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RESUMEN

Se estudiaron 99 accesiones del Banco de Germoplasma de
Cacao del Campo Experimental Rosario Izapa, Instituto Na-
cional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias,
Meéxico, con el objetivo de evaluar la diversidad genética y
asit sentar las bases para un programa de conservacion a lar-
go plazo de los materiales representativos de la diversidad
mediante una coleccion nucleo. Se utilizaron 14 marcado-
res microsatélites. Para analizar el polimorfismo se registro
la ausencia/presencia (0/1) de bandas para cada locus y se
genero una matriz binaria con la informacion generada con
todos los cebadores; los parametros de diversidad fueron
obtenidos con el programa GenAlex 6.5 y el software utili-
zado para la seleccion de la coleccion nucleo fue un algo-
ritmo basado en K-MEANS y FFT para el desarrollo de la

coleccion nucleo CorColl ver. 2.3. Con el uso de 14 SSR se
amplificaron 75 bandas, de los cuales el 79,7% fueron poli-
morficas. El numero de alelos diferentes fue de dos para to-
dos los cebadores, en tanto que el numero de alelos efectivos
vario de 1,105 a 1,384 (promedio= 1,213). El indice de Shan-
non mostro valores considerados muy bajos (0,167-0,407; pro-
medio= 0,267). Lo anterior concuerda con la heterocigosidad
esperada (0,085-0,255; promedio= 0,153. Sin embargo, con la
diversidad observada fue posible obtener varios grupos. La
coleccion nucleo se construyo con valores de K=16, 18, 20 y
22 y la mejor propuesta fue con K=22 debido a que represen-
ta eficientemente la diversidad de la coleccion original y se
puede proponer para la conservacion a largo plazo mediante
crioconservacion.

Introduccién

El cacao es de gran impor-
tancia economica, al ser culti-
vado por mas de dos millones
de productores en mas de 50
paises. En México se cultiva
en los estados del sureste,
Chiapas, Tabasco y Guerrero,
principalmente (Avendafo-
Arrazate et al., 2011); el area
establecida con cacao es de
61.397ha, con una produccion
a nivel nacional de 28.006ton
para el afo 2015, un rendi-
miento promedio de 470kg/ha
y un valor de la produccion de

MXNS$ 1.034.792.000 (SIAP,
2016). El cacao fue cultivado
exclusivamente en el continen-
te americano hasta 1890, cuan-
do comenzod a sembrarse en
Africa (Ogata, 2006). En la
actualidad, los paises africanos
obtienen los mayores voliume-
nes de produccion de grano.
En México, considerado como
centro de domesticacion de
esta especie, se encuentra una
amplia diversidad genética
(Ogata, 2006), lo que se refleja
en los diferentes tamanos, for-
mas, colores de frutos y semi-
llas (Avendafio et al., 2010).

La especie Teobroma cacao
L (2n= 2x= 20) pertenece a la
familia de las Malvaceae y
tradicionalmente se le ha cla-
sificado en tres grupos morfo-
geograficos principales: Fo-
rastero, Criollo y Trinitario
(Cheesman, 1944). Las pobla-
ciones de cacao provenientes
de la cuenca del Amazonas
pertenecen al grupo Forastero,
y a su vez pueden ser subdi-
vididas en grupo Forastero de
la region superior del Ama-
zonas y grupo Forastero de la
regién inferior del Amazonas.
El grupo Criollo contiene

poblaciones presentes desde
Centro América hasta el Nor-
te de Venezuela y Colombia,
mientras que en el grupo
Trinitario se consideran mate-
riales hibridos entre Forastero
y Criollo.

T. cacao abarca un gran
nimero de poblaciones morfo-
légicamente variables y con
problemas de fertilidad, a pe-
sar de que la flores son her-
mafroditas. Este fenomeno se
explica debido a los mecanis-
mos de incompatibilidad ga-
metofitica, lo que propicia que
la mayoria de los materiales
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SUMMARY

Ninety-nine accessions of the Cocoa Germplasm Bank in the
Rosario Izapa Experimental Station, INIFAP, Mexico, were stud-
ied in order to evaluate the genetic diversity and thus lay the
foundation for a long-term conservation program of materials
representative of diversity through a core collection. Fourteen mi-
crosatellite (SSR’s) markers were used. To analyze polymorphism
the absence/presence (0/1) of bands for each locus was recorded,
and a binary matrix was generated with the information generat-
ed with all the primers. Diversity parameters were obtained with
the GenAlex 6.5 program and an algorithm based on K-MEANS
and FFT was used for the development of Core Collection
CorColl ver. 2.3; Windows executable of a Python implementation
of the original algorithm in FreeMat. Overall analysis of the 99

accessions and the use of 14 combinations of SSR’s, allowed to
amplify 75 bands, of which 79.7% were polymorphic. The number
of different alleles was two for all the primers, while the number
of effective alleles varied from 1.105 to 1.384 (average= 1.213).
The Shannon index varied from 0.167 to 0.407 (average= 0.267),
which are considered to be low values. The above agrees with the
expected heterozygosity, which varied from 0.085 to 0.255 (aver-
age= 0.153). However, with the observed diversity it was possible
to obtain a dendrogram with several groups. The core collection
was constructed with values of K= 16, 18, 20 and 22 and the best
proposal was with K= 22 because it efficiently represents the di-
versity of the original collection and can be proposed for long-
term conservation by cryopreservation.
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RESUMO

Estudaram-se 99 acessos do Banco de Germoplasma de Ca-
cau do Campo Experimental Rosario Izapa, Instituto Nacional
de Pesquisas Florestais e Agropecuaria, México, com o objeti-
vo de avaliar a diversidade genética e desta forma estabelecer
as bases para um programa para conservagdo a longo prazo
dos materiais representativos da diversidade mediante uma
cole¢ao nucleo. Utilizaram-se 14 marcadores microssatélites.
Para analisar o polimorfismo se registrou a auséncia/presenga
(0/1) de bandas para cada locus e foi gerada uma matriz bind-
ria com a informag¢do obtida com todos os primers; os pard-
metros de diversidade foram obtidos com o programa GenAlex
6.5 e o software utilizado para a sele¢do da coleg¢do nicleo
foi um algoritmo baseado em K-MEANS e FFT para o desen-

volvimento da cole¢ao niicleo CorColl ver. 2.3. Com o uso de
14 SSR foram amplificadas 75 bandas, das quais 79,7% foram
polimorficas. O numero de alelos diferentes foi de dois para
todos os primers, entretanto o numero de alelos efetivos variou
de 1,105 para 1,384 (média= 1,213). O indice de Shannon mos-
trou valores considerados muito baixos (0,167-0,407; média=
0,267). Isto é consistente com a heterozigosidade esperada
(0,085-0,255; média= 0,153. Com a diversidade observada foi
possivel obter varios grupos. A coleg¢do niucleo foi construida
com valores de K=16, 18, 20 e 22, sendo que a melhor pro-
posta foi com K=22 devido a que representa eficientemente a
diversidade da coleg¢do original e pode ser proposto para con-
servag¢do a longo prazo mediante crioconservagao.

silvestres sean de polinizacion
cruzada, aunque los materiales
cultivados son autocompatibles
(Motamayor et al., 2008;
Zhang et al., 2009). Un fruto
de cacao puede contener nume-
rosas semillas, pero estas semi-
llas son recalcitrantes, condi-
cionando que las colecciones
de cacao deban mantenerse
como arboles vivos propagados
de manera vegetativa (Chees-
man, 1944; Cuatrecasas, 1964).
La coleccion de cacao estable-
cida en el Campo Experimental
Rosario Izapa (CERI) del
INIFAP es la mas importante
en México, estando constituida
por 228 clones, entre foras-

teros, trinitarios y criollos pro-
venientes de colectas naciona-
les e introducciones internacio-
nales. La coleccion del CERI
cuenta con genotipos con dife-
rentes grados de resistencia a
la moniliasis, lo que la con-
vierte en la Unica institucion
en México que cuenta con este
recurso genético (Avendafio
et al., 2011). Esta coleccion se
conserva actualmente bajo con-
diciones de campo, por lo que
existe el riesgo de perderla
debido a diversos factores bid-
ticos y abioticos. Ademas, el
mantener bancos de germoplas-
ma en campo genera altos cos-
tos de mantenimiento, por lo
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que el uso de la biotecnologia
a través de técnicas de crio-
conservacion o conservacion
por métodos de crecimiento
limitado in vitro, ofrece una
herramienta que permite man-
tener y preservar una gran can-
tidad de recursos fitogenéticos
a largo plazo, con el conse-
cuente ahorro de espacio y
costos de mantenimiento. Por
otro lado, estas técnicas son
altamente dependientes del ge-
notipo, por lo que no es facti-
ble su aplicacion en todas las
accesiones que componen una
coleccion. Para ello, es necesa-
rio conocer la diversidad exis-
tente en dicha coleccion y, bajo

un enfoque de conservar solo
aquellos individuos que repre-
sentan dicha diversidad, podria
iniciarse un programa de con-
servacion a largo plazo con
técnicas tales como la criocon-
servacion de un grupo de acce-
siones pequeflo, pero con la
mayor diversidad, de dicha co-
leccion (Guzman et al., 2017).
La aplicacion de los marca-
dores moleculares en los proce-
sos de caracterizacion constitu-
yen un método eficaz para re-
ducir los tiempos y costos de
identificacion de materiales
(Phillips-Mora y Castillo, 1999;
Philips-Mora et al., 2005). En
cacao se han utilizado marca-
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dores RFLP’s (restriction frag-
ment length polymorphisms),
cuyos resultados lo sugieren
como una herramienta para la
generacion de mapas de liga-
miento y la identificacion de
QTL’s (quantitaive trait loci)
(Guiltinan et al., 2007). Por su
parte Russell et al. (1993) men-
cionan que con los marcadores
RAPD (random amplification
of polymorphic DNA) fue posi-
ble diferenciar 25 accesiones
de cacao, de acuerdo a su ori-
gen geografico. Con marcado-
res AFLP’s (amplified fragment
length polymorphism) Perry
et al. (1998) reportaron la iden-
tificacion de progenitores y sus
correspondientes hibridos en
cacao. Los microsatélites
(SSR’s; simple sequence re-
peats) es uno de los sistemas
de marcadores ampliamente
utilizados en cacao, lo que ha
permitido la caracterizacion del
germoplasma (Lanaud et al.,
1999). Lo anterior se debe a
que el sistema de microsatélites
se caracteriza por ser codomi-
nante y multialélico, lo que
permite una discriminacion
precisa de clones. Con el uso
de 15 SSR’s, Zhang et al.
(2009) detectaron 180 casos de
mal etiquetado y se reconstru-
yeron 78 familias de hermanos
completos anidados a 48 fami-
lias de medios hermanos, lo
cual indica que la colecta se
hizo a partir de 48 arboles ma-
dre, al estudiar 612 accesiones
del Pert. Por su parte, Zhang
et al. (2012) observaron un
perfil genético tnico del cacao
nacional boliviano (CNB) con-
tra el de otros grupos de
América del Sur, donde la di-
versidad dentro de las pobla-
ciones de CNB fue relativa-
mente alta, pero baja compara-
da con la de otras poblaciones
amazoénicas al estudiar 168
accesiones.

El presente trabajo tuvo
como objetivo evaluar la di-
versidad genética de una co-
leccion de cacaos del Campo
Experimental Rosario Izapa
del INIFAP, con la finalidad
de sentar las bases para un
programa de conservacion a
largo plazo de los materiales
representativos de la diversi-
dad mediante una coleccidn
nucleo.
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Materiales y Métodos

Material biologico para la
extraccion de ADN

Como material biologico se
utilizaron hojas de 99 accesio-
nes de Theobroma cacao (Ta-
bla I) del Banco de Germo-
plasma del Campo Experi-
mental Rosario Izapa. E1 ADN
gendmico total de todas las
muestras se extrajo de acuerdo
a lo descrito por Dellaporta

et al. (1983), en la version mi-
croprep. La concentracion y
calidad de ADN se determind
por espectrofotometria.

Condiciones de PCR en
marcadores microsatélites

(SSR’s)

La mezcla de reaccion de
amplificaciéon de SSR en un
volumen final de 15ul consistid
en 3ng-ul! del templado de
ADN gendmico (1,5pl del stock

TABLA I

30ng-ult); 1X amortiguador de
PCR (1,5pl del stock 10X);
0,2mM de dNTP’s (1,5ul del
stock 2mM dNTP’s); 1,5mM
MgCl, (0,45p1 del stock
50mM), 1uM (1,5ul del stock
10uM) del cebador sentido y
antisentido (F y R, Tabla II);
1,6 U/ul de Taq ADN-polime-
rasa (0,5ul del stock de 5 U/ul);
y 6,55ul de agua libre de nu-
cleasas. Los iniciadores micro-
satélites evaluados fueron suge-
ridos por Lanaud et al. (1999).

GENOTIPOS DE CACAO, PROCEDENCIA Y ORIGEN GENETICO, ANALIZADOS EN LA
CARACTERIZACION MOLECULAR CON 14 MARCADORES MICROSATELITES

Genotipo Procedencia Clave Genotipo Procedencia Clave
RIM-117 Chiapas-T T1 CH-25 Chis-Tab-C C19
RIM-113 Chiapas-T T2 F32A Tabasco-C C20
RIM-106 Chiapas-T T3 C-36 Criollo Chis-C C21
RIM-105 Chiapas-T T4 C-21 Criollo Chis-C C22
RIM-101 Chiapas-T T5 F-20 Tabasco-C C23
RIM-100 Chiapas-T T6 F-49 Tabasco-C C24
RIM-71 Chiapas-T T7 F-61 Tabasco-C C25
RIM-52 Chiapas-T T8 RIM 76* Chiapas-C C26
RIM-48 Chiapas-T T9 RIM 68 Chiapas-C C27
RIM-44 Chiapas-T T10 LAC-1 Selva Lacandona-C C28
RIM-13 Chiapas-T T11 LAC-2 Selva Lacandona-C C29
RIM-41 Chiapas-T T12 LAC-3 Selva Lacandona-C C30
RIM-88 Chiapas-T T13 LAC-4 Selva Lacandona-C C31
RIM-39 Chiapas-T T14 LAC-5 Selva Lacandona-C C32
RIM-34 Chiapas-T T15 LAC-6 Selva Lacandona-C C33
CRIM-24 Chiapas-T T16 LAC-7 Selva Lacandona-C C34
CRIM-44 Chiapas-T T17 LAC-8 Selva Lacandona-C C35
CRIM-56 Chiapas-T T18 LAC-9 Selva Lacandona-C C36
CRIM-88 Chiapas-T T19 LAC-10 Selva Lacandona-C C37
CRIM-105 Chiapas-T T20 LAC-11 Selva Lacandona-C C38
TAB-AMEL Tabasco-T T21 LAC-12 Selva Lacandona-C C39
TAB-ANG Tabasco-T T22 LAC-13 Selva Lacandona-C C40
TAB-CUND Tabasco-T T23 LAC-14 Selva Lacandona-C C41
TAB-CAL Tabasco-T T24 LAC-15 Selva Lacandona-C C42
UF-273 Costa Rica-F F1 LAC-16 Selva Lacandona-C C43
CC-226 Costa Rica-F F2 LAC-17 Selva Lacandona-C C44
UF-296 Costa Rica-F F3 LAC-18 Selva Lacandona-C C45
Santa Clara 3 Costa Rica-F F4 LAC-19 Selva Lacandona-C C46
PA-169 Peru-F F5 LAC-20 Selva Lacandona-C C47
H-13 Hibrido-F F6 LAC-21 Selva Lacandona-C C48
H-16 Hibrido.F F7 LAC-22 Selva Lacandona-C C49
H-20 Hibrido-F F8 LAC-23 Selva Lacandona-C C50
C-22 Criollo Chis-C Cl LAC-24 Selva Lacandona-C Cs1
C-30 Criollo Chis-C C2 LAC-25 Selva Lacandona-C C52
C-38 Criollo Chis-C C3 LAC-26 Selva Lacandona-C C53
F-43 Tabasco-C C4 LAC-27 Selva Lacandona-C C54
F-35 Tabasco-C C5 LAC-28 Selva Lacandona-C C55
CH-3 Chis-Tab-C Co6 LAC-29 Selva Lacandona-C C56
Y-1 Yucatan-C C7 LAC-30 Selva Lacandona-C C57
P-50 Chiapas-C C8 CARMELO Tabasco-C Cs8
CH-10 Chis-Tab-C C9 TAJR-1 Chiapas-C C59
CH-8 Chis-Tab-C C10 TAJR-2 Chiapas-C C60
F-36 Tabasco-C Cl1 TAJR-3 Chiapas-C Col
CH-12 Chis-Tab-C Cl12 AGG-25 Soconusco, Chis-C. C62
F-45 Tabasco-C C13 AGG-26 Soconusco, Chis-C Co63
CH-19 Chis-Tab-C Cl4 AGG-20 Soconusco, Chis-C Co4
TS-1 Veracruz-C Cl15 SGP-5 Soconusco, Chis-C C65
CH-14 Chis-Tab-C Cl6 YAX-1 Yucatan-C C66
P1 Chiapas-C C17 70Z-1 Veracruz-C C67
CH-4 Chis-Tab-C CI8

F: Forastero, T:Trinitario, C: Criollo.
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TABLA 11

INICIADORES SSR’S DE Theobroma cacao

Temperatura de

Iniciador Secuencia : . o
alineamiento (°C)

MTcCIRIF  GCAGGGCAGGCTCAGTGAAGCA 51
MTcCIRIR  TGGGCAACCAGAAAACGAT
MTcCIR6F TTCCCTCTAAACTACCCTAAAT 46
MTcCIR6R  TAAAGCAAAGCAATCTAACATA
MTcCIR7F ATGCGAATGACAACTGGT 51
MTcCIR7R  GCTTTCGTCCTTTGCTT
MTcCIRSF CTAGTTTCCCATTTACCA 46
MTcCIR8R  TCCTCAGCATTTTCTTTC
MTcCIRIIF  TTTGGTGATTATTAGCAG 46
MTcCIR1IR  GATTCGATTTGATGTGAG
MTcCIRI2F  TCTGACCCCAAACCTGTA 46
MTcCIRI2R  ATTCCAGTTAAAGCACAT
MTCcIR15F CAGCCGCCTCTTGTTAG 46
MTCcIR15R TATTTGGGATTCTTGATG
MTcCIR22F  ATTCTCGCAAAAACTTAG 46
MTcCIR22R  GATGGAAGGAGTGTAAATAG
MTcCIR24F  TTTGGGGTGATTTCTTCTGA 46
MTcCIR24R TCTGTCTCGTCTTTTGGTGA
MTcCIR26F  GCATTCATCAATACATTC 46
MTcCIR26R  GCACTCAAAGTTCATACTAC
MTcCIR33F  TGGGTTGAAGATTTGGT 51
MTcCIR33R  CAACAATGAAAATAGGCA
MTcCIR37F  CTGGGTGCTGATAGATAA 46
MTcCIR37R  AATACCCTCCACACAAAT
MTcCIR40F  AATCCGACAGTCTTTAATC 51
MTcCIR40R  CCTAGGCCAGAGAATTGA
MTcCIR60F  CGCTACTAACAAACATCAAA 51
MTcCIR60R  AGAGCAACCATCACTAATCA

F: Forward; R: Reverse.

La reaccion de amplificacion
se llevo a cabo bajo las siguien-
tes condiciones: desnaturaliza-
cion a 94°C durante Smin (un
ciclo), seguido de 35 ciclos a
94°C durante 30s, alineamiento
a 46 o 51°C (dependiendo del
inicador segin temperatura de
alineamiento indicado en la
Tabla II) durante Imin y exten-
sion a 72°C durante 1min, se-
guido de una extension final
durante 7min a 72°C, en un
termociclador de gradiente.

Electroforesis del ADN
producto de la amplificacion

Una vez realizada la amplifi-
cacion, se mezclaron 2ul de
colorante de carga 6X DNA
(10mM de Tris-HCI a pH 7,6;
0,03% de azul de bromofenol;
0,03% de xileno cianol FF,
60% de glicerol; y 60mM de
EDTA) con 3ul del producto
de reaccion de amplificacion
de PCR. Los productos de am-
plificacion se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa
al 3%, ya que permite la reso-
lucion suficiente para le detec-
cion de alelos SSR. Como refe-
rencia se cargd un carril del

gel con el marcador de peso
molecular ADN pBR322/Msp 1
de 622 pb. El gel se corrié con
amortiguador TBE 1X a
7V-cm™ por 3h. Los geles se
analizaron con luz UV y se
fotografiaron con un equipo
fotodocumentador.

Andalisis de datos

El analisis de los datos para
evaluar el nivel de polimorfis-
mo consistié en que las bandas
de igual tamafo y movilidad
generadas por la misma combi-
nacion de cebadores para varias
muestras se trataron como idén-
ticas para ese locus. Para anali-
zar el polimorfismo se registrd
la ausencia/presencia (0/1) de
bandas para cada locus, y se
generd una matriz binaria con
la informacioén generada con
todos los cebadores. Se utlizo el
programa NTSYS-PC (version
2.21q) para calcular la similitud
genética utilizando el coeficien-
te de Jaccard, obtenido por la
expresion J= A/(A+B+C); donde
A: niimero de especies comunes
con similitud A, B: numero de
especies comunes con similitud
B, y C: numero de especies con
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similitudes comunes entre A y
B. Los valores de similitud de
Jaccard obtenidos se utilizaron
para generar un dendograma
mediante el procedimiento
UPGMA (unweighted pair-
group with arithmetic mean).
Este dendograma se soportd
con un bootstrap de 1000 repe-
ticiones con la ayuda del pro-
grama FreeTree.

Con las matrices binarias, se
calculd el contenido de infor-
macion polimérfica (PIC), que
es determinado como PIC= 2fi
(1-f1), donde fi: frecuencia con
la que estan presentes los frag-
mentos del marcador. Por otro
lado, se calcularon el poder de
resolucion (RP) con la formula
RP= }Ib, donde Ib=1-[2|0,5-p|]
y p: proporcion de accesiones
que contienen una banda I
(Prevost y Wilkinson 1999;
Roldan-Ruiz et al. 2000).

Parametros de diversidad

Con la ayuda del programa
Excel se calcularon el nimero
de bandas totales por combina-
cion de cebadores, el porcentaje
de polimorfismo basado en las
frecuencias alélicas (se conside-
raron polimorficas aquellas ban-
das con una frecuencia >5%).
Los calculados por individuo se
realizaron con la ayuda del pro-
grama GenAlex 6.5 (Peakall y
Smose, 2012). Asimismo, se
calcularon el nimero de alelos
diferentes (Na), el nimero de
alelos efectivos (Ne), indice de
Shannon (I) heterocigosidad
esperada (He). Con las distan-
cias genéticas, se llevd a cabo
un analisis de coordenadas
principales (PCoA). Finalmente,
se llevo a cabo el analisis mole-
cular de varianza (AMOVA),
basado en 999 permutaciones
para determinar el nivel de va-
riacion dentro y entre las pobla-
ciones. Para determinar el gra-
do de diferenciacion de las po-
blaciones se calculo el coefi-
ciente de fijacion PhiPT, en
funcion de las frecuencias aléli-
cas. Todo lo anterior fue reali-
zado con la ayuda del programa
GenAlex 6.5.

Coleccion niicleo

El software utilizado para la
seleccion de la coleccion nu-

cleo fue un algoritmo basado
en K-MEANS y FFT para el
desarrollo de Core Collection
CorColl ver. 2.3, ejecutable de
Windows de una implementa-
cion en Python de el algo-
ritmo original en FreeMat
(Borrayo et al., 2016; Guzman
et al., 2017).

Resultados

Analisis de la diversidad
genética

Con base en el analisis de
las 99 accesiones de cacao es-
tudiadas y con el uso de 14
combinaciones de iniciadores
SSR se amplificaron un total
de 75 bandas, de los cuales el
79,7% fueron polimérficos. En
general, el polimorfismo fue de
45,5 a 100%. La combinacion
MTcCIRI1 presentd el polimor-
fismo mas bajo con 45,5%
mientras que cinco de los 14
iniciadores SSR revelaron un
100% de polimorfismo. Estos
corresponden a los cebadores
MTcCIR6, MTcCIR11, MTec-
CIR33, MTcCIR37 y MTc-
CIR60, por lo que correspon-
den a los mas informativos
para el estudio diversidad en
cacao. En cuanto al contenido
de informacion polimoérfica
(PIC), este vari6 de 0,14 a 0,36
con un promedio de 0,23. El
mayor PIC fue observado en el
cebador MTcCIR60 con 0,36
mientras que el poder de reso-
lucidén fue desde 0,84 en el
cebador MTcCIR1S, hasta 2,9
observado en el cebador
MTcCIR60, con un promedio
de 1,64 para todos los cebado-
res (Tabla III).

El numero de alelos diferen-
tes fue de dos para todos los
cebadores, en tanto que el na-
mero de alelos efectivos varid
de 1,105 a 1,384 con un prome-
dio de 1,213. El indice de
Shannon vari6 de 0,167 a 0,407,
con un promedio de 0,267; va-
lores que son considerados
como muy bajos. Lo anterior
esta en concordancia a la hete-
rocigosidad esperada, el cual
vario de 0,085 a 0,255 con un
promedio de 0,153 (Tabla III).

El dendograma producto del
analisis de agrupamientos
(UPGMA) a partir de las dis-
tancias genéticas calculadas

773



TABLA 1II

CARACTERISTICAS DE 99 ACCESIONES DE Theobroma cacao L.,
CON EL USO DE 14 CEBADORES SSR’s

N° Iniciador P (%) NTB PIC RP Rango (pb) Na Ne I He
1 MTcCIRI 45,5 11 0,14 1,97 123-350 2,00 1,105 0,167 0,085
2 MTcCIR6 83,3 6 0,19 1,43 180-300 2,00 1,138 0,216 0,113
3 MTcCIR7 100 7 0,26 2,36 150-238 2,00 1,200 0,284 0,158
4 MTcCIR8 60 5 0,19 1,29 150-350 2,00 1,157 0,216 0,119
5  MTcCIRI1I 100 6 0,29 2,18 150-350 2,00 1,210 0,313 0,172
6  MTcCIR12 80 5 0,21 1,33 100-350 2,00 1,155 0,234 0,126
7  MTcCIRIS 66,7 3 0,19 0,84 150-250 2,00 1,335 0,281 0,184
8  MTcCIR22 80 5 0,26 1,71 150-350 2,00 1,204 0,288 0,161
9  MTcCIR24 50 4 0,15 0,92 175-350 2,00 1,148 0,182 0,104

10 MTcCIR26 75 4 0,19 1,07 150-350 2,00 1,162 0,224 0,124
11 MTcCIR33 100 5 0,27 1,79 150-350 2,00 1,216 0,298 0,167
12 MTcCIR37 100 5 0,28 2,02 150-350 2,00 1,252 0316 0,184
13 MTcCIR40 75 4 022 1,17 200-350 2,00 1,317 0,308 0,189
14 MTcCIR60 100 5 036 29 125-300 2,00 1,384 0,407 0,255
Total 75
Promedio 79,7 5.4 0,23 1,64 123-350 2 1,213 0,267 0,153
SE 0 0,024 0,019 0,014

P: polimorfismo, NTB: ntiimero total de bandas, PIC: contenido de informacion polimoérfica, RP: poder de
resolucion, Rango: rango de banda, Na: numeroero de alelos diferentes, Ne: numero de alelos efectivos, I:
indice de Shannon, He: heterocigosidad esperada.

con el coeficiente de similitud
genética de Jaccard, mostrd
similitudes que fueron de 0, en
tanto que la similitud entre los
genotipos LAC-18 y LAC-19;
RIM-88 y LAC-10; y LAC-15
y LAC-16 fue de 1 (Figura 1).
El genotipo que se separd to-
talmente del resto de los indi-
viduos estudiados fue el
CRIM-88 (T19), con una simi-
litud de 0. A partir de la simi-
litud de 0,182 se pueden obser-
var dos grupos, el grupo A
contiene a los genotipos C20 y
C24 a partir de una similitud
de 0,25. En el grupo B se en-
cuentran la mayoria de los ge-
notipos. El subgrupo Bl esta
integrado por los genotipos
C41, C42 y C43. El subgrupo
B2 contiene a los subgrupos
B3 y B4; el B3 esta integrado
por los genotipos C7, C8, C9,
Cl12, C13, Cl4 y CI15. El B4,
se dividi6 en B5 y B6, el pri-
mero esta integrado por T13,
C36, C37 y C60. El B6 esta
integrado por los subgrupos B7
y B8, el B7 se dividié a su vez
en B9 y B10. El B9 esta inte-
grado por C48, C49, C50, T16,
T18, C56, C51, C53, T17, C57,
C52, C54 y C55. El BI10 esta
conformado por T12, T14, C29,
C30, C33, T15, C32, C34, C28,
C31 y C35. El B8 se dividié en
B11 y B12, el Bll a su vez en,
B13 y BI14. El subgrupo BI3
contiene a T2, T7, T4, T8, T11,
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T9, T10 y T3. Por su parte el
B14 contiene a C16, C18, C22,
C19, C17, C21 y C23. El sub-
grupo B12, contiene a los sub-
grupos B15 y B16. El BI15, se
dividi6 en B16 y B17, el B16
esta integrado por C39, C40,
C42, C45 y C46. E1 B17 a su
vez se dividio en B18 y BI19, el
subgrupo BI8 esta integrado
por T20, C62, C63, C65, C58,
Co64, Co61 y T21; el B19 esta
conformado por F4, C10, Cl1,
C27, T6, C26, T5, C6, T23,
T24, C66 y C67. Por tltimo, el
B16 se dividio en B20 y B2I;
el primero so6lo contuvo al F5;
mientras que el B21 esta inte-
grado por el T1, C5, F2, C3,
F8, C4, F3, F7, F1, C1, C2 y
F6 (Figura 1).

La poblacion de criollos pre-
sentd un mayor grado de hete-
rocigosidad promedio (0,147),
seguido de los trinitarios
(0,144), mientras que los foras-
teros presentd el valor mas
bajo (0,095). La alta heteroci-
gosidad encontrada en los crio-
llos en parte se puede deber al
origen diverso de los materia-
les que conforman esta
poblacion.

Coleccion nucleo

Con el objetivo de constituir
la coleccion nucleo (CN) del
germoplasma conservado en el
Banco de Germoplasma de

Cacao (BCG) se hizo analisis
de acuerdo a diferentes valores
de K (Tabla IV). EI valor mas
alto de CA (alelos presentes en
la coleccion nucleo) fue de
0,9467 (94,67%) con K= 22,
seguido de un valor de 0,90
(90,0%) con K= 20, por lo que
se selecciond una CN22 al
compararse con las otras colec-
ciones nucleo y la coleccidon
original (CO). La ANE (distan-
cia promedio entre cada mues-

tra de la CO y la muestra mas
cercana a la CN) mds pequefia
representa la diversidad de la
coleccién original y es homo-
géneamente representada por la
CN. Por otro lado, la ENE
(distancia promedio entre cada
muestra de la CN y la muestra
mas cercana de la coleccion
original) y E (distancia prome-
dio entre las muestras de la
CN) indican la dispersion de
los datos de la CN, donde los
valores mas altos indican una
mejor representacion de los
valores extremos.

El valor de ANE disminuye
conforme el tamafo de la CN
incrementa; esto se debe a que
los individuos de la CN mas
grande llenan el vacio de la
CN mas pequeiia, y disminuye
la distancia promedio entre los
elementos seleccionados de la
CN y los de la CO. Los valo-
res de ENE mas grandes en la
CN22 indica que el grupo de
individuos de la CN presentan
la dispersion mds amplia. El
valor de E incrementa en tanto
el nimero de individuos de la
CN incrementa; esto indica que
los individuos extremos son
incluidos como valores extre-
mos que forman un simple
grupo. La cobertura de alelos
(CA) esta por arriba de 90%
cuando la CN excede los 20
individuos y contintia incre-
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Figura 1. Dendograma producto del analisis de conglomerados con el
procedimiento UPGMA, basado en el coeficiente de Jaccard de 99 ac-
cesiones de Theobroma cacao L. de origen Trinitario (barra gris),
Forastero (barras blancas) y Criollo (barras negras), con el uso de 14

cebadores SSR.
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. TABLAIV
EVALUACION DE LA COLECCION NUCLEO
PARA DIFERENTES VALORES DE K

K 12 14 16 18 20 22
ANE 03263 0,2898 0,2781  0,2362  0,2324 0,2385
ENE 0,5887  0,5629 04786  0,4554  0,4309 0,4459
E 0,7397  0,7588 0,773 0,7484  0,7883  0,7917
MD 0 0 0 0 0 0
VD 64 56 49,3333 64 62,6667 52
CR 66,6667 77,3333 78,6667 77,3333 80 89,3333
Ccv 70,5555 76,7748 77,3246 80,2585 83,9211 87,3369
CA 0,8333  0,8867  0,8933  0,8867 0,90 0,9467

K: elementos incluidos en la CN, ANE: distancia promedio entre la
coleccion original y las muestras mas cercanas a la CN, ENE: distancia
promedio entre la muestra de la CN y la muestra mds cercana a la CN,
E: distancia promedio entre la muestra de la CN, MD: prueba de homo-
geneidad de medias (diferencia promedio % entre CN y la coleccion
inicial mas cercana), VD: prueba de homogeneidad de varianza (diferen-
cia en la varianza % entre la CN y la coleccion inicial), CR: proporcion
de coincidencia (CR % retenida por la CN no es menos que el 80%),
CV: proporcion variable (<20% de la caracteristicas que tienen diferente
media entre la CN y la coleccion inicial), CA: cobertura de alelos.

mentando conforme se incre-
mentan los individuos en la
CN (Tabla V).

La distribucion de las acce-
siones de acuerdo al analisis de
componentes principales se
observa en la Figura 2. Con
valores de K= 20 y 22 se ob-
serva una mejor distribucion de
las accesiones representadas en
la CN. Las accesiones repre-
sentadas en cada CN de acuer-
do al valor de K se observan
en la Figura 3. Con un valor
de K= 16 las accesiones que
formaran la coleccion nucleo
son C53, C45, C5, C,27, C8,
C18, C23, C34, C28, C10, C4,
T21, T13, TS, T18 y T24; para
un valor de K= 18 las accesio-
nes son C50, C63, C5, CI8,
C8, C51, C47, C30, C58,C25,
C34, T13, T5, T24, T11, T14,
T9 y F8; para un valor de K=
20 las accesiones son C25, C5,
C18, C34, C10, C12, C45, C58,
C4, C28, C20, C23, C8, T24,
T18, T11,T10, T5, T13 y T17;
finalmente con un valor de K=
22 las accesiones son C10,
C65, C8, C45, C23, C28, C21,
C20, C3,C31, C6, T7, T13, T18,

T24, T17, T21, T3, T6, T10, F7
y F1. Las colecciones nucleo
que se formarian con valores
de K= 16 y 20 solo se confor-
marian con tipos genéticos
criollos y trinitarios; mientras
que con valores de K= 18 y 22
se conformarian con los tres
tipos genéticos de cacao.

Discusion
Diversidad genética del BGC

Los parametros de diversi-
dad encontrados en las accesio-
nes del Banco de Germoplasma
de Cacao fueron bajos (P= 79,7
%; Ne= 1,21 y He= 0,153) res-
pecto a los reportados por
otros autores. Zhang et al.
(2009) al estudiar diferentes
materiales de cacao desde el
Alto Amazonas hasta México
(He= 0,63 y Ho= 0,65) encon-
traron un alto nivel de riqueza
alélica debido a los diversos
grupos genéticos estudiados.
Resultados similares reportan
Avalos et al. (2012), donde el
origen de los materiales jugd
un papel importante para

TABLA V

05 " oK
00 ‘+‘ +:+_ :
s ¥ ox
B R <

-2.5

-05 e . H X. +

-10f ¢ ¥ : +
-15 _.+_ . =
BB K18

A .

-15 -10 -05 00 05 10 15 20 25 3

15

-2.
-15 -10 -05 00 05 10 15 20 25 30

15

10 %ﬁ%$# . X

05
ol R
-05 - i" K- .
-1oi~_+_ r

—15}ay

" K20
LK
=25

%

0s g*ﬁ* oK

K22

2.5

-15 -10 -05 00 05 10 15 20 25 30

-15 -10 -05 00 05 10 15 20 25 30

Figura 2. Distribucion de las accesiones de cacao de acuerdo al analisis ACP.

Figura 3. Posicion en el dendrograma de las accesiones seleccionadas para la
coleccion niicleo de acuerdo al coeficiente de Jaccard (K= 16, 18, 20 y 22).

separar los grupos genéticos
criollos y mejorados. De igual
manera reportan Morillo ez al.

RESUMEN DE RESULTADOS DEL ANALISIS
DE VARIANZA MOLECULAR (AMOVA)

Fuente de variacion

Grados de libertad  Suma de cuadrados

Componentes de la varianza Variacion (%)

Entre poblaciones 2
Dentro de poblaciones 96
Total 98

Indice de fijacion

50,819
803,060
853,879
PhiPT 0,079

0,722 8
8,365 92
9,088 100

P (rand>data)= 0,001
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(2014) en poblaciones de cacao
de Colombia, donde consig-
nan que la diversidad de los
materiales se debid al origen
diverso al tipo de propagacion
por semilla. Por su parte,
Ramirez (2014) al estudiar ca-
caos de Tabasco, México, re-
porta valores altos de He= 0,39
y una gran cantidad de alelos
privados (27), debido probable-
mente a que utilizd a arboles
provenientes de semillas con
una amplia diversidad en las
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parcelas de los productores.
También, Ji et al. (2012)
usando SNP (single nucleoti-
de polymorphism) reportan
valores altos de He (0,367) al
estudiar variedades de cacao
de productores de Honduras y
Nicaragua, una situaciéon pa-
recida al trabajo de Rami-
rez (2014). La mayor hetero-
cigosidad encontrada en los
cacaos criollos (0,147), segui-
do de los trinitarios (0,144),
se debe probablemente al
origen de los cacaos criollos
que provienen de la Selva
Lacandona.

Lerceteau et al. (1997), al es-
tudiar accesiones de bancos de
germoplasma usando RAPD’s
y RFLP’s, y de acuerdo al
origen geografico, encontraron
para las accesiones de México
un porcentaje de polimorfismo
P= 54,8%, valor por debajo
del encontrado en este estudio
(P= 79,7%), comportamiento
que pudo ser debido a que to-
maron pocas accesiones (15) y
Ho= 0,275; por arriba al He=
0,153 encontrado en este estu-
dio. También estos autores
estudiaron la diversidad por
grupo morfologico y encontra-
ron para el tipo Forastero, con
29 accesiones, P= 90,3, Ho=
0,188; para el Trinitario (29
accesiones) P= 80,7% , Ho=
0,383; y para el Criollo (9 ac-
cesiones) P= 80,7% y Ho=
0,301. En este estudio la hete-
rocigosidad promedio para el
grupo genético de los foraste-
ros (8 accesiones) fue de
0,095; para los trinitarios (24
accesiones) de 0,144 y para los
criollos (67 accesiones) de
0,147, debido probablemente a
que se tomd un mayor nimero
de accesiones por grupo mor-
foloégico, lo cual demuestra
que probablemente los valores
bajos de diversidad que se re-
portan en los tipos criollos se
puedan deber a que se utilizan
muestras pequeflas, como lo
reportan Motamayor y Lanaud
(2002) para los cacaos criollos
de la Selva Lacandona de
México y Whitkus et al.
(1998), quienes reportan solo
8,8% de banda polimorficas
para los materiales de cacao
de Yucatan, reportando con
ello baja diversidad genética
en estos materiales.
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De igual manera, Crouzillat
et al. (2000), usando marcado-
res RFLP’s en 86 accesiones
del BNC del INIFAP, reportan
baja variabilidad genética al
reportar Na=1,67 y 40,3% de
heterocigosidad, sugiriendo que
la mayoria de las accesiones
son hibridos, sobre todo las
accesiones de la serie RIM.

Al analizar la varianza mole-
cular de las poblaciones anali-
zadas, ésta fue de 8%, entre
poblaciones y de 92% dentro
de poblaciones, con un indice
de fijacion de 0,079 (Tabla V);
es decir, existe una diferencia-
cion genética moderada entre
poblaciones, o bien defieciencia
de heterocigotos, lo cual es
comun en poblaciones peque-
nas. Al respecto Zhang et al.
(2009), al estudiar cacaos de
diferente origen geografico
desde el Alto Amazonas hasta
México reportaron una varian-
za molecular entre poblaciones
de 15,4% y dentro de poblacio-
nes de 84,6%, por debajo al
encontrado en este estudio. Por
otro lado, Ramirez (2014) en
cacaos de Tabasco, México,
reporta una varianza molecular
entre poblaciones de 1y 99%
dentro de poblaciones, por arri-
ba al encontrado en este estu-
dio. Es importante sefialar que
en este estudio la muestra de
cacaos criollos fue mas alto
(67,67%) que los forasteros
(8,08%) y los trinitarios (24,4%),
contrario a los valores repor-
tados por Whitkus et al. (1998),
Zhang et al. (2009) y Lins
et al. (2016).

Desde el punto de vista de
las caracteristicas morfologicas
de los tres grupios genéticos
no se observo una separacion
clara entre criollos y trinita-
rios, pero si entre forasteros
(Figura 1). El grupo genético
de forasteros se caracterizan
por presentar frutos de forma
redonda a oblonga, sin surcos,
sin cosntriccion basal y muy
poca rugosidad; las semillas
son de color violeta a parpura
y aplanadas. Por otro lado, el
grupo genético criollo, se ca-
racterizaron por presentar fru-
tos pequeiios a medianos, con
rugosidad y presencia de sur-
cos y un alto porcentaje (80%)
de semillas de color crema
(Avendaio et al., 2010). Final-

mente, el gupo genético trinita-
rio, que proviene de la cruza
de los crollos con forasteros, se
caracterizaron por presentar
frutos grandes, alargados con
rugosidad y constriccion basal
pronunciada y el color de las
semillas variaron desde crema,
rosado hasta purpuras.

Coleccion nucleo y la
conservacion a largo plazo de
la coleccion del BGC

La conservacion de largo
plazo de especies tropicales de
importancia econémica, am-
biental y con semillas recalci-
trantes como es el cacao, €s
una de las estrategias mas ur-
gentes a fin de conservar la
diversidad para las futuras ge-
neraciones. Lerceteau et al.
(1997), al estudiar diferentes
tipos de cacao de distintos ori-
genes proponen la realizacion
de colecciones nucleo en cacao,
debido a debido a que las prin-
cipales colecciones mundiales
de cacao, como la de Trinidad
y Tobago y la del CATIE de
Costa Rica, se encuentran en
colecciones vivas en campo
(Avendano et al., 2011) y estan
sujetas a desastres naturales y
amenazas de plagas y enferme-
dades. La conservacion ex situ,
de las colecciones de cacao a
nivel mundial debe considerar
la generacion de colecciones
nucleo que permitan resguardar
la diversidad mediante la crio-
conservacion. Como alternati-
va, los avances recientes en
técnicas in vitro y de criocon-
servacion han demostrado ser
eficaces en la proteccion de
especies recalcitrantes como la
papa (Yamamoto et al., 2015).
En México, Guzman et al.
(2017) reportan en aguacate la
generacion de una coleccidon
nucleo a partir de 298 indivi-
duos seleccionaron una K= 36
(36 individuos) y reportan va-
lores de CA= 0,81. En este es-
tudio, a partir de 99 accesio-
nes, la coleccion nicleo que se
propone es de K= 22 con una
CA= 0,94.

Conclusiones
El Banco de Germoplasma

de Cacao del INIFAP resguar-
da una importante diversidad,

sobre todo en los tipos criollos
mexicanos, seguido de los tri-
nitarios y finalmente de foras-
teros. Esta diversidad esta sien-
do utilizada ampliamente en el
programa de mejoramiento ge-
nético de cacao del INIFAP. La
coleccion nucleo seleccionada
representa eficientemente la
diversidad de la coleccion ori-
ginal y se puede proponer para
la conservacion a largo plazo
mediante crioconservacion,
como lo sugieren diferentes
autores.
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