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RESUMEN

Theobroma cacao L. es la Unica especie del género Theobroma que se explota comercialmente en
grandes extensiones, registrando en la actualidad una amplia distribucion mundial, a través de
programas de desarrollo directamente influenciados por factores vinculados al mercado y por los
intereses de productores, comerciantes, industriales y consumidores. En este estudio se evaluaron
12 clones de cacao por medio de marcadores moleculares utilizando 10 secuencias microsatélites
(SSRs), como un estudio piloto antes de un ensayo a mayor escala. Los datos se procesaron
mediante el programa Power Marker Versién 3.25. Se estimaron las frecuencias alélicas y luego se
generd una matriz de distancias genéticas basada en el coeficiente de Nei. Utilizando el algoritmo
de agrupamiento UPGMA se generd el dendrograma correspondiente. El analisis de diversidad
mostré un indice de diversidad genética total de 0,6944 considerado intermedio para los materiales
evaluados. La estimacion de la heterocigosidad promedio fue de 0,58579 y de promedio del
contenido de informacion polimérfica de 0,6523. En este estudio los marcadores mTcCIR6,
mTcCIR25, mTcCIR26 y mTcCIR12 son los mas informativos y polimérficos. Se recomienda
relacionar los resultados de diversidad genética con caracteres morfo-agronémicos y de
patogenicidad en los distintos clones de cacao a fin de consolidar estrategias eficaces de
mejoramiento y control de enfermedades.

PALABRAS CLAVE:
Theobroma cacao L., microsatélites, diversidad genética, fitomejoramiento, germoplasma.

Theobroma cacao L. CLONES MOLECULAR CHARACTERIZATION USING MOLECULAR
MICROSATELLITE MARKERS

ABSTRACT

Theobroma cacao L. is the only Theobroma species that is commercially exploited in enormous
extensions, registering presently wide distribution worldwide through development programs directly
influenced by factors linked to the market and the producers, traders, industrials, and consumers’
interests. In this study 12 cacao clones were evaluated by means of molecular markers using 10
microsatellite sequences (SSRs) as a pilot study before a test at a greater scale. The data were
processed using the Power Maker Version 3.25 program. The allelic frequencies were stimated and
a genetic distance matrix was developed based on the Nei coefficient. Using the UPGMA grouping
algorithm the corresponding dendrogram was generated. The diversity analysis showed a total
genetic diversity index of 0.6944 considered intermediate for the materials evaluated. The average
heterozygocity estimate was 0.58579 and the average polymorphic information content was 0.6523.
In this study markers mTcCIR6, mTcCIR25, mTcCIR26 and mTcCIR12 are the most informative and
polymorphic ones. It is recommended to relate the genetic diversity results with morpho-agronomic
and pathogenicity characters in the different cacao clones in order to consolidate efficient strategies
for disease improvement and control.
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INTRODUCCION

El cacao, Theobroma cacao L., es una especie de origen neotropical que se desarrolla entre los 18°
de latitud norte y los 15° de latitud sur (Cuatrecasas, 1964 citado por Girén, Tortolero y Sanchez.,
2007). Pertenece a la familia Sterculiaceae y su crecimiento estéa restringido a biotopos de zonas de
alta pluviosidad, donde las plantas se desarrollan asociadas a bosques naturales de manera
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permanente. Ademas, es la Unica especie del género Theobroma que se explota comercialmente en
grandes extensiones. Registra en la actualidad una amplia distribucion mundial, lo cual ha sido
posible gracias a diversos programas de desarrollo y mercadeo, asociados a la demanda creciente
de los numerosos productos derivados del cacao (Girén et al., 2007).

Los principales productores son los paises africanos. Costa de Marfil concentra el 40% de la
produccion mundial, Ghana y Nigeria participan con el 13% y 10%, respectivamente. Colombia se
ubica como noveno productor mundial después de Brasil, Camerun, Ecuador y Malasia, con una
participacion pequeia de 1,5% (Agrocadenas, 2005).

En Colombia, el cultivo de cacao se desarrollé con base en materiales genéticos hibridos obtenidos
por cruzamientos entre clones trinitarios y amazonicos y, en buena proporcion, hijos de hibridos; por
ello cobra gran importancia el estudio genético de los clones en relacion con su potencial de uso
para dirigir los cruzamientos en los programas de mejoramiento. Ademas, es muy bajo el porcentaje
del area sembrada que esta establecido con materiales genéticos provenientes de clones
extranjeros. De acuerdo con la Compafiia Nacional de Chocolates, el 30% de la superficie cacaotera
estd sembrada con materiales comunes, el 67% con hibridos y solo el 3% con clones. Actualmente,
se estan produciendo plantulas clonadas de materiales élite, que han demostrado resistencia a
enfermedades y productividades entre 1 y 2 ton/ha (Agrocadenas, 2005).

La caracterizacion de la biodiversidad de los recursos fitogenéticos esta considerada entre las lineas
de investigacion estratégicas a nivel mundial, debido a que se perfila como la estrategia fundamental
para la solucion de los problemas actuales de los cultivos, a través del mejoramiento genético
asistido por marcadores moleculares, la adaptacion a los cambios climaticos y el desarrollo de
nuevas alternativas de produccion (Virk, Ford-Lloyd, Jackson y Newbury, 1995).

En los ultimos afios, con el advenimiento de técnicas basadas en la manipulacion del ADN, se ha
desarrollado una nueva generacién de descriptores, los marcadores moleculares, que permiten una
identificacion genotipica precisa; se denomina huellas dactilares de ADN “DNA finger printing”
(Tolares, Marcucci y Harrond, 2005).

Los marcadores moleculares se caracterizan por estar ampliamente distribuidos en todo el genoma,
tener herencia mendeliana y no estar influenciados por el medio ambiente, por lo cual resultan
adecuados para su utilizacion en la identificacion varietal de especies y la caracterizacion de la
diversidad genética. Los microsatélites (Single Sequence Repeats, SSRs) son marcadores
moleculares altamente polimoérficos, y su caracteristica de ser codominantes los potencia como una
herramienta muy poderosa para generar una identificacion confiable de organismos y permitir una
evaluacion adecuada de la diversidad genética (Tolares et al., 2005).

En las variedades de cacao, los estudios de diversidad utilizando marcadores moleculares son mas
bien escasos. Quiroz (2002) realiz6 una caracterizacion molecular de 63 genotipos de cacao
procedentes de Costa Rica y una evaluacion morfolégica de 51 clones de la estacion experimental
de Pichilingue (Ecuador), ademas de tres genotipos de referencia de los tipos genéticos trinitario
(UF-676), forastero amazoénico (Matina) y criollo (Criollo-36); el dendrograma para los 63 clones de
cacao, demostré la no-conformacion de grupos genéticos especificos, pero si separados por su
origen y constitucion genética. En otro estudio Cryer, Fenn, Tumbull y Wilkinson (2006) realizaron el
primer esfuerzo para la sistematizacién de microsatélites a nivel internacional. Palacio (2007) realizé
una caracterizacion molecular de Theobroma cacao L., con marcadores moleculares AFLP, en la
que obtuvo un total de 250 marcadores que fueron evaluados en 13 clones de interés comercial
provenientes de una zona cafetera marginal de Colombia. Marcano, Morales, Hoyer, Courtois y
Risterucci (2009) utilizaron la técnica de mapeo genético analizando caracteristicas importantes
para el cultivo del cacao, ademas, se detectd el grado de variacion o polimorfismo en las muestras
fenotipicamente distintas, asi como la formacion de dos grupos genéticos, el primero incluyé clones
de origen trinitario y el segundo clones de tipo trinitario y forastero.

En este trabajo se realiza un analisis molecular preliminar de la diversidad genética de 12 clones de
Theobroma cacao L. de importancia econémica, mediante el uso de marcadores moleculares
microsatélites (SSRs), en procura de un primer acercamiento a la caracterizacién de la diversidad
genética de materiales con valor agronémico para los programas de fitomejoramiento de los
cultivares de cacao de nuestra region y del pais.

MATERIALES Y METODOS
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La colecta del material vegetal se realizé en la Granja Luker ubicada en la region de Santagueda,
del municipio de Palestina (Caldas). Tiene una extensién de 22,5 hectareas y se ubica a 1050
msnm. Presenta una precipitacion promedio anual de 2200 mm de lluvia muy bien distribuidos, brillo
solar de 2.200 horas y temperatura promedio de 23°C (Casa Luker, 2007). De cada planta se
colectaron hojas jovenes y en buen estado fitosanitario que fueron envueltas en papel aluminio,
rotuladas y almacenadas en una nevera de icopor con hielo hasta su respectivo procesamiento en el
Laboratorio de Genética de la Universidad de Caldas, con el fin de evitar la fenolizacion de las hojas.
Se maceré en un mortero con nitrégeno liquido aproximadamente 1 g de hojas jovenes. El material
sobrante se almacen6 como respaldo a -20°C.

Los clones evaluados fueron: seis materiales de origen trinitario: CCN51, ICS1, ICS39, ICS60,
ICS95 y TSH565; y seis materiales de origen forastero: EET8, IMC67, Luker21, Luker40, PA150 y
P7, seleccionados segun criterios de productividad.

Para la extraccion de ADN se uso el protocolo descrito por Doyle y Doyle (1990) y Doyle (1991),

modificado por Marquez (2003). El tampon de extraccion incluye CTAB y B-mercaptoetanol, y la
purificacion de ADN se realiz6 con cloroformo-alcohol isoamilico. La calidad y cantidad del ADN total
extraido se evalud en geles de agarosa al 0,8% tefiidos con bromuro de etidio y visualizados en luz
ultravioleta. La estimacion de la concentracion aproximada de ADN se hizo por comparacion con un
estandar. EI ADN se almaceno a -20°C hasta su utilizacion.

Para la amplificacién de los microsatélites por PCR se utilizd el protocolo de estandarizacion de
perfiles térmicos de McCouch (2002). La optimizacién de perfiles para PCR se desarrollo asi:
desnaturalizacion inicial 96°C por 2 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion 96°C por 1
minuto, acoplamiento 46 o 51°C (segun el iniciador) por 1 minuto y un tiempo de elongacién 72°C
por 2 minutos. Una extension final 72°C por 5 minutos y enfriamiento a 10°C por 10 minutos.
Conservacioén a 4°C hasta evaluacion electroforética.

Se utilizaron 12 secuencias de iniciadores especificos para genoma nuclear de materiales de cacao
adaptados de Cryer et al. (2006), y seleccionados por su valor de heterocigosidad segun estos
autores (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencias de marcadores moleculares microsatélites. Secuencias de 12 iniciadores de
PCR para microsatélites de genoma nuclear de Theobroma cacao L. utilizados para el analisis de

diversidad.
Marcador Secuencia de los inidadores (5" = 3
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Los productos del amplificacion se separaron por electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida al 4%, y se observaron mediante tinciéon con nitrato de plata segun el protocolo
adaptado de McCouch (2002).

Analisis estadistico

Los datos de genotipos se procesaron mediante el paquete estadistico Power Marker Version 3.25
(Liu y Muse, 2005), con el cual se estimaron los parametros genéticos. Las distancias fenéticas
permitieron generar una matriz de distancias entre las unidades taxondémicas operativas (UTO)
calculadas a partir de los patrones de bandas. Las distancias se definen como 1-S, siendo S el
coeficiente de similitud; el cual se estimo por el coeficiente de Nei:

s = 2a
YT (2a+b+e)

Donde, Sij es la similitud entre las UTO iy j; a es el nimero de bandas presentes en ambas UTO i y
j; b es el numero de bandas presentes en i y ausentes en |, y ¢ es el numero de bandas presentes
en j y ausentes en i. La distancia fenética para la construcciéon de la matriz de distancias y el
dendrograma se define como 1-Sij. Para la construccion del dendrograma se realizé el analisis de
agrupamiento aplicando el algoritmo UPGMA (ligamiento promedio utilizando la media aritmética no
ponderada) (Sneath y Sokal, 1973). Las frecuencias alélicas se estimaron utilizando la expresion:

Donde nu representa los conteos totales de alelos de tipo u y 2n es el numero total de alelos en un
locus dado.

A,

La diversidad genética se evalud a partir de tres estimaciones: el nimero de alelos por locus ( )

la heterocigosidad (H: ) y el indice de diversidad genética (D: ), La estimacion de la
heterocigosidad para un locus dado es simplemente la proporcion de individuos heterocigéticos en

dicho locus:
K
H! =1- E Fl!:.':.'
u=1

Donde * [uues la frecuencia genotipica observada de individuos homocigéticos uu en el locus 1 y la
sumatoria se hace a lo largo de todos los alelos del mismo locus.

La diversidad genética, también referida como heterocigosidad esperada, se define como la
probabilidad de que dos alelos de un mismo locus escogidos al azar sean diferentes:

&
D= (1- ) #2)
u=1

Y

Donde P es la frecuencia alélica observada del alelo u en el locus | y la sumatoria se hace a lo
largo de todos los alelos del mismo locus.

El contenido de informacién de polimorfismo o PIC: (Polymorphism Information Content) es una
estimacion de diversidad que permite clasificar los marcadores genéticos segun su nivel de
polimorfismo (Botstein, White, Skolnick y Davis, 1980). Se estim6 a partir de la expresion:
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RESULTADOS

Algunos materiales de cacao resultaron ser recalcitrantes para la extraccion de ADN, en particular,
al material Luker21 no fue posible hacerle una extraccion de buena calidad, por lo cual se necesitd
trabajar con muestras frescas y extremar las medidas de control de fenolizacion del tejido vegetal.
En cuanto a los marcadores, dos de ellos no permitieron obtener amplificaciones legibles en los
geles, por lo cual hubo que prescindir de ellos. Los resultados finales de este estudio incluyen 11
materiales de cacao analizados genéticamente mediante los 10 mejores marcadores microsatélites
en términos de amplificacion y polimorfismo. Un ejemplo de marcador polimoérfico se presenta en la
Figura 1.

Figura 1. Amplificacion del gen marcador mTcCIR25.

1 2 3 4 § BT % % 10 M1 L

1
| et
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Gel desnaturalizante de poliacrilamida al 4%. Carriles numerados de izquierda a derecha: 1,
marcador de peso molecular (25 pb); 2, ICS60; 3, ICS1; 4, ICS95; 5, TSH565; 6, EETS; 7, ICS39; 8,
CCN51; 9, Luker40; 10, Luker21; 11, IMC67; 12, P7; 13, PA150; 14, marcador de peso molecular
(25 pb).

Las estimaciones de diversidad genética se realizaron para 11 materiales de cacao utilizando 10
marcadores microsatélites. Estas incluyeron el numero de alelos por locus, la heterocigosidad por
locus, la diversidad genética o heterocigosidad esperada y el contenido de informacién polimorfica.
Los datos se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Estimaciones de la diversidad genética. Se calcularon tres estimadores de diversidad para

los 10 mejores marcadores evaluados en 11 clones de Theobroma cacao L. de la Granja Luker: A"

, nimero de alelos por locus; | heterocigosidad por locus; [, diversidad genética o

heterocigosidad esperada; y FIC1 contenido de informacién polimorfica.
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Marcador | A, H, D, PIC,
mTcCIRE g 0.8179 0.8611 0,8468
mTcCIRT 3 0,5400 0.8527 0,5994
mTcCIRS 3 05935 05833 0,5295
mTcCIR11 | 3 10,3930 0.,0833 0,5295
mTcCIR1Z | 5 0.7871 0,7838 0,7393
mTcCIR18 | 3 05221 0,6250 0,06593
mTcCIR25 | 8 05178 10,8194 0,7956
mTcCIR26 | 6 07750 0.8050 0,7818
mTcCIR33 | 2 0,2135 04861 0.4235
mTcCIR4D | 4 0,7180 05416 0,4593
Promedio 0,58579 0,6944 0,6523

El andlisis de agrupamiento también incluye los 11 materiales que permitieron una mejor calidad del
ADN, y los 10 marcadores microsatélites que arrojaron las mejores amplificaciones. Los resultados
se presentan en la Figura 2.

Figura 2. Dendrograma de agrupamiento de los materiales de cacao.
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Se utilizaron 10 marcadores microsatélites aplicados a 11 clones de Theobroma cacao L. El
dendrograma se construy6 utilizando la distancia entre UTO (1-S) a partir del coeficiente de similitud
de Nei y el método de agrupamiento UPGMA. A la derecha se indica el origen de los materiales
(trinitarios y forasteros) y en 6valos dos materiales forasteros que agruparon con el conjunto de los
trinitarios.

DISCUSION

Este estudio piloto, en el cual se evaluaron once clones de Theobroma cacao L. utilizando diez
marcadores moleculares microsatélites, sugiere que, a pesar de tratarse de materiales propagados
clonalmente y de utilizacion comercial, en general existe un nivel importante de diversidad genética
en los materiales de cacao conservados en la Granja Luker, diversidad que supone un potencial
valioso que puede ser explotado favorablemente en beneficio del fitomejoramiento de este cultivo.
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Se encontré que el cacao es recalcitrante a la extraccién de ADN por tener una alta tendencia a la
fenolizaciéon de las muestras, ante esto se recomienda la utilizacion de columnas de purificacion
para garantizar una 6ptima calidad en los resultados de amplificacién de microsatélites por PCR.

Los marcadores mTcCIR6 y mTcCIR25 mostraron mayor polimorfismo con un total de ocho alelos.
Los marcadores mTcCIR12, mTcCIR26 y mTcCIR40 mostraron seis, cinco y cuatro alelos,
respectivamente. Los marcadores mTcCIR7, mTcCIR8, mTcCIR11 y mTcCIR18 presentaron tres
alelos cada uno, y el iniciador con menor nimero de alelos fue el mTcCIR33 con solamente dos.
Estos datos sugieren que, para el numero limitado de muestras evaluadas, existe un nivel de
polimorfismo importante en estos marcadores genéticos, expresado como numero de alelos por
locus.

Todas las estimaciones de diversidad genética realizadas, incluyendo numero de alelos por locus,
heterocigosidad por locus, diversidad y contenido de informacion polimérfica, indican que los
marcadores mTcCIR6, mTcCIR12, mTcCIR25 y mTcCIR26, presentan la mayor variabilidad entre
los clones evaluados, y por lo tanto, un mayor poder discriminante. Estos resultados concuerdan con
lo hallado por Cryer et al. (2006), quienes registran que estos marcadores presentan la mayor
cantidad de alelos y se constituyen como altamente polimoérficos y representativos para la especie.

Por esta razon, estos marcadores deberian incluirse prioritariamente en los estudios de
caracterizacion, definicion de origen probable y, en general, para la evaluacion de la diversidad
genética en los diferentes materiales de cacao, especialmente si se planea abordar un estudio a
mayor escala con un mayor numero de muestras de diferentes localidades, o si se piensa en
conformar una coleccidon nuclear (core collection) que represente la mayor diversidad genética
posible con el menor nimero de materiales, a fin de reducir los costos de mantenimiento.

En cuanto a la estructura genética que revelo el andlisis de agrupamiento, se puede apreciar que el
analisis del dendrograma permite separar los materiales evaluados en dos grupos principales, uno
de ellos compuesto por seis materiales de procedencia trinitaria (CCN51, ICS39, TSH565, ICS1,
ICS60 e ICS95) y dos materiales forasteros (EET8 y PA150), que presentan origenes hibridos entre
forasteros y trinitarios, lo cual explica esta tendencia de agrupacién. El otro grupo, se compone de
tres materiales forasteros exclusivamente (IMC67, Luker40 y P7). La asociacién de los clones con
su sitio de origen concuerda con lo reportado por Quiroz (2002) y Marcano et al. (2009). Esto
sugiere que es posible utilizar los marcadores mas polimérficos de este estudio, complementandolos
con algunos adicionales, con el fin de desarrollar una herramienta molecular que ayude en el
diagnostico de origen probable de los materiales de cacao o de algunos de sus productos derivados.
En el mismo sentido, es posible también utilizar esta estrategia para evaluar el grado de introgresion
genética de los materiales hibridos que se obtienen durante los programas de mejoramiento.

Cuando se analizaron los resultados de los patrones de bandas detalladamente, se encontré que los
materiales forasteros que agruparon juntos en el dendrograma, Luker40, P7 e IMC67, difieren entre
ellos en cuatro alelos. En el grupo conformado mayoritariamente por materiales trinitarios, se
encontré que los materiales ICS60 e ICS95 presentan el mismo ndmero de alelos con un perfil de
bandeo casi idéntico, mientras que los materiales ICS1 e ICS39 difieren de los anteriores en tres y
seis alelos respectivamente, mostrando que, a pesar de pertenecer a la variedad Imperial College
Selection, existe gran diversidad genética dentro de esta coleccion que debe ser estudiada mas
ostensiblemente para ser aprovechada en programas de mejoramiento del cultivo de cacao.

En Colombia han sido insipientes los estudios de diversidad genética en cacao utilizando
marcadores moleculares microsatélites, solo se registran dos trabajos en la especie para el pais, por
lo tanto se considera de gran importancia este analisis aportando un conocimiento preliminar a nivel
molecular y de variabilidad genética para Theobroma cacao L., en Caldas. Ademas, se hace
evidente y necesario que este tipo de investigaciones se integren a otras areas como: mejoramiento
genético, conservacion, control biolégico y asi apuntar a desarrollo de programas para el
fitomejoramiento de los cultivos.
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