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Quiroz, VJ. 2002 Caracterizacién molecular y morfolégica de genotipos superiores con
caracteristicas de Cacao Nacional (Theobroma cacao L.) de Ecuador, Tesis Mag. Sci. CATIE.

Turrialba, Costa Rica. 111 p.

Palabras claves: Theobroma cacao, Cacao, Caracterizacion, Crinipellis perniciosa,
Moniliophthora roreri, Variedad, Marcadores moleculares, Recursos Genéticos, Variabilidad
Genética, AFLP.

RESUMEN

El cultivo de cacao es tradicional en el Fcuador, en la actualidad existen aproximadamente
370.000 ha, sembradas con una produccién promedio de 90.000 TM por afio, constituyéndose
en el cuarto rubro de exportacion, del cual el 75 % es considerado como cacao fino de aroma

denominada “arriba” proveniente de la variedad de cacao conocida como Nacional,

Sin embargo, durante la primera y segunda mitad del siglo pasado, debido a la aparicion
de las enfermedades Escoba de bruja (Crinipellis perniciosa) y Monilia (Meniliophthora
roreri), los productores comenzaron a sustituir la variedad tradicional por hibridos de origen
trinitario con altos niveles de produccién y con una aparente resistencia a las enfermedades

antes mencionadas, provocando una pérdida paulatina de la variedad del cacao Nacional.

Ecuador y la comunidad internacional han reconocido la necesidad de mantener el
mercado basado en la calidad, para lo cual durante 1996 el Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias {INIAP} conjuntamente con la empresa de Chocolates Nestle de Ecuador y el
Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG), realizaron una recoleccion de genotipos de tipo
Nacional en fincas de productores donde se identificaron 4rboles con edades que se presumieron
superiores a 80 afios, altos niveles de produccion (80-120 mazorcas / drbol / afio), v resistentes a

Escoba de bruja (Quiroz 1996), los cuales sirvieron de base para este estudio.

“Se caracterizé molecularmente 63 genotipos de cacao Nacional y de otros origenes, de los
cuales solo 51 clones fueron caracterizados morfolégicamente debido a Ia falta de flores y frutos
durante el periodo de evaluacion, ademds, se incluyeron dentro de este estudio tres genotipos de

referencia de los tipos genéticos Irinitario (UF-676), Forastero Amazdnico (Matina) y el Criollo
{Criollo-36).

Para la caracterizacion molecular se utilizo fa técnica de marcadores moleculares AFLP

con siete combinaciones “enzima-primers” reportadas por Risterucci (2000} y Motamayor

XV




(2001), con el mayor ntimero de bandas polimérficas en trabajos con los mismos marcadores

moleculares en otros genotipos de cacao.

Se observé un alto grado de polimorfismo para las siete combinaciones de primers,
reveladas por el métedo de tincidn no radiactivo utilizando nitrato de plata (AgNo; ). El nimero
de bandas polimérficas totales fite de 321, con un minime de 29 bandas polimérficas para la
combinacion EACG/MCIT y un maximo de 59 bandas polimérficas para la combinacion

EAAG/MCAA. con un porcentaje promedio de polimorfismo de 70,79 %.

Con esta informacion se calculo la matriz de similaridad usando Nei & Li's (1979), €
cual deniostrd que la distancia genética presente en los 63 clones de cacao tipo Nacional y de
otros orfgenes es muy amplia cuyo rango es de 0,832 para los clones mas similares
genéticamente y de 0,225 para los mas diferentes. El dendograma UPGMA, para los 63 clones
de cacao demuestran fa no-conformacion de grupos genéticos especificos, pero si separados por

su origen y su constitucion genética.

Cabe sefialar que el grupo con el menor {ndice de similaridad entre ellos y con los demds
clones en estudio fue el conformado por los genotipos UF-676, Criollo-36 con un 0,402 de
similaridad , unido a este el clon CC-267 (Matina), con un grado de similaridad de 0,503, lo
cual concuerda con lo reportado por Cruzillat (2000), y Lecertaud er al (1996), quienes
reportan que los cacaos Nacionales de Ecuador son independientes de los tres grupos pendticos

canacidos y que el origen de esta variedad es atin desconocida,

“Para la caracterizacion morfoldgica se utilizaron 34 variables cuantitativas y 13
cualitativas, se utilizé el tamafio de muestra para flores, frutos, semillas y hojas, recomendadas

por Soria y Enriquez (1981} y el IBPGR (1981), para caracterizar clones y drboles de cacao.

Se observé que se conformaron cinco grupos bien definidos, el primero con 18 clones
constituidos por genotipos CCAT y EB representando el 35,3 % de la variabilidad total. El
grupo dos lo conformaron 10 clones con ef 19,6 % de la variabilidad y estd constituido
mayaritariamente por los clones CCAT y EB con la salvedad que a este grupo se encuentran
unidos los clones SCA-6 y SCA-12.

El grupo 3 conformado por 15 clones representa el 29,4 % de la variabilidad y consta de
materizles de origen amazdnico, subdividido en dos subgrupos, el primero (A) formado por
cinco clones procedentes de fa parte norte de la amazonfa ecuatoriana y los clones EBC-138 y

EBC-148 (Expedicién Botanica Caqueta Colombia), y el otro subgrupo (B) formado por los
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clones provenientes de las riveras de los rios Tapiche, Tiputine, Napo, Bobonaza y el Clon

Escobar.

El grupo cuatro constituido por cinco clones con el 9,8 % de la variabilidad total y
finalmente el grupo cinco conformado por los clones UF-676, Matina muy relacionados entre si

y unido a este el Criollo-36 pero independientes de los demds materiales estudiados.

 Finalmente se determing que a través de la caracterizacién morfolégica permitid
identificar claramente 16 caracteristicas que discriminan entre los clones de cacao tipo
Nacional y otros origenes, las cuales explican el 95,15 % de la variabilidad presente en la
poblacion en estudio.vLas caracteristicas mas discriminantes fueron: Relacidn largo/ancho del
sépalo, Largo de la ligula, Relacién largofancho de ligula, Largo del ovario, Ancho del ovario,
Namero de dvulos por avario, Relacién largo/ancho de la mazorca, Peso de la cascara, Peso de
la testa, Peso seco de la semilla, Largo de la semilla, Ancho de la semilla, Relacién largo/ancho

de la hoja, Relacidn largo/ LBA y Angulo basal
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Quiroz, V 1. 2002. Molecular and morphological characterization for superior genotypes with
cacac Nacional characteristics (Ifieobroma cacao L.) from Ecuador. Mag. Sci thesis. CATIE,

Turrialba, Costa Rica, 111p.

Key words: Theobroma cacao, characterization, Crinipellis perniciosa, Moniliophthora roreri,

variety, molecular markers, genetic variability, AFLP

SUMMARY

Cacao js a traditional crop in Ecuador, there are approximately 370.000 ha, which have
an average production of 90.000 tm per year. It constitutes the fourth export commodity in
Ecuador and the 75% is considered as a fine aroma cacao called “arriba®, which comes from

the variety know as “cacao Nacional”.

During the first and second half of the last century, two diseases showed up, witches
broom (Crinipellis perniciosa) and Mouilia (Moniliophthora roreri). Because of that, farmers
started to substitute traditional varieties for Trinitario hybrids which is characterized by high

production levels and an apparent resistance to both diseases.

Ecuador and the international community have recognized the importance of quality
products for markers. For this reason during 1996 the Instituto Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP) in collaboration with Chocolates Nestle de Ecuador Company and the
Ministry of Agriculture and Livestock (MAG), collected the National genotypes. Collection was
in farms that were identified to have more than 80 years of planting, high yield levels (80 to 120

pods / tree / year) and resistant to witches broom (Quiroz, 1996). This materials were used for

this study.

“In this study, 63 cacao Nacional genotypes and other origins were molecularly
characlerized. However only 51 clones were morphologically characterized since the left clones
did not produce flowers and fruits during the evaluation period. In addition three genatypes of
reference were included fiom the genetic groups “Trinitario” (UF 273), “Forastero Amazénico”
(Matina) and “Criollo™ (Criollo 36).

For the molecular characterization the AFLP molecular markers with seven
combinations of “enzyme-primer” as reported by Risterucei (2000) and Motamayor (2001) was

used.
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They reported the major polymorphic bands in studies with the same molecular

mavkers in other cacao genolypes.

DNA was extracted based on MATAB method, by using small samples (I ¢m
diameter) from fresh and dry leaves which allow to obtain a concentration equal or higher than
80 ng/ul,

A high degree of polymorphism for the seven primer combinations was observed.
They were reveled by a non-radioactive method with silver nitrate (AgNo; ), in polyacrilamide
gel. The total number of polymorphic bands were 452 for the seven combinations with spread of
44 bands for the combination EACG/MCTT and 89 for EAAG/MCAA. The polymorphism’s
average were 70,79% for the used combinations. With this information was calcolated the
similarity matrix by using Nei an Li’s (1979) coefficient, then the dendrogram and a bootstrap

analysis were generated.

The dendrogram for the 63 cacao clones showed a no specific genetic group
conformation, separated from the origin or genetic constitution, with genetic distances from
0,225 10 0,832. In this study, it is important to mention that the less similarity among genotype
groups were UF 273, Criollo 36 and clone CC 267 (Matina). This result is supported by the
findings to Crouzillat (2000) and Lecertaud ef al (1996) who reported that the Nacional cocoas
form Ecuador were independent from the three known genetic groups and the origin of this

variety is even unknown.

“For the morphological characterization, 34 quantitative characteristics and 13
qualitative characteristics were utilized. The minimal sample for flowers, fruits and seeds

recommended by Soria and Enriquez (1981) and IBPGR (1981) were used to characterize

clones and cocoa trees. .

Based on the results obtained in the morphological characterization, five groups well
defined were formed. The first is constituted by 18 clones mainly by CCAT and EB genotypes
which represent the 35,3 % of the total variability. The second group is conformed by 10 clones
with the 19,6% of the variability and is constituted mainly by clones CCAT, EB and the clones
SCA-6 and SCA-12. The third group is conformed by 15 clones representing the 29,4% of the
variability and is constituted by materials from the Amazonian region. It is subdivided into two
subgroups, the first being formed by five clones which come from the north part of the

Ecuadorian Amazonian region and the clones EBC-138 and FBC-148 (Botanical Expedition

XIX




Caqueta Colombia) and the second being formed by clones from the margin of the rivers

Tapiche, Tiputine, Napo and Bobonaza and the Escobar clon.

The fourth group is conformed by five clones representing the 9,8% of the total
variability. Finally the five group is conformed by clones UF-273 and Matina, Criollo-36 is very

refated to other but is independent from the rest of the studied materials.

1t is possible fo observe that the morphological characterization clearly permits to
identify 13 discriminant characteristics namely: sepal length/wide relation, ligule length, ligule
length/wide relation, ovary length, ovary wide, ovule per ovary number, pod length/wide
refation, shell weight, test weight, dry seed weight, seed length, seed wide, leaf length/wide

relation, fength/ LBA relation and basal angle. -
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L INTRODUCCION

El cultivo del cacao (Theobroma cacao L), es tradicional en Ecuador, existen en la actualidad
aproximadamente 370.000 ha sembradas en 60.000 unidades de produccion, para el periodo de 1997-
1998, represento el 4 % de la produccién mundial, la cual se estimé en aproximadamente 100.000
I'm /afio (ICCO 1999), El cacao es el cuarto rubro de exportacion del Ecuador, en donde el 75 % de la
produccion es considerada como cacao fino de aroma denominado arriba, proveniente de la variedad

conocida como Nacional (FAO 2000).

La variedad Nacional es mas homogénea que los Trinitarios y su almendra por su alta calidad
obtiene precios altos con relacion a otros cacaos comerciales {Vera 1993). Es autéctona del Ecuador en
donde se cultiva desde principios del siglo XV y es posible que se haya otiginado de pocas mazorcas
llevadas hace mucho tiempo desde un lado al otro de la cordillera de fos Andes en el mismo pais (Soria
1967).

Con la aparicién de las enfermedades escoba de bruja (Crinipellis perniciosa) y monilia
(Moniliophthora roreri), en fechas cercanas a 1900, los productores iniciaron el proceso de sustitueién
de Ia variedad de cacao Nacional por hibridos de origen Trinitario con altos niveles de produccién y con

una aparente resistencia a las enfermedades antes sefialadas.

El pais y la comunidad internacional han reconocido la necesidad de mantener el mercado de
cacao basado en la calidad. En 1996, el lustituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INLAP)
con el apoyo de la empresa de Chocolates Nestle de Ecuador y el Ministerio de Agricultura y Ganaderia
{MAG), procedieron a realizar una recoleccién de genotipos de cacao tipo Nacional en fincas de
productores. Los criterios utilizados para la recoleccién de los materiales fiteron que los drboles
presentaran una edad superior a los 80 afios, altos niveles de produccion (80-120 mazoreas / arbol /

afio), y resistencia a escoba de bruja.

Producto de ese trabajo, el INIAP conserva una coleccién de 60 accesiones representadas por 10
plantas por accesion, recolectadas en diferentes localidades, la cual representa la variabilidad existente a

nivel del pais de Ia variedad de cacao Nacional (Quiroz 1997}

Las técnicas de biologia molecular, y en particular el uso de marcadores moleculares, han
permitido conocer y caracterizar el contenido genético de los organismos, asi como, estimar la

diversidad y las relaciones genéticas entre grupos de interés (Phillips 1995).




En los ditimos afios han surgido diversos métodos de deteccion de polimorfismos genéticos
detectados a nivel del ADN. La utilizacién de enzimas de restriccién permitio el analisis del
polimorfismo de longitud de los fragmentos de restriccion de ADN ( Restricction Fragment Length
Polymorphism - RFLP), (Beckman 1991), y Ia amplificacién de la cadena de ADN con el desarrollo de
la técnica PCR (Saiki er of. 1988), que ha dado origen a muchos otras clases de marcadores

moleculares,

Los marcadores AFLP, son una técnica que combina la reaccién en cadena de la polimeraza
(PCR) y los andlisis de fragmentos de restriccién para detectar polimorfismos  debido a cortes

provocados en diversos sitios por enzimas de restriceion (Liscum y Oeller 1997).

La técnica detecta maltiples loci polimorficos a través del genoma y es (til para generar huellas
genclicas o para mapeo genético (Simpson 1997). Las ventajas que offece este método son su
confiabilidad y consistencia, debido a las condiciones de alta astringencia bajo las cuales se llevan a
cabo las reacciones en cadena de polimeraza, y la habilidad de detectar rapidamente muchos locis

polimorficos (Mueller y Wolfenbarger 1999).

Considerando lo anterior, y tomando en cuenta que los marcadores moleculares AFLPs
permiten tener una adecuada caracterizacion de la variabilidad genética del cacao, independiente de la
influencia del ambiente y combinada con la caracterizacién morfolégica, permitirdn elegir la base
genética de los padres y tas mezclas clonales de genotipos de cacao tipo Nacional en diferentes etapas
del mejoramiento genético con el fin de conformar poli clones con genotipos afines para poder

recomendarlos a los productores de cacao de Ecuador.

1.1 OBJETIVOS
A. General:
> Caracterizar molecular y morfologicamente 63 clones de cacao de tipo Nacional para
determinar el nivel de variacién de la poblacion elite de genotipos de la coleccion de
germoplasma de Ecuador,
B. Especificos:
> Determinar ¢f grado de variabilidad penética presente en las accesiones del cacao tipo Nacional
por medio de marcadores moleculares y caracteristicas agro-morfolégicas.
> Determinar la eficiencia del método MATAB mini preparaciones para la extraccién de ADN de
Cacao tipo Nacional.
»  Determinar la eficiencia de los marcadores AFLP para caracterizar la base genética del cacao

tipo Nacional.




> Tipificar mediante analisis multivariado los diferentes agrupamientos de los clones de cacao
tipo Nacional
»  Correlacionar las caracteristicas obtenidas con los marcadores moleculares (AFLP) y las
caracteristicas agro-morfoldgicas,
1.2 Hipétesis,

Las hipdtesis planteadas para el presente trabajo de investigacion se enwmeran a continuacion:

» Existe variabilidad genética entre los 63 clones de la coleccién de cacao tipe Nacional
detectada usando marcadores moleculares v estimaciones morfologicas.

»  Los marcadores moleculares AFLP son eficientes para la caracterizacion genética de cacao tipo
Nacional

» IDxiste relacién entre los resultados de marcadores AFLP con las caracteristicas agro-
mor{oldgicas.

» Existe un patrén de comportamiento de los 63 clones susceptibles de tipificacion o

agrupamiento por medio de caracterfsticas similares.




1. REVISION DE LITERATURA

2.1 Origen y distribucién del cacao

El genero Theobroma es nativo del nuevo mundo y desde México hasta Peri se encuentran

especies silvestres, con un aparenie centro de origen en Ia cuenca alta del Amazonas,

El cacao se ha encontrado circunscrito a las cuencas del Amazonas y del Orinoco en Sur
Amgérica al este de los Andes y cerca de la frontera entre Colombia y Ecuador (Wood, [959).
Cheessman (1944), sefiala que, tomando en consideracion los rangos de variabilidad encontrada por
Pound (1938), en sus expediciones de colecta por el bajo amazonas, indica con mayor precision que el
fenémeno de diferenciacion sucedié en los valles formados por los rios Napo, Putumayo y Cagueta
afluentes del Amazonas cerca de las fronteras orientales de Feuador y Colombia y algunos afluentes del
Orinoco tales como el Guaviare y el Inirida, donde segiin Pound (1938), en esa drea ocurre un tipo
enferamente silvestre, llamado “Criollo de la montagne”, formado por frutos de formas extremadamente

variables y con cierto grado de pigmentacion.

Soria (1970}, indica que la distribucién natural de la especie avanza hasta 15 ° de latitud sur, en los
rios Alto Beni y Mamoré, en el territorio boliviano y por el norte, hasta cerca de los 10 ° en los limites

de los llanos venezolanos y por las vertientes bajas de las sierras de Parima y Paraima, que dividen

Venezuela de Brasil.

Por su parte Cuatrecasas (1964), confirma esta teoria de que el centro de origen del cacao se sitia
en la cuenca del Amazonas, y ademds propone la existencia de dos subespecies correspondiente a los
Criollos y los Forasteros, sugiriendo también que fa subespecie correspondiente a los criollos son
originarios de América Central, y a la subespecie de los Forasteros le atribuye como su centro de origen

el bajo amazonas mencionando que evolucionaron independientemente,

Finalmente a partir de estudios realizados con ayuda de diferentes tipos de rmarcadores
moleculares, Laurent ef al (1994), propone un esquema de diferenciacion de poblaciones de cacao de
acuerdo con la hipétesis de Cuatrecasas (1964), donde los forasteros serian dispersados a partir del alto
amazonas dando lugar al forastero, mientras que el criollo evolucionaria independientemente del otro

tado de la cordillera andina.




2.2 Clasificacion Botinica

Hardy (1961), indica que el cacao es una planta tropical que pertenece a la familia de las
Esterculidceas, orden Malvales, género Theobroma el cual comprende unas veintidés especies;
Theobroma cacao es la especie mas conocida por su importancia econémica y social. Otras especies
como T. bicolor (conocido en el Ecuador como “cacao blanco” o “patas™), y T Angusiifolia se

utitizaron en América Central, desde la época anterior a la conquista, para la preparacién del chocolate

Por mucho tiempo ha existido confusion en la clasificacion taxondémica del cacao comercial,
debido a su variabilidad genética respecto a caracteres de color, forma y dimensiones de las distintas
partes de la flor, del fruto y la semilla. Sin embargo, como punto de partida se admite que la mayor
parte del cacao comercial pertenece a una sola especie T cacao, que comptende tres complejos
genéticos; los Criollos, Forasteros o Amazdnicos, y Trinitarios, este tltimo se criging por el cruce de

los dos anteriores (Cuatrecasas 1964).
2.3 Biologina del Cacao

El cacao es una planta perenne diploide (2n=20), principalmente alégama, dispersada en casi
todas las regiones hiimedas tropicales de baja altitud. Empieza a producir al tercero o cuarto afio,
considerandosele econdmicamente rentable durante 25 o 30 afios, sin embargo existen ciertos drboles

que pueden producir por 100 afios o mds.

El tronco del drbol es vertical de crecimiento continuo, su brotacién es discontinua, asi como su
floracién. La flor de cacao es hermafrodita y se da en racimos llamados cojinetes en las partes viejas de

la planta (cauliflora), pentdmera con cinco loculos dentro de los cuales existen de 6 a 12 ovulos (Hardy
1961).

La polinizacidn natural es esencialmente entoméfila, el polen una vez liberado es viable durante 48
hoias, una planta puede producir alrededor de 100000 a 150000 flores por afio de las cuales solo el 0,1
al 0,3 % es fecundada, sin embargo, existen un sinniumero de factores que afectan ¢l niimero final de
frutes, uno de estos es el “Cherelle Wilt” 0 muerle prematura que afecta a estos en su etapa temprana y
puede reducirlos en un 20 a 90 % debido a un problema de regulacién fisioldgica del nimero de frutos

0 como consecuencia de un sistema de auto incompatibilidad del cacao, o por efecto de estrés (Cope
1976,




Los frutos de cacao maduran entre cinco a seis meses después de polinizados y pueden contener
entre 20 a 40 semillas, las cuales pueden germinar inmediatamente extraidas de la mazorca. La semilla
es cotiledonar cubierta de una pulpa mucilaginosa de color blanco, los cotiledones pueden ser de
blanco a violeta, contienen una media del 50% de lipidos que una vez extraidos constifuyen la manteca

del cacao. La semilla seca generalimente posee un peso de entre 0,8 a 1,5 g

La autocompatibilidad es un cardcter genético de alguna frecuencia en cacao y en algunos cultivos
alogamos, consiste en que ciertos genes influyen para que el propio polen de algunas plantas no pueda
fecundar sus évulos, la primera explicacion genética que se ha dado para este fenémeno es que la
fecundacion es controlada por una serie de cinco alelos en el mismo locus, que se ha denominado 8, con
el siguiente orden de dominancia: 8; > S; = §; > §; >S;, (Knight y Rogers 1955). Posteriormente
propusieron la presencia de un sexto alelo Sg, recesivo a los atros, y de dos factores adicionales
diferentes e independientes a los que se llamé A y B. Se cree gue estos ultimos tienen que ver con Ja
produccién de alguna sustancia o sustancias sobre las que actan los factores S para producir sus

respectivos antigenos y anticuerpos (Cope 1958).

EI conocimiento de los sistemas de compatibilidad de los diferentes clones de cacao copstituye ung
informacion importante para su futura utilizacion, tanto en plantaciones comerciales como en

programas de hibridacién.

2.4 Pomesticacidén del cacao

Se sabe que el centro de origen de Theobroma es el alto Amazonas (Mariaca y Hernandez 1992),
y que su domesticacion comenzd en el sur de México, y América Central con los Mayas, que fue el
primer pueblo conocido que se dio cuenta de las valiosas cualidades de la almendra de cacao hace mds
de 2000 afios (Nosti, 1953; Cope, 1976; Bradeau, [981)

Los Espafioles fueron los primeros en Hevar cacao a Europa, y promover su cultivo en América,
A pattir del siglo XVI en adelante se sembrd en muchas de las regiones tropicales de Centro y Sur
América y en algunas Islas del Caribe (Urquhart 1963), quien indica adernds, que los Fspafioles
cultivaron cacao en Irinidad desde 1525, pero que se desconocia de donde obtuvieron el material para
la siembra, no existiendo evidencias de que el cacao fuera nativo de Trinidad aunque se encontraron

algunos drboles silvestres en el bosque que presentaban semejanzas con las formas mexicanas.

Los Forasteros que fueron localizados en la cuenca del rio amazonas, es el genotipo que sienta las
bases def cultivo en América del Sur y se cree que fueron parcialmente domesticados por los nativos del

Amazonas en la época precolombina (Figueira et al 1994), cuyo grupo segiin el origen geogréifico que
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lo conforman, han sido subdivididos en Forasteros del Alto Amazonas (silvestres y semi silvestres) y
Forasteros del bajo Amazonas (Cacaos amelonados) siendo estos altimos los que predominan en los

cacaos cultivados mundialimente.

Los Trinitarjos, son considerados un tipo intermedio entre los Crioflos y Forasteros (Warren, 1994),
y su origen se ubica en el siglo XVIIl, donde debido a la destruccién del Cacao Criollo-semilla blanca
existente en Trinidad fue sustituido por material Forastero llevado desde Venezuela el cual se cruzd
naturalmente con el remanente Criollo. Otra hipétesis sefiala que el cacao Trinitario se origind de
cruzamientos realizados por poblaciones indigenas ubicadas en la cuenca del bajo Orinoco, entre el
Criollo Suramericano y el Forastero Amazdnico cuyas generaciones fueron introducidas a Trinidad
(Yamada, 1991).

2.5 Historia del cacao en Ecuador

Bergmann (1968), en su articulo sobre la distribucién del cultive de cacac en América
Precolombina sita a Prescott (1843), quien indica que en Ia expedicién de Gonzalo Pizarro a lo largo de
las costas ecuatorianas durante 1526-1527 encontraron plantaciones de cacao, refiriéndose basicamente
a las costas de la Provincia de Esmeraldas, donde describe que existian terrenos cultivados con malz

amarillo, papa , y diversificado en las dreas bajas por florecientes plantaciones de cacao.

También Emeholm (1948), cité fuentes donde indica que en 1741 habia plantaciones en Ia Isla
Puna en el Golfo de Guayaquil, sin embargo, esto es dos siglos més tarde de la conquista de los
espafioles. Por ofra parte el obispo Lizarraga (1908) al hablar sobre Ia isia no menciona al cacao como
uno de los productos comercializados en Guayaquil durante 1605, con lo cual se debilita la teoria de ja

existencia de cacao en el noreste Sudamericano en el tiempo de Pizarro.

Por su parte Arosemena (1991), citando a historiadores espafioles como Diego de Trujillo,
acompafiante de Pizarro indica que este en 1571 al llegar a Puerto viejo, escribié “Cacao de lo de
México, aunque poco™, indicando ademas que no existe ningtin relato que confirme que en 1537 los
indios del territorio que actualmente es la Provincia del Guayas consumieran cacao a la llegada de fos
Espafioles, y que sea probable que los primeros colonos espafioles comenzaran a cultivarlo tan tarde

como 1590 y exportarlo a partir de 1593

Soria {2002), por su parte indica que a la mitad de siglo X VI el negocio del cacao era rentable, e
indica que Don Diego de Portugal, Corregidor de Guayaquil en 1623 informa a la corte de Espafia que
habia un gran nimero de plantas de cacao sembradas a lo largo de las riveras de los rios afluentes del

Guayas y que se comercializaban clandestinamente a través de Acapulco en México y posteriormente a
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través de Sonsonate en Fl Salvador y Ajacutla y Amapala en Guatemala. Fste autor también indica que
desde principios de 1600 ya habia pequeiias plantaciones de cacao a orillas del rio Guayas y que se
expandieron a orillas de sus afluentes el Daule y el Babahoyo, rios arriba, io cual, origino el nombre de
cacao “Arriba” en el mercado internacional, mencionando también que la variedad que da origen a este
cacac se denomina “Nacional” y que botanicamente pertenece a los denominados forasteros
amazonicos, reconocida mundialmente por su aroma floral, concluyendo que las areas preferidas de
siembra eran fa Provincia de los Rios (Vinces, Babahoyo, Palenque, Baba, Pueblo Vigjo, Catarama y
Ventanas), al sur de fa provincia del Guayas (Naranjal, Balao, 1 enguel) y en El Oro (Machala y Santa
Rosa).

Las variedades cultivadas en Ecuador fueron inicialmente, el cacao Nacional y que se sembrd iinica
y exclusivamente hasta 1890, (Wood 1959), variedad con caracteristicas fijas y constantes y que
pertenece al tipo Forastero amelonado (Rorer 1914). Posteriormente con las introducciones desde
Venezuela y Trinidad del cacao Trinitario conocide como venezolano amarillo y morado, dio lugar a un
cruzamiento natural entre la variedad local y la introducida formando el complejo Nacional-Trinitario
en diferentes grados de relacién; asi para la region de Machala fuede 1 a1y para Bahia mostrd ser de
8 a |, mientras que para la parte nor-este del pals parte de la region “arriba® la relacion fue de 70

arboles nacionales por | de venezolano (Fowler y Lépez 1949).
2.6 Complejo genético de cacao

Botanicamente se reconocen tres grandes grupos de cacao, considerdndose la situacién del cacao

Nacional de Ecuador como diferente:

2.6.1 Grupo de cacao Criollo

El término criollo (indigena) originalmente fue atribuido por los conquistadores espafioles, al cacao

cultivado en esa época, en Venezuela.

Actualmente, se ubica en este grupo todos los cacaos que muestran las mismas caracteristicas de
los antiguos criolios venezolanos. Las caracteristicas fenotipicas de este grupo son: mazorca cilindrica,
con 10 surcos profundos simples o en pares, cdscara rugosa, delgada o pruesa, con una figera capa
lignificada en el centro del pericarpio con o sin constriccién  en el cuello, puntas agudas en cinco

dngulos, rectas o encorvadas, el color de la mazorca inmadura puede variar del verde al rojo (Soria
1966}




Los érboles son relativamente bajos y menos robustos respecto a otras variedades, cuya copa es
redonda, hojas pequefias, ovaladas, de color verde claro y gruesas. Las flores presentan un pedicelo
corlo, estaminoides y lineas gufas de los pétalos rosado claro. Los tipos con cotiledones color blanco se
cultivan principalmente en América Central, México, Colombia y patte de Venezuela. Este grupo se

caracteriza por ser muy susceptible a las principales enfermedades (Nosti 1953).

2.6.2 Grupo de cacao Forastero

El grupo de cacao Forastero comprende los cacaos cultivados en Brasil y Africa Occidental, los
que proporcionan el 80% de la produccion mundial. También se llaman amazinicos, porque estan
distribuidos en forma natural, en la cuenca de ese rio y sus afluentes. Se reconoce como centro de
origen de este complejo genético el drea localizada entre los rios Napo, Putumayo y Caquetd, en
América del Sur (Soria 1966).

Posee mazorcas amarillas cuando maduras, ovoides, amelonadas, con 10 surcos superficiales o
profundos, cdscara lisa o ligeramente rugosa, delgada o gruesa con una capa lignificada en el centro del
pericarpio, y los dos extremos redondos y a veces con un pequefio cuello de botella en la base. Los
estaminoides son pigmentados de color violeta, semillas mas o menos aplastadas en estado fresco, de

color piirpura oscuro de forma triangular en corte transversal, aplanadas y pequefia. (Enriquez 1992),

2.6.3 Grupo de cacao Trinitario

Los cultivares de cacao Trinitario ocupan del 10 al 15% de [a produccién  mundial.
Botanicamente son un grupo complejo, constituido por una poblacién hibrida que se origing en la isla
de Trinidad, cuando la variedad original (criollo de Trinidad), se cruzo con una variedad introducida de
la cuenca del rio Orinoco, de alli que las caracteristicas morfoldgicas, genéticas y de calidad son
intermedias entre Criollos y Forasteros. Dentro de este grupo se ubica la mayor parte del cacao

cultivado en América (Soria 1966).
2.6.4 Cacao Nacional

La variedad de cacao Nacional es nativa del Ecuador y proviene de los declives orientales de fa
cordillera de los Andes en la hoya amazénica; y se conservd como exclusiva hasta 1890, cuando se

inici6 la introduccion de material de Venezuela de origen trinitario (Wood er al 1959).

De acuerdo con Cheesman (1944), Bowman (1950} y Nosti (1953) el cacao Nacional esta

ubicado dentro del grupo de los Forasteros Amazonicos, basado en su aparente relacion taxondmica,



cuya teoria es soportada por Soria (1970}, sin embargo, Enriquez (1992), basado en que la mazorca del
tipo Nacional es tipica y puede ser identificada frente a otros genotipos, y considerando ademds que la
forma y color de la semilla no son similares a los forasteros, y basandose en el tiempo de fermentacion,
calidad y aroma, indica que es mds razonable que esta variedad esté cerca del grupe Criollo, pero que su
origen es el alto amazonas en la regién del oriente ecuatoriano, donde se han identificado materiales
similares, en las provincias de Tena, Archidona y Macas, desde donde sus frutos posiblemente fueron
transporlados a ambos lados de los Andes, origindndose de pocas mazorcas [a variedad Nacional,
conocida por su especial calidad organoléptica. Soria (1987), cree que la variedad se origing de pocas
semiflas cosechadas de #rboles introducidos en tiempos lejanos procedentes de la cordillera de los
Andes.

Por otra parte Lecertaud (1996) y Lecertaud et al (1997), mediante trabajos de caracterizacién
molecular y datos fenotipicos, encontraron que el cacao Nacional a pesar de ser considerado dentro del
grupo de Crioltos por unos autores y Forastero por otros, tiene caracteristicas independientes a estos

grupos con rasgos morfoldgicos y organolépticos especiales.

Crouzillat er al (2000) en recientes estudios realizados en 416 genotipos de cacao de origenes
diferentes, determinaron niveles de heterozigocidad v diversidad genética que le permitieron concluir
que el origen exacto del cacao Nacional es aun desconocido pero que las pruebas de RFLP realizadas

indican que este grupo es genéticamente diferente a los Forasteros, Criollos y grupos Trinitarios.

Los drboles adultos de cacao Nacional son grandes, con alturas promedios de 8 metros, pero
alturas de 10 y aitn 12 metros son comunes. Fowler (1952), indica que a medida que el drbol envejece,
los troncos se inclinan, convirtiéndose en una caracteristica muy pronunciada, la cual es poco comin
en plantaciones de Criollos y Trinitarios. La longitud total de arbol inclinade, puede, sin embargo
exceder de 13 m, el didmetro medio del tronco es mas o menos de 18 cm con una variacién entre 9 y 29
cm. La raiz principal del sistema radical primario es més maciza en el arbol adulto de cacaoc Nacional

que en otros tipos (Emiquez 1992),

Las ramas jévenes y las hojas son tipicamente glandular pubescentes pero tienen apariencia
glabrosa en la madurez. Las hojas jovenes son fldcidas de color verde amarillentas, las hojas maduras
tienen generalmente forma eblongo eliptica, con un promedio de 25¢cm de largo por 7em de ancho,
asemejandose a la de los tipos Trinitarios. Las mazorcas son de color amarilfo, torndndose en

bronceadas cuando estan expuestas a luz solar con el desarrollo de un pigmento rojizo.
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Las flores del cacao Nacional, son pequefias, sin aroma y sin néctar. Hay, sin embargo una
diferencia principal con respecto a los Trinitarios, Criollos y Amaz6nicos, que los estambres del cacao

Nacional san pigmentados.

Se ha observado drboles de mds o menos 75 affos produciendo més de 80 mazorcas arbol” afio™.
Un érbol superior produce por lo menos 100 mazorcas y algunos drboles se conoce que producen hasta

170 mazoreas arbol” afio™ (Quiroz 1996},

El cacao Nacional en Ecuador produce una cosecha principal anualmente, la que comienza

aproximadamente en diciembre y termina en mayo.

El fruto maduro tipico del cacao Nacional es eliptico, ligeramente VErrugoso o dsperp, con una
constriccion basal poco profunda y un épice puntiagudo y prominente. Aungue, se le describe
generalmente como un amelonado, difiere del verdadero tipo amelonado en que es mds liso y
profundamente acanalado con una pared o cipsula més pruesa y una constriccién basal menos
profunda. En realidad, la mazorca del cacao Nacional tipica esta entre el tipo amelonado y cundeamor
{(Quiroz y Soria 1994).

Lia mazorca tiene un didmetro y un grosor de cdscara significativamente més grande que las de
tos grupos Criollo, Forastero y Trinitario. Asi también, el ntimero de almendras promedio por mazorca

es de 33, de forma redondeada y més pequefias y rellenas que la de los cacaos Trinitarios (Enriquez
19923,

2.7 Colecciones de Germoplasma.

Hasta 1991 el “International Cocoa Germplasm Database” (ICGD), habia registrade en su base de
datos, informacion de alrededor de 8000 clones que incluia materiales procedentes de recolecciones de
material silvestre y materiales seleccionados por programas de mejoramiento genético de algunos

paises.

Dentro de los paises con el mayor nimero de accesiones estan Brasil, con clones colectados
duranie 1965 en el bajo amazonas brasilefio, por ejemplo las series CEPEC, SIC y SIAL. Costa Rica
con accesiones internacionales y locales denominadas CC, UF y ARF, Trinidad y Tobago los clones del

Banco Internacional de cacao de Trinidad (End er ol 1992).

Ecuador, poses un mitmero de accesiones de alrededor de 1150 materiales distribuidos en seis

colecciones ubicadas en dos estaciones experimentales del Instituto Nacional de Investigaciones

11




Agropecuarias (INIAP), en la parte costera del pacifico sur y en la Amazonia. De estas, 500 accesiones
corresponden a ateriales seleccionados en diferentes trabajos de mejoramiento, 490 a clones y
materiales silvestres y los restantes 160 materiales con caracteristicas de Nacional introducidos en los
tltimos cinco afios, de los cuales 63 corresponden a selecciones realizadas a nivel de finca de
preductores por su alto grado de resistencia a Escoba de Bruja (Crinipellis perniciosa } y por su alta

produccidn y calidad intrinseca del cacao Nacional de Ecuador (Quiroz 1997},

2.8 Mejoramiento genético convencional

El mejoramiento gendtico del cacao actualinente esid dirigido a alcanzar dos grandes objetivos,
incremento del rendimiento de cultivares y resistencia a enfermedades. Fl rendimiento medio para
América Latina es de 300 Kg/ha /afio mieniras que para Aftica es de 400 Kg/ha/afio (FAO 1988), la
mayoria de los paises informan de perdidas de aproximadameme el 50 % de la produccién por ataque

de enfermedades y del 21 % por plagas.

Actualmente estin disponibles diferentes métodos de mejoramiento: seleccion de clones y

seleccién genealdgica por produceién de hibridos,

La seleccion clonal fue muy empleada al inicio de los afios de 1940 y 1970 y consiste en propagar
vegetativamente, individuos superiores seleccionados a partir de descendencias hibridas. Este método
permite aumentar los rendimientos y la homogeneidad de las plantaciones, sin embargo, presenta
algunas limitantes, dependiendo de la técnica de propagacién usada (injertos, estacas). Por ejemplo, si
se toman ramas plagiotrépicas, el crecimiento de las plantas ser lateral lo que abligaria al uso de un
tutor para sostener la planta, también su sistema radical serd superficial no permitiendo un adecuado

anclaje a la planta (Bowman 1949).

La seleccion de descendencia hibridas es muy utilizada. Se basa en la creacidn de descendientes
F1 o hibridos de clones que son utilizados como progenitores de semillas hibridas permitiendo obtener
una fuerte heterosis para el rendimiento, vigor y precocidad (Lanaud 1987).

El ciclo de seleccion toma algunos aiios, incluye la seleccion de diferentes individuos dentro de
una coleccién con caracteristicas deseables (productivos, resistente a plagas y enfermedades y calidad),

luego mediante polinizacién manual se realizan los cruzamientos.

Posteriormente, se realiza la evaluacion de las mejores descendencias respecto a los padres que

son multiplicados vegetativamente para ser establecidos en el campo de produccién de semillas, para
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finalmente, por medio de polinizacién natural o artificial obtener semillas con buen valor en sus

descendencias y posteriormente distribuir hibridos seleccionados a los productores,

El mejoramiento genético por seleccion genealdgica presenta algunos problemas, los
descendientes son muy heterogéneos, probablemente debido al grado de heterocigocidad de fos padres.
Trabajos realizados por Lanaud er al (1987) con ciertos hibridos provenientes de clones que fueron
seleccionados, indican que el 80% de la produccién se basé en Ia recolecta de solamente el 30% de los
drboles. Esto posiblemente se debié al uso de progenitores maternos auto incompatibles, permitiendo
uta mayor obtencion de frutos producto de cruzamientos v no de auto fecundacidn, pues los insectos
generalmente mezclan el polen del mismo 4rbol, este inconveniente disminuye la ventaja que produce

el aporte de la heterosis.
2.9 Caracteristicas morfologicas

La mayoria de las plantas cultivadas con importancia econdmica tienen sus patrones de
identificacion, caracterizacion y evaluacion, para llegar a estos protocolos se han realizado estudios de
fas catacteristicas en el sentido de conocer la variabilidad de los caracteres dentro y entre plantas, luego
se ha seleccionado aquellas caracteristicas cualitativas o cuantitativas que han resultado ser més ttiles

para la descripcién, (Enriquez 1966).

Asi, los drganos mds importantes para la descripcién morfolégica son aquellos que estin menos
influenctados por el ambiente, entre estos Grganos quizds los més importantes son la flor y el futo, le
siguen en importancia las hojas, tronco, ramas, raices y los tejidos celulares que muchas veces son

dificiles de caracterizar (Enriquez 1991).

Pound (1932), fue uno de los primeros investigadores en sefialar que algunas caracteristicas de
fa flor y la semilla son ttiles en la caraclerizacién de clones de cacao, cuyo criterio fue confinnado por
Dejean (1948), y por Ostendorf (1965), quien concluyé que las piezas florales que mejor caracterizan

los clones son fos pétalos, el pistilo y el niimero de dvulos por ovario.

Enriquez y Soria (1967), presentaron una lista de 11 caracteres descriptivos de la flor, asi como
el tamafic de muestra, mismos que fueron ratificados por Engels, Bartley y Enriquez (1980), e incluidos

dentro del grupo de descriptores que actualmente se recomiendan para cacao,

Stockdale (1928), realizé los primeros estudios acerca de la forma de la semilla tomando como
base el largo, ancho y espesor de esta para describir algunas poblaciones de cacao, Pound (1932) indicé

que el tamafio de la semilla es un cardcter muy variable requiriéndose una muestra muy grande para su
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estimacion. Esta autor concluyd que el peso seco de la almendra es el rasge mas confiable para Ja

descripcion morfoldgica.

Quiroz y Soria (1994), encontraron que las caracteristicas fenotipicas distintivas que representan
los genotipos Nacionales son: la pigmentacién rojo-rosada en el filamento del estambre, falla de
pigmentacion en los sépalos, forma amelonada, mas esférica y una ligera estrangulacion en la base;
cascara con una rugosidad media, mas gruesa y suave para el corte, menor nimero de évulos y semillas
por fruto en los Nacionales puros, también observaron que los pedinculos a pesar de su mayor grosor
comparado con los otros tipos de cacao, son més faciles de cortar y esto parece estar relacionado con la
presencia de haces vasculares poco lignificados. Se concluye que la variedad Nacional tiene
caractetisticas diferenctales de las flores, frutos y semillas, ademds de su sabor y aroma caracteristico,

mundialmente reconocido por la industria chocolatera internacional.

2.10 Marcadores Moleculares

El pequefio niinero de marcadores morfologicos distintos en un mismo linaje reduce [a
probabilidad de encontrar asociaciones significativas entre estos marcadores vy caracleres de
importancia econdmica a través del estudio de poblaciones segregantes. Por lo tanto, solo
ocasionalmente eran identificados marcadores morfolégicos ligados a los genes de importancia

econdmica, lo cual limitaba su empleo en programas de mejoramiento genético (Tanksley et al 1995).

Con el desarrollo de técnicas modernas de biologia molecular, surgieron diversos métodos de
deteccién de pofimorfismo genético directamente al nivel de ADN. Inicialmente, la utilizacién de
enzimas de restriccion permitic el andlisis del polimorfismo de longitud de los fragmentos de
restriccion de ADN (Restricction Fragment Length Polymorphism - RFLP), (Beckman 1991). El
proceso de amplificacién de la cadena de ADN polimerasa- PCR (Saiki et al. 1988), Hevo a Ia

deseripcion de otras clases de marcadores moleculares.

Estas metodologias, aliadas a las técnicas de clonacién y secuenciamiento del ADN, han hecho
posible obtener y acumular gran nimero de informacién sobre la estructura del genoma eucaridtico.
Estas nuevas tecnologias contribuyeron al descubrimiento y estudio de diversas clases de secuencias

repetitivas de ADN Hamadas Mini y Microsatélites (Beckman 199 1)
2.10.1 Avances y descubrimientos de 1a cadena de ADN

Las técnicas de biologla molecular, v en particular el uso de marcadores moleculares, ha

permitido conocer y caracterizar el contenido penético de los organismos, asi como, estimar la
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diversidad y las relaciones penéticas entre grupos de interés. Los avances histéricos de los marcadores

moleculares se presentan a continuacién (Phillips-Mora, 1998)

1953 Descubrimiento de la cadena de ADN por Watson y Crick.

1954 Se realizan los primeros estudios genéticos usando electroforesis.

1970 Aislamiento de la primera endonucleasas de restriccion.

1974 Marcadores RFLP

1975 Reaccion en cadena de polimeraza (PCR) (Saiki er al . 1985)

1989 Marcadores microsatélites.

1990 Marcadores RAPDs (Williams e al.. 1990, Welsh y McClelland 1990)
1995 Marcadores AFLP (Vos P. et al 1995).

Es asi, que la caracterizacién molecular usando estos marcadores tiene varias ventajas, tales
como: 1) No es influenciada por el ambiente; 2) Puede ser usada cualquier parte de la planta en
cualquier estado de crecimiento; 3) el niimero de analisis es ilimitado; 4) se requiere de pequefias
cantidades de material vegetal 5) ADN es altamente ilimitado; 6) alto polimorfismo (ntimero de alelos /

locus}; y 7) distribuidos por todo el genoma (Ledn 1598).

2. 11 Marcadores Moleculares AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Los marcadores moleculares AFLP, son una técnica que combina la reaccién en cadena de la
polimeraza (PCR), y andlisis de fragmentos de restriccién para detectar polimorfismos debido a cortes

provocados en diversos sitios por enzimas de restriccién (Liscum y Oeller 19973,

La técnica detecta multiples loci polimorficos a través del genoma. Son itiles para generar
huellas genéticas o para mapeo genético (Simpson 1997). Las ventajas que ofrece el método AFLP’s
son confiabilidad y consistencia, debido a las condiciones de alta astringencia bajo las cuales se levan a
cabo las reacciones en cadena de polimerasa, y la habilidad de detectar rapidamente muchos locis

polimorficos (Mueller y Wolfenbarger 1999).

La metodologia que utiliza la técnica de AFLP consiste de varios pasos qgue se describen a

coitinuacion;
2.11.1 Digestion del ADN genémico

Se realiza con una enzima de corte raro (EcoRl) combinada con una enzima de corte frecuente

{(Msel). Las enzimas de corte raro reconocen de 6 a 8 pares de bases o una secuencia rara de bases. Las
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reacciones se realizan separadamente, tratando primero el ADN con la enzima de corte raro ¥ después
con la de corte frecuente. Con esta digestion secuencial se generan tres clases de fragmentos que

difieren en cuatro de las extrernidades.

La segunda etapa consisie en la incorporacién de adaptadores especificos gue poseen terminales
complementarios en los extremos resultantes del corte con las enzimas de restriccion, Por ejemplo, los
adaptadores EcoRl, especificos se unen a los extremos “adhesivos” producidos por la enzima EcoRi,
mientras que los adaptadores Afse/ se unen especificamente a los extremos resultantes del corte con la
enzima Msel. Los adaptadores poseen de 20 a 30 pares de bases cuyas secuencias son diferentes en
cada uno de ellas. En este paso, podria ser amplificado un gran nimero de fragmentos mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa, dirigida con “primers” especificos a partir de las secuencias de los
adaptadores. Sin embargo, este niimero serfa excesivamente grande para obtener una buena difuisién de
fragmentos individuales, inclusive en geles de alta resolucién. Por lo tanto, son necesarias algunas
etapas de seleccidn de una subpoblacién de fragmentos hasta Hegar a un nimero tal que sea posible

visualizarlos convenientemente en un gel (Ferreira y Grattapaglia 1998).

La tercera etapa consiste en la seleccion de los fragmentos que serdn amplificados. Fsta se
realiza mediante una estrategia basada esencialmente en el concepto de los polimorfismos RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA), o sea, la utilizacién de “primers” de secuencia arbitraria. Los
“primers” utilizados para dirigir la reaccion de PCR estan construidos de tal forma que, ademis de fa
secuencia especifica de 20 a 25 nucledtidos complementarios a la secuencia de los adaptadores,
contienen de | a 3 nucledtidos adicionales de secuencia arbitraria en su extremo 3°. La especificidad en
esta extremidad es crucial, dado que justamente en este sitio es donde se inicia la polimerizacion. Con
esto, los “primers” hibridaran  solamente con aquellos fragmentos que posean la secuencia
complementaria a su secuencia arbitraria adicional. Por lo tanto, se produce una accidn selectiva en el
momento en que es realizada la reaccién PCR y solamente una subpoblacion de fragmentos es

amplificada (Simpson 1997)

El polimorfismo de AFLP depende de Ia relacion entre el niimero de nucleétidos selectivos en
los “primers” de la reaccién de PCR y In complejidad del genoma. Para genomas menos complejos,
como Jos de microorganismos por ejemplo, debe ser utilizado un menor nimero de nucledtidos
selectivos para obtener el ntimero adecuado de bandas visualizadas. A medida que se analizan genomas
mas complejos, debe utilizarse mayor nimero de nucledtidos selectivos. Por lo tanto, en caso de no
estar bien definida la complejidad gendmica del organismo de interés, es importante determinar
experimentalmente el niimero adecuado de nucledtidos selectivos que seran utilizados en los “primers”

(Rouppe van der Voort er al 1998).
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2.11.2 Ventajas de los marcadores AFLP

Ferreira y Grattapaglia (1998), indican que desde su desarrollo y divulgacién esta técnica ha sido
utilizada de forma creciente para diversas finalidades, tales como “fingerprinting”, mapeamiento
genético localizade y construccién de mapas genéticos, principalmente en especies de plantas

cultivadas que presentan una baja tasa de polimorfismo de ADN.

La ventaja que mds destaca de esta técnica respecte a la téenica de RFLP y RAPDs es
indiscutiblemente el gran numero de fagmentos que se originan y revelan en un finico gel, es €l mis
alto entre las técnicas de marcadores disponibles hasta el momento. La técnica de AFLP es por lo tanto,
muy eficiente para el muestreo amplio v simultdneo de un genoma. Una vez que es posible obtener
decenas de marcadores polimorficos en un itnico gel, es también posible imaginar la construccién de un
mapa genético con aproximadamente 200 a 300 marcadores obtenidos solamente a partir de cinco a

siete geles de electroforesis de alta resolucion (Becker er al 1995).

La segunda ventaja de la técnica AFLP es el gran poder de deteccion de variabilidad genética.
Ya que explora simultaneamente el polimorfismo de presencia y ausencia de sitios de restriccion, como
el ensayo de RFLP vy la existencia o no de amplificacion a partir de secuencias arbitrarias, tal como el
ensayo RADP. Con esto se consigue una flexibilidad significativa en la obtencién de marcadores
polimorficos. De la misma manera que el ensayo RAPD, el de AFLP no requiere informacion previa de

la secuencia de ADN (Ferreira y Grattapaglia 1998).

La tercera ventaja de esta técnica es la mayor robustez del estudio AFLP comparado con el de
RAPD. Esto se debe bisicamente a que se utilizan “primers” mds largos en la reaccién de PCR, lo que
aumenta significativamente la especificidad de la amplificacién, evitando la competencia que ocurre
durante la reaccion de PCR en el ensayo RAPD. AFLP reitne, por o tanto, la ventaja de la reaccidn de
PCR especifica con la ventaja de la técnica RAPD de explorar secuencias arbitrarias (Ferreira y
Girattapaglia 1998).

2.11.3 Desventajas de los marcadores AFLP.

De forma andloga a los marcadores RAPD, Ia principal limitacion de los marcadores AFLP es
el bajo contenido de informacion genética por locus. Nuevamente solo se detecta un alelo, o sea, el
frapmento que se amplifica. Las demds variaciones alélicas son clasificadas conjuntamente como un

alelo nulo. Los marcadores AFLP son, por tanto, marcadores “dominantes” y los datos tienen naturaleza

binaria.
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El anilisis de marcadores AFLP incluye un mayor numero de etapas que el anilisis de RAPD.
Es necesario una mayor cantidad de reactivos, y un mayor nimero de equipamiento de biologia
molecular. Bl ADN necesario debe ser mas puro, lo que demanda métodos de extraccion més

elaborados (Thomas er al 1995).
2.12 Relacion entre la caracterizacion morfolégica y molecular

La diversidad genética de un cultivo se puede estudiar por medio de las mas avanzadas técnicas
moleculares y lambién por los rasgos morfolégicos. La diversidad molecular no considera las

interacciones genotipo por medio ambiente; por lo tanto, estas dos técnicas se complementan una con
otra (Taba [991).

Los descriptores cualitativos son independientes del genotipo y del medio ambiente e incluyen
caracteres morfologicos y agronémicos tiles como por ejemnplo precocidad o resistencia a sequfa, no

todos ellos son convenientes para el estudio de la biodiversidad (Hamon er al 1995)

El problema es el grado de concordancia entre los marcadores moleculares y las caracteristicas
morfo-agrondmicas que a pesar de que la zona ecoldgica es til en el establecimiento de colecciones

nicleo, no existe siempre una clara correlacién entre la distancia geogrifica y Ia distancia genética
(Lefort-Busson y De Vienne 1985).

Gepts (1995) concluye que esta relacidn entre los marcadores moleculares y agro-morfolégicos
es posible siempre para poder identificar mostrando o no concordancia entre patrones de diversidad
identificados por marcadores moleculares y rasgos morfoldgicos. Hillis (1987), aporta un argumento
atil manifestando que los trabajos morfolégicos en grandes colecciones y los marcadores moleculares

en pequefias muestras y estudios, si se combinan maximizan la informacién ¥ su uiilidad.
2.13 Andlisis Estadistico

2.13.1 Taxonomia numérica

Segtin Sneath y Sokal (1973), la taxonomia numérica consiste en el agrupamiento de unidades
taxonomicas por mélodos numéricos sobre la base del estado de sus caracteristicas. L.a posicién
fundamental de la taxonomia numérica sefiala que entre mayor sea el contenido de la informacion en la
taxa de una clasificacion y entre més caracteres sobre los cuales este basada, mejor seré la clasificacion.

Cada cardcter es de igual peso en la creacién de una taxa natural
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La técnica de conglomerados se ha empleado dentro de la taxonomia numérica de caracteres
como un instrumento efectivo en la biisqueda cientifica de varias dreas del conocimiento. La utilizacion
de algoritmos en el proceso de agrupamiento permite obtener tipos de agrupamientos més consistentes

que procedimientos visuales convencionales (Sneath y Sckal 1973)

El andlisis de conglomerados puede ser usado para revelar la estructura y relaciones de los datos,
ademas, de que puede contribuir directamente al desarrollo de esquemas validos de clasificacion.
Ademis, no hay lugar para saber si un agrupamiento es bueno o malo, debido a que los grupos no son
interesantes en si mismos, sino que el punto de interés esta en las inferencias acerca de Ia estructura de

los datos a través del agrupamiento (Anderberg 1973).

Se han establecido dos grandes grupos de agrupamiento: los jerdrquicos y los no jerdrquicos
(Anderberg 1973), Los jerdrquicos trabajan sobre la matriz de similaridad construida a partir de las
medidas de asociacién aplicada a los datos; el resultado final es un 4rbol o dendograma que identifica
relaciones entre las entidades agrupadas. Los niveles jerdrquicos se basan en escoger una particién
inicial de las unidades de datos y Iuego alterar los miembros de cada grupo para obtener una mejor

particion.

Crici y Lopez (1983) mencionan que las técnicas numéricas constituyen el lenguaje matematico
de la clasificacion biologica; a igual que Anderberg (1973), concuerdan en que los procedimientos

elementales de un andlisis de agrupamiento son:

1) Eleccion de las unidades taxonémicas operativas {OTU):

2} Eleccidon de los caracteres

3) Construccion de una matriz basica de datos

4} Obtencion de un coeficiente de similitud para cada par posible de OTU

5) Construccién de una matriz de similitud

6) Conformacién de grupos mediante téenicas de andlisis  de agrupamiento  (Estructura
taxondmica)

7) Caracterizacion de los grupos mediante la prueba de homogeneidad de varianza o prueba de F o a
través del anélisis de frecuencia y sus pruebas estadisticas como Coeficiente de Contingencia, Chi

cuadrado, Valor Cramer y el Coeficiente Phi.

Peeters y Martinelli (1989), sefialan que con el incremento de las colecciones de germoplasma,
los algoritmos multivariados tales como el andlisis de agrupamiento jerdrquico vy sus variantes en

métados de Hgamiento simple, ligamiento completo, método del centroide, asi como el método de

Ward, parecen particularmente ttiles.
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El método de Ward (1963), hace posible encontrar en cada estado, aquellos dos grupos cuya

union produzea el minimo incremento en la suma total de cuadrados del error, dentro de grupos.
Adicionalmente, el minimo incremento en la suma de cuadrados del error, es proporcional al cuadrado
de Ia distancia Euclidiana entre los centroides de los grupos unidos. Wishart (1969), demostrd como el
algoritmo de Ward podia ser implementado a través de la produccién de una matriz del cuadrado de las

distancias euclidianas entre centroides de grupos.
2.13.2 Valor discriminante de los caracteres

El valor discriminante o indice “D™ de un descriptor cuantitativo es el nimero de diferencias
significativas detectadas por la prueba de Duncan, expresadas como uma fraccion del ntimero total de
posibles comparaciones dentro de un grupo de clones, La comparacién permitird seleccionar los
descriptores con mayor valor discriminante. EI valor del fndice “D” para caracteres cualitativos se basa
en el nimero de pares de faxa que un cierto descriptor pueda separar y sobre la cantidad de informacién
que este descriptor comparta con otros descriptores del mismo estudio. La comparacién de valores de
“D” entre un grupo de descriptores permitird seleccionar aquellos con mayor valor discriminante. En
general, la magnitud de “D™ expresa la mayor o menor relacién entre clones de un grupo con refacion a
un determinado caracter, entre mayor es la relacién de los clones de un grupo, menor serd el valor de
“D" (Engels 1983)

La comparaci6n de los valores “D” entre un conjunto de caracteres permite seleccionar aquellos
que tienen el mayor valor discriminante y por ende, mis eficientes para Ia identificacion de clones,

variedades y accesiones, dentro de poblaciones (Engels 1983).

Engels (1983), sefiala que cuando se tienen varios grupos de unidades taxondmicas o
accesiones, los valores “D”, calculados al comparar las accesiones en cada grupo, pueden unirse dando
lugar a un nuevo valor, “Dw”, al promediar fos valores “D” y ponderarlos por el niimero de unidades
existentes en cada grupo. El cardcter con mayor “Dw” se identifica como el més discriminante para la
separacidn de accesiones y fos “Dw” restante deberin recalcularse mediante la sustraccién de la
informacién que comparten lo mds discriminantes. Por eso es necesario utilizar una matriz de
correlaciones entre los caracteres involucrados para conocer el grado de asociacion y la informacion
que comparten entre si. La formula indica que D’w = Dw (1-r) es el coeficiente de no determinacién

que expresa la proporcidn de la varianza de un cardcter que no ha sido explicada por otro.

En Ia taxonomia de plantas es frecuente el uso de caracteres como la forma, el color, textura,

dureza, etc. Este tipo de caracteres cualitativos tienen estados que son mituamente excluyentes, es
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decir, expresiones fenotipicas discontinuas de una caracteristica. Las formulas de Pankhurtst (1978),
citado por Engels (1983}, permiten calcular el valor discriminante de accesiones dentro de ZIUpos para
los caracleres cualitativos sobre la base del nimero de accesiones que pueden separarse y el niimero

total de pares. Engels (1983}, implementd el ajuste de este valor “D” originando un nuevo valor “D”,
mediante D" =D (E~r?'),

2.13.3 Métodos estadisticos multivariados aplicados en biologia molecular

Segan Martinez (1995), los métodos y procedimientos estadisticos disponibles para el andlisis
de los resultados provenientes de ensayos biotecnolégicos se pueden agrupar en las siguientes
categorias:

2) Aquellos que tiene como propésito evaluar la variabilidad, clasificacioén, estructura y

composicidn genética de las poblaciones,
b) Los desarroflados para la construccién de mapas cromosdmicos o gendmicos, cuando se
utilizan marcadores genéticos moleculares, y

¢) Los denominados QTL (Quantitative trait loci), los cuales son loci ascciados con
caracteres cuantitativos de importancia agrondmica, como el rendimiento, y que provee al
fitomejorador de una herramienta molecular 4gil, precisa y oportuna de seleccién indirecta

por los caracteres cuantitativos de interés envueltos en el programa de fitomejoramiento.

Para la presente investigacion se ocuparan los primeros, cuyo uso se enfatiza en poblaciones
que convencionalimente se reconocen como recursos genéticos naturales. Los métodos estadisticos mis
utilizados formalmente son distancias genéticas, indices de similitud, dendogramas y coordenadas

principales (Martinez 1995),

Los cileulos de distancia genética utilizan los indices de Simple Apareamiento o indice de
Afinidad y el Indice de Jaccard. Ambos métodos se utilizan para medir variables binarias, conformadas

por dos eventos como en el caso de presencia (1) — ausencia (0).

En el esquema siguiente se presenta las combinaciones posibles que se pueden obtener al

evaluar dos individuos:
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Individue B

1 0 Total
Individuo A 1 a b a+h
0 ¢ d ctd

Total a+e bt+d n

Donde n= a+b+c+d

Para el cdlculo de la distancia genética entre dos individuos, el indice de Jaccard v el indice de

Nei no consideran la condicién d, es decir la doble ausencia de las variables (0-0) en los dos individuos.

Indice de Jaceard = a
at+thbh +e¢
indice de Nei = 2a

2a +b +¢
(Fuente. Anderberg, 1973)

2.14 Comparacién de matrices moleculares y morfologicas

El programa realiza una prueba no paramétrica de comparacién de las dos matrices, la cual
permite determinar si existe correlacion entre las dos matrices. » Por ejemplo entre las distancias
genéticas y las distancias morfoldgicas, donde el valor de un programa de asociacion “Z”, (Coeficiente
de Mantel), entre las dos matrices (X y Y), es calculado a partir de las bases reales comparandolos a la

serie de valores obtenidos por permutaciones aleatorios de las poblaciones dentro de una de las dos

matrices de distancia donde:

Z= 8§ Siy* Yy,
Donde:
i = Numero de lineas y

I = Nimero de columnas

El estadistico Mantel no provee un andlisis paramétrico de la Ho: EI valor de un elemento de X
no es refativo al valor del correspondiente elemento de Y. Sin embargo, la distribucién de Z

particularmente para X y Y puede ser derivada calculando 7 para cada posible permutacién de las
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matrices y entonces las Z observados pueden ser determinados Hubert {1983), es decir, Z fue estimado

de una muestra al azar de todas las posibles permutaciones de las matrices generadas,

P N TR




HIL MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del Estudio

El estudio morfologico se realizd en la coleccion de germoplasma de Cacao de fa Fstacién
Experimental Tropical Pichilingue (EETP), del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
(INTIAP) de Ecuador, ubicada en el Km 5 % via Quevedo, Fl Empaime, Cantén Quevedo, Provincia de
los Rios, con una altitud de 120 msnn y sus coordenadas geogrificas son 79°21° de Longitud Qeste y |
°06" de Latitud Sur, con una temperatura promedio de 27 ° C y una precipitacién promedio de 2200 mm

anuales, distribuidos en los primeros seis meses del afio.

La caracterizacién molecular de los genotipos de cacao se realizé en el laboratorio de Biologia
Molecular del CATIE, Turrialba, Costa Rica

3.2 Material Experimental

Para la caracterizacién molecular y fenoldgica se utilizaron 40 clones elites de cacao Nacional
de la coleccion de germoplasma de la FETP (Cuadro 1), Dentro de estos materiales se incluye clones
nacionales con resistencia a escoba de brija (EB), producto de la prospeccidn, seleccion y recoleccion
en el ambite de finca de productores de cacao en todas las regiones cacaoteras de Fcuador donde atn se
encuentra drboles de cacao con ascendencia de tipo Nacional. Esta colecta fue realizada par el INIAP
con el apoyo de LATINRECO (Nestle-Ecuador) y del Programa Nacional del Cacao (PNCC) del
Ministerio de Agricultura y Ganaderia. Los productores identificaron arboles sobresalientes de edad
avanzada (80 —100 afios), productivos y sin escoba de bruja, cuya resistencia de campo fue evaluada
posteriormente mediante inoculaciones artificiales y seguimiento durante dos afios. Producto de esta

mision se introdujeron a la EETP los mejores clones que presentaron altos niveles de resistencia
(Quiroz et al 2001)

Por otra parte los clones del Centro de Cacao de Aroma Tenguel (CCAT), utilizados en el
estudio son materiales seleccionados a partir de la evaluacion de 500 drboles de esta eoleccion, que
fueron evaluados por su resistencia a escoba de bruja (Crinipellis perniciosa), monilla (Moniliophthora

roreri) y mal de machete (Cerarocysti fimbriata) v produccién (Quiroz 1997).
Ademis, se incluyeron en el estudio dos clones uno de origen venezolano y otro tipo criollo; asi
como 18 clones representativos de la repién amazénica Ecuatoriana (Chalmers 1970, 1972),

Colombiana (Baker er ol 1954) y Peruana (Pound 1938) que se encuentran ubicados en dreas del
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posible origen del cacao Nacional. Ademas, se incluyé un genotipo representativo de los tres grupos

genéticos de cacao Criollo, Trinitario y Forastero que actuaron como testigos de referencia.

Cuadro 1. Clones de cacao Nacional y de referencia de los grupos genéticos, presentes en la region

Amazoénica que se utilizaron para la caracterizacion morfolégica y molecular.

rNﬁmero Nombre Clon Cadigo Genotipo Procedencia

i1 BET-511% EB - 0501 Nacional Guayas
12 EET-513 EB - 1011 Nacional Guayas
J-3 EET-514 EB - 1013 Nacional Guayas
J-4 EET-516 EB - 1203 Nacional Los Rios
J-5 EET-517 EB - 1516 Nacional Los Rios
I-6 EET-519 EB - 1915 Nacional Los Rios
1-7 EET-520 CCAT - 1916  Nacional Guayas
J-8 EET-521% EB - 1922 Nacional Guayas
J-9 EET-522%* CCAT - 1928  Nacional Guayas
J-10 EET-525 EB - 2003 Nacional Los Rios
J-11 EET-527* EB - 2009 Nacional Los Rios
J-12 EET-529% EB - 2102 Nacional Guayas
13 EET-533 ER - 2222 Nacional Manabl
14 EET-534* EB - 2225 Nacional Manabi
13 EET-537 EB - 2236 Nacional Los Rios
J-16 EET-538 ERB -2237 Nacional Las Rios
J-17 EET-544 CCAT-1119  Nacional Guayas
I-18 EET-545 CCAT - 1201  Nacional Guayas
J-19 EET-547 CCAT - 1858  Nacional Guayas
120 EET-548% CCAT - 1930 Nacional Guayas
321 EET-552 CCAT-2240  Nacional Guayas
322 EET-558 CCAT - 2564  Nacional Guayas
J-23 FETI-559 CCAT -2664  NMacional Guayas
124 EET-560 CCAT -3050  Nacional Guayas
25 EET-561 CCAT - 3061 Nacional Guayag
I-26 EET-562% CCAT-3260 Nacional Guayas
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Continua cuadro | .

Niimero Nombre Clon Cadigo Genotipo Procedencia
127 EET-566 CCAT - 4260 Nactonal Guayas
1-28 EET-567 CCAT - 4265 Nacional Guayas
J-29 EET-571 CCAT - 4583 Nacional Guayas
130 EET-572 CCAT - 4584 Nacional Guayas
I31 EET-574 CCAT - 4668 Nacional Guayas
132 EET-575 CCAT - 4675 Nacional Guayas
133 EFET-576 CCAT - 4688 Nacional Guayas
1-34 EET-577 CCAT - 4998 Nacional Guayag
3-35 EET1-578 CCAT - 5064 Nacional Guayas
J-36 EET-581 (2) CCAT - 5206 Nacional Guayas
1-37 EET- 563% CCAT - 3345 Nacional Guayas
1-38 FET- 536* EB - 2233 Nacional Manabi
J-39 EET-547% CCAT 18-58 Nacional Guayas
J-40 FET-503 BCH-9 Nacional Guayns
1-41 BOBONAZA-3 Amazdnico Pastaza
J-42 BOBONAZA- §, Amazénico Pastaza
J-43 COCA 3335 Amazdnico Orellana
3-44 COCA 3338 Amazénico Orellana
J-45 CURARAY - 15 Amazdnico Pastaza
J-46 EBC - 138 (1) Amazdnico Caqueta
1-47 EBC - 148 Amazénico Caquetd
3-48 EET-117 Tenguel - 7 Venz Ama Guayas
1-49 ESCOBAR e e Esmeraldag
130 IMC-67 EET-116 For Amaz Pert
151 NAPO 30 Amazdnico Napo
1-52 NAPO 41* Amazonico Napo
153 SAN MIGUEL 9 Amazdnico Sucumbios
1-54 SCAVINA -6 EET-11 For Amaz Peru
J-35 SCAVINA - 12 EET - 110 For Amaz Peru
I-56 TAPICHE -1 Amazonico Ecuador
I-57 TAPICHE -3 Amazénico Ecuador
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Continua cuadro §.. ...

Niamero Nombre Clon Cédigo Genotipo Procedencia
J-58 TAPICHE -11 Amazdnico Ecuador
159 TIPUTINE ~ | Amazdnico Ecvador
J-60 TIPUTINE - 4 Amazodnico Ecuador
1-61 UF - 676 Trinitario CATIE
J-62 CRIOLLO - 36 Criollo CATIE
1-63 CC - 267 Matina For. Amaz CATIE

Simbologia.

Venz Amar = Venezolano Amarillo

For Amaz. = Forastero Amazénico

Amaz = Amazonico

UF = Unite Fruit

cC = Centro de Cacao

* = Caracterizacion Molecular inicamente

3.2.1 Recoleccién de Material Vegetal

Se recolectaron hojas maduras de clones de cacao de origen Nacional procedentes de |a
coleccion de cacao Nacional resistentes a Fscoba de Bruja (EB), de la coleccion del Centro de Cacao de

Aroma Tenguel (CCAT), y clones de las recolecciones realizadas por Chalmers (1970 - 1972), y Allen

(1983) representativos de las zonas de posible origen del cacao Nacional (Quiroz 1983).

Las hojas de los clones de cacao representativos de los grupos genéticos de cacao (Criollo,

Forastero y Trinitario), se colectaron en la coleccion de germoplasma de la Unidad de Recursos
Fitogenéticos del CATIE en Turrialba, Costa Rica.

Las hojas cosechadas en Ecuvador se secaron en una estufa a 50 °C por 48 horas y se empacaron

ent bolsas de polietileno para su traslado al Laboratorio de Biologfa Malecular del CATIE
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3.2.2 Extraccion de ADN.

Para la extraccidn de ADN se utilizé el métode de extraccion MATAB, (Sorbitol-Matab),
modificado por Agwanda y Lashermes (1997). Discos de hoja madura de un centimetro de didmetro se
maceraron con un pistito en un mortero utifizando el tampon de extraccion sorbitol bisulfito de sodio
frio, luego se centrifugaron e incubaron en baiio de marfa, hasta completar el proceso de extraccién de

ADN. Se utitizo una centrifuga BECKMAN J2-HS, con un rotor tipo: JA-14 137 {Anexo [)

3.2.3 Coantificacion del ADN

La cuantificacion def ADN se realizo a través de electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %
(Anexo 4), se ulilizé el Marcador Fago Lambda / Hind Il (PROMEGA) de “100 pb. LADDER”, y dos

ADN’s de café (Coffea arabica), de referencia a una concentracion de 100 ng/ ul,

Para cuantificar el ADN se tomé 3 ul de la solucién de ADN s 7 ul de agua grado AFLP y 5
ul de azul bromofenol al 50%. Las muestras se colocaron en el gel de agarosa en una cdmara de

electroforesis (200 ml), y se dejo migrar por espacio de 40 minutos a 70 wats,

La concentracién de ADN de las muestias de cacao se determind por la intensidad de la banda
después de la coloracion con el bromuro de etidio, visualizada en una lAmpara de luz ultravioleta. Se
estimé la concentracion de ADN comparando la banda de cada muestra respecte a la escalera y los

ADN’s de relerencia.

Una vez obtenido el ADN se procedié a aplicar el protocolo de caracterizacién molecular con
marcadores AFLP elaborado y descritos por Vos (1995), modificado por Risterucci et al (2000) y

optimizando la cantidad de reactivos a ser utilizados en las reacciones {Anexo 2).

3.2.4 Seleccion de la combinacién de “Primers”

Para determinar las combinaciones de “primers” para la técnica de marcadores AFLP utilizados
pata la caracterizacién molecular de genotipos de cacao tipo Nacional, se tomd como base los
resultados obtenidos por Motamayor (2001) y Risterucci ef al (2000). Estas combinaciones fueron las

que presentaron el mayor grado de polimorfismo (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Combinacidn de “primers”, niimero de fragmentos detectables y porcentaje de polimorfismo

de las siete combinaciones de “primers” para marcadores AFLP utilizados en la caracterizacion

molecular
Combinaciones Marcadores Fragmentos Yo

enzimas “primers” Polimorficos detectables Marcadores

Motamayor  Risterucci Polimorficos

EAAG / MCAA 19 17 66 25.7
EACG / MCTT 9 6 53 I3
EAAG /MCTC 17 21 85 247
EACT /MCTY 13 i1 61 18.0
EACA/MCIT 20 9 77 1.7
EAAG/MCTT 19 8 71 11.2
EAAG/MCTA 11 21 85 24.7

3.2.5  Amplificacién de marcadores AFLP

Se utiliz6 la metodologia AFLP que combina la especificidad, resolucion y poder de muestreo
de la digestion del ADN con enzimas de restriccién utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa
{PCR, por sus siglas en inglés), utilizada para la caracterizacién genética del Cacao Nacional y de otros
origenes de la coleccion de Ecuador. Para el revelado de los marcadores moleculares se utilizo tincidn

con nitrato de plata (AgNO; ) al | % (Bassam ef al 1991).

Las reacciones de PCR del ADN para el estudio de la coleccion de cacao tipo nacional se
realizé en un Termociclador Amplifier Biosistem, Perkin Elmers, Modelo: GENE-AMP PCR-Systems
=9700. El protocolo de AFLP para la amplificacién de ADN incluye los siguientes procedimientos:

3.2.5.1 Digestion del ADN.- Se utilizd enzimas de restriccion que son las que cortan el ADN
utilizindose enzimas de corte poco frecuente o raro que reconocen de 6 a 8 pares de bases (EcoRJ), y
las de corte frecuente que reconoce 4 pb (Asel). Producto de 1a reaccion se genera tres tipos de
fragmentos, grandes, pequeiios y medianos producto de la combinacién de las dos enzimas. Se prepard
la mezcla de digestion utilizando 5 ul de Buffer 5X de reaccion, 2 ul de las enzimas EcoRI/ Msel a una
Concentracion de 10 U/ul y 5 Uful respectivamente y 13 ul de agua grado AFLP, dande un volumen

total de 20 ul por muestra; a la cual posteriormente se le agregd 5 ul de ADN a una concentracion de 50
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ng/ul. Se realizé la digestion por 2 horas 2 37 ° C, 15 minutos a 70 ° C y luego las muestras fueron

enftiadas hasta alcanzar los 4 ° ¢,

3.2.5.2 Ligacion - Consistit en incorporar adaptadores especificos que poseen de 20 a 30 ph,
cuyas secuencias son diferentes para cada uno, se preparé la mezcla de ligacién con 24 ul de adaptador
de ligacion mas | ul de T4 DNA ligasa, obteniéndose un volumen de 25 ul, a la cual se le adicioné 25 ul
de ADN digerido y se realiz6 la reaccion por 3 horas a 37 ° C v 10 minutos a 60 ° C luego se enfriaron

las muestras hasta alcanzar 4 °C.

3.2.5.3 Preamplificacion.- Consistio en la seleccién de Jos fragmentos que fiseron amplificados
utilizando primers de secuencias arbitrarias que poseen de [ a 3 nucledtidos complementarios en su
extremo 3. Para esto se diluy6 la muestra de ADN producto de la ligacién en una proporcién de 1 a 10
en agua grado AFLP, posteriormente se preparo la mezcla de preamplificacion utilizando los voltimenes
recamendados por Risterucci (2000), para cacao y modificados por Vos {19935), en cantidades reducidas

4 y 5 veces.

La mezcla de reaccion utilizada consisti6 de 10 ul de la mezcla de indicadores
“Preamplificacion”, 1.25 ul de Tampén PCR 10X para AFLP, y 0.05 ul de Taq ADN polymerasa a una
concentracion de | U/ ul, dando un volumen total de 11.30 ul por muestra. A esta solucién se le agrego
1.25 ul del ADN (dilucién 1/10) y se realiz6 la reaccién de PCR que consistié de 20 ciclos cada uno de:

30 segundos 2 94 °C, 1 minuto 2 56 ° C y I minutoa72°C

3.2.5.4 Amplificacion- Antes del proceso de amplificacion se verificé el producto de la
Preamplificacion en un gel de agarosa al 1 %, tomandose 4 ul del producto resultante de esta y 10 ul de

coloranie azul bromofenol.

Después de haberse realizado la confirmacion se diluye 1 en 10 el producte de la reaccion de
preamplificacion, utilizando para la mezcla 3,41 ul/muestia de agua grado AFLP; 0,09 ul de primer
EeoRI (27,8 ng/ul); 2.25 ul de primer Msel (6,6 ng/ul); 1,0 ul de Tampdn PCR 10X para AFLP y (.05
ul de DNA Taq polimeraza (5 Uful).

El programa utilizado para la reaccidn de PCR consistié de un ciclo inicial de 2 minutos, 30
segundos para desnaturalizar la cadena de ADN a 94°C (apertura de Ia cadena ADN), seguido de 30
segundos a 65° C con un gradiente de — 0,7 °C (unién Primers ADN), y 60 segundos de acoplamiento

del primer ciclo de extensién de la cadena de ADN a 72 °C (Anexo 2), seguido de 12 ciclos idénticos
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por espacio de 2 minutos cada uno y finalmente de los ciclos 14 al 36, 94°C por 30 segundos, 56° C por

30 segundos y 72°C por 30 segundos.

3.2.3.5 Desnaturalizacién.- Antes de introducir las muestras al gel de Poliacrilamida {Anexo

8), se debe realizar una desnaturalizacion de las muestras calentindolas a 72 °® C por 10 minutos.

3.2.5.6 Preparacion del gel de Poliacrilamida.- Se prepard un gel de acrilamida con una
solucion de Urea 41,6 gr. Acrylamide/bis — Acrylamide (40 %) 12,5 ml, Agua desionizada v destilada
29,0 mly TBE 10X 8.3 ml, J]a misma que se coloca en un frasco ambar. Posteriormente se deben lavar
los vidrios el grande que lleva en su haber 2 ml de Sigmascote (repulsivo) y el vidrio pequefic una
solucion atractiva constituida de 1 ml de Etanol al 95 %, més 3 ul de Bind Silane ¥ 5 ul de acido

aceético.

Los vidrios son sujetados posteriormente con un soporte o empaque de hule ¥ prensas metdlicas
a més de una cinta adhesiva antes de colocar fa solucién de persulfato de amonio al 10 % (Anexo 8). Y
colocar unt peine como separador, que va ha dar lugar a la formacion de los posos donde se ubicara las

muestras, dejdndolo secar por espacio de una hora antes de colocarlo en la camara de electroforesis.

3.2.5.7 Montaje de las muestras.- Estas son colocadas en el gel posterior a Ia colocacién de los
vidrios en la cdmara de electroforesis donde se agrega previamente Buffer TBE 1X v extraer el
separador (peine), y apagar la fuente de poder que se mantiene a 70 Watts para el calentamiento previo

de los vidrios

Las muestras son retiradas del termociclador cuando estan a 72 * C y se colocan de 7 a 8 ul de
cada reaccion en cada poso he inmediatamente se ajusta la fuente de poder a 50 Watts y se deja migrar

aproximadamente 1:45 a 2:00 horas.

3.2.5.8 Revelado del gel de Polincrilamida.- El revelado se realizo mediante la fijacién en un
litro de 4cido acético al 10% donde se coloca el vidrio pequefio y se agita por espacio de 20 minutos a
95 rpm, una vez concluida esta fse se pone el gel en un recipiente conteniendo una solucion de nitrato

de plata al 1% y agitarlo a 85 rpm por una hora.

Se lava el gel rdpidamente con agua deshionizada v se revela este en presencia de carbonato de
sodio, 30gr por litro, agregdndole a los dos litros de carbonato de sodio 400 ul de tiosulfato de sodio al
1,5 % y 3 ml de formaldehido al 37 %. Se agita suavemente las cubetas hasta que se empieza a notar las
bandas y luego se transfiere a la segunda cubeta para terminar la coloracion, luego se adiciona el dcido

acético al 10 % para fijar fa coloracién de las bandas y detener la reaccion (Anexo 8)
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3.3 Caracterizacién Morfolégica.

Para la caracterizacion morfoldgica se utilizé la informacion parcial disponible de cacao
Nacional recolectada por Zambrano (2000), la cual fue campletada en el periodo de enero a junio del
2002 con el apoyo del Ing. Geover Pefia, se utilizé la metodologia y el tamafio de muestra para el
registro de fa informacién de caracteristicas de flores, frutos, semillas y hojas recomendadas por Engels

(1981), Soria y Euriquez (1981) y el IBPGR (1981), pata caracterizar clones y arboles de cacao.

Los descriptores cualitativos y cuantitativos utilizados para caracterizar clones de cacao tipo

Nacional de Ecuador y de otros origenes se describen a continuacion:
3.3.1 Caracteristicas de Ia Flor,

Se tom6 el tamafio de muestra de 20 flores recién abiertas, sin sintomas de enfermedades ¥

luego con la ayuda de una placa milimétrica, un estereoscopio y pinzas de diseccion se registraron las

siguienles caracteristicas:

A} Caracteristicas Cualitativas:
- Color del pedinculo (CP)
- Pigmentacién del sépalo (PS)
= TFilamento estaminal (FE}

Considerandose la siguiente escala arbitraria Pigmentado (P), Medianamente Pigmentado (MP), v
No pigmentado (NP).

B) Caracteristicas Cuantitativas:

= Largo del sépalo en mm (LS).- Distancia desde el punto de unién de este con el receptaculo

hasta su dpice. n = 10
- Ancho del sépalo en mm (AS).- Distancia entre los bordes laterales en in parte mas ancha. n =

20

= Largo de la ligula en mm, (Pétalo) (LL) - A partir del punto de insercion del ribete de la coguiia
hasta el dpice. n= 15
- Auncho de la ligula en mm, (AL) - Se mide en la parte més ancha de esta. n = 15

- Largo del estaminoide en mm, (LE)- Distancia desde la altura de encuentro con la columna

estaminal hasta el dpice. n=6

- Largo del estilo en mm, (LE).- Distancia entre el dpice y el punto de insercion con el ovario. n
=10
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-~ Largo del ovario en mm, (LO).- Desde el punto de soldadura con el recepticulo hasta el punto
de insercion. n = 10

- Ancho del ovario en mm, (AO).- Distancia entre los bordes sobresalientes del ovario. n= 10

- Nimero de 6vulos por ovario (NO).- Se procedié a hervir los 6vulos en un vaso de
precipitacion por espacio de 30 minutos, luego con la ayuda de un estereoscopio y una aguja de
diseccidn se contaron los 6vulos locus por locus y finalmente se sumaron, n =5

Para definir fa forma del sépalo y Ia ligula de los clones en estudio se calculo la relacion largo/

ancho.
3.3.2 Caracteristicas del Fruto

De cada clon en evaluacion se colectaron al azar 20 mazorcas fisioldgicamente maduras sin
sintomas de enfermedad, utilizando un calibrador o “vernier” graduado en centimetros, y para los

pesos una balanza de precision.

- Largo del fruto en em, (LF).- Distancia desde ja base en la union del pediinculo hasta el apice.
n= 2,

= Ancho del fruto en cm, (AF).- Se mideen la parie mas ancha de }a mazorca. n=20.

- Pesodel fruto en gr, (PF)- Peso total de la mazorca n = 20

- Pesodecdscaraen gr. (PC).- Una vez separado las semillas se pesd el fruto. n = 20.

- Espesor de cdscara en el lomo en em, (EL).- Se considera para la medida la parte mas gruesa. n
=20

- Espesor del surco en cm, (ES).- Se mide la parte intermedia entre dos lomos. n = 20.

- Numero de semillas por fruto (NSF).- Se consideran solo semillas con desarrolio normal, n =
20.

Para definir la forma de la mazorca se considers la relacion fargo /ancho del fruto
3.3.3 Caracteristicas de la Semilla
A) Caracteristicas cuantitativas,
De 20 frutos tomados al azar se utilizaron cinco semillas frescas por fruto para evaluar, con la

ayuda de un calibrador, pinzas y balanza lo siguiente:

- Peso de semilla hiimeda con pulpa y testa en gr. (PSHPT).- Se pesaron cinco semillas por fruto

en una balanza
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- Peso de la semilla himeda sin pulpa y testa en gr. (PSHSPT).- Las mismas cinco semilias se

les retir6 la pulpa y la testa y se pesaron.

- Peso de la pulpa y testa en gr. (PPT).- Valor obtenido de Ia diferencia entre ¢l peso de la
semilia himeda con pulpa y testa y sin pulpa v tesia,

- Largo de semilla en cm. (LS).

- Ancho de semilla en cm (AS).- Se considerd la parte mas ancha de la semilla.

- Espesor de la semilla en cm. (ES)

- Peso de la semilla seca en pr. (PSS)- Se depositaron las cinco semillas en cajas petri
debidamente identificadas y se seco en la estufa a 60 ° C por 24 horas y posteriormente se tomé

el peso.

B) Caracteristica Cualitativa

- Color de semilla (CS).- Se evalué con la sigujente escala: Rojo Oscuro (RO), Rojo Claro (RC)
y Blanca (B).

Para definir la forma de Ia semilla se consideré la relacién Largo/Ancho de esta.

3.3.4 Caracteristicas de Ia Hoja

Para el registro de las caracteristicas de Ia boja se tomaron 30 hojas de ramas plagiotrépicas
maduras de la segunda o tercera posicién a partir del dpice, donde con la ayuda de una regla y
transportador se tomaron los siguientes datos:

- Largo de la hoja en cin, (LH).- Distancia desde el punto de insercién del peciolo en la base del
limbo hasta el 4pice.

- Ancho de la hoja en cm, (AH).- Considerando langentes trazadas en ambos bordes laterales,
paralelo a la linea del largo.

- Relacién largo / ancho (L/A) ~ Se obtuvo dividiendo el largo por el ancho de las hojas

- Large desde la base hasta el punto més ancho del fimbo (LBA).- Distancia entre la base v la
parte mds ancha de [a hoja.

- Forma de la hoja.- Tomando en cuenta la relacion LH / LBA se clasificd la forma de esta de

acuerdo a lo siguiente:

L/LBA <2 =QOvalada
L/LBA>2 = Eliptica
L/LBA =2 = Qblonga
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- Angulo basal (AB).- Se expresd en grados, refiriéndose al 4ngulo formado por las tangentes
trazadas en los bordes del limbo y el punto de insercion del peciolo, clasificindolos segiin su
mayor o menor abertura;

Angulo < 90° = Agudo
Angulo > 90° = Obtuso.

Angulo apical {AA).- Abertura del angulo formado por las tangentes trazadas desde el apice del limbo

con fos bordes, clasificindolo como-

Angulo <90° = Agudo
Angulo > 90° = Obtuso.

3.4 Anailisis Estadistico

3.4.1 Evaluacion de datos moleculares

El analisis estadistico de los datos moleculares se generd a partir de la evaluacion de Ja

amplificacion de las muestras de ADN de los genotipos de cacao en estudio.

3.4.1.1 Diseiio Lxperimental.

Para la caracterizacion molecular de 63 clones de cacao no se utilizé disefio experimental, a
pattir de cada experimento se generaron datos que consisten en la presencia (1) de marcadores
moleculares y ausencia de marcadores moleculares (0), lo que permite generar una matriz de datos

binarios (Figura 1) para posteriormente realizar el estudio de diversidad genética de la poblacién en
estudio.

3.4.1.2 Esquema de andlisis Estadistico

Los andlisis estadisticos de los datos se realizaron, con el programa MVSP (Multi Variate
Statistical Package) (Kovach 1999). Se determing el coeficiente de similitud a partir del coeficiente de

Nei & Li's, (Nei 1979), utilizando la siguiente formula:
NLCy;=2a /{a+b)+(a+c)

Donde:
NLCy= Coeficiente de similitud entre dos accesiones i y j.
A= El mimero de bandas presentes en ambas accesiones iyi
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b = El nimero de bandas presentes en i v ausentes en j.

¢ = El ndmero de bandas presentes en j y ausente en i.

A su vez se gener6 la matriz de distancia genética, donde la distancia genética es una fincidn
decreciente del coeficiente de similaridad por la formula:
D=1-8
Donde:
D = Distancia genética.

S = Coeficiente de similaridad.

Producto de fa matriz de distancia genética se agruparon los clones de cacao en una estruchma
bidimensional llamada dendograma, la cual permite hacer inferencias estadisticas de semefanzas o

diferencias entre los individuos analizados Martinez (1995},

El dendograma se construyd usando el coeficiente de Nei & Li"s (1979) contenido en el
programa MVSP considerdndose a cada clon como un grupo, para luego agruparlos en grupos que

mantienen caracteristicas similares entre materiales
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REGISTRO DE DATOS
MOLECULARES

(Matriz binaria)

v

MATRIZ DE SIMILITUD
(Nei, 1979)

MATRIZ DE DISTANCIAS
(Nei, 1979)

DENDOGRAMA BOOTSTRAP
(UPGMA, Nei)
v
INTERPRETACION DE RESULTADOS S —

Figura 1. Diagrama de andlisis de los datos moleculares generados a partir de la informacién

generada con la técnica de AFLP en clones de cacao tipo N

Fevador,

acional y de otros origenes de
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3.4.2 Evaluacion de dates morfolégicos

El andlisis estadistico de los datos de las caracteristicas morfolégicas se realizd a partir de los

datos colectados por Zambrano (2000) y completados por Geover Pefia (2002), de 51 clones de cacao
de la EET- Pichilingue

Debido a que los 12 clones no produjeron flores ni fiutos durante el periodo del estudio, no fue
posible completar la informacion para el andlisis de los datos respecto a la poblacion caracterizada por

marcadores moleculares; la secuencia de andlisis de Ia informacién se presenta en la Figura 2.

3.4.2.1 Analisis de componentes principales

Los datos morfolégicos de los 5! clones de cacao fueron analizados con el programa SAS
versién 6.12 (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA 1999), con un andlisis de componentes principales,

para estandarizar los datos y definir el nimero de grupos mas recomendables para agrupar los clones.

3.4.2.2 Apdlisis de Cluster

A partir del andlisis de componentes principales generados con las variables morfolgicas y con
la ayuda del coeficiente de similaridad general de Gower (Kovach 1999), se agruparon los clones en
una estructura jerdrquica bidimensional para construir el dendograma entre los clones estudiados,
utifizando el método de Ward (1963). Contenido en el programa computacional SAS Version 6.12 (

SAS Institute Inc), Cary, NC, USA 1999, el cual permite hacer inferencias estadisticas de semejanzas o

diferencias entre los individuos,

Formula de Gower

n

Z (H;{,'R Sr'jk )

"~ g1 o Rzl
GGSe, =4

; H/;}k

I-Xik - Xik ‘

Donde S, =1- rangolK)

Para datos cuantitativos.

=1 Para aciertos de datos binarios o multivariados
= () Para los diferentes

W, =0 Para aciertos negativos de datos binarios
ik ¢
=1 En todas las otras situaciones.
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3.4.2.3 Analisis discriminante Canénico

A través del andlisis multivariado v de aproximaciones de F, con el procedimiento CANDISC,
del programa SAS, se determino cuales de las variabies cualitativas y cuantitativas son las mds

discriminantes y contribuyen a explicar la diversidad presente en los clones de cacao estudiados.

3.4.2.4 Anilisis de Varianza (ANDEVA)

Utilizando las variables dependientes originales se realizo un andlisis de varianza con el

procedimiento GLM de SAS para delerminar si existen diferencias significativas entre las

caracteristicas morfolégicas cuantitativas y cualitativas evaluadas en los clones de cacao, ademds se

estimo el coeficiente de variacidn de estas caracteristicas.

Ademds, se realizo una prueba de medias de Duncan para cada una de las caracteristicas

estudiadas y determinar cuales son las variables que mas aportan para discriminar entre los clones de
cacao estudiados
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REGISTRO DE DATOS
MORFOLOGICOS
VARIABILIDAD SI NO
GENETICA. A
MATRIZ DE SIMILITUD
(Gower)

MATRIZ DE DISTANCIAS
(Gower)

ANALISIS
DISCRIMINANTE

VALOR
DISCRIMINANTE
RECALCULADO

i FENOGRAMA
i (Algoritmo de Ward)

ANALISIS
DISCRIMINANTE
CANONICO

INTERPRETACION DE RESULTADOS

<

Nacional y de otros origenes de la coleccién de Eeuador.
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3.5 Relacién entre las matrices de datos morfolégicos y moleculares

Para el estudio de la relacion de los datos morfolégicos y genéticos (Mantel 1967), se utilizaron
las matrices de distancias moleculares “X” de Nei & Li, (1979), y las morfolégicas “Y* de (D Gower),

y se correlacionaron entre ellas con el estadistico Mantel (Figura 3).

EI programa realiza una prueba no paramétrica de comparacién de dos matrices, la cual permite
determinar si existe corelacién entre fas dos matrices. Por ejemplo, entre fas distancias genéticas v lag
distancias morfol6gicas, donde el valor de un programa de asociacion “Z” (Coeficiente de Mantel),
entre las dos matrices (X y Y), es calculada a partir de las bases reales comparandolas a la serie de

valores obtenidos por permutaciones aleatorias de las poblaciones dentro de una de las matrices de

distancia donde:
Z = SiSjxij*Yij.
Daonde:
i = Nimero de lineas

i = Numero de columnas

El estadistico Mantel no provee un andlisis paramétrico de la Ho: el valor de un elemento de X
no es relativo al valor del correspondiente elemento de Y. Sin embargo, fa distribucién de Z
particularmente para la X y Y puede se derivada calculando 7, para cada posible permutacion de las
matrices y entonces la Z observadas pueden ser deterininadas {Hubert 1983), es decir, Z fue estimada de

una muestra al azar de todas las posibles permutaciones de las matrices generadas.

Se debe considerar que el mimero méaximo tedrico de permutaciones N {N= Nimero de

permutaciones), no deberdn ser mayor que 5000, para este caso se realiz6 sobre la base de 1000

permutaciones,
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REGISTRO DE DATOS
MATRIZ DE MATRIZ DE
DISTANCIAS DISTANCIAS
{Morfolégicas) (Moleculares)
MATRIZ DE COMPARACION
— (Genetix; estadistico Mantel) ¢
A 4

CORRELACION  ENTRE MATRICES
MORFOLOGICAS Y MOLECULARES

Figura 3. Diagrama de andlisis de la relacién entre fos datos morfolégicos y moleculares de clones de

cacao tipo Nacional y de otros origenes de la coleccion de Ecuador.
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IV RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion molecular con marcadores AFLP

Un prerrequisito para una evaluacion de la variacion gendmica es la efectiva extraccidn del
ADN, sin embargo algunas opciones que han sido probadas han resultado inapropiadas para cacao
debido a los altos niveles de polisacaridos ¥ compuestos fendlicos que tienen los tejidos de este cultivo
(Couch y Fritz 1990). Unido a esto hay que considerar que algunos protocolos desarrollados
especificamente para cacao son complejos y requieren pasos extensos de centrifigacién y
frecuentemente el uso de gradientes de Cloruro de cesio (Figueira er al 1992; Laurent et al. 1993;
Lanaud er a/ 1995 y Ronning e al 1995)

4.1.1 Aislamiento y determinacién de la concentracién de ADN.

El método de aislamiento de ADN, MATAB (Sorbitol-Matab), utilizado en este estudio,
permitio obtener altos rendimiento de forma rapida y sencilla con muestias pequefias de tejidos (discos

de | cm de didgmetro de hojas adultas frescas o secas).

La maceracion del material fue muy intensa, lo cual permitié realizar una pulverizacidn
completa de las muestras de hoja. Se obtuvo ADN de buena calidad y pureza. La Bgura 4, muestia Ia
limpieza de las bandas de ADN reveladas en gel de agarosa donde se determing que Ia concentracion de

ADN extraido fue de 100 ng/ ul para cada una de las 63 muestras de cacao en estudio.

La concentracion de ADN obtenida fue superior 2 lo reportado por Perry (1998), quien
utilizando la metodologia propuesta por Jofuku y Goldberg (1988), y modificando la preparacién del
método de extraccion CTAB, Gawel y Jarret (1991), reporta concentraciones de ADN entre 25 ¥ 50

ng/ul con una minima concentracion de polisaciridos y compuestos fendlicos .

Finalmente la concentracién de ADN de las 63 muestras de cacao fiue uniforme, no existiendo
diferencia entre ellas, fo cual, demuestra que el protocolo y fa cantidad de muestra utilizada fueron
eficientes como se demostré al cuantificarlo, comparando la intensidad de las bandas obtenidas,
respecto a las bandas del marcador de peso molecular conocido (100 ug/ml), y las muestras de

referencia.
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Marcador
(100 ug/ml)

Figura. 4 Cuantificacién de la concentracion de ADN de 56 muestras de clones de cacao de

Ecuador por electroforesis en gel de agarosa al 0.8 %.

4.1.2  Digestion / Ligacion y Preamplificacion del ADN.

La digestion, ligacion y preamplificacion de las muestras de ADN se realizaron de acuerdo al
procedimiento descrito en la seccion de materiales y métodos y el Anexo 4. Se determing el producto de

la reaccion en gel de agarosa, donde se observd una banda (mancha), representativa de que se produjo
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fa digestion, ligacion y preamplificacién del ADN con el uso de las enzimas de restriccion. Estos

resultados son determinantes para continuar con las siguientes fases.

4.1.3 Amplificacién del ADN

El alto grado de polimorfismo para las siete combinaciones de “primers”™ utilizadas y reveladas
por el método no radiactivo, utilizando nitrato de plata (AgNO;), en un gel de Poliacrilamida se

presenta en fa Figura 5.

El nimero de bandas amplificadas por cada combinacion de “primers” fue variable, se obtuvo
un minimo de 44 bandas amplificadas por muestra para la combinacién EACCG/MCTT ¥ un méximo de

89 bandas por muestra para la combinacién enzima-primer FAAG/MCAA.

El ntimero total de bandas polimorficas generadas por las siete combinaciones fue de 321,
donde el nimero minimo de bandas polimorficas fue de 29 para EACG/MCTT y el méximo se presentd
en la combinacion EAAG/MCAA con 59 bandas,

Las variaciones en el porcentaje de polimorfismo oscilaron entre 62 % para la combinacién
EACT/MCTC y 90,6 % para la combinacion EAAG/MCTC. El porcentaje promedio de polimorfismo
para las siete combinaciones utilizadas es de 70,79 % (Cuadro 4). Fl rango de amplificacién de las

bandas amplificadas fue entre 750 y 30 pb.

En este estudio se determiné que las 321 bandas polimérficas es alto, para las 7 combinaciones
enzimas-primers. El promedio por combinacién fue de 66,5 bandas, lo cual es significativamente més
alte que lo reportado por Risterucei (2000) con un promedio de 9,5 bandas polimérficas y un méximo
de 21 bandas, y lo reportado por Motamayor (2001), con un méximo de 20 bandas polimorficas y un
promedio de 15 bandas para las mismas combinaciones, utilizando revelado por radiactividad, Sin
embargo, los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con lo indicado por (Saunders ef af
2000), quien indica que con “primers” Gptimos producen ficilmente bandas escoreables y de buena
reproducibilidad entre muestras y un alto nitmero de bandas polimérficas que ponen en claro la

diversidad y discriminan entre muestras, concluyendo que un andlisis de ADN con AFLP produce entre

70 vy 90 fiagmentos por “primers™,
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LR el LW

Figura 5.- Ejemplo de amplificacion de las siete combinaciones “enzima-primer” mostrando el nimero

de bandas amplificadas por estas, en la caracterizacion molecular de clones de cacao Nacional y otros

origenes de Ecuador.
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Una de las razones de haber obtenido estos resultados con los clones de cacao tipo Nacional y
de otros origenes de Ecuador se atribuye a las condiciones Optimas de trabajo en el laboratorio y el
ajuste del protocolo y molaridades (Anexo 3), €l cual consistié en la optimizacién de las cantidades de

los reactivos y la concentracién de ADN (Vos 19935).

Por otra parte se debe destacar el rango del tamafio de las bandas amplificadas que fluctio entre
30 y 750 pb, diferencidndose también respecto a lo reportado por Risterucei (2000), quien obtuvo
bandas entre 50 y 500 pb, utilizando meétodos tadiactivos para el revelado de los productos de
amplificacién. En este estudio se utilizé tincién en nitrato de plata, el cual es mas eficiente en el proceso
de revelado de los marcadores, respecto a la tincién con radioactividad de acuerdo con lo reportado por
Gu Cho (1996). Por otra parte Bassan ef al (1991), concluye que los niveles de resolucién obtenidos en
las bandas cuando se utiliza tincién en nitrato de plata son mejor definidas respecto a Ia tincién con
radiactividad.

Ademds, las diferencias en el nivel de polimorfismo reportado por Risterucci (2000), y
Motamayor (2001), respecto a esté estudio obedece a que en todos los casos se trabajo con genotipos

{poblacicones) de cacao diferentes,

Sin embargo, comparando los resultados de este estudio respecto a los reportados para otras
especies se puede observar que para la especie forestal populos, Cervera (1998), obtuvo 150 bandas
polimérficas para cuatro combinaciones de primers el cual concuerda con el promedio obtenido para los
clones de cacao de este estudio. Por otra parte al analizar los resultados obtenidos en otras especies
como arroz, el nimero promedio de bandas visibles fue de 47 3 y la media de polimorfismo fie de 10.4

bandas para un 22% de polimorfismo (Maheswaran ef al. 1997),

En el cereal mas importante de Etiopia (Erogrostis spp), Ayele et al (1999) abtuvo un bajo
mimero de bandas polimorficas con una media de 36 y ¢l porcentaje de polimorfismo fue de 43,5, cosa
parecida ocurrié para 25 accesiones de soya utilizando marcadores AFLP y 15 combinaciones primers
donde se obtuvo un 36 % de fragmentos polimarficos (Maughan er ol 1996), mientras que en avena
(Yu y Wise 2000), obtuve un 12 % de bandas polimérficas, lo cual, demuestra que para los clones de

cacao estudiados en este trabajo los niveles de polimorfismos encontrados son altos.
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Cuadro 4. Promedios de bandas totales, nimero de bandas polimérficas, porcentaje de polimorfismo y
peso molecular observado por combinacién “enzima-primers”, en 63 clones de cacao tipe Nacional y

otros origenes de la coleccién de Ecuador.

Combinaciones Promedio Niamero de Porcentaje de Rango de
“Primers” de bandas bandas polimorfisme | amplificacion
totales por | polimorficas en pares de
nuestra bases.
1) EAAG/MCAA 89 59 66.3 60 - 500
2}y EACG/MCTT 44 29 65.9 435 350
3) EAAG/MCTC 53 48 90.6 50 -750
4) EACT/MCTT 71 44 62.0 50 -650
5) EACA/MCTT 70 46 65.7 30- 550
6) EAAG/MCTT 63 47 74.6 40 - 450
7y EAAG/MCTA 62 48 774 60 - 600
Total 321 502.5
Promedio 64.57 45.86 71.79

4.14  Definicién de grupos genéticos

El andlisis de datos moleculares se realizé con el programa estadistico MVSP (Kovach 1999),
el cual, permitié generar el dendograma UPGMA a partir de la matriz de similaridad (Figura 6), el cual
muesira como se agrupan los 63 clones de cacao wtilizados en el presente trabajo de investigacién

analizados con los marcadores AFLP's.

48

e



UPGMA

TAP- 11

EB 22.35
MATINA
Criolio 36
U¥ 676

EB 23-33
EB 23.37
NAP- 30
EB 2009
CCAT46.75
EB 22.22
CCAT43-84
BOB-8

EB 22.36
TIP- 1
CCAT22-40
CCAT46-68
TP 4
COC. 3335
SM-9

EBC 148

CCAT19.28

CCAT 19-

CCATIS-58

EB 1922

SCA- 6

CCAT 4265 ;
CCATAS-83 !

IMC.67 1
Ii ! NAP- 41

[_]'_“1 €OC- 3338

! CCATS0-64

CCAT25.64

CCATI12-01

EB 12.03

CCAT3345

i
CCAT46-88 Cd
BCH-g -
CCAT32-60 :

CCATI9-30

CCAT36-50
CCAT11-19
EB 15.15 i
CUR-15%
EB 15-16
CCAT30-61
CCATIR-58
SCA-12
£B 20.03
EB 10-1¢
Escobar
EET- 117
EB2]-02
CCAT52.06
L CCAT42.60
CCAT26-64
EB 10-13
EB 05.0%
CCAT49-98

"”L]
L
TAP-3
TAP-3
[ BOB-3
I
6

EBC- 138

0.2 0.4 05 0 ) 0.8 1

Nei & Li’s Coefficient

Figura. 6. UPGMA dendograma del agrupamiento de 63 genotipos de cacao tipo Nacional y de otros

origenes de la coleccion de Ecuador, segun la matriz de distancia y similitud de Nei & Li's (1979).




Se observd que no se conforman grupos genéticos especificos de materiales que representan o
responden a un origen determinado por su constitucion genética, por el contraric se presentan en un
amplio nimero de pequefios grupos relacionados estrechamente entre si {Anexo 9), e incluso solos entre

si.

Los resultados demuestran que la poblacién de cacao de tipo Nacional y de otros origenes estd
estrechamente relacionados entre si, de alli que la conformacion de grupos especificos no se da, sin
embargo, se puede estimar que la variabilidad genética entre ellos es amplia posiblemente debido al

grado de introgresion de genes de clones de origen forastero (Lerceteau ez al 1997).

También, se debe destacar que se presenta una separacién bastante clara de los clones de cacao
tipo Nacional y de otros origenes con los clones de referencia UF-676, Criollo-36 y Matina. El clon UF-
676 es de origen Trinitario seleccionado por la compafiia “United Fruit Company” (Lanaud er al 2000);
y el Matina, es un clon de origen Forastero amazénico (Soria 1966), estos tres clones representaron en
el estudio a los tres grupos genéticos de cacao (Criollo, Forastero v Trinitario), y aunque se considerd
que de una u otra manera estarian relacionados 2 las poblaciones de cacao tipo Nacional de Ecuador,
esta relacion no fue evidente, sin embargo, el clon Criollo-36 se agrupo con los clones UF-676 y el
Matina . Su separacién con respecto al grupo de nacionales posiblemente se deba a la gran cantidad de

lineas que comparten esa poblacién y que no estan presentes en estos grupos genéticos.

Respecto al clon Matina de origen Forastero, probablemente no es une de los més
representativos de este grupo genético para determinar el grado de afinidad entre los clones de cacao

tipo Nacional de Ecuador y el grupo genético de los Forasteros.

Los clones SCA-6 y SCA~12 de origen Forastero si mostraron un alto grado de afinidad con los
clones: CCAT 42-65; CCAT 45-83 y EB 20-03; EB 10-11; EB 21-02; CCAT 32-06; CCAT 42-60;
CCAT 18-58; CCAT 30-61; EB 15-16; EB 19-15 y CCAT 11-19, de cacao Nacional de Ecuador en su
orden (Figura 6),

De acuerdo con lo reportado por Bartley (2001), los clones SCA-6 y SCA~12 fueron utilizados
como progenitores masculinos para introducir resistencia a la enfermedad Fscoba de Bruja, a los clones
de cacao tipo Nacional, lo cual concuerda con el agrupamiento de los clones de cacao tipo Nacional

obtenidos por el andlisis de los datos moleculares como Io demuestra el dendograma (Figura 6).

A través, del andlisis de la informacién molecular, es posible determinar cierta afinidad
respecto al origen geogrifico de los clones de cacao Nacional (Quiroz 1997), a pesar de no presentar

grupos genéticos definidos. Se observa que se agrupan materiales provenientes de la provincia de Los
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Rios, (como los clones CCAT 11-19; CCAT 42-60 y CCAT 52-06), pertenecientes al Centro de Cacao
de Aroma Tenguel (CCAT), que fueron recolectados por la United Fruit Company en los afios 1940, en

fincas de productores de cacao de la region.

Esta cercania genética puede interpretarse en dos sentidos, uno en que se muestra e] posible
origen de los materiales que dieron origen a la coleccion CCAT, y el otro podria ser a la inversa, donde
muches de los actuales clones recolectados en fincas de productores por haber mostrado altos grados
resistencia a Escoba de Bruja (EB), en las provincias de E] Guayas, Los Rios y Manabi, podrian tener
su origen a partir de la coleccién del Centro de Cacao de Aroma Tenguel

4.1.5 Diversidad Genética

La diversidad genética de los 63 clones de cacao en estudio y el grado de similitud o distancia
genética entre ellos se determinG con el paquete estadistico MVSP (Kovach 1999), para este analisis se
utiliz6 el coeficiente de Nei & Li’s (1979). Las distancias genéticas entre los clones de cacao son de
0,225 para los clones TAP-11 con Criollo-36 notandose que corresponde a los menos similares y 0,832

para los materiales CCAT 46-60 con CCAT 52-06 como 1os mas semejantes (Anexo 9).

A pesar de la no conformacién de grupos genéticos definidos con los marcadores moleculares, a
continuacién se presenta un agrupamiento de los genotipos por su indice de similaridad de los clones
dentro del dendograma partiendo de los més similares hasta los mas diferentes en concordancia con ja
matriz de similaridad generada tomsndose como gjemplo los 14 clones mas similares. Entre ios que
destacan cinco materiales CCAT cinco EB (Resistentes a Escoba de Bruja), los genotipos EET-117,
Escobar, SCA-12 y CUR-15.

Estos materiales provienen de algunos sectores de la provincia de Los Rios, lo cual, explica su
grado de asociacién con los genotipos de ia coleccion CCAT, sin embargo, en este grupo también se

encuentra el clon Scavina 12 que procede de la region de Ucayali en la Amazonia Peruana.

De acuerdo con Bekele (1994), posterior a la recoleccion del SCA-12 por Pound (1938), fue
utilizado en programas de mejoramiento genético por su alta produccion, vigor y resistencia a ciertas
enfermedades como Escoba de Bruja. Esto es confirmado por Bartley (2000), quien indica que los
clones SCA-6 y SCA-12, fueron usados para introgresar genes de resistencia a Escoba de Bruja
(Crinipellis perniciosa), en los materiales Nacionales, y producir hibridos que posteriormente fueron
distribuidos en las 4reas de produccion de cacao, por lo cual no es extrafio que materiales que

conforman este grupo mayoritario presenten introgresion de material genético del clon Scavina-12.
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Por otra parte la presencia del clon CUR-15 en este grupo también indica un alto grado de
similitud entre este y el clon Scavina-12 ambos de origen amazoénico, esto tiene sentido al considerar lo
reportado por Allen (1983), quien indica que en sus prospecciones y recoleccién de cacao en la
amazonia Ecuatoriana observé que algunas poblaciones de materiales silvestres al parecer fueron
propagadas por los indigenas utilizando semillas de arboles silvestres de la zona lo cual explicaria en
cierto modo esta afinidad,

Otro material genético importante de resaltar en este grupo es el clon Escobar cuyo origen no
estd bien definido en Ia coleccion de cacao y presenta un 0,774 de similitud con el clon Secavina-12, esto
permite considerar que el origen de este clon estd estrechamente relacionado a este clon de origen

amazdnico,

Otros clones que se agrupan son los conformados por cuatro clones (dos CCAT y dos EB),
donde los genotipos CCAT 49-98 y EB 05-01 (Anexo 9). Los dos clones EB son procedentes del drea
Cone y Milagro (Quiroz 1997), correspondiente a la Provincia de El Guayas en una drea no mayor a 3
Km. de distancia, lo cual podria explicar que estos genotipos geograficamente muy cercanos son

autdctonos de la regidn y de alli fueron llevados al Centro de Cacao Tenguel o viceversa.

Cuatro clones de origen amazénico se unen entre si, donde los clones EBC-138 y BOB-3
presentan un 0,713 de similitud, mientras que los clones TAP-I y TAP-3 comparten un indice de
similaridad de 0,703 respecto a los clones EBC-138 y BOB-3.

Estos ciones son los mads similares genéticamente después del primer agrupamiento v estd
constituido por dos clones del mismo origen geogréfico de la amazonia ecuatoriana, que son el
TAPICHE-1 y TAPICHE-3, mientras que el clon EBC-138 proviene de la regién del Caquetd en
Colombia (Baker er al. 1954). Este clon est4 estrechamente relacionado con el clon Bob-3 procedente
de la rivera del Rio Bobonaza en Ja parte norte de la regién amazénica del Ecuador, lo que demuestra
el grado de afinidad entre estos clones de origen amazénico y tiene su explicacion en lo mencionado
por Allen (1983}, sobre la multiplicacién de materiales silvestres por parte de los nativos de la regién

con materiales del alto amazonas.

Los genotipos, SCA-6 y el CCAT 42-65 son similares en un 0,694 vy el clon CCAT 45-83
presenta un ligamen muy estrecho con SCA-6, indicando que estos dos materiales tipe Nacionales

serian hibridos de Nacional por SCA-6, concordando con lo reportado por Cruzillat (1996)

Los clones CCAT 32-62 y CCAT 19-30 comparten un 0,675 de similaridad vy el clon BCH-9

ligado a estos en un 0,651 de similaridad, considerando que el clon BCH-9 es un material tipico
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Nacional con un porcentaje de heterocigosis no mayor al 9 % (Lecertaud 1997), v al estar refacionado a
dos clones CCAT, indicaria que estos son clones tipicos de Nacional y que ademas proceden de la

misma regién geografica (Tenguel), provincia del Guayas.

Los clones CCAT 19-16 v CCAT 19-28 con un 0,624 de similaridad unido a ellos ests el clon
EBC-148 del valle del Caquetd en Colombia con un 0,5 12, donde los primeros se encuentran ubicados
en la misma hilera en la coleccién (19), con un intervalo de 12 plantas entre ellos lo que induciria a
pensar que los materiales de la coleccién de cacao de Aroma Tenguel, son el resuitado de Ia
recoleccién de mazorcas de érboles con caracteristicas deseables en algunas dreas del Ecuador,
especificamente en la provincia del Guayas donde la United Fruit Company llegé 2 poseer grandes
extensiones de terreno, cultivadas con cacao (Uggen 1993). A este grupo se encuentra relacionado el
clon EBC-148 con un grado de similitud de 0,511. Siendo este de origen amazénico de la region del
Caqueta en Colombia lo que podria indicar que existe alglin grado de relacién de estos materiales con

los genotipos provenientes de este sector de la region del amazonas.

Otros clones importantes de resaltar son fos CCAT 22-40 y CCAT 46-68 similares en un 0,589,
a este grupo estan ligados en diferentes grados de similaridad con los clones TIP-1 (0,468), EB 22-36
(0,467), BOB-§ (0,462) y el CCAT 45-84 (0,408) en su orden. A los dos clones CCAT se unen con
cierto grado de similaridad los clones TIP-] y un EB-2236 (Provincia de Manabi), y el Bob-8, esto
implicaria que alguno de los clones tipo Nacional contarian en su constitucién con genes de clones
amazénicos, lo que podria inducir a considerar un posible origen Amazdnico de estos materiales

Nacionales de Ecnador.

Es importante resaltar que los materiales de menor indice de similaridad son los wutilizados come
referencia y estén constituidos por los clones UF-676 y CRIOLLO-36 similares en un 0,402
acompafiados por el clon CC-267 (Matina), con un grado de similitud de 0,505 para el genotipo UF-676
¥ 0,508 para el Criollo-36. Se une a estos el clon EB 22-25 compartiendo el mismo grado de similaridad
con el clon Matina (CC-267) en un 0,236 y el material TAP-11 de origen amazonico, siendo éste el clon

méas diferente de los materiales estudiados.

El andlisis molecular demuestra que no existe una estrecha relacién entre los clones de cacao
Nacional y los clones de referencia representativos de los grupos geneticos Forasteros, Criollos vy
Trinitarios. Estos resunltados concuerdan con lo reportado por Lecertaud (1996), Cruzillat (1956),
Motamayor (2001) y Lanaud (1997), quienes encontraron resultados similares utilizando otras técnicas
de marcadores moleculares y con pobiaciones de cacac que incluian en algunos casos materiales de

procedencia similar a los de este eswudio
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Estos resultados permitiran sustentar la teoria propuesta por Soria (1966) y Cheesman (1947),
quienes mencionan que los materiales Nacionales de Ecuador son un grupo que evolucioné en la parte
costera del pais, a partir de pocas mazorcas provenientes de la parte amazonica y que posee

caracteristicas propias a pesar de haber sufrido un alto grado de introgresion en los ultimos tiempos.

Los marcadores moleculares han permitido evaluar con mayor precisién las relaciones
filogeneticas presentes en genotipos de cacao, caracterizar germoplasma, determinar diversidad
genética y establecer ligamiento entre gemes y caracteristicas agronémicas importantes, aunque no
siempre han coincidido con las separaciones tradicionales, basados en tipos morfo-geogrficos del
germoplasma de cacao Forasteros de Sur América v Criollos de Mesoamerica, (Figueira er al. 1994;
Beckele 1996).

Asi andlisis previos en accesiones de drboles de cacao Nacional han mostrado dificultades para
clasificar a este genotipo tradicional de Ecuador, donde al estudiar el polimorfismo del ADN
citoplasmitico mostré similaridad entre los clones Nacionales y Criollos (Lawrente er al. 1993 a),
mientras que el polimorfismo del ADN nuclear, induce a pensar que zlgunos de los cacao Nacionales
estan mas relacionados a los del alto amazonas v Trinitarios (N’goran er al 1994), y se ha comprobado

ademas que este tiene un ADN nuclear especifico.

Por otra parte, debido a la introduccion de genotipos llamados venezolanos desde Trinidad a
Ecuador, los cuales se han hibridado con los Nacionales (Lercetaud et al 1997), dando lugar a que Jos
materiales presentes en las plantaciones de cacao presenten diferentes grados de heterocigocidad al ser
analizados con marcadores RFLP, como es el caso de los clones Sebastisn Arteaga (SA) y Balao Chico
(BCH) con niveles de hasta 5% de heterocigocidad (Crouzillat er al 2000).

4.2 Caracterizacion Morfolégica

La variabilidad genética observada en jos clones en estudio utilizando ias caracteristicas
morfologicas han permitide caracterizar los clones de cacao Nacional y observar el grado de relacion o
diferenciacién con sus homélogos orientales y de otros origenes genéticos como son los de tipo

Trinitario, Criollo y Forasteros tipicos o de referencia.

4.2.1 Analisis Morfoldgico
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Con base en los datos obtenidos mediante la caracterizacion morfolégica de 34 variables
cuantitativas y 13 cualitativas (transformadas a porcentajes), de 51 ciones de cacao Nacional v otrog
origenes a los cuales inicialmente se les aplicé un analisis exploratorio de componentes principales, se

determiné la no-existencia de datos atipicos.

Producto de este andlisis se obtuvo inicialmente uma distribucion de cinco grandes grupos
(Cuadro 5), donde se puede apreciar la frecuencia de los clones por grupo, asi como el porcentaje,

frecuencia acumulada y el porcentaje acumulado,

En este cuadro se observa que el grupo 1 esta constituido por 18 clones que representa el 35,3
% de la variabilidad total; el grupo 2 esta formado por 10 materiales con el 19,6 %; 15 clones
conforman el grupo 3 representando el 29,4 %y los dos (ltimos grupos (4 y 5), estan constituidos por 5
¥ 3 clones respectivamente con una representacion del 9,8 y 5,9 % de la variabilidad total de Ios clones
en estudio.

Cuadro 4. Distribucién por grupo de los 51 clones de cacao tipo Nacional y de otros origenes de

acuerdo al andlisis de varianza minima de Ward {1967)

Grupo Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje
acumulada acumulado
1 18 35.3 18 35,3
2 10 19.6 28 54,9
3 15 294 43 84,3
4 3 9.8 48 94,1
3 3 39 51 100.0

Las 47 variables cuantitativas y cualitativas utilizadas para el andlisis morfoldgico permitieron
evaluar la variabilidad de los clones en estudio agrupandolos de tal forma que se conformaron Zrupos
constituidos por individuos de ias mismas regiones. Asf, se puedo observar la conformacion de un
8rupo mayoritario constituido por 18 clones CCAT y EB, los cuales fenotipicamente se puede

interpretar como que un gran nimero ds esos estan estrechamente relacionados.

Por otra parte, el grupo tres lo conforman 15 materiales donde se agrupan basicamente los
clones procedentes de la region amazomica, los cuales a su ver se dividieron en dos subgrupos

notandose que los clones procedente de la parte norte del Ecuador incluidos los EBC {Expedicién
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Botinica Caquetd), de Colombia se agruparon mas estrechamente mientras que el otro Zrupo esta
constituido por los restantes materiales de fa amazoniz incluido ef clon Dscobar, cuyo origen no esta

muy bien definido.

Este grupo representa el 29,4 % de Ia variabilidad presente entre los clones de origen nacional y
otros origenes de esta coleccion en estudio. Seguido a estos se encuentra el grupo dos con 10 clones con
un 19,6 % de la variabilidad total, estos tres grandes grupos representan el 84,3 % de la vadabilidad

total de los clones estudiados Yy contienen 43 accesiones de los 51 clones estudiados.

Los dos grupos restantes el cuatro ¥ ¢inco estan constituidos por cinco (9,8 %) ytres (5,9 %),
clones respectivamente donde las diferencias morfoldgicas serian mayores respecto a los otros

mnateriales en estudio.

4.2.2  Anilisis de Grupos.

La figura 7, muestra el dendograma de la clasificacién de los clones evaluados, el cual se

obtuvo por el método de Ward. Donde se puede apreciar lo siguiente:

Grupe uno: esta constituido por clones procedentes de la coleccién Centro de Cacao de Aroma
Tenguel (CCAT), y clones considerados resistentes a Escoba de Bruja (EB). Subdividido en dos
subgrupos:

El subgrupo (A), lo conforman 11 clones CCAT (Centro de Cacac de Aroma Tenguel) y el
clon EB-1013 el cual fie seleccionado en el Cantén Milagro (Quiroz 1997), un sector cercano a
Tenguel, io que indica que este clon proviene posiblemente de esta coleccién debido al sistema de
reproduccion por semilla utilizado por los productores, considerando ademds, que este centro fue por
mucho tiempo el lugar de multiplicacion y distribucion de materiales para los productores a raiz de la

crisis causada por la enfermedad Escoba de Bruja.

El subgrupo (B), confirma parte de esta apreciacion al estar constituidos por tres clones de
procedencia del CCAT vy tres EB, ( EB 15-16; EB22-22 y EB 22-36), donde el primero de estos fue
colectado en la parte correspondiente al drea denominada “arriba” de] cacao Nacional en Iz Provincia de
Los Rios, mientras que los otros dos EB, ( EB 22-22 y EB 22-36 ), corresponden a la provincia de

Manabi en los sectores de Camareta y Canuto muy proximos el uno del otro.

Estos resultados se pueden interpretar como que la dispersién se pudo haber efecruado en

ambos sentidos, sin embargo, es poco probable que la United Fruit Company alld recolectado materiales
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en la provincia de Manabi, pues no existen evidencias de esto ¥ que mdas bien su drea de accion fue la

parte sur del pais en la provincia del Guayas y parte de los Rios, por lo que estos materiales EB bien

pudieron haber sido trasladados por Jos productores en mazorca para ser sembrados en sus predios.
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Grupo dos: se subdivide también en dos grupos de los cuales el subgrupo (C) esta conforrnado
por 5 clones CCAT y tres ER, mientras que el Subgrupo (D) lo componen los clones SCA-6 y
SCA-12. , lo que mostraria que morfologicamente este grupo de materiales tipe paciopal

tendrian introgresion de algunas caracteristicas de los clones Scavina.

Lo anterior tiene sentido pues algunos de los materiales considerados Nacionales en este
estudio tendrian en su haber introgresiones de Scavina, debido a los cruces realizados a inicios
de los afios 1940 en Ecuador en los trabajos tendientes a introducir genes de resistencia a
Escoba de Bruja (Soria 1970).

Los clones Scavina recolectados por Pound (1938), se utilizaron como padres para
formar hibridos, lo que coincide con Bartley (2001), quien indica que después de la recoleccion
en la cuenca alta del rio Amazonas, los clones Scavina, después de las primeras observaciones y
evaluaciones fueron distribuidos en varias dreas de produccion debido a su alta habilidad
combinatoria, lo cual confirma y no descarta la posibilidad de que muchos de los clones
actualmente recolectados como tipos Nacionales en el ambito de finca de productores presenten
caracteristicas fenotipicas de estos, siendo para el caso de los clones en estudio que ¢l 19,6 % de
la variabilidad presentan en mayor o menor grado una relacion morfoldgica con los clones

Scavina,

Grupo tres: al igual que en los grupos anteriores esta constituido por dos grandes
subgrupos, el (E) basicamente formado por cinco clones procedentes de la parte norte de la
amazonia Ecuatoriana, recolectados en las riveras de los rios San Miguel, Coca vy Bobonaza
{(Chalmers 1968), v dos accesiones EBC—138 y EBC~148 producto de Ja expedicién botanica
Caquetd realizada por Baker (1954), lo cual muestra un grado de similaridad morfolégica entre
materiales muy distantes geograficamente, confirmando lo mencionado por Allen (1983), quien
indica que algunas 4reas con érboles silvestres encontrados en ia amazonia hayan sido plantadas

con semilla silvesire local,

El Subgrupo F conformado por siete clones de origen amazénico procedente de las
riveras de los rios Tapiche, Tiputine, Napo, Bobonaza v el clon Escobar, procedentes tanto de la
parte norte y centro del Ecuador, donde se incluye el clon Escobar, cuyo origen genético
posiblemente estd en algin grado relacionado con estos materiales amazoémnicos, considerando
las caracteristicas morfologicas, lo que implicaria que a pesar de la alta diversidad genética

observada en la amazonia existen ciertos grados de similitud fenolégica entre estos.
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Grupo cuatro: conformado por cinco accesiones, dos clones son EB (EB 20-03 y EB
22-37), ademas de los materiales BCH-9, IMC-67 y el EET- 117, de los cuales el BCH-9 segiin
trabajos realizados con marcadores moleculares RFLP por Lecerteau (1996), es un material muy
homocigético, debido a que proviene de una poblacién de cacao Nacional pura recolectado en
un predio con edad superior a 120 afios {Quiroz y Soria 1994), por lo que se ubicaria como el

imayor representante de los materiales Nacionales.

Sin embargo, se agrupa morfoldgicamente con los clones IMC-67 vy EET-117, €l
primero de origen Amazdnico y el segundo de tipo Venezolano Amarillo, lo cual, indicaria que
estos clones comparten ciertas caracteristicas fenoldgicas que los hacen ser muy parecidos, ya
estos se agrupan dos materiales mas que son producto de la recoleccion de los EB, uno de la
provincia de Manabi y otro de la provincia de Jos Rios, o cual demostraria que estos comparten
caracteristicas muy tipicas del cacao Nacional como son el color rojo rosado del filamenio

estaminal, tamafio y color de la semilla entre otras (Soria 1970 y Enriquez 1992).

Grupo cinco: constituido por tres clones, el UF-676 y Matina muy relacionados,
mientras que el Clon Criollo-36 es independiente, los mismos que fueron considerados como

materiales de referencia de los genotipos Trinitarios, Forasteros y Criollo.

Sin embargo. la poca relacion mostrada con el resto de materiales en estudio permiten
adelantar criterios que los clones Nacionales y los de procedencia del Amazonas utilizados en
este estudio, morfoldgicamente difieren de estos tres grandes grupos genéticos, apoyando el
criterio de algunos autores como Soria (1966) y Enriguez (1993), de que los materiales de cacao
Nacional de Ecuador son un tipo aparte de cacao Y que su evolucion se efectué en la parte
costera del Ecuador, manteniendo a pesar de su contaminacién genética caracteristicas

fenologicas propias de su tipo.
4.2.3  Andlisis discriminante canénico.

En el cuadro 6 se presenta el resultado obtenida, a partir del andlisis discriminante
candnico. Las variables Largo del estilo (LE), Angulo basal (AB), Pigmentacién mediana del
estaminoide (PME), Nimero de 6vulos por ovario (NO), Espesor del surco de ja mazorea
(ESM), y Peso de semilla sin pulpa {(P8SP), son los caracteres con mayor valor discriminante
para la variable candnica uno (CAN-1), la cual explica el 61.38 % de ja variabilidad total

presente en Ia poblacién en estudio.
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La variable candnica dos (CAN-2) explica el 24,04 % de la variabilidad total a través de
las siguientes caracteristicas: Espesor del lomo en la mazorca (EL), Relacién L/A de la hoja
(L/A H), y Relacién L/LBA de la hoja

Por ultimo la variable canénica tres (CAN-3), explica el 9,72 % de Ia variabilidad total
donde sobresalen las caracteristicas, Largo de la semilia (LS), Sépalos no pigmentados (SNP), y
Mediana pigmentacion (MP) con y el Ancho de la semilla {AS).

Las variables CAN-1; CAN-2 y CAN-3 en conjunto explican el 95,15 % de Ia

variabilidad total presente en los 51 genotipos de cacao caracterizados morfologicamente,

Cuadro 5, Anglisis discriminante candnico (CAN-1; CAN-2 y CAN-3), para las caracteristicas
morfolégicas evaluadas en los 51 clones de cacao tipo Nacional y de otros origenes de Ia

coleccion de cacao de Ecuador.

Descriptores CAN-1 CAN-2 CAN-3

Flor

Largo de ligula - mam 0.3517

Largo de estilo 0.4865 s —

Largo de ovario - - (0.4643

Ancho de ovario e - 0.5998

Num. dvulos /ovario (.4422 — —

Sépalos no - — 0.6646
pigmentados

Sépalo mediana - - 0.6646
pigmentacién

Filamento e — 0.4482

pigmentacion

Filamento no o o~ 0.3949

pigmentado

Estaminoide mediana 0 4544 0.6344 —
pigmentacion

SN |

Pediinculo no e | 0.7182 —-

pigmentado
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Mazorca
Espesor de lomo — 0.7992 -—
Espesor del surco 0.3949 -— e
Semilla
Sin pulpa 0.3907 — e
Pulpa mas testa ~—- - 0.3314
Peso seco - —- 0.5415
Largo de la semilla -— —— 0.7317
Ancho de la semilla - - 0.6414
Hoja
Largo - £.5902 0.3570
Relacion largo / - 0.7633 ——
ancho.
Largo desde lIa base a e —_ 0.3869
la parte ancha (LBA)
Relacion largo/LBA - 0.7612 e
Angulo basal 0.4793 - —

4.2.4  Anilisis de varianza y prueba de DUNCAN.

Este andlisis permiti¢ definir las caracteristicas individuales mas discriminantes con
bajos coeficientes de variacién (Cuadro 7), los cuales varfan entre 8,43 hasta 15,58 % con

niveles de significancia del 95 y 99% respectivamente:

La Flor.- Present6 seis caracteristicas discriminantes: relacion Largo / ancho del sépalo;
largo de ligula; relacion Largo / ancho de la ligule; largo del ovario; ancho del ovario y nimero
de évulos por ovario con coeficientes de variacion que se encuentran entre 8,43 hasta 15,58
para el largo del ovario, la prueba de Duncan mostré diferencias significativas estableciendo

wes y cuatro grupos por variable (Anexo 10 al 25), para las caracteristicas discriminantes

obtenidas.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo descrito por Ostendorf (1965), quien
concluyd que las estructuras que mejor caracterizan clones de cacao son los pétalos, el pistilo v
el nimero de 6vulos, lo que es confirmado también por Enriquez y Soria (1967) quienes

propusieron 11 caracteres para la descripcidn de clones por medio de la flor, lo cual
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posteriormente fue confirmado por Engels, Bartley y Enriquez (1980). Asi también, Lopez y
Enriquez (1988) concluyeron que el nidmero de dvulos es el mejor indicador de campo v no es
significativamente afectado por el ambiente Y por Ultimo estas caracteristicas también son
recomendadas por Bekele (1994), como una lista corta de descriptores morfolégicos para

caracterizar cacao.

Cabe sefialar que dentro de las caracteristicas morfologicas evaluadas la pigmentacién
del filamento del estambre no resultd ser discriminante en este estudio como lo describen
Fowler (1952), Soria (1966) y Enriquez (1993), quienes lo reportan como wna caracteristica Gtil
para discriminar entre clones de cacao. A su vez Quiroz y Soria (1994), consideran a esta
caracteristica como Gnica de los tipos Nacionales, sin embargo, esta caracteristica se presento en
genotipos de origen Amazénico incluidos en este estudio y en los genotipos de cacao Nacional,
lo que indica que existe cierto grado de afinidad o similitnd entre ambos grupos de genotipos de

€acao.

Fruto - En este trabajo se observd que las dos variables discriminantes para este drgano
fueron la relacién Largo/ancho de la mazorea Y peso de cdscara, con lo cual se confirmaria o
reportado por Quiroz y Soria (1994) quienes afirman que el fruto es un cardcter discriminante

de cacao Nacional

La Semilla.- Se observaron cuatro caracteristicas discriminantes con altos niveles de
significancia (Probabilidad <.0001), peso de la testa; peso de semilla seca; largo de la semilla Y
ancho de la semilla, las cuales han sido wtiles para describir entre poblaciones de cacao
(Stockdale 1928).

Sin embargo Pound (1932), indicé que el tamafio de la semilla era un cardcter muy
variable por lo que recomendaba un tamafio de muestra grande. Por otra parte Enriquez y Soria
(1968) sefialan que los descriptores de Ia semilla eran largo, ancho, espesor, peso seco, con ¥ sin
puipa y porcentaje de testa, sugiriendo que con cinco semillas por mazorca, de un total de 20

mazorcas se obtendria una buena descripcion, lo anterior lo reafirma Lopez y Méndez (1992).

Se debe resaltar que el color de la semilla no fue una caracteristica discriminante en este
estudio lo cual no concuerda con lo reportado por Soria (1996), quien indica que encontrd
porcentajes entre 51 y 100 % de almendras mas claras comparadas en los grupos de cacao
Nacional al compararlos con genotipos de origen Forastero Amazénico. En este estudio se
enconurd que el color de la semilla tanto biancas como rojo claras se comparte entre clones de

cacao Nacional y genotipos de origen amazdnico. Los resultados obtenidos concuerdan con lo
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reportado por Chalmers (1970), quien menciona que los materiales provenientes del Rio Coca
presentan un 87 % de almendras blancas, mientras que los del Rio San Miguel poseen un 29%
de almendras blancas, 21 % de semillas moteadas v 23 % de semillas rojo claro, lo cual, al ser
considerados en este trabajo como materiales de referencia indicarian que los clones amazénicos

escogidos en este estudio también presentarian esta caracteristica como discriminante.

Otra caracteristica reportada como discrirminante para el cacao Nacional que no resulté
discriminante en este estudio es el espesor de fa semilla, o almendra “redondeada™ que de
acuerdoe con Fowler (1952); Soria (1966) y Quiroz y Soria (1 994), la reportan como um cardcter
discriminante del cacao Nacional o del complejo Nacional respecto a otros grupos genéticos.
Los resultados obtenidos permite concluir que no existe diferencia entre los grupos de cacao en
estudio para esta caracteristica. Sin embargo el largo y el ancho de Ia semilla discriminan bien
entre grupos con coeficientes de variacion de 8,5 ¥ 9,49 respectivamente (Anexo 10 y 25), lo
cual, concuerda con lo reportado por Stockdale (1928), quien tomé como base el largo, ancho y
espesor de la semilla para describir algunas poblaciones de cacao. A su vez, Pound (1938),
concluyd que el peso de la semilla es el cardcter mas confiable para la descripcidn e

identificacién de un clon de cacao.

La Hoja.- En este 6rgano las caracteristicas mds discriminantes fiieron: Relacion largo /
ancho; relacion Largo / longitud de la base a la parte més ancha de la hoja y dngulo basal,
Fowler (1952} encontré que la forma ablonga-eliptica es tipica en cacao Nacional, por o tanto
los resultados obtenidos demuestran que se presentan diferencias en Ia forma de la hoje entre
genotipos. Ademss, se debe considerar que las hojas son muy influenciadas por el ambiente
como Jo menciona Braudeau (1975), quien indica que el desarrollo de Ia hoja depends

principalmente de la luz, ya que materiales bajo sombra emiten hojas mas grandes y alargadas,

Cuadro 6. Promedio, cosficiente de variacion, desviacion estandar y nivel de significancia para
tas caracteristicas discriminantes en la caracterizacion morfologica de 51 clones de cacao de

tipo Nacional y de otros origenes de la coleccién de Ecuador.

Descriptores Promedio Coeficiente de | Desviacién Nivel de
Variacion Estandar Significancia

Relacién largo / 3.62 mm i0.38 0.376 0.0057

ancho el sépalo.

Largo de ligula 398 mm 11.57 3.532 E 0.0001
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Relacidén 2,52 9.06 0.229 0.0002
Largo/ancho ligula

Largo de ovario 1.96 mm 15.58 0.305 0.0005
Ancho de ovario 1.42 mm 1171 0.166 (6.0001
Nimero de ovulos 42.69 8.43 3.599 <{.0001
por ovario

Relacion lar/anch 1.979 11.35 0.225 0.0057
de mazorca.

Espesor del lomo 1.475 cm 10,97 0.162 <.6001
de Ia mazorca

Peso dela cascara 404.979 g 18.79 76.10 0.0036
Peso de la testa de 2.37%¢ 22,10 0.526 <0.0001
Ia semilla

Peso de la semilla 1.05g 16.79 0.177 <0.0001
seca

Largo de la semilla 2.04 em 8.506 0.174 <0.0001
Anchodela 1.17 9.50 0.111 <0001
semilla

Relacion largo / 2.97 7.51 0.223 <0.6001
ancho de Ia hoja.

Relacién Largo 2.05 5.69 0.117 <0.0001
/LBA

Angulo basal de la 109.12 10.80 11.78 <0.0001
hgja

4.3 Relacidn entre marcadores moleculares ¥y morfolégicos

la comparacidn de las matrices de similaridad de los datos morfologicas ¥ nmoleculares
se realiz6 sobre la base de 51 clones, pues los restantes 12 clones no presentaron flores ni fiutos,

: par lo tanto no se logré completar la caracterizacion morfologica durante el periodo de estudio,

Las matrices de similaridad fueron generadas por el método de Gower, para los datos

morfologicos y de Nei & Li’s (1979), para los datos moleculares. Las matrices de similaridad




fueron analizadas mediante una prueba no paramétrica de comparacién de dos matrices de

distancia, mediante el valor de Z, de Mantel (1 967), que fue derivado de 1000 permutaciones.

Se utilizo para estos analisis el programa GENETIX versién 4.04 para Windows ™
(Belkhir 1996-2001), y la interpretacion del grado de significancia de estas correlaciones fue

utilizando el coeficiente Z, considerando las primeras 20 permutaciones.
Para el caso que estudiamos se acepta que existe relacion entre las matrices, lo cual

demuestra que existe relacion entre los datos obtenidos entre ja caracterizacién morfoldgica y

molecular de los clones de cacao Nacional y otros origenes de Ecuador.
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V. CONCLUSIONES

Para Jas caracteristicas Moleculares.
» Los resultados moleculares muestran que la poblacién de tipo Nacional estudiada no
conforma agrupamientos que permitan discriminar los materiales por su origen
geografico o series de colectas debido posiblemente al alto grado de introgresidn que

estos maieriales posibiemente tienen de otros grupos genéticos.

» La presencia de clones Forasteros como los SCA y de materiales de otros grupos
genéticos dentro del continum que forman los clones tipo Nacional en el dendograma

apuntarian a soportar esta hipotesis,

» Las caracteristicas morfologicas fueron mas eficientes en separar los genotipos con los
distintos grupos genéticos lo cual se deba a que la recoleccidn de los clonmes de la
coleccién de cacao nacional fue realizada en base a caracteristicas fonolégicas innatas
de esta variedad que haria que estos mantengan caracteres discriminates entre

genotipos.

» El método de extracciéon de ADN con MATAB, utilizado en pequefias muestras de
hojas de cacao tanto frescas como secas, permitié obtener altas cantidades de este con
un buen grado de pureza. Los rendimientos de ADN obtenidos en promedio fue de 100

ng / ul, y no representaron diferencias entre genotipos.

» Los tres clones de referencia representativos de los grupos Criollo, Forastero y
Trinitario, presentaron un bajo gradoe de similaridad con la mayoria de los clones
estudiados. Esto puede atribuir a que los clones seleccionados no son representativos de

los materiales correspondientes de los grupos genéticos que se introdujeron a Ecuador.

> Fl agrupamiento de los clones CCAT y EB entre si esta estrechamente relacionado con
su origen geografico, o lugar de recoleccidn de estos. Lo cual puede indicar que si bien
es cierto los clones EB fueron seleccionados recientemente, considerando como un
parametro la edad de la plantacién (80-100 afios de edad) la informacion proporcionada
por los productores pudo haber sido errdnea siendo mas bien que los clones tengan un

origen comuin a los CCAT.
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» La mayor separacidn o distribucién de los clones Y su grado de relacion genética
observada con la utilizacién de los marcadores AFLP se debe posiblemente a que las
condiciones ambientales tienen influencia sobre las  caracteristicas morfologicas,
permitiendo por lo tanto a los marcadores moleculares hacer una mejor caracterizacion

de los clones de cacao estudiados.

» Se determinG que se presenta una alta diversidad genética entre los clones de cacao
Nacional y de otros origenes, esto es una de las razones por las cuales no fie posible

obtener grupos genéticamente cercanos.

» A pesar de existir una relacién genética alta dentro de los grupos o subgrapos se puede
observar que los materiales tienen un amplio rango de variabilidad gendtica, 1o cual
permitird realizar programas de cruzamientos entre los clones mas distantes

genéticamente pero que mantengan sus caracteristicas de cacao Nacional,

Para las caracteristicas Morfologicas.

> La caracterizacion morfologica permitié  definir claramente 16 caracteristicas
cuantitativas y cualitativas como discriminantes para la caracterizacion de los clones de

la coleccion de cacao Nacional y de otros origenes de Ecuador.

» Se determind que tres variables candnicas compuestas por Largo del estilo, Angulo
basal, Pigmentacién media dei estaminoide, Numero de Gvulos por ovario, Espesor del
surco de Ja mazorca, Peso de la semilla, Espesor del lomo de Ia mazorca, Relacidn largo
/ ancho de la hoja, Relacién largo / largo de Ia base a Ia parte ancha de la hoja, Largo de
la semilla, Sépalo no pigmentados, Mediana pigmentacion y el Ancho de la semilla

explican el 95,15 % de la variabilidad genética de Ia poblacion en estudio.
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»

V1. RECOMENDACIONES

Analizar la poblacién usando un marcador codominante para definir el origen genético
de los clones Nacionales o tipos Nacionales y su relacion genética, como sucederfa con
marcadores Microsatélites SSR (Lanaud et al 1999), para completar la informacion del

grado de heterosis de los clones estudiados.

Seleccionar los clones con mayor porcentaje de digimilaridad pero con caracteristicas
deseabies dentro de los grupos Nacionales y de otros origenes considerando
previamente sus caracteristicas agronémicas de produccion y calidad, para implementar
trabajos de cruzamientos dirigidos a fin de combinar caracteristicas deseables y obtener

poblaciones de hibridos a ser posteriormente recomendados a los productores.
Seleccionar los clones de origen genético similar pero que posean diferentes grados de

similitud, pues los resultados muestran que estos poseen la variabilidad suficiente para

ser utilizados como arboles cabeza de clon.
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Anexo 1

Protocolo de extraccién de ADN para Cacao

L. - Colocar en un mortero un disco de hoja madura de cacao de un centimetro de didmetro
(Punta de espétula)

2. - Agregar 1 m! de tampdn de extraceion sorbitol + bisulfito de sodio fi6 (ph 7,5), macerarlo
con un pistilo hasta obtener un macerado uniforme, afiadir 1 ml del mismo tampén y decantar en
un tubo eppendorf de 2 ml de capacidad.

3. - El disco de hoja macerado se centrifuga a 5000 rpm durante 10 minutos a 0°C.

4. - Decantar el sobrenadante, escurrir y se resuspende el precipitado en 800 ul de tampén
MATAB. Se agita brevemente en el vortex ( en esta fase los tubos se pueden congelar vy
continuar con el paso siguiente posteriormente, paso 5)

5. - Los tubos conteniendo el ADN se incuban durante 2h 2 65°C en un bafio de maria.

6. - Agregar a cada tubo 800 ul de cloroformo alcohol isoamilico (CIAA), y hacer una emulsion
¥ centrifugar 2 5000 RPM durante 10 minutos.

7. - Recuperar la fase acuosa en un nuevo tubo conteniendo 100 ul de RNA-ase, e incubar los
tubos por 30 minutos a 37°C (bafio de Maria)

8. - Para precipitar el ADN se agrega 800 ul de isopropanol frio, agitando por inversion el who
eppendorf y se coloca por dos horas en el congelador a —20°C.

9. - Centrifugar a 6000 rpm durante 10 minutos, vaciar y escurrir el sobrenadante. Observar la
presencia de un precipitado (pelet), dejar los wbos abiertos boca abajo para eliminar el
remanente de isopropanol por evaporacion.

10. - Lavar el precipitado con etanol al 70%, agregando 1000 ul para luego dejar en reposo por
espacio de 10 minutos (Agitar en un bortex)

1. - Centrifugar adicionalmente a 8000 RPM / 10 minutos, a 0° C.

12. - Secar el precipitado por una hora a temperatura ambiente y resuspender en agua ultra pura
(200 ul), usando €} vortex para disolver el precipitado y dejar 1 hora en solucién, (Se puede
dejar 2 4 °C por una noche)

13. - Posteriormente verificar la concentracion de ADN en un gel de agarosa al 0.8 %.
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Anexo 2

Protocolos para preparar la solucién de Tampén MATAB ( Mixed Alkyltri-
Methylammonium Bromide), y Tampén SORBITOL.

Tampon MATAB
Reactivo Molaridad Peso /100 ml
TRIS 00 M i21g
NaCi 1.25 M 7.30 g
MATAB 4 9% 4.0 g
EDTA 0.02 M 0.74 g
Tampén SORBITOL  pH=8
Reactivo Molaridad Peso /100 ml
SORBITOL 035 M 637 g
TRIS 0.1 ™M 121 ¢
EDTA 0.005 M 0.188 ¢
Bisalfito de Sodio 0.5 % 0.5 g




Anexo 3

Preparacién para la mezcla de digestion del ADN.

Reactivo Concentracion Fabricante Cantidad / tubo | Para 63
muestras

EcoRI 10u/ul Gibco BRL 0.2 ul 12.6 ul
Msel Su/ul Gibco BRL 0.2 ul 12.6 o
Tampén T4 ligase 5X Gibco BRL 5.0 ul 315 ul
Agua para AFLP 4.4 ul 507.2 u}
ADN 10ng/ul 5.0 ul
Total 25 dl 1247 .4 u}

Preparacién.- Distribuir la mezcla de digestion dentro de los tubos de 0.5 mil no estéril para lo

cual se debe usar un Vortex y efectuar ¢ siguiente programa en un Termociclador.

Programa para la digestion del ADN,

37 °C e 2 Horas
70 ° C eeeeeeee 15 Min,
4°0C e 4 Min.

El ADN de cada muestra se agrega independientemente a cada tubo gue contiene la mezcla de

digestion.
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Preparacién de las soluciones de adaptadores de EcoRI'y Msel para

Anexo 4

la digestién del ADN.

Adaptador EcoRI Concentracion Volumen
Oligo | EcoRI 100 g/ ul 17l
Oligo 2 EcoRJ 100 ng / ul 15ul
Tampén Ligase 5X Gibeo 12ul
Agua para AFLP 16 ul
Total 60 ul
Adaptador Msel Concentracién Volumen
Oligo 1 Msel og/ul 16ul
Oligo 2 Mse/ lug/ul 14 uf
Tampén Ligase 5X Gibeo 12wl
Agua para AFLP 18 ul
Total 60 ul

L

Calentar a 95 ° C durante un minuto y dejar enfriar a temperatura ambiente

NOTA: Estas soluciones deben ser preparadas siempre y cuando no se compre el Kid de AFLP.
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Anexo 5

Protocolos de PCR para AFLP ( Polimorfismo de Longitud de Fragmentos Amplificados)

utilizados en la caracterizacién genética de cacao Nacional (tincion con nitrato de piata).

Después de obtenido €l ADN de las 63 muestras en estudio se procedio a efectuar la
dilucién de estas en una proporcién de un medio de la concentracion original (14), colocdndose
150 ul de agua ultra pura para AFLP y 150 ul de ADN obteniéndose un volumen total de 300 ul
(Tubos blancos)

Digestion.- Utilizando tubos bien identificados (pueden ser color rosado), se procedi6 a efectuar

lo siguiente:

1) Mezcla de Digestién ul/ muestra Total / 63 mueseras
5X reaccion Buffer 5 315
Enzimas EcoRI/Msel 2 126
H.O AFLP 13 819

Total 20.0 ul 1260 ul

1) Mezcla de Digestion 200 ul

ADN (50 ng/ ub) 5.04l
Total 25.0 ul

3) PCR de Digestién

a) 37°C 2 horss

b) 70°C 15 min.
4°c Colocar fos tubos en hielo.
Ligacién.- Utilizando el mismo tubo de la digestion
Preparacion para la mezcla de ligacion.
-Agitar el tampdn ligasa en un vortex, tratando de conservar el volumen necesario.

-Agitar los compuestos de la solucion y voltear suavemente el bo, el T4 Ligase es muy fragil

1) Mezcla de Ligacion ul / muestras
Adaptador ligacion 24 ul
T4 DNA Ligase 1 ul
Volumnien total 25 ol

2. - Distribuir la mezcla dentro de los tubos, procedentes de la digestion:

Mezcla de ligacion 251l
ADN digerido 251l
Total 50 wul
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3. - Ejecutar el programa de PCR para ligacidn.

a) 37°C 3 horas
b) 60°C 10 minutos
e) 4°C

Una vez retirados los tubos del termociclador se pueden colocar los tubos en el congelador
dejandolos hasta el dia siguiente de ser necesario. En esta fase se debe preparar un gel de
agarosa al 1 % para realizar la verificacién de Ia reaccién de digestidn ligacion. (Anexo 7)
Utilizar el buffer de TBE 1X para electroforesis y en cada pozo del gel se depositan 10 ul del
producto de la digestion / ligacién més 5 ul de Bromofenol azul (Glicerol), af 50 %.
Preamplificacion,

Diluir tas muestras producto de Ia digestién-ligacién en una reaccion de 1/10 utilizando agua
AFLP (Por ejemplo 10 ul de ADN + 90 ul de agua), identificar los tubos apropiadamente.
Preparar la mezcla de preamplificacion.

Para preparar la mezcla de preamplificacién identificar los tubos apropiadamente.

1) Mezcla de preamplificacion ul / Muestra 63 muestras.
Mezcla de indicadores de preamplificacion. 10,0 ul 630
Tampdn PCR 10X para AFLP 1.25 ul 78.75
Tag ADN polymeraza (1 U/ ul) 0.05 ul 3.15
Tetal 11.30 ul

Agitar y distribuir las mezcla dentro de los tubos de 0.5 ml (Estériles)

Adicionar ADN (Dilucién 1/10) 125wl

Agitar antes de efectuar el siguiente programa:

94°C por 30 seg.

56°C por 1min

72°C por 1 min.

20 Ciclos
NOTA: Cada ciclo dura 4 minutos 12 segundos. El total de los 20 ciclo dura 1 hora 24 min.
Verificacién de Ia preamplificacion.- Se toman 4 ul del producto de preamplificacién, mas 10
ul de colorante (Bromofenol), Y se coloca en un gel de agarosa al 1 % para la verificacién
respectiva.
Amplificacion selectiva,
Diluir en una proporcién de 1/10 el producto de la reaccién de preamplificacion {5 ul de ADN

preamplificacion + 45 ul de agua AFLP), identificar apropiadamente los tubos de amplificacion

1} Mezcla de amplificacion: ul / muestra 63 muestras
Agua grado AFLP 3.41 214.83
Iniciador EcoRI (27.8 ng / ul) 0.09 5.67
Iniciador Msel (6.6 ng / ul} 2.25 141.75
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Tampoén PCR 10x para AFLP. 1.00 63.00
DNA Taq polimeraza (5 u/ul) 0.05 3.15
Total 6.80
Se recomienda preparar la mezcla considerando un 5 % ms.
Agregar 3.0 ul de ADN preamplificado (dilucion 1/1 0)
Ejecutar el programa de PCR de amplificacion.
Ciclo 1 94°C por 30 seg,
65°C por 30 seg. —0.7°C/ seg
72°C por 60 seg.

Ciclo2 —13 94°C por 30 seg.
65°C por 30 seg,
72°C por 60 seg.
Ciclo 14 — 36 94°C por 30 seg,
56°C por 30 seg,
72°C por 60 seg.
Después de l1a amplificacion agregar 10 ul de azul AFLP, el producto de Ia amplificacién puede

conservarse en un copgelador (-20 ° C), hasta el dia siguiente.

Desnaturalizacién - Antes de iniciar la electroforesis en el gel de Poliacrilamida al 6 % con
urea al 7 % (Anexo 8) se debe realizar una desnaruralizacién de las muestras y retirarlas cuando
han alcanzado la temperatura de 72°C, e inmediatamente después colocarlas en el gel para Ia

electroforesis,
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Anexo 6

Preparacién de varias formulaciones usadas en el proceso de aplicacion de marcadores
AFLP,

A) Formalaciones de azul para AFLP:

Azul Formamide: Velumen / 50 ml

Formamide 98 % 49 mi

EDTA 106 mM 186 mg,

Azul de Bromefeno] 150 mg

Xylene Cyanol 1 Pizca (Punta de espétula)

B) EDTA 0.5 M -~ ph 8, para Ia preparacion de las soluciones de trabajo (Buffer de

eleetroforesis)

EDTA i86 g

Na OH (pellet) 20 g

H:0  Aforara.... 1000 ml

C) TBE 10x para la electroforesis

Tris 216 ¢
Acido Bérico 55g
EDTA (0.5 Mphg) 40 ml + H.O 1000 mm.

D) Azul de bromofenol al 50 %

Azul de Bromofenol 125 mg

EDTA0.5M (ph8) 10 ml

Glycerol 25 mi

Agua destilada 15 ml (Para completar)
Total 56 ml,
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Anexo 7

Preparacion de Gel de Agarosa.

Reactivos:

TBE, Buffer (10X) 120 cc
Agua destilada 108.0 cc
Agarosa 1.2 gr.

Colocar esta solucion en el Microondas por el espacio de 4 minutos.

Pasos previos:

Antes de la preparacion del Gel de agarosa se debe reatizar Jos siguientes pasos;

Preparar la bandeja, colocandole un recipiente (porta-bandeja), donde se ubicara los
peines.

Agregar 40 ul de bromuro de Etidio a una concentracién de 0.0000001 % ( 1 ug por
1000 cc}), presionando la tapa de la botella que lo contiene y evitando salpicar fuera de
la cubeta. (Altamente toxico)

Calentar la solucion de agarosa colocada en un erlenmeyer en el horno microondas por
3 minutos a 90 *C, esperar a retirar el pirex del microondas

Retirar el erlenmeyer del horno microondas usando un guante de caucho, de forma
inclinada con la boca hacia fuera del cuerpo con el objeto de evitar absorber los gases
emitidos por este.

Agregar el contenido del erlenmeyer en forma circular sobre la bandeja conteniendo el
bromuro de etidio a fin de distribuirlo uniformemente.

Colocar los peines en las ranuras de Jas bandejas

Esperar a que ¢l gel solidifique (Aproximadamente 20 minutos)

Retirar los peines

Colocar el gel en la camara de electroforesis.

Colocar la solucién conteniendo el ADN en el gel

Conectar la camara horizontal Kodak BIOMAX-MP.101 3. a la fuente de poder y dejar

correr por espacio de 20 minutos, a 100 watts y 50 miliamperios,




Anexo 8.

Preparacion del gel de acrylamida.

Primer paso.- Preparacién de la solucion de Acrylamide/ bis-Acrilamide 6%.

Producto Para seis geles.
Urea 250 gr.
Acryl amide / bis- Acrylamida (40%) 19/1 75 ml
Agua desionizada y destilada. 175 ml

TBE 10X 50 mi
VYolemen Total. 500 ml

Esta solucién basica para la preparacion de geles de acrylamide debe colocdrsela en un envase

ambar utilizando un embudo y un filtro.

Segundo paso.- Limpieza de Vidrios.

1. - Limpiar los vidrios (Corto y Largo), muy bien con agua y jabén
2. - Eliminar el jabén con abundante agua fiia y caliente luego remojarlos con agua desionizada
v destilada.
3. - Lavarlos con cloroformo,
4. - Limpiar los vidrios cambiando el papel (Kleenex), para cada vidrio con agua desionizada.
5. - Limpiar los dos vidrios con Ftanol absoluto (Alcohol 99%), utilizando un papel (Kleenex),
para cada vidrio.
A~ Agregar 2 ml de repulsivo SIGMACOTE al vidrio mas grande, v distribuirlo
uniformemente sobre todo el vidrio.
- Dejar secar 4 a 5 minutos y luego limpiar nuevamente usando alcohol al 99% v utilizar
papel (Kleenex), para eliminar el exceso de producto Sigmacote.
Nota: Mantener ambos vidrios bien identificados con etiquetas para trabajar siempre del
mismo fado.
B.- Preparacion de la solucién atractiva:
~ 1 mil de Etanol a] 95 %
- 3 ul de Bind Silane (methacryloxipropyltri-methoxysilane)
- 5ul de Acido Acético Giacial
Mezclar para homogenizar

Preparar en dos tubos de 1.5 ml, para ser agregados al vidrio pequefio.
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Repetir los primeros cuatro pasos de la limpieza en el vidrio pequefio.

Agregar y distribuir la solucién atractiva sobre todo el vidrio pequefio con un papel
Kleenes.

Eliminar el exceso de atractivo, agregando dos ml de Etanol y limpiarlo con un papel
(Kleenex), de forma vertical y Horizontal, repitiéndolo 3 veces cambiando de papel
Kleenex cada vez.

Pasos previos a Ia preparacién del gek

I. - Limpiar las guias (Blancas), con Etanol Absoluto y colocartos sobre los extremos
del vidrio grande con la espuma hacia arriba,

2. -Levantar el vidrio corto sin tocar la parte interna y colocarlo sobre el vidrio largo
tocando ja espuma de los separadores o guias,

3. - Sostener los vidrios con las prensas de metal,

4. - Colocar cinta adhesiva, en la base de los vidrios.

5. «  Colocar el soporte o empaque de hule (Azul), prensando los dos vidrios.
Importante que los pies de] empaque queden hacia abajo.

6. - Presionar para que se ajuste bien los vidrios con el empaque,

C.- Preparacién de Iz solucién de persulfato de amonio al 10 % (10 mg /1 ml)
Preparar para cada semana de trabajo.

a.- Utilizar una botella limpia de 80 mI.

b.- Agregar 80 ml de solucion Acrylamide/ bis-Acrylamide al 6%

c.~ Colocar 300 ul de Persulfato al 10 %

d.- Agregar 30 ul de TEMED agitar y chorrear.

7. - Chorrear la solucién de acrilamida rapidamente doblando los vidrios hacia un
extremo, para evitar que gelifique la acrylamida,

8. ~ Se coloca el espaciador (Peine), en el centro del gel, aproximadamente hasta la
mitad de los huecos, dentro de Ia lamina de mismo, y ajustarla con prensas (cuatro),
para una mejor formacion del pozo.

9. - Dejar secar por espacio de una hora cormo minimo.
Preparacién de Ia camara de electroforesis.

1. - Colocar los vidrios con todo y empaque en una cubeta, se lava con agua caliente

para eliminar el exceso de urea, limpiando cuidadosamente los bordes ¥ extremos.

2. - Se desprende el empaque de hule ¥ se lava.

L]

-~ Luego con una toalla en Ja mesa se seca cuidadosamente el vidrio por ambos lados.
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4. - Colocar los vidrios en la camara, revisando previamente que la guia de hule tenga
un poco de silicone y se ajusta el vidrio,

Importante cerrar la llave que sirve para drenar la cdmara ubicada a mano derecha.

5. - Agregar el buffer TBE 1X (preparado a partir de la solucién 10X),
aproximadamente 500 m! para cada contenedor. Revisar que no existan fugss,

6. - Extraer el separador (peine), y encender Ja fuente de poder, con el siguiente ajuste
previo,

- Voltaje 3000 Volts

- Amperaje 300 mA

- Watts a 50 para la migracién y para el calentamiento previo 70 watts,

Se debe verificar la presencia de burbujas y mantenerse el paso previo de calentamiento

por espacio de 15 a 20 minutos.

Durante este lapso utilizando una Jeringuilla se toma parte del buffer v extraer la urea

remanente dentro del poso (Dos o tres veces)

Denaturalizacién ( Termociclador GENE AMP PCR System 9700)
Programa denatura;
94°C por  dos minutos.
72°C Indefinidamente

Este paso se realiza inmediatamente antes de colocar las muestras en el gel de acrylamida

7. - Lavar para eliminar el exceso de urea con una jeringa antes de colocar el peine.

8. - Colocar el peine con las puntas hacia abajo, cuidadosamente teniendo cuidado de
que apenas toque el gel de acrylamida,

9. - Ajustar la potencia a 50 watts,

10. - Retirar las muestras del Termociclador cuando estan a 73° C.

11. - Colocar Ia fuente de poder en “Stop” para colocar las muestras,

12. - En los extremos del gel colocar colorante AFLP.

15. ~ Colocar aproximadamente 7 a 8 ul de cada reaccion en cada poso he
inmediatamente se ensiende la fuente de poder y se ajusta a 50 watts,

14. - Apagar la fuente de poder cuando el azul de bromo fenol sale completamente del
gel (1:45 a 2:00 horas aproximadamente)

15. - Abrir la llave para drenar la camara colocada en su extremo inferior derecho,
posteriormente retirar el peine y luego sacar los vidrios de la cdmara,

16. - Colocar ios vidrios sobre la mesa con el extremo corto hacia abajo, retirar los
espaciadores y luego se separan utilizando para el efecto una espatula insertdndola en uno de los

extremos de estos.
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Revelado del gel de poliacrylamida

1. - Fijacién con 4cido acético al 10%, para lo cual se coloca el vidrio pequefio dentro
de una cubeta en la cual se adiciona un litro de la solucidn antes indicada, colocarlo en un
ajitador orbital automitico, agitar por 20 minutos a 95 Ipim,

2. - Preparar tres cubetas con un litro de agua desionizada y destilada cada una

3. - Terminada la Fijacién se coloca el gel por el espacio de 2 a 3 minutos en cada una
de las cubetas removiendo constantemente (para remover el exceso de acido acético)

Nota.- El 4cido acético utilizado eq la fijacion se recoge en un recipiente para luego
utilizarlo para fijar el gel después de la tincién con nitrato de plata.

4. - Preparacion de la solucién de itrato de plata (AgNoy) al 1 %:

a- Un gramo de nitrato de plata,
b.- 1.5 ml de Formaldehido
¢.- Un litro de agua desionizada y destilada.

5. - Colacar el gel en una cubeta donde se agrega la solucion de nitrato de plataal 1 % y
agitar a 85 r.p.m. por el espacio de una hora en un agitador orbital

6. - Lavar el el en agua desionizada y destilada por 3 segundos {(muy rdpidamente)

7. - Revelar el gel en presencia de carbonato de sodio, 30 gr. por litro. Agregarle a los
dos litros de Carbonato de Sodio 400 ] de Tiosulfato de sodio fa misma que se encuentra a 1.5
% (Nay8:05 5H,0), también 3 mi de Formaldehido al 37 % .

Esta mezcla se realiza justo antes de utilizar el carbonato de Sodio,

Importante.- Fl carbonato de Sodio debe prepararse utilizando 60 gr., de carbonato de
sodio en dos litros de Agua desionizada y destilada, y efectuarse con mucha

anterioridad para que permanezca fi6 para el proceso de revelado.

8. - Repartir los dos liros en dos cubetas y luego de colocar e] gel se agita suavemente
hasta que empieza a notarse las bandas, luego se transfiere a Ja segunda cubeta para terminar la
coloracion.

9. - Una vez notada la totalidad de bandas se agrega el 4cido acético al 10 % para fijar la
coloracién de las bandas ¥ detener la reaccién del carbonato de sodio,

0. - Realizar dos lavados en agua desionizada v destilada para concluir el proceso de
revelado,

1. - Finalmente se recoge la solucién de nitrato de plata y se agrega 10 gr. de cloruro

de sodio y se deja precipitar.
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Anexeo 10.

Anilisis de varianza y prueba de Duncan

ancho del sépalo de los clones de eacao Na

para la variable dependiente Relacion largo /
cional y de otros origenes de la coleccién de

Ecuador.
Fuente de G.L S.C C.M Valor F Pr>F
Variacion
Modelo 4 236145673 | 0.59036418 4.18 0.0057
Error 46 6.49408444 | 0.14117575
Total 50 8.85554118
Corregido
R-Cuadrado Cv Raiz CME Media de la Relacién L/A de Sépalo
0.266664 10.38444 0.375734 3.618235
Agrupamiento Promedios Niamero de clones Grupos
DUNCAN
A 3.9067 3 5
A
B A 3.8280 10 2
B A
B A C 3.7444 18 1
B C
B C 3.4040 5 4
C
C 3.3407 I5 3
Anexo 11.

Analisis de varianza y prueba de Duncan para la variable dependiente Largo de ligula de

los clones de cacao Nacional y de otros origenes de la coleccion de Ecuador.

Fuente de G.L 8.C C.M Valor F Pr>F
Variacion
Modelo 4 1412931026 | 3.53232757 7.38 0.0001
Error 46 22.02418778 | 0.47878669
Toral 50 36.15349804
Corregido
R-Cuadrado Ccv Raiz CME Media Largo de Ligula
0.390814 11.57135 3.53232757 5.979804
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Agrupamiepto Promedios Nimero de clones Grupos
DUNCAN

A 7.4333 3 5
B 6.6410 10 2
C 5.8660 5 4
C

C 5.7167 I3 3
C

c 3.6211 i8 1

Anexo 12.

Andlisis de varianza y prueba de Duncan
anchoe de Ligula de los clones

para la variable de
de ¢acao Nacionail

pendiente Relacion largo/
Yy de otros origenes de la coleccifn de

Ecuador.
Fuente de G.L S.C CM Valor ¥ Pr>F |
Variacién
Modelo 4 1.43855124 | 035963781 6.88 0.0002
Error 46 2.40526444 | 0.05228836
Total 50 3.84381569
Corregido
R-Cuadrado CV Raiz CME Media de la Relacién L/A Ligula
(.374251 9.064183 0.228666 2.522745
Agrupamients Promedios Niimero de clones Grupos
DUNCAN
A 3.0033 3 5
B 2.6830 10 2
B
C B 2.5261 18 I
C
C 2.3780 15 3
C
C 2.3360 3 4




Anexo 13.

Andlisis de varianza y prueba de Duncan para la variable dependiente Largo del ovario de
los clones de cacao Nacional y de otros origenes de Ia coleccion de Ecuador.
Fuente de G.L s8.C C.M Valor F Pr>F
Variacién
Modelo 4 2.29368471 | 0.57342118 6.15 0.0003
Error 46 429201333 | 0.09330464
Total 50 6.58569804
Corregido
R-Cuadrade CV Raiz CME Media de Largo del Ovario
0.348283 15.58304 0.305458 1.960196
Agrupamiento Promedios Nimero de ciones Grupos
DUNCAN
A 2.1033 18 ;
A
A 2.0693 15 3
A
B A 1.8000 19 2
B
B C 1.5860 3 4
C
C 1.3800 3 3
Anexo 14,
Anilisis de varianza y prueba de Duncan para la variable dependiente Ancho del ovario de
los clones de cacao Nacional y de otros origenes de la coleccién de Ecuador,
Fuente de G.L s.C C.M Valor F Pr>F
Variacién
Modelo 4 0.82004098 | 0.20501025 7.39 0.0001
Error 46 1.27647667 | 0.02774949
Total 50 2.09651765
Corregido
R-Cuadrado C.V Raiz CME Media de Ancho det Ovario
0.391144 117171 0.166582 1.422353
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Agrupamiento Promedios Niimero de clones Grupos
DUNCAN
A 1.53667 18 1
A
B A 1.42000 15 3
i B A
- B A 1.41900 10 2
B
:_;_'fé B 1.25600 5 4
" c 103667 3 5
Anexo 15,
Analisis de varianza y praeba de Duncan para la variabie dependiente Numero de ¢vulos
por ovario de los clones de cacao Nacional Y de otros origenes de la coleccién de Ecuador,

Fuente de G.L S8.C C.M Valor ¥ Pr>¥F
Variacién
Modelo 4 405.053725 | 101.263431 7.82 <, 0001
Error 46 595.906667 12.954493
Total 50 1000.960392
Corregido
R-Cuadrade Cv Raiz CME Media # de Ovulos por Ovario
0.404665 8.4318 3.599235 42.68627
Agrupamiento Promedios Nitmero de clones Gruapos
DUNCAN
A 49.120 3 4
B 43.767 18 ]
B
C B 42.820 10 2 _
C B E
C B 42,167 3 5 E
C
C 39.260 15 3
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Anexo 16.

Andlisis de varianza y prueba de Duncan para la variable dependiente relacion largo /
ancho de la mazorca de los clones de cacao Nacional ¥y de otros origenes de la coleccion de
Ecuador.

Fuente de G.L S.C C.M Valor F Pr>¥F
Variacion
Modelo 4 0.84471863 | 0.21117966 4.18 0.0057
Emor 46 2.32225000 | 0.05048370
Total 50 3.16696863
Corregido
R-Cuadrade CY Raiz CME Media de Relacién L/A de Mazorca
0.266758 11.35226 (.224686 1.979216
Agrupamiento Promedios Niimero de clones Grupos
DUNCAN
A 2.2967 3 5
A
B A 2.0693 15 3
B
B 2.0230 10 2
B
B C 1.8900 18 1
C
C 1.7520 5 4
L
Anexo 17.

Anilisis de varianza y prueba de Duncan para la variable dependiente Espesor de lomo de
la mazorca de los clones de cacao Nacional y de otros origenes de la coleccién de Ecuador.

Fuente de G.L 5.C C.M Valor ¥ Pr>F
Variacidn
Modelo 4 3.34626059 | 0.83656515 31.97 <, 0001
Error 46 1.20361000 | 0.02616543
Total 50 4.545987059
Corregido
R-Cuadrado Cv Raiz CME Media Espesor de Lomo Mazorca
(.735463 10.96879 0.1 6175“7 1.474706
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Agrupamiento Promedios Nimero de clones Grupos

DUNCAN
A 1.86200 15 3
B 1.45200 5 4
B

C B 132167 18 I

C B

C B 1.29000 3 3

C

C 1.23600 10 2

Anexo 18

Anélisis de varianza y prueba de Duncan para ia variable dependiente Peso de cascara de la
mazorca de los clones de cacao Nacioral ¥ de otros origenes de )a coleccién de Ecuador.

Fuente de G.L S.C C.M Valor F Pr>F
Variacion
Modelo 4 104933.8240 | 26233.4560 4.53 0.0036
Error 46 266411.3977 1 5791.5521
Total 50 3713452217
Corregido
R-Cuadrade C.vV Raiz CME Media Peso de Céscara Mazorea
0.282578 18.79174 76.10225 4049771
Agrupamiento Promedios Niimero de clones Grupos
DUNCAN
A 465.40 3 5
A
A 463.82 5 4
A
B A 440.87 18 I
B
B C 369.29 i35 3
C
C 346.35 10 2
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Anexo 19.

Analisis de varianza y prueba de Duncan

semilla de los clones de cacao Nacional

para la variable dependiente Peso testa de la

Y de otros origenes de la coleccién de Ecuador.

Fuente de G.L 8.C CM Valor ¥ Pr>F
Variacién
Madelo 4 1245833987 | 3.11458497 11.27 <. 0001
Error 46 1271811111 | 0.27648068
Total 50 25.17645098
Corregido
R-Cuadrado LAY Raiz CME Media de Peso Testa Semilla
(+.49484] 22.10214 (1525814 2.379020
Agrupamiento Promedios Nimero de clones Grupos
DUNCAN
A 2.8422 18 1
A
B A 2.7760 5 4
B A
B A 2.4760 10 2
B
B C 2.1700 3 3
C
C 1.6680 I3 3
Anexo 20,

Anilisis de varianza y prueba de Duncan para la variable dependiente Peso de semilla seca
de los clones de cacao Nacional ¥ de otros origenes de la coleccién de Ecuador.,

Fuente de G.L 5.C CM Valor F Pr>F
Variacién
Modelo 4 1.40053359 | 0.33013340 11.2 <. 0001
Error 46 1.43816444 | 0.03126444
Total 50 2.83869804
Corregido
R-Cuadrade C.v Raiz CME Media de Semilla Seca
0.493372 16.78940 0.176818 1.053137

107




Agrupamiento Promedios Nimero de clones Grupos
DUNCAN

A 1.62000 3 3
B 1.11400 b 4
B
B 1.06356 18 1
B

C B 1.04000 15 3

C

C 0.85000 i0 2

Anexo 21.

Anilisis de varianza y prueba de Dunecan

para la variable dependiente Largo de la semilia

de los clones de cacao Nacional y de otros origenes de la coleccién de Ecuador.,
Fuente de G.L S8.C C.M Valer F Pr>F
Variaeion
Modelo 4 2.16900771 | 0.54225193 17.95 <. 0001
Error 46 1.38925111 | 0.03020111
Total 50 3.55825882
Corregido
R-Cuadrado CVv Raiz CME Media de Largo de Semitla
0.609570 8.506592 0.173785 2.042941
Agrupamiento Promedios Numerc de clones Grupos
DUNCAN
A 2.65333 3 5
B 2.19200 I5 3
B
C B 2.09000 3 4
C
C D 1.91944 18 1
D
b 1.83500 10 2
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Anexo 22.

Andlisis de varianza y prueba de Duncan para la variabie dependiente Ancho de la semilla
de los clones de cacao Nacienal y de otros origenes de la coleccién de Ecunador.

Fuente de G.L 8.C CM Valor F Pr>F
Variacion
Modelo 4 (.54999765 | 0.1374994] 11.22 <, 0001
Error 46 0.56385333 | 0.01225768
Total 50 1.11385098
Corregido
R-Cuadrado Cvy Raiz CME Media del Ancho de Semilia
0493780 9.497788 0.110714 1.165686
Agrupamiente Promedios Nimero de clones Gruapos
DUNCAN
A 1.49000 3 5
B 1.25200 5 4
B Z
B 1.19867 15 3 |
B
C B 1.13000 18 1
C
C 1.04000 10 2
Anexo 23,

Andlisis de varianza y prueba de Duncan para la variable dependiente Relacion largo /
ancho de la hoja de los clones de cacao Nacional ¥ de otros origenes de la coleccion de
Ecuador.

Fuente de G.L S.C C.M Valor F Pr>F
Variacion
Moedelo 4 4.00661275 | 100165319 20.17 <, 0001

Ermror 46 228385000 | 0.04964891]

Total 50 6.20046275
Corregido
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R-Cuadrado cCv Raiz CME Media de ia Relacion L/A de Hoja

0.636935 7.507821 0.222820 2.967843
Agrupamiento Promedios Nimero de clones Grupos
PUNCAN

A 3.3893 13 3
B 2.9520 3 4
B

¢ B 2.8083 18 1

C B

C B 27220 10 2

C

C 2.6633 3 5

Anexo 24,

Anilisis de varianza y prueba de Duncan para la variable dependiente Relacién largo /
Jongitud de la base a la parte ancha de la hoja de los clones de cacao Nacional y de otros
origenes de la coleccion de Ecuador.

Fuente de G.L 5.C C.M Valor F Pr>F
Variacion
Modelo 4 1.60410007 | 0.40102502 29,38 <. 0001
Error 46 0.62784111 | 0.01364872
Total 50 223194118
Conregido
R-Cuadrado Ccy Raiz CME Media de la Relacién L/LBA Hoja
0.718702 5.694012 0.116828 2.051765
Agrupamiento Promedios Namero de Clones Grupos
DUNCAN
A 2.31400 15 3
B 1.99444 18 1
B
cC B 1.96800 5 4
C B
C B 1.89333 3 3
C
C 1.85100 10 2
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Anexo 25.

Analisis de varianza y prueba de Dunean para la variable dependiente Angulo basal de {a
hoja de los clones de cacao Nacional y de otros origenes de a coleccion de Ecuador.

Fuente de G.L S.C C.M Valor F Pr>¥
Variacion
Modelo 4 5671.09535 | 1417.77384 16.21 <. G001
Error 46 6386.26831 158.83192
Total 50 12057.36366
Corregido
R-Cuadrado Ccv Raiz CME Media del Angulo Basal de Hoja.
0.470343 10.79763 1178270 109.1229
Agrupamiento Promedios Niimero de clones Grupos
DUNCAN
A 158.120 5 4
B 123.657 3 5
C 105.027 135 3
C
C 104,872 18 i
C
C 104.060 10 2
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