conservo en el termocicladocifin HOLD a 4C

(Promega Corporation, 2008; Surzycki 2000).
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La amplificacion se visualizé en gel de agaros&%lcon tampon TAE 1X y
tincién con Sybr Safe DNA gel stain (S33102 INVITREN™), se empled el
marcador de peso molecular TracRfT100 bp. DNA Ladder (10488 — 058
INVITROGEN). A los productos de amplificacion se ladiciond 5.33uL de buffer
de carga “blue stop” y la electroforesis en gehdarosa fue realizada a 100 voltios

durante 30 minutos.

2.7.2Validacion del ADN y de marcadores microsatélites

La validacion del ADN extraido en cada una de lassitras se realiz6 mediante

pruebas de PCR empleando el marcador microsatélic€IR 58.

Los marcadores microsatélites se validaron con ADdNs ya probados
anteriormente, los que correspondieron a los geo®&EET — 575 y SNA — 0409a, y

se siguio las mismas condiciones de PCR y de viswadn, antes expuestas.
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2.7.3Pruebas de Duplex y Triplex en PCR

Se realizaron pruebas de duplex (usando dos parescihdores por reaccion) y

triplex (usando tres pares de iniciadores por iéagcon tres ADNs EET-575, ESS-

5y SNA-0409a, para optimizar tiempo y recursod(d@2.3).

Tabla 2. 3 Combinaciones Duplex y Triplex

Cabdigo Combinacion °T annealing
Duplex
D1 MTcCIR 1y mTcCIR 40 51
D2 MTcCIR 7y mTcCIR 33 51
D3 mMTcCIR230 y mTcCIR 60 51
D4 mMTcCIR58 y mTcCIR290 51
D5 MTcCIR 37 y mTcCIR 8 46
D6 MTcCIR 6 y mTcCIR 11 46
D7 MTcCIR 15y mTcCIR 22 46
D8 mTcCIR 26 y mTcCIR 12 46
Triplex
T1 mTcCIR 1, mTcCIR 40 y mTcCIR 60 51
T2 mTcCIR230, mTcCIR 33y mTcCIR 7 51
T3 mTcCIR 37, mTcCIR 6 y mTcCIR 26 46

T4 MTCcCIR 24, mTcCIR 15y mTcCIR 22 46
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El master mix en duplex y triplex, empled el pratocpropuesto por Morillo &

Mifio (2009), el cual se muestra en la Tabla 2.4.

Tabla 2. 4 Master mix para la amplificacion de microsatélites en duplex y
triplex PCR

Concentracibn Duplex  Triplex  concentracion

Reactivos

Inicial 1 Rx 1 Rx final
Green GoTag® Flexi Buffer 5X 1,5pL 1,5puL 1x
MgCL, 25 mM 0,6uL 0,6uL 2mM
DNTPs 10 X (2mM)  0,075puL  0,075uL 0,02mM clu
Iniciador 1 Fw 10 uM 0,34pL  0,34pL 0,45uM
Iniciador 1 Rv 10 uM 0,34pL  0,34pL 0,45uM
Iniciador 2 Fw 10 uM 0,34pL  0,34pL 0,45uM
Iniciador 2 Rv 10 uM 0,34pL  0,34pL 0,45uM
Iniciador 3 Fw 10 uM - 0,34pL 0,45uM
Iniciador 3 Rv 10 uM - 0,34pL 0,45uM
DNA 5 ng/uL 0,45uL 0,45uL 0,3ng/uL
GoTag® DNA Polymerase 5 U/uL 0,11puL 0,11uL 0,0283U/u
H20O ultra pura 3,41uL 2,74uL

Volumen total  7,5pL 7,5uL

La amplificacion se visualizé en gel de agaros2%lcon tampon TAE 1X y
tincion con Sybr Safe DNA gel stain, se empleé wraador de peso molecular
conocido como 100pb (Tracki® 100 bp DNA Ladder). A los productos de
amplificacion se les adiciond 4pL de buffer de eafiglue stop” y la electroforesis
en geles de agarosa se realizé en una cubeta fatizzo 100 voltios durante 30

minutos.
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2.7.4Electroforesis en geles de poliacrilamida

La migracion del ADN por electroforesis en gelegpdiacrilamida comprendio
los siguientes pasos: tratamiento de placas, @eiéardel gel, carga de muestras y

corrida electroforética.

Tratamiento de las placas adherente y repelentansisti6 en lavar por
separado cada una con jabon liquido y una espaajgeslestinada para cada placa,
después se sumergieron por separado durante dmsdrouna solucion de hidréxido
de sodio 1% (10g de NaOH en 1L de H20). Se enjoageon agua y se dio un
enjuague final con destilada a 50°C, se dej0 querem y se seco con papel

absorbente.

En cada placa se colocé 1mL de etanol al 70% yo s#isitribuyd con papel
absorbente sin pelusa de manera uniforme con mentos de izquierda a derecha y
de arriba hacia abajo en tres ocasiones con un gistiato para cada aplicacion. Se
repitié el proceso anterior dos veces pero aplicagtdnol al 95%. Luego, en cada
placa se coloco 1 ml de cloroformo y se lo distytbaon papel absorbente sin pelusa
de manera uniforme con movimientos de izquierdaradaha y de arriba hacia abajo

por tres ocasiones con un papel distinto para apligacion.

Placa adherentese tratd con una soluciéon adherente compuestande de
etanol absoluto, 8- de bind silane y jo de acido acético glacial. Se colocé pD0O

de esta solucién a la placa y se distribuy6 corelpapsorbente con movimientos
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horizontales. Posteriormente, se afiadi6 phOGmas y se los distribuyd con

movimientos verticales, empleando un papel nueva gada aplicacion.

Placa repelentese traté con una la solucidon antilluvia para l@alcse afiadio
400ul de esta solucion y con papel absorbente se tabdigd con movimientos
horizontales. Posteriormente, se afiadio 40Gnas y se los distribuyd con

movimientos verticales, empleando un papel nueva gada aplicacion.

Tanto la placa repelente como adherente se degawar por 12 horas. Luego a
la placa repelente se le limpio el exceso de saucse ensamblé las dos placas de
vidrio con los espaciadores previamente untadoglimas se colocé de forma

horizontal sobre un meson, se sujeto los ladogpowas y se nivelo.

Preparacion del gel de poliacrilamidanicié con la elaboracion de la solucion
de la solucion de Acrilamida/Bis-Acrilamida al 6%ef Tabla 2.5), luego se agito
por 30 minutos, en una sorbona se midi6 70mL deolacion de Acrilamida/Bis-
Acrilamida y se afadio 50uL de N,N,N’,N-Tetrametktthylenediamine (TEMED)
y 500 pL de persulfato de amonio (APS) (10%) y szatd suavemente. Esta
solucion se cargé cuidadosamente evitando la fatmate burbujas y una vez lleno
se coloco el peine con los dientes hacia arribtagrarte superior para formar la

linea base y se asegur6 con pinzas. Se dejo padangor dos horas.
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Tabla 2. 5 Reactivos para la preparacion de Acrilamida/Bis-Acrilamida al 6%
Volumen 500mL 100mL

Reactivos

Acrilamida 28.5¢ 579
Bis-acrilamida 1.5¢9 39
TBE 10X 25mL 50mL
Urea 2509 5009

Se armo la camara de electroforesis vertical yles®llos tanques superior e
inferior con buffer TBE 1X. Una vez que polimeriglbgel se quito el peine y se lavo
la linea base con agua destilada varias vecesuse yaselina en los dientes del
peine y se lo volvié a colocar con los dientes dahajo, para formar el pocillo.
Finalmente se coloco el gel en la camara de efectsis y se lo asegurd con pinzas,
se llend el tanque superior con buffer TBE 1X hastarir los pocillos (Morillo &

Mifio, 2009).

El gel se sometio a pre-corrida a 1800 voltios #mminutos, hasta que el gel
alcanz6 una temperatura de entre 45°C — 55°C, dateargar se limpi6 los residuos

de urea de los pocillos del gel.

Cargada de muestragsta fase inicié con la denaturacion de las ditgtiones
a 94°C durante 5 minutos y se conservi a 75 °Galtast se terminé de cargar. Se
cargd 4L de producto amplificado dejando espacio en ldsee;os y en la mitad del

gel para cargarid del marcador Trackl™ 100 bp. DNA Ladder.
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Inicialmente se cargd una duplex PCR en un geljsta del resultado, se realizo
duplex de cargada, lo cual consistio en cargarrimep grupo de amplificaciones y
se dejo correr a 1800 voltios por 1lhora, luegarspidb nuevamente los pocillos y se
procedioé a cargar un segundo grupo de amplificasignse corrié al mismo voltaje

4:30 horas adicionales.

Corrida electroforética: duré aproximadamente 5 horas a 1800 voltios
dependiendo del tamafio de los fragmentos. Luegdege enfriar el gel y se

separaron las placas (Morillo & Mifio, 2009).

2.7.5Revelado

2.7.5.1Tincion de geles de poliacrilamida con Nitrato de Rta

Una vez finalizada la electroforesis, se realizéegklado mediante tincion del
gel de poliacrilamida con nitrato de plata basaadas el protocolo propuesto por

(Byun, Fang, Zhou, & Hickford, 2009).

El gel pegado en la placa adherente, se sumergidabandeja metalica con 2L
de solucion de tincidon (10% etanol absoluto, 0.8%daacético y 0.2% de nitrato de
plata) durante 20 minutos en oscuridad y con agitaconstante de 90rpm. Se gir0
la bandeja cada 5 minutos. Inmediatamente se éealzlavado con 1L de agua

ultrapura tipo | por 1 minuto. La solucion de tiiwise la reciclo hasta 10 veces.
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Previamente se calentd a 55°C en bafio maria laiéolde revelado (1% de
formaldehido, 3% de hidréxido de sodio). Para azitg se afiadié tanto volumen de
formaldehido como se requirié (500— 1mL). La placa se sumergio en una bandeja
con 2L de solucion de revelado con agitacion constde 60rpm. El tiempo que se
sumergio el gel, vari6 hasta que se pudo obsenarancente las bandas

polimorficas. Esta solucion se reciclo hasta 8 sece

A continuacion, el gel se sumergio en 2L de la@olude parada (10% etanol
absoluto, 0.5% de acido acético glacial) y se litoag 60rpm, hasta que las bandas
se tornaron mas oscuras. Inmediatamente se reafiztavado con 1L de agua

ultrapura tipo | por 1 minuto. La solucion se rézigasta cinco veces.

Se dejo secar el gel a temperatura ambiente y sendmté con una camara

fotografica Lumix Panasonic DMC — FS12.

Finamente se realiz6 la lectura del gel para estegde bandas por inspeccion
visual directa en el gel de poliacrilamida, se anat presencia o ausencia de los
alelos revelados. El peso molecular de cada akkesmo en base a su migracion
respecto a una molécula de referencia de tamafmictnTrackiT™ 100 bp. DNA

Ladder.
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2.7.5.2Tincion de geles de poliacrilamida por fluorescenai

Para corroborar el tamarfio de los alelos, se reabtizddas electroforéticas de
varios genotipos con bandas representativas equgieLl| — COR 4300s (DNA 43 -
0626) (LI — COR, Lincon, NE, USA, Biosciences). araplea fluorescencia como

revelado.

Se empleo el siguiente master mix, para una reaae5uL: 1uL de ADN
(5ng/uL), 1pL de Buffer Gotag 5X, 0.5uL de Mg@5mM, 0,2uL de DNTPs
(5mM), 0,5uL de M13 700 — 800 (1uM), 0,05uL inigad — M13 (1uM), 0,08pL
iniciador R (10uM), 0,05uL de Taqg polimerasa (5WulL.62uL de Agua. Las

condiciones de amplificacion que se emplearon sesmda Tabla 2.6.

Tabla 2. 6 Condiciones de amplificacién para SSR.

Paso Temperatura® C Tiempo
1 95 5 min
2 95 20 seg
3 51* 20 seg
4 72 30 seg
5 72 3 min
6 4 hold
7 End

*La T° de hibridacion se determina para cada iniciador (46 °C ¢ 51 °C)

Una vez que se obtuvo los productos amplificaddesseorrié en el equipo LI —
COR 4300s, y se empled el software SAGA GT 4200+% reicrosatélites version

3.3 y se obtuvo los pesos moleculares de cada banda
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2.8 Verificacion de la estabilidad de los marcadores &xcionados

Es necesario verificar la estabilidad de los mayeesl con el material vegetal
proveniente de tres genotipos comerciales recondesdpor el INIAP (EET — 96,
EET — 103 y EET — 576) que han sido multiplicadediante las metodologias de
injertacion, cultivoin vitro empleando embriogénesis somatica y con enraizémien

de estacas ortotropicas obtenidas de plantas sawati

Para ello se realizé extraccion, cuantificacionpkfimacion y electroforesis en
geles de poliacrilamida tefiidos con nitrato de golae los materiales antes
mencionados. Finalmente se comparo los perfilegcatdres obtenidos del mismo

genotipo multiplicado por diferentes formas de pigacion asexual.

2.9 Andlisis de datos

2.9.1Analisis de diversidad genética

Se registraron los siguientes parametros de ddessi

Tamafno de la muestraNumero de accesiones analizadas.

Frecuencia de alelosProporcion de una forma alélica de un gen entrastéas

copias de un gen en la poblacion. Se establecidieindo el nimero de veces

que se presento una forma alélica de un gen paaetro total de alelos de ese

gen en la poblacion.
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Numero de combinaciones alélicadNumero de individuos genéticamente

diferentes en la poblacion para cada marcador.
Numero de alelosNumero de alelos generados por locus.

Heterocigosis observada 0 total (Ho)Proporcion simple de individuos
heterocigotos en la poblacion. Si la frecuenciaudealelo es muy alta, existe

poca heterocigosis. Fue estimada mediante:

~ k
D =12 R
u=1

Diversidad genética o heterocigosis esperada (Hejobabilidad de que dos
alelos seleccionados al azar de la poblacion fudit@nentes, fue calculada a
partir de las frecuencias alélicas conocidas, sepdo que la poblacion estuvo

en equilibrio de Hardy-Weinberg. Fue estimada nredigAlvarezet al, 1987):

Contenido de informacion de polimorfismo (PIC)Medida de diversidad

estrechamente relacionada, es la medida de lamatoridad de un marcador
genético, que depende del nimero de alelos pare@sey de sus frecuencias
relativas. El PIC es similar al valor de heterosidad y oscila entre O y 1. Fue

estimada mediante:
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Pic, =1-Y % -3 3. 21
u=1v=u+l

u=1

Alelos especificosAlelos especificos de un genotipo o de un grupe@fipo y

se obtuvieron con el programa GenAlEx (Peakall &o8se, 2009).

Los pardmetro anteriormente descritos con excepd#alelos especificos, se
obtuvieron empleando el programa PowerMarker var8i® (Liu & Muse, 2005),
para ello, se importé la matriz de pesos molecslde Excel en formato de texto
“txt", luego en la barra de menu se escogid “As@l’, luego se escogid
“Summary” y finalmente se escogid la opcion “Sunyn@tatistics” y se selecciond
los parametros a ser determinados, cuyos resulsalosostraron en una tabla que

puede abrirse en Excel.

2.9.2 Andlisis Multivariados

2.9.2.1Analisis de agrupamiento

Los métodos algoritmicos o de agrupamiento (clusggisiguen una serie dada
de pasos o reglas computacionales previamentadbefifalgoritmo) para reconstruir
el arbol. Los métodos mas usados son el UPGMA (ligghied Pair Group Method
using arithmetic. Averages) y NJ (Neighbor-joininigasados todos en una matriz de

distancias (Vinuesa, 2008).
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Céalculo de distanciaEl calculo de la distancia genética entre dos mitntees
da una estimacion relativa del tiempo que ha pas@dde que las poblaciones se
han establecido. Pequefias estimaciones de disfamiten indicar que la poblacion
esta subestructurada, o que las poblaciones hasehradas en un corto periodo de
tiempo. Cuando el tiempo que dos poblaciones esgparadas aumenta, la
diferencia en las frecuencias de alelos se esperagmente también. Para calcular
la distancia genética se utilizd el programa PoveeRdr (Liu & Muse, 2005), la
matriz de pesos moleculares se convirtio en unazvad frecuencias, en la barra de
menu se escogio “Analysis”, luego “Phylogeny” ydoe'‘Compute Frequency” y se
escogieron los parametros deseados. Con ella adaéd matriz de frecuencias de
alelos compartidos de la siguiente forma: en lasbde menu se escogio “Analysis”,

luego “Phylogeny” y luego “Frequency Based Distdncee escogioé “Shared allele”

(Chakraborty & Jin, 1993). Basada en:

g

>

j=1i=1

De, = min(p;.¢; )

Sk

Construccién de arboles genéticodin arbol filogenético es una estructura
matematica usada para representar la historia texeoklentre un grupo de secuencias
u organismos. La filogenética molecular utilizaA&N para estimar como se han

diversificado los seres vivos durante la evoludénas especies.
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UPGMA: como se mencion0 antes, es un método de agrupani@sado en una
matriz de distancia, para realizar este analisisnsgle6 el programa PowerMarker
(Liu & Muse, 2005), en la barra de menu se escognalysis”, luego “Phylogeny”
y luego “UPGMA/NJ Tree”. El arbol fue visualizada el programa TREEVIEW

(Page, 2008).

Bootstrap: Método estadistico basado en el remuestreo de datosemplazo
para replicar la busqueda de arboles. Este anpbsisitio calcular la frecuencia con
la que se detecta cada grupo en las replicas dirbbotes (Felsenstein, 1985). Para
obtener al arbol consenso, se empled el prograwar®tarker (Liu & Muse, 2005),
en la barra de menu se escogi6 “Analysis”, luedayl®yeny” y luego “Bootstrap”,
donde se puso el niumero de permutaciones 999 ybel PGMA, los datos
obtenidos se pusieron en formato “.txt”, los misrhagon utilizados en el programa
PHYLIP 3.67 (Felsenstein, 1993), en el sub progr&@oasense y finalmente se

obtuvo el arbol de consenso en TREEVIEW (Page, 2008

2.9.2.2Analisis de coordenadas principales (ACoP)

Este tipo de analisis permitié ubicar las obseoraes dentro de grupos o bien
determin6 que los individuos estan dispersos aleatente en el multiespacio; el
analisis multivariante es la parte de la estadistidel analisis de datos que estudia,
analiza, representa e interpreta los datos quétaesu de observar un nimero p > 1
de variables estadisticas sobre una muestra dedimidmos. La informacion

multivariante de entrada consistiéo en matricesiskaicias (Cuadras, 2012).
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El analisis de coordenadas principales ordend datoles cuales las variables
fueron medidas de distancia. Las medidas de distapoeden ser: Jaccard,
Manhattan, Mahalanobis o Bray-Curtis. A difererséalas Analisis de componentes
principales y los andlisis factoriales, los ACoMadt variables cuantitativas y no uso

distancias Euclidianas (Gotelli & Ellison, 2004).

El ACoP se realizd6 con el programa NTSYS ver.2.1oh{R 2002).a
continuacion en el menu se escogio “SIMQUAL”, skew® la matriz de similitud
utilizando el coeficiente SM (Simple Matching). traatriz obtenida se utilizo con la
opcion “Dcenter”, y mediante “EIGEN” se obtuvo Ipsrcentajes de varianza de
cada coordenada y los graficos de dispersion denlasstras en dos y tres

dimensiones.

2.9.3Analisis molecular de varianza (AMOVA)

El AMOVA midi6 la diversidad génica entre poblacksn es decir permitio
determinar si existieron diferencias entre las @cbhes dentro de una region, o
entre regiones, este analisis que se basé en sldgomanalisis de varianza
(ADEVA). EIl programa que se empled para realizarAMOVA fue GenAlEx

(Peakall & Smouse, 2009).



67
CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Extraccion y cuantificacion de ADN

Para la extraccion de ADN de tejido foliar de cadaolos 31 individuos, se
empled el protocolo propuesto por Doyle y Doyle8@)9 modificado por Faleiro et
al. (2002) y estandarizado en este trabajo. Latificacion de dicho ADN se realizo

mediante electroforesis en gel de agarosa y espetcimetria.

La cuantificacion del ADN mediante electroforesiestnd que existio ADN en
todos los materiales extraidos (Figura 3.1). Sibago, la intensidad de las bandas
vario dependiendo de las diferentes concentracidae&DN. En el gel se observo
ademas, contaminacion en las bandas, posiblemesfiglod a la presencia de

polisacéaridos y polifenoles en las muestras.



68

Figura 3. 1 Muestras de ADN de hojas de cacao, corridas en gel de agarosa
al 1% vy tefiidas con Sybr Gold, 4 pl de Marcador Low DNA Mass Ladder.
EET= Estacién Experimental Tropical, IMC= Iquitos Marafion Collection,
ICS= Imperial Collage Selection, CCN= Coleccién Castro Naranjal, JHVH=
Jehov4, ESS= Edmundo Sanchez, SNA= Sabor Nacional Arriba, SA=
Sebastian Arteaga, PPC= Patricio Paredes Clon, M=Marcador de talla

conocida.
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Luego de la cuantificacion en geles de agarosabte/@ la concentracion del

ADN por espectrofotometria como muestra la Taldla 3.

Tabla 3. 1 Concentracion de ADN de hojas de cacao obtenido en este

estudio.
Muestra Concentracion Muestra Concentracion Muestra Concentracion
ADN ng/uL ADN ng/uL ADN ng/uL
EET-19 265,00 EET-576 447,50 ESS 1 260,00
EET-48 55,00 EET-577 70,00 ESS 2 310,00
EET-62 30,00 SNA 409a 135,00 ESS 3 422,50
EET-95 47,50 SNA 1003 350,00 ESS 4 527,50
EET-96 235,00 SA 16 305,00 ESS 5 330,00
EET-103 92,50 IMC 67 300,00 ESS 6 230,00
EET-400 225,00 ICS 95 257,50 ESS 7 450,00
EET-544 395,00 CCN 51 480,00 ESS 8 235,00
EET-558 280,00 PPC1 402,50 JHVH 10 340,00
EET-559 567,50 PPC2 165,00
EET-575 92,50 PPC3 520,00

EET= Estacion Experimental Tropical, IMC= Iquitos Marafién Collection, ICS= Imperial Collage Selection, CCN=
Coleccion Castro Naranjal, JHVH= Jehova, ESS= Edmundo Sanchez, SNA= Sabor Nacional Arriba, SA= Sebastian

Arteaga, PPC= Patricio Paredes Clon.

La concentracion del ADN varia desde 30,00ng/pL6d,%0Dng/uL, con un
promedio de 284,60ng/uL, lo cual es suficiente pagdizar las pruebas de andalisis
de PCR. Adicionalmente, se midio la pureza del Afpk va en un rango de 1,47

hasta 2,19 (Figura 3.2).
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Figura 3. 2 Pureza del ADN de hojas de cacao. Relacion ABS 260/ABS 280.
Rango establecido 1,8 — 2,0. EET= Estacion Experimental Tropical, IMC=
Iquitos Marafion Collection, ICS= Imperial Collage Selection, CCN=
Coleccion Castro Naranjal, JHVH= Jehova, ESS= Edmundo Sanchez, SNA=
Sabor Nacional Arriba, SA= Sebastian Arteaga, PPC= Patricio Paredes Clon.

En esta figura se muestra los valores de pureza@MBl extraido. La mayoria
del ADN de las muestras se encuentra dentro dglorastablecido 1,8 a 2,0. Se
puede observar que existieron valores por encipar ylebajo del rango establecido
lo que probablemente se debe a la existencia deeipas u otros elementos

absorbentes de UV ¢ a la presencia de cloroforfiena en la muestra.
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3.2Validacion del ADN y de los iniciadores SSRs en gal de agarosa

La validacion del ADN extraido de todas las muass®@ realiz6 empleando el

marcador microsatélite mTcCIR 58 en geles de agab2% (Figura 3.3).

'8 SS3

'8 SS3
T'6T 133
Z'6T 133
'8y 133
T'79 133
2'79 133

T°0T HAHC
T'0T HAHC
'8y 133
T'00¥ 133
200 133
T°6SS 133
7°6SS 133
126010 VNS
2°e6010 VNS
T'€00T VNS
|| T'€E00T VNS

Figura 3. 3 Amplificaciones de las muestras de ADN de hojas de cacao,
corridas en gel de agarosa al 2% y tefiidas con Sybr Safe, 4 ul de Marcador
100pb. SNA= Sabor Nacional Arriba, EET= Estacion Experimental Tropical,

JHVH= Jehova, ESS= Edmundo Sanchez, M=Marcador de talla conocida.

En la figura 3.3 se observa la amplificacion del MBxtraido de todas las
muestras, todas las bandas obtenidas tuvieromgb rde tamafo esperado para este
marcador (208-324pb)o que indica que el protocolo utilizado para lapéficacion,

fue el 6ptimo para este tipo de marcadores molezsila

Un caso muy particular fue el genotipo EET-62 ellaw presentd consistencia
al analizar las réplicas biolégicas como se observda figura 3.3 (62.1, 62.2),

posiblemente debido a un problema en el establentminicial de las accesiones.
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La validacion de los 19 iniciadores microsatélgegealiz6 con dos genotipos de

la coleccion el EET-575 y el SNA-0409a medianteraggn del ADN en gel de

agarosa como muestra la figura 3.4.
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Figura 3. 4 Validacion de 19 iniciadores SSRs con 2 genotipos de cacao EET
— 575y SNA - 0409a, en gel de agarosa al 2%, revelado con Sybr Safe, 4 pl
de Marcador 100pb. mTcCIR= microsatélite Theobroma cacao CIRAD, M=

Marcador de talla conocida, EET= Estacion Experimental Tropical, SNA=
Sabor Nacional Arriba.

En la figura 3.4 se observa que la mayoria los adanes amplificaron dentro

del rango de tamafo esperado a excepcion del noarcatcCIR 225, el cual no
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amplificé con los dos ADNs probados. Estos resoleirvieron para la seleccion de

los marcadores que se utilizaron en esta invesfigac

3.3 Pruebas de Duplex y Triplex en PCR

Se realizaron pruebas multiplex en PCR, se probdbgwciones duplex y

posteriormente combinaciones triplex.

En la figura 3.5 se observa las combinaciones dugealizadas (D1, D2, D3,
D4, D6, D7 y D8) de los diferentes marcadores md#es, los cuales mostraron
bandas de diferente intensidad con una distancéptaae. En el caso de la
combinacion Duplex 5 (mTcCIR 37 y mTcCIR 8) no sktuwo una buena

amplificacion.

Duplex 1 Duplex 2 Duplex 4 Duplex 5
-» - » - - - - -

1 2 3 i 2 3 Mm M1 2 3 i 2 3

Figura 3. 5 Combinaciones de duplex PCR con SSRs en Gel de agarosa al
2%, tefiido con Sybr Safe. 1, 2, 3= repeticiones, M= marcador de talla
conocida (100pb).
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En relacién a la muestra Duplex 5 se realizarornvami€ombinaciones duplex
MTcCIR 37 y mTcCIR 11 (Duplex nueva 1) y mTcCIR 8micCIR 6 (Duplex

nueva 2) (Figura 3.6)

Duplex Duplex
nueva 1 nueva 2

» - " -
M 1 2 1 2

Figura 3. 6 Combinacion nuevas duplex PCR con marcadores SSRs, Gel de
agarosa al 2%, tefiido con Sybr Safe. 1, 2= repeticiones, M= marcador de

talla conocida (100pb).

Estas combinaciones tampoco dieron un buen resuftad lo que no se las

consider6 en los analisis posteriores.
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La figura 3.7 muestra las bandas obtenidas de rasbps realizadas con las

combinaciones triplex (Tabla 2.5 de materiales jooh@s).

.Traplex 1. .Trlplex 2..Tr|plex 3..Tr|plex 4.

1 2 1 2 1 2 1 2

Figura 3. 7 Combinaciones triplex PCR, con marcadores SSRs, Gel de
agarosa al 2%, tefiido con Sybr Safe. 1, 2= repeticiones, M= marcador de
talla conocida (100pb).

Las combinaciones triplex (figura 3.7) no funciargren algunos casos se
observa una gran banda, en otros se observa mdasopero la distancia entre ellas
es muy corta por lo tanto estas combinaciones nasseonsiderd para posteriores

analisis.

Los resultados obtenidos en las pruebas anteriwwepermitieron utilizar la
técnica de PCR multiplex por lo que se optd porlearpla técnica de duplex de
cargada. Esta técnica consiste en cargar un primaetador y dejarlo migrar por 1

hora. Posteriormente cargar un segundo marcadamtinaar con la migracion.
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3.4 Genotipaje con microsateélites

El proceso de genotipaje de las 31 muestras conalZadores microsatélites se
realizd0 mediante electroforesis en geles de pdkacida revelados por tincion con
nitrato de plata; también, se empled la técnicaedelado por florescencia con

ciertas muestras significativas y con 17 SSRs.

3.4.1Geles de poliacrilamida revelados por tincion conitrato de plata

Los resultados del analisis del genotipaje mediaygkes de poliacrilamida

tefiidos con nitrato de plata se muestran en ladig8 y 3.9.

El marcador mTcCIR 58 (Figura 3.8) muestra varidad genética entre las
muestras, por ejemplo el genotipo EET-577 es hatgto para este locus, con un
alelo (A6) compartido con ICS-95 e IMC-67 y el oaalelo (Al) lo comparte con
SNA-1003, SA-16 y con EET-62. También se aprece ualelo A6, esta presente
en todos los genotipos EET y en la mayoria de ES8Sgenotipos EET-559, EET-
400, EET-48 y EET-19 son heterocigotos, uno deateiss es el A4, el cual esta
presente en el genotipo SNA-0409a, y su otro aeld\6. El genotipo EET-62 es

heterocigoto, presenta el alelo Al y el alelo A6.
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Figura 3. 8 Gel de poliacrilamida 6% marcador mTcCIR 58. Al= alelo 1, A2=

alelo 2, A3= alelo 3, A4= alelo 4, A5, alelo 5, A6= alelo 6. EET= Estacion
Experimental Tropical, IMC= Iquitos Marafién Collection, ICS= Imperial
Collage Selection, CCN= Coleccién Castro Naranjal, JHVH= Jehova, ESS=
Edmundo Sanchez, SNA= Sabor Nacional Arriba, SA= Sebastian Arteaga,

M=Marcador de talla conocida.

La figura 3.8 muestra que el genotipo testigo CaANS heterocigoto, uno de sus
alelos (A2) esta presente en el genotipo ICS-98|, gtro alelo (A5) esta presente
tanto en el genotipo IMC-67 como en el genotipo BHM. Cabe resaltar que este

ultimo genotipo presenta Unicamente el alelo A5.

El grupo de los genotipos denominados ESS preséogazielos A6 y A3, con

excepcion del los genotipos ESS 6 y ESS 2 que pas#e el segundo alelo.
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La figura 3.9 muestra el marcador mTcCIR 230, dosgle@bserva una tincion
bastante uniforme con bandas alélicas bien deBnida nota un poco de sombra
debajo de cada una de ellas, pero a pesar del eleetado de bandas permitié una

correcta lectura de los resultados.

2
o

" = . ’ ‘\-f ‘
gg :E ~-«1ng§3§§"ﬂ€%q Nﬂ‘gg »
hhygegsicagiciey - f
FP; wPeoan ©© ;;

ZrhccangesILELbbbey & GhEs
§§885399--waHE$WWWHLQ Wws3

.1
- gk

Figura 3. 9 Gel de poliacrilamida 6% marcador mTcCIR 230. Al= alelo 1,
A2= alelo 2, A3= alelo 3. EET= Estacion Experimental Tropical, IMC= Iquitos
Marafién Collection, ICS= Imperial Collage Selection, CCN= Coleccion
Castro Naranjal, JHVH= Jehova, ESS= Edmundo Sanchez, SNA= Sabor
Nacional Arriba, SA= Sebastian Arteaga, M=Marcador de talla conocida.

En esta figura se observa que los genotipos EETEET-559, EET-62 y EET-
48 son heterocigotos, presentan un alelo (A3)ual se encuentra en el genotipo
CCN-51, ICS-95, JHVH 10 y en el grupo de los ESISsdgundo alelo (A2), esta
presente en los genotipos SNA 1003, SA 16, ICSS®HA 0409a, EET-400, EET-
19, ESS 1, ESS 2, ESS 4, ESS 5y ESS 7. Los gesdifgT-19 y EET-400 son

homocigotos compartiendo el alelo A2.
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Los genotipos CCN-51 y JHVH 10 son heterocigotagsgntan los mismos
alelos, el primer alelo (Al) se encuentra en ebtgpa IMC-67 y un segundo alelo
(A3) presente en todos los genotipos con excepadons genotipos SNA 0409a, SA
16, SNA 1003 y EET-19. Los genotipos ESS son heigotos, presentan el alelo
A3 y el alelo A2, con excepcion de los genotipoSES ESS 6 y ESS 8, que son

homocigotos para el alelo A3 (figura 3.9).

Los términos homocigoto y heterocigoto hacen refgeesolo a la expresion de
los locus descritos en las figuras anteriores, masrepresentan el total de

homocigosis y heterocigosis de los genotipos aahig.

El marcador mTcCIR 84 no tuvo una buena resolueidmeles poliacrilamida,

por lo que no se presentaron resultados para estador.

3.4.2Geles de poliacrilamida revelados por fluorescencia

Para esta fase de la investigacion se emple6 Uerdamos genotipos que
mostraron bandas representativas para cada maraad@omo los genotipos que
mostraron dificultad en su observacion mediantegkees revelados con nitrato de

plata.
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Los genotipos EET-19, EET-48, ESS 1 y SNA 1003 elomarcador mTcCIR

15, mostraron dos bandas claramente bien definwas,excepcion del genotipo
SNA 1003 que mostré una sola banda. En contrastdasobandas poco definidas

gue se obtuvieron con el revelado con nitrato deagffigura 3.10).

mTcCIR 15
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Figura 3. 10 Pesos moleculares asignados a alelos obtenidos de muestras
de cacao, marcador mTcCIR 15. EET= Estacién Experimental Tropical,
CCN= Coleccion Castro Naranjal, ESS= Edmundo Sanchez, SNA= Sabor

Nacional Arriba.

La figura 3.10 muestra que los genotipos EET-48BTH9 comparten los
mismos alelos de 252pb y de 250pb, de los cualélimlo se encuentra presente en
los genotipos SNA-1003 y ESS 3. El genotipo CCNe§homocigoto con un alelo

de 232pb, el cual esta presente también en logigeadSS 1 y ESS 3.
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El marcaje con fluorescencia en el equipo DNA aelylLI-COR 4300s
permiti6 asignar pesos moleculares a los aleloenidds en los geles de
poliacrilamida revelados con nitrato de plata, n estas dos técnicas se realiz0 la
matriz de pesos moleculares (Anexo B), con la seakalizé los analisis estadisticos

posteriores.

3.5 Verificacion de la estabilidad de los SSRs selecnmdos

Para verificar la estabilidad de los marcadoresronatélites seleccionados se
realizé corridas electroforéticas en geles de poleamida revelados con nitrato de
plata (figura 3.11) empleando los genotipos EET6-BET — 103 y EET — 576
obtenidos por diferentes formas de propagacion uasefinjerto, embriogénesis

somatica y enraizamiento de estacas ortotropicas).

mTcCIR 37

Figura 3. 11 Gel de poliacrilamida, marcadores mTcCIR 6, 37 y 58,
genotipos EET 96, 103 y 576. M = muestra tomada de las colecciones, S =

muestra somatica, O = muestra ortotrépica, | = muestra de planta injertada.
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En la figura 3.11 se observa que las diferentemderde propagacion asexual
pertenecientes a un mismo genotipo coinciden, cxrepeion de la muestra
ortotrépica del genotipo EET — 103, que tiene bardiéerentes con respecto a las
demas muestras del mismo genotipo. Con estos adesltse puede decir que los
marcadores moleculares seleccionados diferenciaotiges fuera de tipo dentro de

una accesion.

3.6 Andlisis de datos

3.6.1Analisis de agrupamiento

Con la matriz de pesos moleculares Anexo B, setrorsun dendograma en
base a la distancia de alelos compartidos (DASte8hallele Distance por sus siglas
en ingles) (figura 3.12), donde se observa con1¥ 8na alta robustez estadistica
para la conformacion del grupo (EET) integrado pms genotipos EET con
excepcion del genotipo EET 400 que esta completersaparado de los demas. Del
mismo modo, con un 87% de probabilidad existe llaarabustez estadistica para la
formacion del grupo (ESS) integrado por los ochaogjpos ESS. Finalmente con un
99% se estima la conformacion de un pequefio gmiggrado por los genotipos

CCN-51y JHVH 10.
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Figura 3. 12 Dendograma del material de Theobroma cacao L. analizado en
el presente estudio. EET= Estacion Experimental Tropical, IMC= Iquitos
Marafion Collection, ICS= Imperial Collage Selection, CCN= Coleccion
Castro Naranjal, JHVH= Jehova, ESS= Edmundo Sanchez, SNA= Sabor
Nacional Arriba, SA= Sebastian Arteaga, PPC= Patricio Paredes Clon.
Enmarcado en linea discontinua negra, grupo conformado por JHVH 10 y
CCN 51, Enmarcado en linea discontinua anaranjada, grupo conformado por
los ESS y Enmarcado en linea discontinua celeste, grupo conformado por
los EET.
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En la figura 3.12 los genotipos SNA 1003 y SA l1l6eseuentran cercanos
mientras que el genotipo SNA 0409a se encuentraradp de los otros genotipos.
Se observa también, la existencia de genotiposi\quee encuentran dentro de algun
grupo como el caso de los PPC1, 2 y 3 que se tacatlispersos en diferentes partes
del arbol. Finalmente, dentro de los grupos forrsaexistieron valores bajos de

robustez estadistica como el caso de los ESSgosdeHT.

3.6.2Analisis de coordenadas principales (ACoP)

Al realizar el ACoP (Tabla 3.2), se obtuvo un potege acumulado de 47,55%
para los tres primeros ejes. El primer eje tuvovalor de 23,68%, el segundo de
13,20% vy el tercero de 10,67%, valores que contebua la discriminacion de los

genotipos en los ejes de coordenadas.
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Tabla 3. 2 Coordenadas para explicar el 100% de la varianza en este

estudio.
Coordenada Porcentaje Individual Porcentaje Acumulado
(%) (%)
1 23,68 23,68
2 13,20 36,88
3 10,67 47,55
4 7,15 54,70
5 6,51 61,21
6 4,81 66,02
7 4,53 70,55
8 3,94 74,50
9 3,77 78,27
10 3,28 81,55
11 3,08 84,62
12 2,61 87,24
13 2,10 89,34
14 1,75 91,09
15 1,62 92,71
16 1,25 93,96
17 1,21 95,17
18 0,96 96,13
19 0,85 96,99
20 0,78 97,77
21 0,58 98,35
22 0,39 98,74
23 0,32 99,06
24 0,30 99,36
25 0,24 99,59
26 0,20 99,79
27 0,13 99,92
28 0,08 > 100%
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La figura 3.13 muestra el analisis ACoP con tresrdenadas dando lugar a la
distincidn de cinco grupos principales (A, B, CyI[E). El grupo A esta conformado
por los genotipos SNA 1003, SNA 0409a y SA-16, kegrepo B formado por los
EET con excepcion del genotipo EET-400, dentrosie grupo, el genotipo EET —
19 se encuentra un poco alejado de los demas Eiffodkel mismo grupo. El grupo
C esta formado por los genotipos ESS, y el grugoridado por CCN, JHVH, ICS,
IMC y EET — 400. Finalmente el grupo E lo conforn@s genotipos PPC 1, PPC 2

y PPC 3.
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Andlisis de Coordenadas Principales Todos los gefiybds Estudiados

\\/
Figura 3. 13 ACoP 3D de las muestras de cacao analizadas en este estudio. Grupos A, B, C, D y E. EET= Estacion Experimental Tropical,
IMC= Iquitos Marafion Collection, ICS= Imperial Collage Selection, CCN= Coleccion Castro Naranjal, JHVH= Jehov4, ESS= Edmundo
Sanchez, SNA= Sabor Nacional Arriba, SA= Sebastian Arteaga, PPC= Patricio Paredes Clon.
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3.6.3Analisis molecular de varianza (AMOVA)

El AMOVA realizado para todos los genotipos (Tabla) con los grupos A, B,
C, Dy E, mostro que el 20% de diversidad gené&écdebe a la diferenciacion entre
los 5 grupos, mientras que el 80% de la diversiskaddebe a la diferenciacion
presente dentro de cada grupo. En el caso del @guponformado por los genotipos

EET, se observa mucha variacion dentro del mismo.

Tabla 3. 3 Resumen del AMOVA.

Fuente de Gradosde Sumade  Cuadrado Componentes %

Variacion Libertad Cuadrados Medio de Varianza
Entre Grupos 4 36608,416 9152,104 714,000 20%
(A,B,C,DYE)
Entre 26 25366,842 975,648 0,000 0%
Individuos
Dentro de Cada 31 86965,500 2805,339 2805,339 80%
Grupo
Total 61 148940,758 3519,339 100%

3.6.4Diversidad genética

Con los resultados anteriormente expuestos deltipai® se procedio a realizar
los andlisis de diversidad genética que mostrauontotal de 77 alelos fueron
revelados en toda la poblacion estudiada con tasngfie oscilaron entre 128 —

346pb, se observé cuatro genotipos duplicadosserabtuvieron datos perdidos.

En la Tabla 3.4 se muestran los parametros dedililaelr genética obtenidos en
este estudio, donde el locus mas polimérfico fuearsdlizado con el marcador

MTcCIR 290 con 7 alelos y el menor fue el analizeolo mTcCIR 1 con 2 alelos, el
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promedio de alelos por locus fue de 4,53. El loanalizado con mTcCIR 58
presenta mayor heterocigosidad esperada 0,79. karrhaterocigosidad observada
mostro los loci analizados con mTcCIR 6 y 26 convalor de 0,97, se obtuvo un
promedio general de 0,78. El valor mas alto de fakCde 0,76 para el marcador
MTcCIR 58 y un promedio de 0,57 para los marcaderapleados. EI mayor
namero de combinaciones alélicas fueron 11 paraQiRc2 y mTcCIR 58, el

menor para mTcCIR 1 con 2 y el promedio fue de.6,82

Tabla 3.4 Resumen de parametros de diversidad genética para 17

marcadores microsatélites.

Combinaciones Alelo / SSR
Marcador Alélicas / SSR Cantidad Peso(g]g)lecmarFrecuencia He Ho PIC
1 2 2 128 0,39 0,47 0,770,36
140 0,61
6 9 5 221 0,18 0,76 0,970,72
225 0,21
235 0,27
237 0,05
247 0,29
7 6 4 156 0,40 0,61 0,840,53
158 0,06
160 0,47
164 0,06
8 8 5 288 0,48 0,64 0,610,58
293 0,34
296 0,05
302 0,08
304 0,05
11 6 5 299 0,40 0,67 0,870,60
301 0,02
303 0,21
311 0,02
315 0,35
12 11 6 187 0,16 0,76 0,940,72
199 0,16
202 0,016
204 0,24
213 0,35
222 0,06
15 6 4 232 0,29 0,69 0,810,64
234 0,10
250 0,42

252 0,19




Tabla 3.4 Continuacion.

Combinaciones Alelo / SSR
Marcador Alélicas / SSR Cantidad Peso(g]g)lecmarFrecuencia He Ho PIC
22 4 3 278 0,50 0,52 0,740,40
287 0,48
289 0,02
24 8 5 192 0,58 0,55 0,590,48
198 0,02
202 0,06
208 0,02
245 0,32
26 4 4 294 0,15 0,67 0,970,63
296 0,48
298 0,21
305 0,16
33 10 6 274 0,03 0,69 0,740,64
284 0,47
292 0,06
300 0,02
312 0,19
346 0,23
37 8 5 147 0,42 0,69 0,580,64
151 0,10
159 0,02
165 0,31
177 0,16
40 4 3 262 0,02 0,52 0,580,40
280 0,48
286 0,50
58 11 6 206 0,15 0,79 0,77,76
236 0,08
248 0,19
256 0,15
258 0,09
264 0,34
60 7 4 190 0,03 0,68 0,840,61
194 0,40
196 0,26
212 0,31
230 5 3 233 0,08 0,57 0,710,48
249 0,44
253 0,48
290 7 7 139 0,08 0,65 0,900,58
159 0,02
161 0,47
163 0,02
169 0,02
179 0,35
181 0,05

Promedio 6,82 4,53 0,64 0,78 0,57
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La mayor frecuencia alélica fue 0,61 para el alelcCIR 1 — 140. Este alelo se
encontré presente en todos los genotipos analizadawenor frecuencia alélica fue
0,02 para los alelos mTcCIR 11-301, mTcCIR 11-3nIcCIR 12-202, mTcCIR
24-208, mTcCIR 290-159 y mTcCIR 290-169 presenteslegenotipo EET-400,
mTcCIR 22-289 presente en el genotipo EET-48, mRc€4-198 presente en el
genotipo PPC3, mTcCIR 33-300 presente en el gemd@ifs 95, mTcCIR 37-159 y
MTcCIR 290-163 presentes en el genotipo IMC 67 ¥@IR 40-262 presente en el

genotipo PPC1 (Tabla 3.4).

3.6.5 Analisis de alelos especificos y compartidos

Al realizar el analisis de alelos especificos y partidos se observé que existe

un alelo especifico para el genotipo EET-19 alel@89pb en el locus mTcCIR 22,

con una frecuencia de 0,042 como muestra la figuré

Frecuencia alélica para mTcCIR22

, 0,600 -

S 0,400 -

% 0,200 - 0,042

0,000 - M EET

- 278 287 | 289 ‘ =OT
mTcCIR22 ‘

Locus

Figura 3. 14 Frecuencia alélica para locus mTcCIR 22, EET: genotipos

recomendados de cacao, OT: Otros genotipos de cacao estudiados.
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El alelo 206pb y el alelo 256pb del locus mTcCIR &&a presente no solo en
algunos de los genotipos EET sino también est@&pte£n los genotipos SNA 1003,

SNA 0409a y SA-16.

La Tabla 3.5 muestra las frecuencias alélicas ptesesn el grupo EET y en el
grupo de los otros genotipos estudiados. En bas&tas frecuencias se eligio un
grupo de marcadores que tengan mayor frecuenci@aal@ara el grupo de los
genotipos EET recomendados y menor frecuencia p@sademas genotipos
estudiados. Ademas se realiz6 el analisis de adspscificos y compartidos a cada
uno de los genotipos EET recomendados. Con el pitopde obtener su identidad
genética, se selecciond y combind un grupo de rdarea que presenten alelos para
cada uno de los genotipos EET y que tengan meeoudncia alélica en los demas

genotipos EET recomendados.
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Tabla 3. 5 Frecuencia alélica presente en el grupo de los EET y en los

demas genotipos estudiados

Locus Alelo  Grupo EET Otros genotipos
mTcCIR6 221 0,077 0,250
225 0,154 0,250
235 0,462 0,139
237 0,000 0,083
247 0,308 0,278
mTcCIR12 187 0,038 0,250
199 0,038 0,278
204 0,423 0,111
213 0,500 0,250
222 0,000 0,111
mTcCIR24 192 0,500 0,639
198 0,000 0,028
202 0,000 0,111
208 0,038 0,000
245 0,462 0,222
mTcCIR58 206 0,192 0,111
236 0,038 0,111
248 0,000 0,333
256 0,269 0,083
258 0,000 0,139
264 0,500 0,222
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1 Extraccion y Cuantificacion del ADN

En la presente investigacion se extrajo ADN a pat# tejido foliar fresco
empleando el protocolo de Doyle y Doyle (1987) rficddo por Faleiroet al
(2004), el cual emplea una accién mecanica de pehdo del tejido foliar con
nitrogeno liquido, lo que permite la ruptura depkared celular para liberar los
constituyentes celulares; el tampon O buffer deraegidn posee altas
concentraciones de NaCl lo cual resultdo efectivoapeliminar la mayoria de
complejos carbohidratos; el CTAB presente en diebus la base para la separacion
de los polisacaridos de los acidos nucleicos, daugion de Polivinil pirrolidona en
este buffer inhibe la actividad de polifenoloxidasae pueden causar una coloracion

gris en el ADN extraido (Rogers & Bendich, 1988).

La extraccion de ADN de las muestras en estudreaezd sin mayor dificultad,
se observaron bandas de ADN con poca degradadidriiarsa los resultados
obtenidos por Carranzet al. (2008) en su investigacion con muestras foliaees d

cacao.

Sin embargo, cabe recalcar que para obtener mejmesltados se debe
incrementar una purificacion con mini-columnas déca (Microbial, 2009), el
tiempo de migracion y el voltaje de la corrida &leforética. Segun Espinosa (2000)
para el voltaje recomienda utilizar 5 voltios pada centimetro que exista entre los

dos electrodos de la camara de electroforesis (samara mide 30cm se correra a
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150V). Esta medida se aplica cuando tenemos frags@nandes, de mas de 2kb.
Para correr un producto PCR con fragmentos pequef@400 pb hasta 1 kb, se
utiliza casi siempre 90 a 100 voltios para gelegashy/o grandes. Ademas, el
tiempo de corrida deberia de ser de 1 60 2 horam P@léculas de alto peso
molecular hace falta correrlas con voltajes muyupéqs, se puede correr el gel con
un voltaje mayor, pero esto puede afectar la regmiude las muestras (CIMMYT,

2004).

La concentracion obtenida de ADN por espectrofotomepara los 31
individuos en este estudio varié desde 30,00ng/BEA50ng/pL, con un promedio
de 284,60ng/uL. La concentracion obtenida en estastigacion es relativamente
baja comparada con la concentracion de 111 hafian@§ifuL que obtuvo Chia

(2009) en sus investigaciones con 50 individuosadao.

La pureza del ADN obtenida por espectrofotometddavde 1,47 hasta 2,19.
Estos datos son similares a los obtenidos por 0i@9) con valores de pureza que
varian desde 1,20 hasta 2,39. CIMMYT (2004) merxigue es preciso determinar
la relacion DO260/D0O280 para evaluar la purezaAdidN extraido, si esa relacion
es de 1,8-2,0, es probable que la absorcion seadayor los acidos nucleicos. Una
relacion inferior a 1,8 indica que pueden existiotpinas y/u otros elementos
absorbentes de UV en la muestra; en ese casonesniente volver a precipitar el
ADN. Una relacion superior a 2,0 indica que las stias pueden estar contaminadas

con cloroformo o fenol y se debe volver a efectagrecipitacion con etanol.
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Finalmente, al comparar los dos métodos de cueantifin: el método visual en
gel de agarosa y el método por espectrofotomedrfuede decir que el método mas
preciso es el método por espectrofotometria yangueepende de la percepcion del

investigador.

4.2 Validacion del ADN y pruebas multiplex

Las pruebas de amplificacion mostraron que todasniaestras dieron una
amplificacion positiva, lo cual permitié verificgue las caracteristicas de cantidad y
calidad de ADN fueron las necesarias para llevaralao una buena PCR, esto
concuerda con lo descrito por Lessells & Matema®98); Williams, Kubelik,
Rafalski, & Tingey (1990). EI ADN debe estar exenttener una minima cantidad
compuestos contaminantes, para obtener una amapildit positiva. Ademas, la
concentracion del ADN debe ser la adecuada ya guexceso de ADN gendmico

puede inhibir la amplificacion.

En la validacion del ADN, se observo diferenciadreerias bandas de los
duplicados del genotipo EET-62, probablemente @stiicca que en la accesion
existen plantas fuera de tipo o mal etiquetadago Asimilar sucedié en la
investigacion realizada con SSRs por Zhang et 2008), en una coleccion
internacional de cacao que incluyé genotipos EHEIhres la identificacion de
duplicados, reduccién de redundancias y evaluadénnivel de la diversidad
genética donde se observo un alto porcentaje detmgaketamiento en los genotipos

extranjeros.
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Al analizar las bandas de cada marcador en lasbasuenultiplex PCR se
observé dificultad para poder diferenciarlas unasottas, inclusive en las pruebas
triplex se observd una sola banda, esto probablerssn debe a que se eligieron
marcadores muy préoximos entre ellos, con peso mialeenuy similar o tal vez
debido a una inhibicion entre los marcadores quéocmaron estas combinaciones.
Segun Innis, Gelfand, & Sninsky (1999); Browni@akt(1997) y Atlas & Bej (1994),
la presencia de muchos iniciadores de PCR en untgbb puede causar muchos

problemas, como el aumento de la formacion de fesxos inespecificos.

Otro problema que se da al realizar las multipl©&RP es la formacion de
dimeros de iniciadores que ocurre frecuentemente gesultado del apareamiento
de bases entre dos cebadores 0 eventualmente nemextle un cebador sobre si
mismo (Fonseca, Giorgio, & Tiscornia, 2010). Paue gsto no ocurra, se debe
enfocar en la optimizacion de la enzima polimerasa,las concentraciones de
MgCl,, en la temperatura de reaccion e hibridacion 0ezianpla PCR a una
temperatura elevada (Hot Start PCR por sus siglasigles). De esta manera, se
evitaria la formacion de dimeros o fragmentos ieesjgos en la PCR multiplex. Por
lo tanto, se debe afinar esta técnica para obtezmiltados favorables (Innis,

Gelfand, & Sninsky, 1999); (Brownie et al., 1997).
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4.3 Genotipaje y Analisis Molecular

Luego de superar ciertos problemas en la realinacdé los geles de
poliacrilamida como la formacion de burbujas, migsaes no uniformes y
desprendimiento del gel de la placa adherentebae/@ geles de facil lectura y de

buen aspecto.

En la amplificacion de los 18 SSRs empleados ea estudio (tabla 2.2 de
materiales y métodos) se observo una buena redoldei bandas con tamafos entre
128 — 346pb, en los geles de poliacrilamida tefmrsnitrato de plata (Saundests
al., 2004; Cryer, Fenn, Turnbull, & Wilkinson. 2005; Mdal et al, 2008 e Iristet
al., 2010), a excepcion del microsatélite mTcCIR 84wl no presentd una buena
resolucion en estos geles. En este estudio seyexebie Ultimo marcador pese a que
en estudios realizador por Montilal, Zhang, Umahahischke, Boccara, & Pinney

(2008), lo reportan como un marcador bastante @ofioo.

Para la mayoria los marcadores microsatélites domrien geles de
poliacrilamida, se observé que los genotifd$A 1003, SNA 0409y SA 16 son
homocigotos. Esta informacion concuerda con lo mo@aclo por Looet al (2009)
donde sefialan que los genotip8& 16 SNA 1003 mostraron un 90% de

homocigocidad y el genotig@NA 0409amostré un 85% de homocicogidad.
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El genotipo CCN 51 mostré ser heterocigoto paranéyoria de marcadores
corridos. Ademas, posee alelos de sus progenithl€s67 e ICS 95, informacion
que concuerda por lo descrito por Castro en 198&r(S2011), en donde se
menciona que CCN 51 es el cruce de la F1 del IM@-82S-95 por O-1, y donde

O-1 es una accesion de cacao colectada en vallamos.

Al comparar el genotipo CCN-51 con los genotiposAd puede ver una clara
diferencia en sus combinaciones alélicas (heteos@gehomocigosis). Ademas en el
dendograma el CCN y los SNA se encuentran en ralistigitas, resultado que
concuerda con las diferentes carcteristicas orgptiods, de origen, y fenotipicas

gue poseen estas dos accesiones.

En esta investigacion el genotipo CCN 51 y los ¢jpne EET, se encontraron
en diferentes ramas del dendograma y en difereggrigsos como lo muestra el
analisis ACoP. Esto se confirma con lo mencionado Aimoreset al. (2009c),
quienes mostraron en un analisis con marcadorescoiates microsatélites que los

clones EET se encuentran a gran distancia del ipenGCN-51.

En cuanto a los genotipos denominados super arboéssconocidos como ESS,
se observé que comparten al menos uno de sus aldi@stodos los miembros de
este grupo, por lo que se asume que estan emposntgposiblemente provienen de
la misma madre. Esto también se observa en el desnt@a y en el ACoP donde
estos genotipos forman un grupo. Sin embargo, @s egtnotipos se los puede

diferenciar entre ellos con los marcadores empkadaeste estudio. Investigando en
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el origen de los super arboles, de acuerdo a F.résnaider del programa Nacional
de cacao del INIAP (comunicacién personal), se m@acque estos arboles son
originarios de la Amazonia ecuatoriana y que aderpaseen caracteristicas

fenotipicas similares y alta productividad.

El genotipo JHVH 10 comparte la mayoria de alelms €CN-51 lo cual se ve
reflejado en los analisis UPGMA y ACoP donde s&aitain en un mismo grupo, por
lo que se podria suponer su parentesco. De acaefeloAmores (comunicacion
personal), el genotipo JHVH 10 probablemente egir@rio de Milagro, una
caracteristica notoria de la mazorca es su colamaainarilla que lo podria confundir
con un genotipo EET 6 un genotipo Nacional. Loslltados de este estudio sugieren
que el genotipo JHVH 10, no pertenece a los geo®tFET ni pertenece al cacao

Nacional Fino de Aroma.

Los genotipos PPC comparten alelos con varios gestposeen alelos de
algunos SNA, poseen alelos de varios EET y aledG5-95. Esto se observa
también en el dendograma donde los tres genotiposnsuentran ubicados en
diferentes partes del arbol. PPC2 se encuentra puds genotipos EET, PPC1 se
encuentra junto a los genotipos ESS y PPC3 se eimajanto a ICS 95. De acuerdo
a D. Saquicela, Investigador del Programa de cadaola EET-Pichilingue
(comunicacion personal), describe que los PPC @nevi de una finca ubicada en
Valle Hermoso, Provincia de Santo Domingo de loachgas. Se menciona que
estos arboles poseen diferencias morfolégicas esilive, asi que PPC1 y PPC2

poseen mazorcas verdes con tonos purpuras en dastadouro y amarillas al
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madurar, en cambio PPC3 posee mazorcas rojas alranaén cuanto a su sabor
todos poseen sabor acido. Frente a los resultaoienidos en este estudio y las
caracteristicas fenotipicas antes mencionadas,legarib a suponer que estos

genotipos no pertenecen al grupo de los EET, gritgdo de los SNA.

Los genotipos EET comparten entre ellos ciertosogleon exepcion del
genotipo EET-400 que muestra bandas muy diferefiesel dendograma y en el
ACOP estos genotipos se ubicaron dentro del mismpogexcluyendo al EET-400.
En este sentido, es necesario recordar que lodigesioEET-19, EET-48, EET-62,
EET-95, EET-96 y EET-103, pertenecen a la primeemnegacion de clones
recomendados por el INIAP (Vera, Suarez, & Mogroy&P84) y que los genotipos
denominados EET-544, EET-558, EET-575 y EET-576,n sgenotipos
recomendados mas recientes (INIAP EET-Pichilingl@95). El origen de esta
diferencia genética probablemente fueron las nmé#ipecombinaciones genéticas

naturales que debieron darse con el paso de Igs afo

Las caracteristicas fenotipicas de los clones rendados también revelan,
diferencias y similitudes entre ellos como: el calel fruto inmaduro, forma del
fruto, el tamafio de las hojas, color del nuevoeyroarracteristicas de los organos
reproductivos, entre otras (Enriquez & Soria, 19@@éra et al., 1984; Soria &
Enriquez, 1981; Garcia, 2007). Toda esta diversidauktrada a través de
caracteristicas fenotipicas va de acuerdo con $pedsion de genotipos EET
observada en el ACoP del grupo B y concuerda comorientaje de diversidad

presente entre los miembros de cada grupo, exgresad AMOVA.
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El genotipo EET-400 como se menciond antes se atraugompletamente
separado de los deméas EET. En el dendograma y AGa@P este genotipo se lo
encuentra cercano al IMC 67. En las investigacioeakzadas por Iriskt al (2010)

y Montilal et al (2008) con SSRs en cacao, también, se puedevabgsta cercania,
ademas segun Enriquez & Soria (1967) y Soria &dtri (1981), al genotipo EET-
400 lo describen como un hibrido de la variedad 20n&ca forastera, descendencia

de Silecia 1, que confirmaria los resultados obtenen esta investigacion.

En este estudio se obtuvieron dos resultados hassamgulares, el primero
involucra a los genotipos EET-544 y EET-558 y glus®lo a los genotipos EET-575
y EET-103. En ambos casos estos genotipos mostpendires genéticos idénticos,
por lo que se supondria desde el punto de vistétigen que estos clones son
simplemente replicas exactas. Sin embargo, queddriarta la posibilidad de
posibles errores en el manejo de estos materialesa®mpo (mal etiquetamiento),
dentro de la misma accesion en la coleccibn CGNadEET-Pichilingue, cosa
extrafiamente posible a pesar de que se tomé6 dusplde diferentes posiciones de

la misma accesion.

En el primer caso se observa mucha semejanza esttve genotipos a nivel
fenotipico y organoléptico como menciona Amagesal. (2009c¢). Sin embargo, este
autor menciona que en el andlisis con marcadoréscalares tipo microsatélites, se
encontré que estos clones son genéticamente meanmaE, Mas no se trata del

mismo clon. En el segundo caso se presentan difeseren cuanto a las
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caracteristicas fenotipicas y organolépticas (Asietal.,2009b). Frente a esto, los
resultados dan lugar a una apreciacion errénea d@nlilitud genética entre los

clones EET-544; EET-558 y EET-575; EET-103.

Ante estos casos se plantean posibles razonesplieaa el resultado obtenido.
Primeramente, los marcadores SSR empleados eadarpe investigacion coinciden
en su mayoria con los marcadores reportados estigaeiones como las realizadas
por Zhanget al. 007) quienes mencionan que es posible utilizamabcadores
SSRs en cacao para diferenciar genotipos, ideatiiccesiones mal etiquetadas y
cuantificar la diversidad genética con un gran mante accesiones. Turnbull y sus
colaboradores (2004) afirman que los 15 microgsatliempleados en su
investigacion poseen suficiente poder estadistaza entificar cultivos de cacao,
por lo tanto el uso de 17 SSRs debi6 ser suficieata poder diferenciar entre las 31
accesiones analizadas en este estudio. Sin emlmardoe asi, por lo que el empleo
de un mayor niumero de SSRs deberia ser considétihgara diferenciar entre los
genotipos en cuestion, como lo demuestra la inyastin realizada por Loat al
(2009) en la cual utilizaron 40 SSRs que sirvignarna encontrar diferencias entre

los clones antes mencionados.

Otra alternativa es la sefialada por Zhang, Misché&knson, Phillips-Mora, &
Meinhardt (2008), quienes mencionan que el empteds SSRs no es suficiente
para distinguir clones estrechamente relaciondé&tes autores sugieren que existen

casos excepcionales que pueden presentar mutag@anasles no detectables por
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SSRs, y que causan cambios fenotipicos como casebtolor de la semilla o vaina.
Esta podria ser la explicacion por la cual no stopdiferenciar entre los genotipos

EET-544 y EET-558.

Un factor importante que se deberia tomar en cuenta Epigenética, la cual es
el estudio de los cambios en la funcion de los gemee son heredables, sin
modificacion en la secuencia del ADN y que puedgneversibles concuerda por lo
descrito por Waddington en 1939 (Cruz, 2012), Easopalabras la epigenética se
basa en la existencia de un nivel de regulacida é&presion génica que no implica
cambios en la secuencia del DNA y que puede perdduwsante una o mas

generaciones (Lewin, 2008; Sanchez & Lamas, 2011).

Frente a esto existe la posibilidad que los casosgdaldad genética de los
genotipos EET-544, EET-558 y EET-103, EET-575 prs#os en esta invetigacion,
se traten de diferentes respuestas epigenétidas dedividuos a distintos estimulos
medioambientales. Existen reportes de crecienteslasi de metilacion del ADN
durante el desarrollo en plantas, también se hartegfo que el estado de la
metilacion varia entre érganos y edad del tejiddadglanta (Weisinget al., 2005).
Un ejemplo de esto se muestra en la investiga@alizada de cacao por Cryer &
Wilkinson (2006) donde las diferentes condicionesbigntales de crecimiento
influyen en la forma de metilacion de los nucledgsidiel ADN, forma mas comun de

modificacion epigenética.
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Parte de los locus microsatélites obtenidos en @stastigacion fueron
comparados con los locus provistos de la base des daternational Cocoa
Germoplams Database (ICGD), la cual recopila infmidn relacionada con
marcadores moleculares aplicados a cacao (Cryem, Reharters, & Wilkinson,
2003; lIrish,et al., 2010 & Zhang 2010a, 2010b), donde se obtiene aencias y
semejansas para mas de la mitad de los locus miehlbs presentados en esta
investigacion. Ademas, se los comparé también eobake de datos provista por

Loor (2007), donde se encuentran varias semejanzas.

Al realizar el andlisis de alelos especificos, Sgeeaba encontrar por lo menos
un alelo que estuviera presente s6lo en el gruposdgenotipos EET (con excepcion
del genotipo EET-400) y ausente en los demas geststudiados, pero esto no
ocurrié ya que se observo la existencia de un @specifico para el grupo de los
EET (alelo de 289pb para el locus mTcCIR 22). Lja lii@cuencia (0,042), en cada
uno signific6 que este alelo no se encuentra presem todos los genotipos que
conforman el grupo de los EET y solo esta en ebtjjem EET-19, por estos motivos
y en base a frecuencias alélicas, se seleccion@rupo de marcadores para

diferenciar al grupo de los EET, de los demas.

Existen alelos presentes en algunos genotipos B&Tcomo en los genotipos
SNA 1003, SNA 0409a y SA-16, lo cual evidencia dos genotipos EET
descienden de cacao Nacional ya que compartensatelo los genotipos Sabor

Nacional Arriba.
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4.4 Verificacion de estabilidad de los SSRs selecciaies

Al momento de comparar el perfil genético entrenfala madres, somaticas,
ortotropicas e injertos, la planta del genotipo EEB ortotropica se observo
diferencias en su perfil genético. Al parecer pngsel perfil genético del genotipo
EET-96. Esto se debe probablemente a que la pldetagenotipo EET-103
ortotropica estuvo mal etiquetada 6 que probabléenss dio un error en el proceso
del analisis en el laboratorio, por ello se comprablviendo a repetir el analisis a la
misma planta y a otras plantas ortotropicas ces;anastrando que efectivamente la
planta ortotropica inicial estuvo mal etiquetadaetrninvernadero. Ademas, cabe
destacar que en invernadero existieron plantasacascdel genotipo EET-96 al
genotipo EET-103, donde se pudo realizar la coafudrinalmente, cabe destacar
que, con los resultados mostrados la técnica exgples valida para diferenciar entre
varios genotipos de una misma accesion, por losgugodria emplearla en procesos

futuros de discriminacion de genotipos EET.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES
Se logré establecer la identidad genética de lostgms comerciales de cacao

Nacional con el empleo de 17 marcadores molecuhaiaesateélites.

Los marcadores microsatélites seleccionados pdexredciar al grupo de
genotipos EET recomendados de otros genotipos adgseen este estudio son:

MTcCIR 6, mTcCIR 12, mTcCIR 24 y mTcCIR 58.

Se encontré un alelo especifico para el genotip®-EE, alelo 289pb para el

marcador mTcCIR 22.

Se encontraron alelos presentes en el grupo deHds pero con baja frecuencia

en los genotipos SNA 0409a, SA-16, ESS 6, ESS -6V, PPC1, PPC2y PPC3.

Se logré determinar la combinacion de marcadordeaulares que diferencian
entre genotipos EET recomendados. Con excepcitwsdgenotipos EET-544, EET-

558 y EET-103, EET-575.

Los marcadores permiten identificar plantas fueea tigpo propagadas por

diferentes formas de propagacion asexual ya que3es presentan estabilidad.

Los genotipos EET forman un grupo diverso, cercmngrupo de los genotipos
SNA y distante de los grupos ESS, CCN y PPC, apexde del genotipo EET-400

que se ubico alejado de los EET.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES
Se sugiere en futuros trabajos de investigacioliimel estudio de un mayor
namero de marcadores moleculares altamente polooérd mucho mas especificos

como son los SNPs para poder diferenciar genoéptwechamente relacionados.

A pesar de que el presente estudio ha hecho cocities importantes para
determinar la estructura y singularidad genétich ad&ao, aun se necesita de
investigaciones adicionales para esclarecer laldgdade perfiles genéticos en el
caso de los genotipos EET-544, EET-558 y EET-18T-&75, por lo cual se
recomienda aumentar el nimero de SSRs en anabsisrpres y evaluar todos los

individuos de la accesion.

Los marcadores seleccionados en este estudio podeia empleados en la

busqueda de individuos fuera de tipo de una caaabe germoplasma.

Se recomienda validar el set de marcadores molesukeleccionados en este

estudio realizando muestreos a mayor escala erogieemerciales de cacao.

Se recomienda la implementacion de multiplex PCRRrérimas investigaciones

ya que optimizan tiempo y recursos.
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