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ABSTRACT - The high demand for genetic materials in the cultivation of cocoa (Theobroma
cacao L.), required for the renovation, rehabilitation and implementation of new plantations has
given rise to a proliferation of centers of propagation, which do not meet criteria qualified
technicians especially during the processes of clonal multiplication. In these conditions the
certification of nurseries for propagation material, is performed on the basis of phenotypic
characteristics, which do not provide a criterion of confidence for the authentication of genotypes.
In this sense, we propose the use of molecular markers of microsatellite stable selection, to carry
out the identification of individuals of National cocoa "Fine Aroma". 17 SSRs were used to obtain
the genetic identity of 31 accessions within which are the recommended by INIAP. For the
allocation of molecular weights of the amplified products are employment the migration technique
using electrophoretic run in polyacrylamide gels, whose results were revealed in silver nitrate
staining and fluorescence in a semi-automated system. The multivariate analyses tested in
genotypes were differentiated five groups: EET, SNA, CCN, ESS and AIS. The genotypes EET are a
heterogeneous group for which no specific alleles were found, with the exception of the 289pb, in
the locus mTcCIR 22 of the genotype EET-19. For this reason, was selected on the basis of allelic
frequencies microsatellite markers that differentiate the EET group of genotypes, these being:
mTcCIR 6, mTcCIR 12, mTcCIR 24 and mTcCIR 58. The selected markers allowed identifying
clones out of type in different systems of asexual propagation. The present study has made
important contributions to determine the structure and genetic uniqueness of cocoa.

Abreviaciones: AGROCALIDAD: Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro;
CCN 51: Coleccion Castro Naranjal; EET: Estacion Experimental Tropical; ESS: Edmundo
Sanchez; ICS 95: Imperial Collage Selection; IMC 67: Iquitos Marafion Collection; INIAP:
Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias; JHVH 10: Jehova; mTcCIR:
Microsatélite Theobroma cacao CIRAD; PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa; PPC: Patricio
Paredes Clon; SA: Sebastian Arteaga; SNA: Sabor Nacional Arriba; SSRs: Simple Sequence
Repeat.
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INTRODUCCION

Es ampliamente conocido que existe una
creciente demanda de cacao Fino de Aroma para
la industria a nivel mundial, la cual se
mantendra creciente al menos por la siguiente
década. En este escenario, la alta demanda de
materiales  genéticos requeridos para la
renovacion, rehabilitacion o implementacion de
nuevas plantaciones de cacao en el pais, ha dado
origen a una proliferacion de centros de
propagacion de material de siembra, los mismos
que no cumplen con criterios técnicos
calificados o validados, que garanticen una
correcta identificacion de los materiales
propagados clonalmente y usados para la venta
a nivel de vivero.

El  Instituto  Nacional = Autébnomo  de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP) durante
mucho tiempo ha generado informaciéon sobre
las caracteristicas fenotipicas de los genotipos
recomendados,  seleccionando  una  lista
estandarizada de descriptores morfologicos y
agronomicos que permite definir caracteres
cualitativos y cuantitativos. Sin embargo, éstas
constituyen medidas subjetivas que en buena
parte estan limitadas por efectos ambientales y
ademads requiere de una gran experiencia del
evaluador para una caracterizacion acertada.
Otro factor negativo de los descriptores
fenotipicos es el tiempo, pues generalmente
deben ser usados en arboles adultos que hayan
completado su desarrollo.

Actualmente, existen tecnologias basadas en el
uso del ADN que permiten la identificacion de
un genotipo en particular, asi como la
determinacion de la diversidad entre familias y
poblaciones, sirven de base para la
identificacion de especies e hibridos, permiten
establecer la paternidad, entre muchos otros
aspectos; sin importar la forma o tecnologia por
la cual fueron obtenidos (Liu & Cordes, 2004).

Entre las técnicas mas utilizadas en la ultima
década estan los marcadores moleculares
microsatélites, los cuales se caracterizan por ser
secuencias unicas que se encuentran localizadas

en diferentes partes del genoma; son
abundantes, altamente polimoérficos entre
individuos y son codominantes, caracteristicas
que han hecho de estas herramientas

perfectamente adaptables y aplicables al cultivo
de cacao (Chakraborty et al., 1988).

Como lo demuestran estudios realizados por
Saunders, Mischke & Hemeida (2001), ha sido
posible seleccionar 15 iniciadores microsatélites
como estandares internacional para caracterizar
cacao. Para el caso especifico del cacao
Nacional ya se han realizado estudios con
microsatélites como son los casos de Loor
(2002, 2009) y Amores et al. (2009c¢).

La presente investigaciéon se orient6 hacia la
seleccion de marcadores moleculares
microsatélites, con el objeto de disponer de
herramientas para la  identificacion y
diferenciacion de los clones comerciales de
cacao Nacional (Theobroma cacao L.),
recomendados por el INIAP, de otros con
caracteristicas fenotipicas similares presentes en
el mercado ecuatoriano ademas determinar la
estabilidad de los marcadores microsatélites
seleccionados para la diferenciacion de los

genotipos en plantas de cacao Nacional
obtenidas mediante diferentes formas de
propagacion asexual.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se seleccionaron un total de 31 genotipos para
el presente estudio (Tabla 1.), de los cuales los
10 primeros genotipos corresponden a clones de
tipo Nacional que han sido liberados por el
INIAP, para su siembra comercial. Se tomaron
muestras foliares de 2 plantas representativas de
cada uno de ellos.
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Tabla 1 Lista de Genotipos de cacao empleados
en la investigacion

No Cédigo No Cédigo No Cédigo
1 EET-19 12 EET-577 22 ESS 5

2 EET-48 13 EET-559 23 ESS 6

3 EET-62 14 IMC-67 24 ESS7

4 EET-95 15 1CS-95 25 ESS 8

5 EET-96 16 CCN-51 26 SNA-040%9a
6 EET-103 17 JHVHI10 27 SNA-1003
7 EET-544 18 ESS 1 28 SA-16
8 EET-558 19 ESS 2 29 PPCl

9 EET-575 20 ESS3 30 PPC2
10 EET-576 21 ESS 4 31 PPC3

11 EET-400

El muestreo consistio6 en tomar la segunda,
tercera y cuarta hoja desde el apice, de las ramas
ubicadas en el tercio medio de cada planta, las
cuales tenian una coloracion verde claro y buen
estado fitosanitario y fueron transportadas del
campo al laboratorio en una nevera portatil
(Schefte, 2008).

Extraccion de ADN

El protocolo de extraccion utilizado en esta
investigacion se baso en el propuesto por Doyle
& Doyle (1987) y modificado por Faleiro et al.
(2002). Adicionalmente se realizaron ciertas
modificaciones.

El protocolo inicid con el macerado de tejido
foliar en nitrogeno liquido hasta convertirlo en
polvo. Del producto macerado se tomd una
alicuota de 0,1g en un microtubo de 2mL. A
continuacion se afiadi6 1ml de buffer de
extraccion (2.8% CTAB; 1.3M NaCl; 20mM
EDTA; 100mM, pH 8 TRIS-HCI; 1% PVP 40;
0,2% de P Mercaptoetanol; agua MILLI-Q),
previamente calentado a 65°C en bafio. Se
homogenizoé en Vortex y se colocd a 65°C en
bafio Maria por una hora agitando levemente. Se

retira la preparacion del bafio Maria dejando
enfriar a temperatura ambiente. A continuacion
se adiciono 700uL de CIA, seguido de suaves
inversiones hasta que estuvo turbio y se
centrifugd a 13.000rpm por 10 minutos. Luego
se extrajo el sobrenadante y se adiciond 55uL
de CTAB al 7%, se mezcldé por 5 minutos. Se
repitio6 el lavado con CIA. Se recupero
nuevamente el sobrenadante, afadiendo 300uL
de etanol frio en cada tubo, mezclando por cinco
minutos luego se coloca esta preparacion a —
20°C durante 30 minutos. A continuacion se
centrifugd durante 10 minutos a 14.000rpm y se
elimind el sobrenadante. Se lavd con etanol al
70% y se dejo secar a temperatura ambiente por
dos horas. Se resuspendi6é el ADN en 100uL de
agua. Se afiadio 10uL de NaCl 5M y 75uL de
etanol frio. Se puso a — 20°C durante tres horas.
Se repitio los lavados con etanol y se dejo secar.
Finalmente se resuspendié en 200uL de TE y se
almacend a — 20°C.

Cuantificacion del ADN obtenido

Cuantificacion por electroforesis en gel de
agarosa: Se realizaron corridas electroforéticas
en gel de agarosa al 1%, con el propodsito de
verificar la existencia del ADN extraido,
siguiendo el protocolo propuesto por Morillo &
Mifio (2009).

Cuantificacion por espectrofotometria: Se
realiz6 en un espectrofotometro Hitachi U-2900
UV-VIS mediante la medida de las absorbancias
a longitudes de onda de 260nm y 280nm.

Genotipaje con microsatélites

La técnica de genotipaje usada en este
experimento fue la de “Secuencias de
Repeticiones Simples” (SSRs, por sus siglas en
inglés), también llamados microsatélites. Esta
técnica comprende 3 procesos principales:
Amplificacion de ADN por Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR por siglas en inglés),
Migracion del ADN mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida y revelado de resultados
el cual se efectud por medio de Tincion de los
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geles con nitrato de plata y por medio de
Fluorescencia.

Amplificacion (PCR): En este estudio se empled
un total de 20 iniciadores microsatélites (Tabla
2), reportados como polimorficos por Saunders

et al. 2004, Loor (2007) y Lopez (2010) para
Theobroma cacao L.

Tabla 2 Lista de marcadores microsatélites empleados en el presente trabajo.

T

No. Nombre No. Tamaiio Secuencia del Iniciador annealing Reportados
Crom pb oC por
1 mIcCIR1 3 128-146 PF GCAGGGCAGGTCCAGTGAAGCA 51
PR TGGGCAACCAGAAAACGAT
2 mIcCIR6 6 224253 PF TTCCCTCTAAACTACCCTAAAT 46
PR TAAAGCAAAGCAATCTAACATA
3 mTcCIR7 7 148-163 PF ATGCGAATGACAACTGGT 51
PR GCTTTCAGTCCTTTGCTT
4  mTcCIRS 9 290-307 PF CTAGTTTCCCATTTACCA 46
PR TCCTCAGCATTTTCTTTC
5  mTcCIR 11 2 286-321 PF TTTGGTGATTATTAGCAG 46
PR GATTCGATTTGATGTGAG
6  mIcCIR 12 4 165-256 PF TCTGACCCCAAACCTGTA 46
PR ATTCCAGTTAAAGCACAT
7  mTcCIR 15 1 234-263 PF CAGCCGCCTCTTGTTAG 46
PR TATTTGGGATTCTTGATG
8  mTcCIR18 4 333-357 PF GATAGCTAAGGGGATTGAGGA 51 (Saunders
PR GGTAATTCAATCATTTGAGGATA et al., 2004)
9  mTcCIR 22 1 276-301 PF ATTCTCGCAAAAACTTAG 46
PR GATGGAAGGAGTGTAAATAG
10  mTcCIR 24 9 186-207 PF TTTGGGGTGATTTCTTCTGA 46
PR TCTGTCTCGTCTTTTGGTGA
11 mTcCIR 26 8 285-310  PF GCATTCATCAATACATTC 46
PR GCACTCAAAGTTCATACTAC
12 mTcCIR 33 4 265-348 PF TGGGTTGAAGATTTGGT 51
PR CAACAATGAAAATAGGCA
13 mTcCIR 37 10 136-187 PF CTGGGTGCTGATAGATAA 46
PR AATACCCTCCACACAAAT
14  mTcCIR 40 3 259-288 PF AATCCGACAGTCTTTAATC 51
PR CCTAGGCCAGAGAATTGA
15  mTcCIR 60 2 190-218 PF CGCTACTAACAAACATCAAA 51
PR AGAGCAACCATCACTAATCA
16  mTcCIR58 9 208324 PF TTTTTGGTGATGGAACTAT 51
PR TGGTTAAGCAACACTAAACT
17  mTcCIR 84 1 136 PF CATGGGACGCTGCCT 51
PR CTCTTATTAAATTGAATTCTCT
18  mTcCIR 8 302 PF AAGACAAAGGGAAGAAGA 51 (Loor, 2007
225 PR AGGGGAAGAGCAAATC y Lopez,
19  mTcCIR 2 228267 PF GTGGAAGCCTTATGATTATGT 51 2010)
230 PR ATTTATGCCCATGCAGAC
20  mTcCIR 6 175  PF AGCGAGAGACAAAGATAAT 51
290 PR GACTGAAATGGTGGTAAAG

En base a la estimacion de la concentracion del
ADN, se realizaron las diluciones
correspondientes para obtener una
concentracion de 5 ng/pL.

A continuacion se detalla el master mix
utilizado para una reaccion de 10uL: 2ulL de
Green GoTaq® Flexi Buffer (M891A
PROMEGA) (1X), 0.8uL de MgCl, (A351H
PROMEGA) (2mM), 0.10uL. de dNTP’s

(10297-018 INVITROGEN™) (0,02 mM c/u),
0.45uL de iniciador SSR Forward (0.45uM) y
0.45 pL de iniciador SSR Reverse (0.45uM),
0.6uL de ADN, (0.3ng/uL), 5.55uL de Agua
ultrapura (10977 - 015 Gibco
INVITROGEN™) y 0.05uL de GoTag® DNA
Polymerase (M829B PROMEGA) (5 U/ pul),
propuesto por Promega Corporation (2008);
Surzycki (2000).
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El programa que se emple6 en el termociclador
5331 Matercycler® gradient EPPENDORF para
la PCR fue: Inicial a 95°C por 2 minutos,
seguida de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos,
luego 30 segundos de anillamiento a la
temperatura establecida para cada iniciador, 2 a
72°C y finalente 72°C por 5 minutos (Promega
Corporation, 2008; Surzycki 2000).

Geles de poliacrilamida: El proceso de
genotipaje de las 31 muestras con 17
marcadores microsatélites se realizd mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida
revelados por tincion con nitrato de plata;
también, se empled la técnica de revelado por
florescencia. en el equipo LI — COR 4300s
(DNA 43 - 0626) (LI — COR, Lincon, NE, USA,
Biosciences).

Verificacion de la estabilidad de los
marcadores seleccionados

Para ello se realizd extraccidn, cuantificacion,
amplificacion y electroforesis en geles de
poliacrilamida tefiidos con nitrato de plata de
tres materiales (EET — 96, EET — 103 y EET —
576). Finalmente se compar6 los perfiles
moleculares obtenidos del mismo genotipo
multiplicado  por diferentes formas de
propagacion asexual.

Analisis de datos

Se realizo el andlisis de diversidad genética
empleando el programa PowerMarker version
3.0 (Liu & Muse, 2005); para los analisis
UPGMA, Bootstrap se utiliz6 el programa
PowerMarker y para visualizarlos el programa
TREEVIEW (Page, 2008), para el andlisis
ACoP se realizd6 con el programa NTSYS
ver.2.1 (Rohlf, 2002). El programa que se
empled para realizar el AMOVA fue GenAlEx
(Peakall & Smouse, 2009).

RESULTADOS

Extraccion y cuantificacion de ADN

La cuantificacion del ADN  mediante
electroforesis mostrd que existio ADN en todos
los materiales extraidos (Figura 1). Sin
embargo, la intensidad de las bandas vari
dependiendo de las diferentes concentraciones
de ADN. En el gel se observé ademas,
contaminacion en las bandas, posiblemente
debido a la presencia de polisacaridos y
polifenoles en las muestras.
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Figura 1 Muestras de ADN de hojas de cacao,
corridas en gel de agarosa al 1% y tefiidas con
Sybr Gold, 4 pl de Marcador Low DNA Mass
Ladder.

La concentracion del ADN varia desde
30,00ng/puL a 567,50ng/uL, con un promedio de
284,60ng/uL, lo cual es suficiente para realizar
las pruebas de andlisis de PCR. Adicionalmente,
se midio la pureza del ADN que va en un rango
de 1,47 hasta 2,19 (Figura 2).

Figura 2 Pureza del ADN de hojas de cacao.
Relacion ABS 260/ABS 280. Rango establecido
1,8 -2,0.
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En la figura 2 se muestra los valores de pureza
del ADN extraido. La mayoria del ADN de las
muestras se encuentra dentro del rango
establecido 1,8 a 2,0. Se puede observar que
existieron valores por encima y por debajo del
rango establecido lo que probablemente se debe
a la existencia de proteinas u otros elementos
absorbentes de UV 6 a la presencia de
cloroformo o fenol en la muestra.

Genotipaje con microsatélites

Geles de poliacrilamida revelados por tincion
con nitrato de plata

El marcador mTcCIR 58 (Figura 3) muestra
variabilidad genética entre las muestras, por
ejemplo el genotipo EET-577 es heterocigoto
para este locus, con un alelo (A6) compartido
con ICS-95 e IMC-67 y el otro alelo (Al) lo
comparte con SNA-1003, SA-16 y con EET-62.
También se aprecia que el alelo A6, esta
presente en todos los genotipos EET y en la
mayoria de ESS. Los genotipos EET-559, EET-
400, EET-48 y EET-19 son heterocigotos, uno
de sus alelos es el A4, el cual esta presente en el
genotipo SNA-0409a, y su otro alelo es A6. El
genotipo EET-62 es heterocigoto, presenta el
alelo Al y el alelo A6.

La figura 3 muestra que el genotipo testigo
CCN 51 es heterocigoto, uno de sus alelos (A2)
esta presente en el genotipo ICS-95, y el otro
alelo (AS) estd presente tanto en el genotipo
IMC-67 como en el genotipo JHVH 10. Cabe
resaltar que este ultimo genotipo presenta
unicamente el alelo AS.

El grupo de los genotipos denominados ESS
presentan los alelos A6 y A3, con excepcion del

1

Figura 3 Gel de poliacrilamida 6% marcador mTcCIR 58. Al= alelo 1, A2= alelo 2, A3= alelo 3,
A4=alelo 4, A3, alelo 5, A6=alelo 6.

los genotipos ESS 6 y ESS 2 que poseen solo el
segundo alelo.

La figura 4 muestra el marcador mTcCIR 230,
donde se observa una tincion bastante uniforme
con bandas alélicas bien definidas, se nota un
poco de sombra debajo de cada una de ellas,
pero a pesar de ello el revelado de bandas
permitié una correcta lectura de los resultados.
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EET 48.2
EET 19.2

EET 559.2
EET 5591
EET 400.2
EET400.1
EET 62.2
EET 62.1
fET a-1‘
CCN.1

EET 19.1
JHVH 10.2
JHVH 10.1
ESS 8.2
ESS 8.1
ESS 7.2
ESS 7.

Figura 4 Gel de poliacrilamida 6% marcador mTcCIR 230. Al= alelo 1, A2= alelo 2, A3= alelo 3.

En la figura 4 se observa que los genotipos
EET-577, EET-559, EET-62 y EET-48 son
heterocigotos, presentan un alelo (A3), el cual
se encuentra en el genotipo CCN-51, ICS-95,
JHVH 10 y en el grupo de los ESS. El segundo
alelo (A2), esta presente en los genotipos SNA
1003, SA 16, ICS-95, SNA 0409a, EET-400,
EET-19, ESS 1, ESS 2, ESS 4, ESS 5y ESS 7.

Los genotipos EET-19 y EET-400 son
homocigotos compartiendo el alelo A2.
Los genotipos CCN-51 y JHVH 10 son

heterocigotos, presentan los mismos alelos, el
primer alelo (Al) se encuentra en el genotipo
IMC-67 y un segundo alelo (A3) presente en
todos los genotipos con excepcion de los
genotipos SNA 0409a, SA 16, SNA 1003 y
EET-19. Los genotipos ESS son heterocigotos,
presentan el alelo A3 y el alelo A2, con
excepcion de los genotipos ESS 3, ESS 6 y ESS
8, que son homocigotos para el alelo A3 (figura
4).

Geles de revelados
Sfluorescencia

poliacrilamida por

Para esta fase de la investigacion se empleo
unicamente los genotipos que mostraron bandas
representativas para cada marcador asi como los
genotipos que mostraron dificultad en su

observacion mediante los geles revelados con
nitrato de plata.

Los genotipos EET-19, EET-48, ESS 1 y SNA
1003 con el marcador mTcCIR 15, mostraron
dos bandas claramente bien definidas, con
excepcion del genotipo SNA 1003 que mostro
una sola banda. En contraste con las bandas
poco definidas que se obtuvieron con el
revelado con nitrato de plata (figura 5).

mTcCIR 15

252 ph
250 pb

234 pb

~
(9]
i
5]
=
-

X

232 pb

Figura 5 Pesos moleculares asignados a alelos
obtenidos de muestras de cacao, marcador
mTcCIR 15.
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La figura 5 muestra que los genotipos EET-48 y
EET-19 comparten los mismos alelos de 252pb
y de 250pb, de los cuales el ultimo se encuentra
presente en los genotipos SNA-1003 y ESS 3.
El genotipo CCN 51 es homocigoto con un alelo
de 232pb, el cual esta presente también en los
genotipos ESS 1 y ESS 3.

Verificacion de la estabilidad de los SSRs
seleccionados

Para verificar la estabilidad de los marcadores
microsatélites seleccionados se realizé corridas
electroforéticas en geles de poliacrilamida

revelados con nitrato de plata (figura 6)
empleando los genotipos EET — 96, EET — 103
y EET — 576 obtenidos por diferentes formas de
propagacion asexual (injerto,
somatica y
ortotropicas).

embriogénesis
enraizamiento de  estacas

Figura 6 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 ortotropica, | = muestra de

planta injertada.

En la figura 6 se observa que las diferentes
formas de propagacion asexual pertenecientes a
un mismo genotipo coinciden, con excepcion de
la muestra ortotropica del genotipo EET — 103,
que tiene bandas diferentes con respecto a las
demas muestras del mismo genotipo. Con estos
resultados se puede decir que los marcadores
moleculares seleccionados diferencian
genotipos fuera de tipo dentro de una accesion.

Analisis de datos
Andlisis de agrupamiento

El dendograma (figura 7), muestra un 81% una
alta robustez estadistica para la conformacion

del grupo (EET) integrado por los genotipos
EET con excepcion del genotipo EET 400 que
estd completamente separado de los demas. Del
mismo modo, con un 87% de probabilidad
existe una alta robustez estadistica para la
formacion del grupo (ESS) integrado por los
ocho genotipos ESS. Finalmente con un 99% se
estima la conformacién de un pequefio grupo
integrado por los genotipos CCN-51 y JHVH
10.
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Figura 7 Dendograma del material de Theobroma cacao L. analizado en el presente estudio

Andlisis de coordenadas principales (ACoP)

La figura 8 muestra el analisis ACoP con tres
coordenadas dando lugar a la distincion de cinco
grupos principales (A, B, C, D y E). El grupo A
estd conformado por los genotipos SNA 1003,
SNA 0409a y SA-16, en el grupo B formado por
los EET con excepcion del genotipo EET-400,
dentro de este grupo, el genotipo EET — 19 se
encuentra un poco alejado de los demas EET

dentro del mismo grupo. El grupo C esta
formado por los genotipos ESS, y el grupo D
formado por CCN, JHVH, ICS, IMC y EET —
400. Finalmente el grupo E lo conforman los
genotipos PPC 1, PPC 2 y PPC 3.




ESPE - Ingenieria en Biotecnologia | 2013

Analisis de Coordenadas Principales Todos los genotipos Estudiados

\\/

Figura 8 ACoP 3D de las muestras de cacao analizadas en este estudio. Grupos A, B, C, Dy E.
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Analisis molecular de varianza (AMOVA)

El AMOVA realizado para todos los genotipos
(Tabla 3) con los grupos A, B, C, D y E, mostré
que el 20% de diversidad genética se debe a la
diferenciacion entre los 5 grupos, mientras que el
80% de la diversidad se debe a la diferenciacion
presente dentro de cada grupo. En el caso del
grupo B, conformado por los genotipos EET, se
observa mucha variacion dentro del mismo.

Tabla 3 Resumen del AMOVA.

Fuente de Com.

s, GL Sum.C CM %
Variacion Var
Entre Grupos
(A,B,C,DyE) 36608 9152 714 20
Entre Individuos 26 25366 975 0 0
Dentrode Cada 5, g6065 2805 2805 80
Grupo
Total 61 148940 3519 10
Diversidad genética

Con los resultados anteriormente expuestos del
genotipaje, se procedid a realizar los analisis de
diversidad genética que mostraron, un total de 77
alelos fueron revelados en toda la poblacion
estudiada con tamafnos que oscilaron entre 128 —
346pb, se observd cuatro genotipos duplicados y
no se obtuvieron datos perdidos.

Los parametros de diversidad genética obtenidos
en este estudio, donde el locus mas polimorfico
fue el analizado con el marcador mTcCIR 290
con 7 alelos y el menor fue el analizado con
mTcCIR 1 con 2 alelos, el promedio de alelos por
locus fue de 4,53. El locus analizado con mTcCIR
58 presenta mayor heterocigosidad esperada 0,79.
La mayor heterocigosidad observada mostr6 los
loci analizados con mTcCIR 6 y 26 con un valor
de 0,97, se obtuvo un promedio general de 0,78.
El valor mas alto de PIC fue de 0,76 para el
marcador mTcCIR 58 y un promedio de 0,57 para
los marcadores empleados. El mayor numero de
combinaciones alélicas fueron 11 para mTcCIR
12 y mTcCIR 58, el menor para mTcCIR 1 con 2
y el promedio fue de 6,82.

La mayor frecuencia alélica fue 0,61 para el alelo
mTcCIR 1 — 140. Este alelo se encontrd presente
en todos los genotipos analizados. La menor
frecuencia alélica fue 0,02 para los alelos
mTcCIR 11-301, mTcCIR 11-311, mTcCIR 12-
202, mTcCIR 24-208, mTcCIR 290-159 vy
mTcCIR 290-169 presentes en el genotipo EET-
400, mTcCIR 22-289 presente en el genotipo
EET-48, mTcCIR 24-198 presente en el genotipo
PPC3, mTcCIR 33-300 presente en el genotipo
ICS 95, mTcCIR 37-159 y mTcCIR 290-163
presentes en el genotipo IMC 67 y mTcCIR 40-
262 presente en el genotipo PPC1.

Analisis de alelos especificos y compartidos

Al realizar el andlisis de alelos especificos y
compartidos se observdé que existe un alelo
especifico para el genotipo EET-19 alelo de
289pb en el locus mTcCIR 22, con una frecuencia
de 0,042. El alelo 206pb y el alelo 256pb del
locus mTcCIR 58, esta presente no solo en
algunos de los genotipos EET sino también esta
presente en los genotipos SNA 1003, SNA 0409a
y SA-16.

La Tabla 4 muestra las frecuencias alélicas
presentes en el grupo EET y en el grupo de los
otros genotipos estudiados. En base a estas
frecuencias se eligio un grupo de marcadores que
tengan mayor frecuencia alélica para el grupo de
los genotipos EET recomendados y menor
frecuencia para los demés genotipos estudiados.
Ademas se realizo el analisis de alelos especificos
y compartidos a cada uno de los genotipos EET
recomendados. Con el proposito de obtener su
identidad genética, se selecciond y combind un
grupo de marcadores que presenten alelos para
cada uno de los genotipos EET y que tengan
menor frecuencia alélica en los demas genotipos
EET recomendados.
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Tabla 4 Frecuencia alé¢lica presente en el grupo
de los EET y en los demés 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
DISCUSION

La extraccion de ADN de las muestras en estudio
se realizd sin mayor dificultad, se observaron
bandas de ADN con poca degradacion, similar a
los resultados obtenidos por Carranza et al
(2008) en su investigacion con muestras foliares
de cacao. Sin embargo, cabe recalcar que para
obtener mejores resultados se debe incrementar
una purificacion con mini-columnas de silica
(Microbial, 2009), el tiempo de migracion y el
voltaje de la corrida electroforética. Segun
Espinosa (2000) para el voltaje recomienda
utilizar 5 voltios por cada centimetro que exista
entre los dos electrodos de la camara de
electroforesis. Para moléculas de alto peso
molecular hace falta correrlas con voltajes muy
pequefios, se puede correr el gel con un voltaje

mayor, pero esto puede afectar la resolucion de
las muestras (CIMMYT, 2004).

La concentracion obtenida de ADN por
espectrofotometria para los 31 individuos en este
estudio varié desde 30,00ng/uL a 567,50ng/uL,
con un promedio de 284,60ng/ul. La
concentracion obtenida en esta investigacion es
relativamente  baja  comparada con la
concentracion de 111 hasta 1802ng/uL que
obtuvo Chia (2009) en sus investigaciones con 50
individuos de cacao.

La pureza del ADN obtenida  por
espectrofotometria varia de 1,47 hasta 2,19. Estos
datos son similares a los obtenidos por Chia
(2009) con valores de pureza que varian desde
1,20 hasta 2,39. CIMMYT (2004) menciona que,
si esa relacion es de 1,8-2,0, es probable que la
absorcion sea causada por los acidos nucleicos.
Una relacion inferior a 1,8 indica que pueden
existir proteinas y otros elementos absorbentes de
UV en la muestra; en ese caso, es conveniente
volver a precipitar el ADN. Una relacion superior
a 2,0 indica que las muestras pueden estar
contaminadas con cloroformo o fenol y se debe
volver a efectuar la precipitacion con etanol.

Finalmente, al comparar los dos métodos de
cuantificacion: el método visual en gel de agarosa
y el método por espectrofotometria se puede decir
que el método mas preciso es el método por
espectrofotometria ya que no depende de la
percepcion del investigador.

En la amplificacion se observd una buena
resolucion de bandas con tamafios entre 128 —
346pb, en los geles de poliacrilamida tefiidos por
nitrato de plata (Saunders et al., 2004; Cryer,
Fenn, Turnbull, & Wilkinson. 2005; Montilal et
al., 2008 e Irish et al., 2010), a excepcion del
microsatélite mTcCIR 84 el cual no presentd una
buena resolucion en estos geles. En este estudio
se excluyd este ultimo marcador pese a que en
estudios realizador por Montilal, Zhang,
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Umaharan, Mischke, Boccara, & Pinney (2008),
lo reportan como un marcador bastante
polimorfico.

Para la mayoria los marcadores microsatélites
corridos en geles de poliacrilamida, se observo
que los genotipos SNA 1003, SNA 0409a y SA
16 son homocigotos. Esta informacion concuerda
con lo mencionado por Loor et al. (2009) donde
sefialan que los genotipos SA 16, SNA 1003
mostraron un 90% de homocigocidad y el
genotipo SNA 0409a mostré un 85% de
homocicogidad.

El genotipo CCN 51 mostré ser heterocigoto para
la mayoria de marcadores corridos. Ademas,
posee alelos de sus progenitores IMC 67 e ICS
95, informacién que concuerda por lo descrito por
Castro en 1981 (Stern, 2011), en donde se
menciona que CCN 51 es el cruce de la F1 del
IMC-67 x ICS-95 por O-1, y donde O-1 es una
accesion de cacao colectada en valle de Canelos.

En cuanto a los genotipos denominados super
arboles, mas conocidos como ESS, se observo
que comparten al menos uno de sus alelos entre
todos los miembros de este grupo, por lo que se
asume que estan emparentados y posiblemente
provienen de la misma madre. Esto también se
observa en el dendograma y en el ACoP donde
estos genotipos forman un grupo. Sin embargo, a
estos genotipos se los puede diferenciar entre
ellos con los marcadores empleados en este
estudio. Investigando en el origen de los super
arboles, de acuerdo a F. Amores, Lider del
programa Nacional de cacao del INIAP
(comunicacién personal), se menciona que estos
arboles son originarios de la Amazonia
ecuatoriana y que ademas, poseen caracteristicas
fenotipicas similares y alta productividad.

El genotipo JHVH 10 comparte la mayoria de
alelos con CCN-51 lo cual se ve reflejado en los
analisis UPGMA y ACoP donde se ubicaron en
un mismo grupo, por lo que se podria suponer su
parentesco. De acuerdo a F. Amores

(comunicaciéon personal), el genotipo JHVH 10
probablemente es originario de Milagro, una
caracteristica notoria de la mazorca es su
coloracion amarilla que lo podria confundir con
un genotipo EET 6 un genotipo Nacional. Los
resultados de este estudio sugieren que el
genotipo JHVH 10, no pertenece a los genotipos
EET ni pertenece al cacao Nacional Fino de
Aroma.

Los genotipos PPC comparten alelos con varios
genotipos, poseen alelos de algunos SNA, poseen
alelos de varios EET vy alelos de ICS-95. Esto se
observa también en el dendograma donde los tres
genotipos se encuentran ubicados en diferentes
partes del arbol. PPC2 se encuentra junto a los
genotipos EET, PPC1 se encuentra junto a los
genotipos ESS y PPC3 se encuentra junto a ICS
95. De acuerdo a D. Saquicela, Investigador del
Programa de cacao de la EET-Pichilingue
(comunicaciéon personal), describe que los PPC
provienen de una finca ubicada en Valle
Hermoso, Provincia de Santo Domingo de los
Tsachilas. Se menciona que estos arboles poseen
diferencias morfoldgicas entre ellos. Frente a los
resultados obtenidos en este estudio y las
caracteristicas fenotipicas antes mencionadas, se
llegaria a suponer que estos genotipos no
pertenecen al grupo de los EET, ni al grupo de los
SNA.

Los genotipos EET comparten entre ellos ciertos
alelos con exepcion del genotipo EET-400 que
muestra bandas muy diferentes. En el
dendograma y en el ACoP estos genotipos se
ubicaron dentro del mismo grupo excluyendo al
EET-400. En este sentido, es necesario recordar
que los genotipos: EET-19, EET-48, EET-62,
EET-95, EET-96 y EET-103, pertenecen a la
primera generacion de clones recomendados por
el INIAP (Vera, Suarez, & Mogrovejo, 1984) y
que los genotipos denominados EET-544, EET-
558, EET-575 y EET-576, son genotipos
recomendados més recientes (INIAP EET-
Pichilingue, 1995). El origen de esta diferencia
genética probablemente fueron las multiples
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recombinaciones genéticas naturales que debieron
darse con el paso de los afios.

Las caracteristicas fenotipicas de los clones
recomendados también revelan, diferencias y
similitudes entre ellos como: el color del fruto
inmaduro, forma del fruto, el tamafio de las hojas,
color del nuevo brote, caracteristicas de los
organos reproductivos, entre otras (Enriquez &
Soria, 1967; Vera et al., 1984; Soria & Enriquez,
1981; Garcia, 2007). Toda esta diversidad
mostrada a través de caracteristicas fenotipicas va
de acuerdo con la dispersion de genotipos EET
observada en el ACoP del grupo B y concuerda
con el porcentaje de diversidad presente entre los
miembros de cada grupo, expresado en el
AMOVA.

El genotipo EET-400 como se menciono antes se
encuentra completamente separado de los demas
EET. En el dendograma y en el ACoP este
genotipo se lo encuentra cercano al IMC 67. En
las investigaciones realizadas por Irish et al.
(2010) y Montilal et al. (2008) con SSRs en
cacao, también, se puede observar esta cercania,
ademas segin Enriquez & Soria (1967) y Soria &
Enriquez (1981), al genotipo EET-400 lo
describen como un hibrido de la variedad
Amazonica forastera, descendencia de Silecia 1,
que confirmaria los resultados obtenidos en esta
investigacion.

En este estudio se obtuvieron dos resultados
bastante singulares, el primero involucra a los
genotipos EET-544 y EET-558 y el segundo a los
genotipos EET-575 y EET-103. En ambos casos
estos genotipos mostraron perfiles genéticos
idénticos, por lo que se supondria desde el punto
de wvista genético, que estos clones son
simplemente replicas exactas. Sin embargo,
quedaria abierta la posibilidad de posibles errores
en el manejo de estos materiales en campo (mal
etiquetamiento), dentro de la misma accesion en
la coleccion CGN de la EET-Pichilingue, cosa
extrafiamente posible a pesar de que se tomo dos
plantas de diferentes posiciones de la misma
accesion.

Ante estos casos se plantean posibles razones que
explican el resultado obtenido. Primeramente, los
marcadores SSR empleados en la presente
investigacion coinciden en su mayoria con los
marcadores reportados en investigaciones como
las realizadas por Zhang et al. (2007) quienes
mencionan que es posible utilizar 15 marcadores
SSRs en cacao para diferenciar genotipos,
identificar accesiones mal etiquetadas y
cuantificar la diversidad genética con un gran
numero de accesiones. Turnbull y sus
colaboradores (2004) afirman que los 15
microsatélites empleados en su investigacion
poseen suficiente poder estadistico para
identificar cultivos de cacao, por lo tanto el uso de
17 SSRs debid ser suficiente para poder
diferenciar entre las 31 accesiones analizadas en
este estudio. Otra alternativa es la sefalada por
Zhang, Mischke, Johnson, Phillips-Mora, &
Meinhardt (2008), quienes mencionan que el
empleo de 15 SSRs no es suficiente para
distinguir clones estrechamente relacionados.
Estos autores sugieren que existen casos
excepcionales que pueden presentar mutaciones
puntuales no detectables por SSRs, y que causan
cambios fenotipicos como cambio de color de la
semilla o vaina. Esta podria ser la explicacion por
la cual no se pudo diferenciar entre los genotipos
EET-544 y EET-558.

Un factor importante que se deberia tomar en
cuenta es la Epigenética, la cual es el estudio de
los cambios en la funcién de los genes que son
heredables, sin modificacion en la secuencia del
ADN y que pueden ser reversibles concuerda por
lo descrito por Waddington en 1939 (Cruz, 2012),
En otras palabras la epigenética se basa en la
existencia de un nivel de regulacion de la
expresion génica que no implica cambios en la
secuencia del DNA y que puede perdurar durante
una o mas generaciones (Lewin, 2008; Sanchez &
Lamas, 2011). Un ejemplo de esto se muestra en
la investigacion realizada de cacao por Cryer &
Wilkinson  (2006) donde las diferentes
condiciones ambientales de crecimiento influyen
en la forma de metilacion de los nucledtidos del
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ADN, forma mas
epigenética.

comun de modificacion

Parte de los locus microsatélites obtenidos en esta
investigacion fueron comparados con los locus
provistos de la base de datos International Cocoa
Germoplams Database (ICGD), la cual recopila
informacion  relacionada con  marcadores
moleculares aplicados a cacao (Cryer, Fenn,
Charters, & Wilkinson, 2003; Irish, ef al., 2010 &
Zhang 2010a, 2010b), donde se obtiene
coincidencias y semejansas para mas de la mitad
de los locus microsatelite presentados en esta
investigacion. Ademas, se los comparé también
con la base de datos provista por Loor (2007),
donde se encuentran varias semejanzas.

Al realizar el analisis de alelos especificos, se
esperaba encontrar por lo menos un alelo que
estuviera presente s6lo en el grupo de los
genotipos EET (con excepcion del genotipo EET-
400) y ausente en los demas genotipos estudiados,
pero esto no ocurrid ya que se observd la
existencia de un alelo especifico para el grupo de
los EET (alelo de 289pb para el locus mTcCIR
22). La baja frecuencia (0,042), en cada uno
significé que este alelo no se encuentra presente
en todos los genotipos que conforman el grupo de
los EET y solo esta en el genotipo EET-19, por
estos motivos y en base a frecuencias alélicas, se
seleccion6 un grupo de marcadores para
diferenciar al grupo de los EET, de los demas.

Existen alelos presentes en algunos genotipos
EET, asi como en los genotipos SNA 1003, SNA
0409a y SA-16, lo cual evidencia que los
genotipos EET descienden de cacao Nacional ya
que comparten alelos con los genotipos Sabor
Nacional Arriba.

Al momento de comparar el perfil genético entre
plantas madres, somaticas, ortotropicas e injertos,
la planta del genotipo EET-103 ortotropica se
observd diferencias en su perfil genético. Al
parecer presentd el perfil genético del genotipo
EET-96. Esto se debe probablemente a que la

planta del genotipo EET-103 ortotrépica estuvo
mal etiquetada 6 que probablemente se dio un
error en el proceso del andlisis en el laboratorio,
por ello se comprobd volviendo a repetir el
analisis a la misma planta y a otras plantas
ortotropicas cercanas, mostrando que
efectivamente la planta ortotrdpica inicial estuvo
mal etiquetada en el invernadero. Finalmente,
cabe destacar que, con los resultados mostrados la
técnica empleada es valida para diferenciar entre
varios genotipos de una misma accesion, por lo
que se podria emplearla en procesos futuros de
discriminacion de genotipos EET.

En conclusion, se logré establecer la identidad
genética de los genotipos comerciales de cacao
Nacional con el empleo de 17 marcadores
moleculares microsatélites, se encontré un alelo
especifico para el genotipo EET-19, alelo 289pb
para el marcador mTcCIR 22. Finalmente los
marcadores microsatélites seleccionados para
diferenciar al grupo de genotipos EET
recomendados de otros genotipos empleados en
este estudio son: mTcCIR 6, mTcCIR 12,
mTcCIR 24 y mTcCIR 58, los cuales permitieron
identificar plantas fuera de tipo propagadas por
diferentes formas de propagacion asexual ya que
los SSR presentan estabilidad.
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