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Resumen

El presente estudio abarcé una muestra de 44 ar-
boles de cacao Theobroma cacao L. pertenecientes
a cuatro poblaciones de la RAAS-Nicaragua: Nue-
va Guinea, El Rama, Muelle de los Bueyes y de la
Estaciéon Experimental El Recreo-INTA. De estas,
39 fueron molecularmente analizadas utilizando un
conjunto de 10 microsatélites (SSR) de ADN. Para
los 10 locus implementados se logré la amplificacién
de 58 alelos, con un promedio de 5.8 alelos por lo-
cus. La poblacién de Nueva Guinea presentd el ma-
yor average con 4.8 alelos por locus, polimorfismo
de 100%, mayor heterocigosidad observada (Ho=
0.556) y mayor nimero de alelos efectivos (Ne=
0.29). Para todas las poblaciones estudiadas el valor
de la heterocigosidad observada (Ho) fue de 0.49.
La poblacién de Muelle de los Bueyes present6 el
mayor indice de diversidad genética (Fst=0.135).
El valor total del Coeficiente de Diferenciacion (Fst)
para todas las poblaciones fue de 0.12. Este valor
permite catalogar a la diversidad genética del cacao
de la RAAS con un nivel de moderada. El estudio
filogenético demostré que las poblaciones de El Re-
creo-INTA, Muelle de los Bueyes y Nueva Guinea
estan mas emparentadas entre si y més distantes filo-
genéticamente de la poblacién de El Rama.

Palabras claves: microsatélites, germoplasma, di-
versidad genética

Clasificaciéon taxonémica: Eukaryota; Viridi-
plantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta;  eudicotyledons;
core eudicotyledons; rosids; eurosids II; Malvales;
Malvdceas; Byttnerioideae; Theobroma; Theobroma
cacao.

Introduccion

Theobroma cacao (2n=2X=20) cuyo genoma es
de 390 Mb y esta distribuido en 10 cromosomas, es
una especie neotropical encontrada en América en
un rango de 20° N y 20° S. Entre estos paralelos se
ubica la regién Mesoamericana, la cual es conside-
rada la zona de domesticacion del cacao (Hender-
son, 2007). Ademas, fue la primera regién donde los
conquistadores esparioles entraron en contacto con
la planta de cacao vy sus productos. Se considera a
Cristébal Colén como el primer europeo en estable-
cer contacto con el cacao, bajo la forma de semilla
seca, en las costas de lo que hoy es el moderno Be-
lice. Pero no fue hasta en 1855 donde se presenta el
primer reporte sobre el cacao atribuido a Oviedo vy
Valdez. En su reporte suministré una completa des-
cripcién del arbol, su cultivo, uso de sus productos
asi como las ceremonias asociadas con la bebida del
cacao. Estas observaciones las escribié Oviedo y Val-
dez durante su estadia en Nicaragua (Bartley, 2005).

El cacao en Nicaragua

El sector productivo cacaotero en Nicaragua esta
siendo afectado por multiples factores. La incidencia
de enfermedades, la desordenada propagacién del
material genético, el abandono o limitada atencién
del cultivo, las precarias vias de comunicacién, el
poco control en el proceso de fermentado, mezcla de
variedades, entre otros, son los principales factores
que inciden en la productividad y precios del cacao
nacional. Sin embargo, la zona cacaotera de la Re-
gién Auténoma Atlantico Sur (RAAS) de Nicaragua
ha emprendido un decidido proceso de reactivacion,
por revertir y controlar los factores mencionados.

El presente estudio es evidencia tangible del esfuerzo
multilateral del sector productivo de la zona y tiene
como objetivo central conocer el estado de la di-
versidad genética y la estructura poblacional de los
cacaotales en Nueva Guinea, El Rama y Muelle de
los Bueyes. Este esfuerzo apunta a la necesidad de
mejorar genéticamente los cacaotales de la regién,
para incidir positivamente en la produccién y otros
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Ecologia Molecular:
metodologia
interdisciplinaria que
involucra la interaccion
entre genotipo, fenotipo y
ambiente.

Genoma: material
genético completo
presente en cada célula
del organismo.

Gen: (1) unidad de la
herencia transmitida
de generacion en
generacion durante la
reproducciéon sexual o
asexual (2) Segmento
del ADN que codifica
para una proteina.

Diversidad genética:
variaciones exhibidas

y heredables por

los individuos de
poblaciones creadas,
mejoradas o mantenidas
por las fuerzas selectivas.

Germoplasma: un
individuo o grupo de
individuos representando
a un genotipo, variedad
0 especie mantenida en
una coleccion.

Clon: Grupo de plantas
genéticamente idénticas
las cuales han sido
generadas por medio
de la propagacion
vegetativa.

beneficios colaterales,
pero antes de mejorar
hay que conocer el es-
tado del germoplasma.

Es en este punto donde
indagar sobre diversi-
dad genética del cacao
de la regién tiene re-
percusiones en la sos-
tenibilidad productiva
vy no en la dinédmica
volatil de los precios
internacionales.

En Nicaragua las plan-
taciones de cacao se
desarrollaron en base
a materiales genéticos
hibridos obtenidos por
cruzamientos entre tri-
nitarios y amazoénicos,
y por otro lado por
plantaciones enddge-
nas de cacao criollo
(cacao fino), aunque se
desconoce el impacto
de la biodiversidad de
estas Ultimas. Por mu-
cho tiempo los produc-
tores, por medio del
intercambio social de
semillas, han sido los
encargados de la pro-
pagacién de los arbo-
les de cacao, los cuales
no fueron obtenidos
de jardines clonales o
programas de mejora-
miento, si no mas bien
de un proceso de selec-
cién aleatorio.

Sin embargo, otro tan-

to ha sido introducido de materiales genéticos ex-
tranjeros. Debido a estos factores los cacaotales de
la zona se encuentran caracterizados por una gran
variedad de tipos de cacao en una misma plantacién
(Buchert, 2008).

Sobre la plataforma del material genético y el manejo
del cultivo existentes en el pais, Nicaragua representa
una produccién total de 1,500 - 2,000 toneladas mé-

genética del cacao en la RAAS.

tricas por ano, producidas en 6,500 hectareas (ha),
pertenecientes a igual nimero de pequenos produc-
tores. Ademas, presenta un rendimiento aproximado
de 3.5gg/mz, con un rango de precio de 1- 3 U$ /lbs
(Buchert, 2008).

Una de las principales preocupaciones del mercado
mundial del cacao es la capacidad que tengan los
paises productores de abastecer al mercado, perma-
nentemente, con cacao de fina calidad.

También el mercado demanda semillas de alta ca-
lidad nutricional e industrial para la elaboracién de
los productos derivados del cacao. En este aspecto
la RAAS, por sus especificas condiciones agro eco-
légicas, tiene el potencial de ofertarle al mercado in-
ternacional granos de excelente calidad y con valor
agregado, como son los altos contenidos de aceite
de cacao, grupos polifendlicos (antioxidantes) y ter-
penos (sabor y aroma) (Othman, 2007; Niemenak,
2006). Estos dltimos se destacan en el consumo de
cacao para la prevencién de enfermedades cardio-
vasculares y el sabor especifico del mismo.

En conclusidon, el objetivo del presente estudio es
establecer el grado de variaciéon genética entre las
poblaciones de cacao cultivadas en las zonas de es-
tudio, asi como también determinar la diversidad
genética del cacao de la zona y extrapolarla con po-
blaciones élites de cacao de otras regiones del pais,
inclusive de otros paises.

Caracterizacion de la RAAS

La Regién Auténoma del Atlantico Sur de Nicaragua
(RAAS) se localiza en la parte sur-este del pais, entre
los 11° 41’ y 13° 06’ de Latitud Norte y entre los
83° 03" y 85° 07’ de Longitud Oeste. El clima en
la Regién del Atlantico Sur es lluvioso, presentan-
do una precipitacién promedio anual de 2,500 mm.
La temperatura es bastante uniforme, registrando un
promedio 27° C.

La vegetacién original de la RAAS era el bosque
himedo tropical o pluvioselva, el cual se ha visto
reducido por causas como el despale para extender
la ganaderia, la deforestacién causada por el corte
comercial de arboles sin reposicién, el avance de la
frontera agricola, especialmente en la zona del Rama
vy Nueva Guinea, v el efecto desvastador de los hu-
racanes sobre los remanentes de bosques. Debido a
los efectos apuntados, es posible que toda la RAAS
pierda sus ultimos bosques para el afio 2015.
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La RAAS esta dividida administrativamente en 11
municipios, de los cuales tres fueron incorporados en
el presente estudio: El Rama, puerto fluvial y de ac-
tivo comercio, Muelle de los Bueyes donde su princi-
pal actividad es el comercio y la ganaderia, y Nueva
Guinea, una zona ganadera que desde hace 30 anos
se impuso a una antigua selva, ya casi desaparecida
y rodeada de numerosas colonias agricolas.

Diversidad genética del cacao

El género Theobroma contiene 22 especies. De to-
das éstas Theobroma cacao es la unica especie cu-
yas semillas son utilizadas para la elaboracién de los
productos industriales v alimenticios. Si bien The-
obroma cacao reporta una amplia variedad, por otro
lado los cultivares comerciales poseen una estrecha
base genética (Schnell, 2005). Los primarios tipos de
cacao cominmente se refieren como Forastero, Tri-
nitario (hibrido entre Forastero y Criollo) y el Criollo.
Aunque otros autores proponen la clasificacién de la
especie en 10 clusteres o grupos: Maranén, Curaray,
Criollo, Iquitos, Nanay, Contamana, Amelonado,
Puris, Nacional y Guiana (Motamayor, 2008).

Adicionalmente, otros especialistas plantean dividir
al Theobroma en dos sub-especies: cacao y sphaeo-
rocarpum, las cuales corresponden al Criollo y Foras-
tero (De la Cruz, 1995), quienes segin las posicio-
nes de diversos autores evolucionaron de dos areas
geogréficas diferentes: Centroamérica y Suramérica.
Sin embargo, otros autores consideran que los tipos
Criollo y Trinitario deberfan ser considerados como
cultivos tradicionales y no como grupos genéticos
(Motamayor, 2002). Asimismo la cuenca del Amazo-
na es considerada como el area que presenta mayor

diversidad (Gentry, 1988).

Otro elemento impor-
tante a considerar en
la diversidad genética
del cacao es el siste-
ma de reproduccién
imperante en cada
grupo genético. En los
individuos silvestres el
sistema de reproduc-
cién es de poliniza-
cién cruzada, debido
al sistema de auto
incompatibilidad. Por
otro lado, en los tipos
cultivados comercial-
mente son autbgamas
(autocompatibles).

Cacao fino: es un tipo de
cacao que se caracteriza
por su aroma y sabor
superior (dulce, sabor a
nueces o frutas y suave).

Variedad: Subdivision
natural de una especie
que muestra caracteres
morfolégicos distintos.
2. Categoria especifica
de una planta de
cultivo, seleccionada
tomando como base su
homogeneidad fenotipica
(algunas veces la
genotipica).

Qué son los
Marcadores Moleculares?

La caracterizacién e identificacién tradicional de las
variedades de los cultivos se ha basado en el empleo
de caracteres morfolégicos y/o agronémicos, como
son el tamano y la cantidad de semillas, precocidad
de germinacién, crecimiento, etc. No obstante, el uso
de marcadores morfolégicos en las plantas tiene mu-
chas limitantes, pues su expresion puede estar sujeta
a factores ambientales. Con frecuencia estos marca-
dores sélo es posible evaluarlos a nivel de toda la
planta y cuando ésta llega a su estado adulto. En el
caso del cacao representa una espera de 4 a 5 anos.

A la par de los marcadores morfolégicos se incorpo-
r6 otro tipo de marcadores conocidos como marca-
dores moleculares, que superan las limitaciones de
los marcadores agronémicos. Sus ventajas son: fe-

Cuadro 1. Distribucion de areas de Explotacion Agropecuaria (EA) por municipios de la

RAAS-Nicaragua.

Municipio Total % Total | Superficie | % del territorio Cultivo de cacao
EA’s RAAS | RAAS (mz) | RAAS
EA’s mz | % del territorio
Nueva Guinea 5,831 26 323, 718.04 16 573 673 0.2
El Rama 3,911 17 356, 415.10 18 164 200 0.05
Muelle de los Bueyes 1, 989 9 168, 520.06 8 88 65 0.03
Total 11,731 52 848, 653.20 42 825 938 0.28

Fuente: Il Censo Nacional Agrario, Instituto Nacional de Estadisticas y Censo (INEC).
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notipicamente neutros,
presentan mayor segre-
gacién o polimorfismo
que los morfolégicos,
pueden ser evaluados
desde los primeros es-
tados de desarrollo de
autofecundacién que se | las pléntulas, son apli-
da de manera natural cables a cualquier tipo
en muchas plantas y de material vegetal,
en algunos animales son independientes de
primitivos. la época del ano en
que se realiza el andli-
sis, permiten la identi-
ficacién correcta de la
variedad sin necesidad
de tener que recurrir al
monitoreo de muchos
caracteres  morfolégi-
cos y estan libres de las
variaciones epigenéti-
cas (Nuez, 2000).

Endogamia:
Apareamiento entre
individuos que tienen
uno o mas antepasados
en comun. El caso

mas extremo es la

Consanguinidad:
Relacion por
ascendencia de un
antepasado comun.

Marcadores
moleculares: marcador
genético el cual es

asistido a nivel del ADN. .
Dentro del conjunto de

marcadores molecula-
res sobresalen los de
ADN. En el estudio se
utilizaron los marcado-
res de ADN conocidos
como Microsatélites
o Secuencias Simples
Repetidas (SSR). Los
microsatélites son re-
giones de secuencias cortas, de dos a 10 pares de ba-
ses repetidas, arregladas en serie, las cuales se asume
que son altamente variables y distribuidas aleato-
riamente por todo el ADN del cultivo en estudio
(Azofeifa-Delgado, 2006). En la presente investiga-
cién se utilizaron 10 marcadores SSR disenados para
el genoma del cacao. En la seccién de suplementos
(S3) se presenta la secuencia de estos microsatélites
de ADN. A manera de ilustracién a continuacién pre-
sentamos uno de ellos, conocido con el cédigo de
mTc CIR18. Este marcador cuenta con dos pares de
bases (GA) que se repiten 12 veces.

Variacion epigenética:
Variacion no hereditaria
y reversible, a menudo
resultado de un cambio
en la expresion génica
consecuencia de la
metilacion del ADN.

mTc CIR 18: GAGAGAGAGAGAGAGAGAGA-
GAGA (GA)12

Estas regiones pueden o no estar asociadas a ge-
nes. Dado que la repeticién por si misma no codifica
para formar ninguna proteina, y debido a que las

secuencias de ADN repetitivo pueden recombinarse
y expandirse mas frecuentemente que otros tipos de
secuencias, estas regiones son altamente variables
y consecuentemente Utiles para medir la diversidad
genética o estructura poblacional de los cultivos.

Es debido a estas virtudes que el presente proyecto
se propone la utilizacién de marcadores microsatéli-
tes (SSR) en la caracterizacién molecular del germo-
plasma de cacao cultivado en la RAAS, investigacién
sin precedentes en el &mbito nacional.

Materiales y métodos

Presentacién y validacién del estudio: Previo
a la iniciacién del estudio, éste fue presentado a los
productores locales, asociaciones, ONG y entidades
del Estado representantes de la zona (ver suplemento
S1). Con ellos se discutié sobre la pertinencia y nivel
de involucramiento. Para alcanzar dicho objetivo se
desarrollaron dos talleres. El primero se realizé en
febrero del 2008 en el auditorio de la URACAAN,
en El Rama, y el segundo en abril del 2008 en la
BICUS, Nueva Guinea. A través de la participacién
de los asistentes se logré elaborar y consensuar la
ficha técnica para el levantamiento de los caracteres
agro-morfolégicos que acompanaran a los caracteres
genotipicos del ADN, asi como también la organiza-
cién del proceso de muestreo. Con la informacién
recopilada se elaboré una base de datos y un banco
de ADN.

Material vegetal

La recoleccién del material vegetal fue realizada en
la Regién Auténoma Atlantico Sur (RAAS) de Nica-
ragua, entre los meses de marzo y abril del 2008. Se
recolectaron 44 muestras de hojas de cacao, no ma-
duras y no jovenes, pertenecientes a diferentes ar-
boles ubicados en los municipios de Nueva Guinea,
El Rama y Muelle de los Bueyes (ver Ilustracién 1).
La recoleccién de cada muestra se acompané con
el levantamiento de una ficha agro ecoldgica de la
parcela donde se ubicé el arbol. Ademas, cada arbol
fue referenciado satelitalmente y etiquetado. En la
[lustracién 1 se presenta la ubicacién de los arboles
muestreados. Cada hoja fue envuelta en papel toa-
lla, empacada en una bolsa Ziploc y preservada a
-20° C hasta el momento de su procesamiento.
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Extraccion del ADN

La extraccién del ADN se desarroll6 en las 44 mues-
tras recolectadas. La hoja fue enjuagada varias veces
con agua destilada y perforada hasta obtener discos
foliares de un peso de 200 mg. Estos fueron coloca-
dos en tubos eppendorf de 1.5 ml, los cuales fueron
sumergidos en nitrégeno liquido y triturados con la
ayuda de un mortero Kontes. Seguidamente se uti-
liz6 un medio comercial para la extraccién de ADN,
Dneasy Plant Mini Kit (Qiagen, Cat. No. 69104).
Se procedié con el protocolo recomendado por la
casa comercial, con la salvedad que a la solucién de
extraccién AP1 se le afiadié 10 mg/ml de Polyvin-
ylpolypyrrolidone (Sigma). El ADN fue cuantificado
usando bromuro de etidio en un gel de 1.5 % de
agarosa. Todas las muestras de ADN fueron diluidas
hasta obtener una concentracién aproximada de 5

ng/ uL.

Las 39 muestras de cacao extraidas en la RAAS, listas para
recibir la aplicacion de los microsatélites.

Marcadores microsatélites
y Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR)

Para la aplicacién de los microsatélites se seleccio-
naron y procesaron sélo 39 muestras de las 44 co-
lectadas. Los marcadores moleculares utilizados en
el presente estudio fueron previamente reportados
(Saunder, 2004) y se considerd las observaciones de
otros especialistas (Zhang, 2006). En el presente es-
tudio se utilizaron 10 microsatélites (SSR). El nombre
de los marcadores microsatélites, la secuencia de los
cebadores, temperatura de alineacién y tamano es-
tan referidos en el suplemento 3 (S3). La reaccién del
PCR se llev a cabo en un volumen total del 50 uL,
conteniendo 5 ng de ADN genémico. Todas la reac-
ciones del PCR contenian: 1.0 U Platinum Tag DNA
polimerasa (Invitrogen), 0.2mM dNTPs (Invitrogen),
0.2uM de cada cebador (Invitrogen), 1.5mM MgCIZ2,
1X solucién amortiguadora (20mM Tris-HCI, pH 8.0,
40mM NaCl, 2mM Fosfato de Sodio, 0.1mM EDTA,
1mM DTT, 50% dglicerol ). Las condiciones del ter-
mociclador fueron: 4 min desnaturalizacién a 94° C,
seguido por 33 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por
30 segundos, 1 minuto a la apropiada temperatura de
alineacién y 1 minuto de extensién a 72°C: con una
extensién final de 72°C por 7 minutos.

Electroforesis

Los productos amplificados fueron separados en un
aparato de electroforesis vertical (T-Rex Aluminum
Backed Sequencer - Model FB-SEQ-3545-FISHER)
en un gel desnaturalizante (6M urea) de 6% de Polia-
crilamida (Fisher) corridos a 55W, 1700V por 2 6 3
horas en 1X TBE (Qiagen) solucién amortiguadora
y detectada por la tincién de plata. El tamano de las
bandas amplificadas fue determinado con el marca-
dor de ADN, 125bp DNA Ladder (Invitrogen).
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Procesamiento estadistico de datos

El programa estadistico Genetic Analysis in Excel
v6.1 (GenAlEx) (Peakall, 2006) fue utilizado para
determinar el average de alelos por locus, la fre-
cuencia de los alelos, el porcentaje de polimorfis-
mo por loci, el valor de heterocigosis observada y
esperada, el patrén de alelos entre la poblacién, y
el Andlisis de Coordenadas Principales (PCA). El
programa estadistico Genetix 4.02 (Belkhir, 2001)
se implementd para la determinacién estadistica de
Nei sobre la diversidad genética y el célculo de la
F-estadisticas (F-Statistic of Wright). Con ayuda del
programa Structure v2.2 (Prichard, 2000) se deter-
miné el coeficiente de linaje y se construyé el grafico
de linaje por medio de la determinacién del parame-
tro Q para cada individuo, bajo el modelo admixture
,usando 10,000 interacciones. El arbol filogenético
se construy6 usando el programa Phylip v3.6. Otros
programas soporte fueron utilizados: Arlequin v3.1y
Convert (Glaubitz, 2004)

Resultados

Una de las fortalezas del presente estudio fue el ca-
pital social que involucrd el proceso de recoleccién
de las muestras y el levantamiento de las fichas agro-
ecolégicas. Los actores locales decidieron las fincas a
muestrear territorialmente y, en colaboracién con el
duenio de la parcela, determinaron los arboles a ser
muestreados. En calidad de criterios basicos para la
seleccién se consideré a los arboles productivos, ma-
duros sexualmente y sanos. En el cuadro 2 se detalla
el nivel de participacién social en el muestreo.

El presente estudio se desarrollé en tres municipios
pertenecientes a la RAAS v se recolectaron un total
de 44 muestras de cacao. Para el estudio de marca-
dores moleculares con microsatelites (SSR) se proce-
saron 39 muestras de Theobroma cacao, distribuidas

de la siguiente manera: El Rama 12 muestras, Nueva
Guinea 12, Muelle de los Bueyes 10 y Centro Expe-
rimental El Recreo-INTA 5 muestras. En la ilustracién
1 se presenta el mapa con la ubicacién geogréfica y
georeferenciada de cada muestra procesada. En la
seccién de suplementos (S1) se detalla informacién
completa sobre cada arbol muestreado.

Adicionalmente se incorporaron dos muestras per-
tenecientes a otras especies: una de ellas correspon-
diente a Theobroma bicolor (cacao pataste) y el otro
Herrania purpurea (Pittier) R.E. Schult (cacao de
monte). Estas dos ultimas muestras, con la aplica-
cién de los 10 microsatelites (SSR) utilizados, no am-
plificaron para ningiin marcador, lo que demuestra
la carencia de vinculo genético préximo entre The-
obroma cacao y estas especies. Dichas muestras fue-
ron utilizadas como controles negativos. En la Ilus-
tracién 2 se presenta la morfologia de las mazorcas.

Destacamos que la variacién genética se puede
manifestar en diferentes niveles. En este estudio es
cuantificada por medio de la variacién y frecuencia
de alelos pertenecientes a diferentes locus, el nivel de
heterocigosis entre individuos, la distancia genética y
el grado de similaridad genética entre poblaciones.

A primera instancia con la implementacién de los 10
microsatelites (SSR) se determiné la variacién a nivel
de alelos. Estos revelaron una amplificacién total de
58 alelos con un promedio de 5.8 alelos por locus.
El tamario de los alelos varia desde 155 pares de
bases (pb), el mas corto, hasta 350 pb, el mas largo
(Cuadro 3).

El microsatélite mTc CIR40 que amplifica en el cro-
mosoma 3 del genoma del cacao, resulté ser el locus
mas polimérfico, con nueve alelos amplificados, y el
menos polimdrfico es el mTe CIR22 (cromosoma 1),
con apenas dos alelos en el locus.

Cuadro 2. Distribucion de la participacion social en el muestreo

Zona de Muestreo NUmero de muestras Organizaciones Total del participantes
recolectadas participantes

Nueva Guinea 17 8 13

El Rama 16 8 14

Muelle de los Bueyes 11 8 15

Total 44 42
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llustracion 1: Mapa con la ubicacion geografica de los arboles muestreados en la RAAS-
Nicaragua

HONDURAS

Leyenda:
Nueva Guinea.
® ElRama
® El Rama-INTA
® Muelle de los Bueyes

llustracion 2. Imagenes de la mazorca (a) Theobroma bicolor (cacao pataste); (b)
mazorca Theobroma cacao L; (c-d) Arbol y fruto de cacao de monte Herrania purpurea
(Pittier) R.E. Schult.




genética del cacao en la RAAS.

Ecologia molecular de la diversidad

Cuadro 3. Estadisticas generales de los 10 microsatélites utilizados en las muestras de
cacao obtenidas en la RAAS de Nicaragua

Locus Na Tamano alelos (bp) Ho He HWE test X2
mTc CIR6 4 230, 235, 240, 250 0.622 0.618 0.2ns
mTc CIR7 6 155,160,165,170,173,175 0.639 0.532 0.4ns
mTc CIR8 4 290,295,300,305 0.299 0.279 0.7ns
mTc CIR11 7 210,280,285,300,305,310,320 0.548 0.556 0.3ns
mTc CIR15 8 220,225,230,235,240,245,250,255 0.586 0.618 0.2ns
mTc CIR18 7 315,320,325,330,340,345,350 0.467 0.673 0.01
mTc CIR22 2 290, 300 0.367 0.264 008
mTc CIR26 4 285,290,300,310 0.382 0.338 0.1ns
mTc CIR40 9 250,255,260,265,270,275,280,285,290 0.594 0.557 0.5ns
mTc CIR60 7 180,185,190,195,200,210,215 0.398 0.607 0.01
Total 58

Average 5.8 0.4902 0.5042

Numero de alelos (Na), Heterocigosis observada (Ho), Heterocigosis esperada (He), Prueba de Exactitud para determina la
desviacion sobre la relacion de Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) donde ns significa No Significante ( P = 0.05) la poblacion
se encuentra bajo las condiciones de HWE. Los nimeros resaltados en negro representan los alelos raros, son aquellos que

tiene una frecuencia menor de 0.050.

Asimismo, se muestran senalados en negrita los ale-
los considerados como raros, que son aquellos que
presentan una frecuencia menor a 0.05 (Cuadro 3).
En total para todos los locus hay 15 alelos raros. El
locus que presenta el mayor nimero de alelos raros
es el mTc CIR 11 con cuatro, los cuales amplifican en
el cromosoma 2 del cacao.

Por ultimo, la columna extrema derecha del cuadro
3 contiene el valor de la prueba de desviacién para
el Hardy-Weinberg (H-W) equilibrio. Este modelo es
fundamental para determinar la relacién entre la fre-
cuencia de los alelos y genotipo a través del tiempo,
pero para ello es necesario que el organismo cumpla
ciertas consideraciones: sea diploide, se reproduzca
sexualmente, no presente cruce generacional, pre-
sente gen con dos alelos, la frecuencia de los alelos
sea idéntica en masculinos y femeninos, que la mi-
graciéon y mutacién sea ignorada y por ultimo que la
seleccién natural no afecte los alelos.

Bajo estas condiciones definimos al equilibrio H-W
como la relacién matematica que establece el vincu-
lo entre la frecuencia de alelos y la frecuencia de ge-
notipos, ademas determina la proporcién de genoti-
pos en una poblacién que se mantendra constante,
de generacién en generacion.

El valor de la probabilidad (P), determinado por el
Test X2 HWE (Cuadro 3), para la mayoria de los lo-
cus es no significante (ns). Este evalta el grado de
desviacién u aproximacién entre el valor observado
(Ho) y el esperado (He) para la heterocigosis. Para
valores mayores de P = 0.05 (Cuadro3) el modelo
de correspondencia entre lo observado y esperado
es lo suficientemente préximo para que no sea re-
chazado (ns, no significante).

La heterocigosis observada (Ho) por locus oscila
desde 0.299 para el locus mTc CIRS8, hasta 0.639
correspondiente al locus mTc CIR7. En relacién a la
heterocigosis esperada (He), el intervalo de los va-
lores oscila entre 0.264 y 0.673. Para la mayoria de
los locus el valor de la heterocigosis observada (Ho)
es mayor que el valor de la heterocigosis esperada
(He) vy sus valores son muy préximos entre si. En el
caso que estos valores sean muy distantes entre si,
es probable que una o varias consideraciones (an-
teriormente expuestas) para el equilibrio de H-W no
se estén cumpliendo. Todos los valores referidos y
distribuidos por locus se presentan en el Cuadro 3.

La llustracién 3 ofrece un panorama global sobre la
distribucién de la frecuencia alélica reportada para
los 10 locus en estudio. Observamos cémo el locus
mTc CIR40 presenta el mayor numero de alelos y, a
su vez, el menor valor de frecuencia, ya que este va-
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llustracion 3. Distribucion del nimero y frecuencia de alelos por locus estudiado
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Nueva Guinea (NG), El Rama (RA), Muelle de los Bueyes (MB), Estacién Experimental El Recreo-INTA (ER).

lor se distribuye entre todos los alelos obtenidos. El
valor de las frecuencias oscila entre cero y uno. Los

valores mas altos para las frecuencias es reportada
por los locus mTc CIR 8, mTc CIR22 y mTc CIR26.

Resulta atractivo observar en el Cuadro 4 cémo
se distribuyen los alelos por regién. Nueva Guinea
presenta el mayor numero de alelos obtenidos (43)
por ende el mayor average (4.3) y el menor average
lo obtiene el Centro Experimental El Recreo-INTA
(2.5), ésto en parte porque fue la poblacién en estu-
dio més pequeiia, con cinco individuos. Es necesario
destacar que en el estudio se incorporaron las mues-
tras del Recreo-INTA debido a que es considerada
una poblacién de referencia, élite, introducida vy se-
leccionada. Ademas, la poblacién de Nueva Guinea
presenta los locis con mayor nimero de alelos por
locus. Estos son mTc CIR11, con seis alelos, y mTc
CIR 40, con siete alelos.

El total de la poblacién de arboles de la RAAS mos-
tr6 58 alelos amplificados, con un average de 5.8.
Los locus con mayor average son el mTc CIR11 (7

alelos) y mTc CIR15 (8 alelos), ambos con un avera-
ge de 4.25.

De manera concisa, la Ilustracién 4 nos ofrece un
panorama global de la relacién de ciertos indicado-
res de variabilidad genética entre las poblaciones
en estudio. En esta ilustracién destacamos el valor
de alelos efectivos (Ne) para la poblacién de Nueva
Guinea. Este no es mas que el nimero de parientes

responsables por la
composicién genética
de la progenie en la
siguiente generacion,
representa la frecuen-
cia de alelos que efec-
tivamente se trasladan
de una generacién a
ofra.

El estudio de la di-
versidad es un tema
central en ecologia
de comunidades vy
de ecosistemas; sus
conceptos y herra-
mientas se utilizan en
el estudio de cultivos
perennes con sombra,
agro-bosques como
el caso del cacao. En
este caso, el Indice de
Shannon es uno de
los més cominmente
usados en ecologia
y agroforesteria. Este
mide el reciproco de
la probabilidad de
seleccionar todas las
especies en relacién a
la proporcién con que
existen en la pobla-

Alelo: forma alternativa
de un gen. En una célula
diploide, como el cacao,
hay dos alelos para cada
gen.

Locus: un sitio especifico
sobre un cromosoma
(plural: loci).

Homocigotos: un

individuo que tiene dos
copias del mismo alelo
para un gen especifico.

Heterocigoto: un
individuo con diferentes
alelos para un gen
especifico.

Genotipo: 1.
Constitucion genética
de un organismo. 2.
Constitucion alélica de
un locus particular, p.

ej., Aa o aa. 3. Efecto
suma de todos los loci
que contribuyen a la
expresion de un caracter.
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genética del cacao en la RAAS.

Cuadro 4. Distribucion del nimero de alelos por area de muestreo.

Locus NG RA MB ER Average Total
mTc CIR6 4 3 4 3 3.5 4
mTc CIR7 4 3 2 2 2.75 6
mTc CIR8 3 3 3 1 25 4
mTc CIR11 6 3 5 3 4.25 7
mTc CIR15 5 4 5 3 4.25 8
mTc CIR18 4 4 5 3 4.0 7
mTc CIR22 2 2 2 2 2.0 2
mTc CIR26 3 2 4 2 2.750 4
mTc CIR40 7 4 3 4 4.5 9
mTc CIR60 5 8 8 8 85 7
Total 43 31 36 25 58
Average 4.3 3.10 3.6 25 3.375 5.8

cién. El indice refleja
la heterogeneidad de
una comunidad sobre
la base de dos facto-
res: el nimero de es-
pecies presentes y su
abundancia relativa.
Conceptualmente es
una medida del grado
de incertidumbre aso-
ciada a la seleccién
aleatoria de un individuo en la comunidad. El valor
mas alto obtenido para el Indicador de Shannon, le
corresponde a la poblacién de Nueva Guinea (llus-
tracién 4).

Frecuencias alélicas:
numero relativo de las
copias de un alelo en una
poblacién, expresada
como una porcién del
total de nUmeros de
copias de todos los
alelos en un dado locus
de una poblacion.

En relacién al ndmero de alelos tnicos vy la heteroci-
gosidad esperada (llustracién 4, linea ondulada su-
perior) Nueva Guinea marca los valores mas altos.

Detalle de la organizacion
genética de las subpoblaciones
de la RAAS

La variacién genética contenida en las poblaciones
y las especies es uno de los ejes centrales asociados
a los cambios evolutivos, adaptacién, la eficacia bio-
légica v respuesta al cambio climatico. Es asi desde
que existe una correlacién entre la cantidad de la va-
riacién genética y la capacidad de respuesta.

Las consecuencias de la seleccién natural pueden ser
demostradas por medio de la variacién alélica (se-
cuencias particulares de ADN) de un locus, en con-
diciones medioambientales particulares. En la Ilus-
tracién 5 mostramos un conglomerado de variables,
pretendiendo establecer una correlacién entre varia-
cién genética y capacidad de cambio por parte de las
poblaciones. Cuanto mayor es el nimero de locis y
de alelos variables en éstos, mayor es la posibilidad
de cambio en las frecuencias de algunos alelos.

En la misma llustraciéon 5 denotamos cémo la subpo-
blacién de Nueva Guinea continda presentando los
mejores indicadores. Con una poblacién de 12 in-
dividuos estudiados, que representan el 30% de la
poblacién total, reporta 43 alelos (Nal), un average
de 4.3 alelos diferentes (Na), 2.56 de alelos efectivos
(Ne) y polimorfismo de 100% (P).

Aqui hay que destacar el valor del Porcentaje de Po-
limorfismo para cada poblacién. Este parametro re-
fleja el porcentaje de locus que presentan mas de un
alelo. Las poblaciones de Nueva Guinea, El Rama
y Muelle de los Bueyes presentan un 100 % de po-
limorfismo, es decir que todos los locus estudiados
con los 10 microsatélites en estas tres subpoblaciones
presentan maés de un tipo diferente de alelo.

En una poblacién diploide, como es el caso del ca-
cao, suelen ser homocigéticos si los dos alelos en un
dado locus son idénticos, o heterocigoticos si los dos
alelos son diferentes. La heterocigosis esta determi-
nada por la cantidad de veces que se repiten (fre-
cuencia) los alelos diferentes para un determinado
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llustracion 4. Distribucion de alelos por poblacion estudiada
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locus. La correspondencia entre el valor observado
y el esperado para la heterocigosis se representa por
medio del pardmetro Ho y He, detallado en el Cua-
dro 5. Los datos reportados en dicho cuadro reflejan
el mayor valor de aproximacién entre Ho (0.555) y
He (0.562) para la poblacién de Nueva Guinea y Ho
(0.560) y He (0.554) para la poblacién de la Esta-
cién Experiemental El Recreo-INTA, aunque ambos
valores nunca tienden a ser totalmente idénticos, de-
bido a las fluctuaciones estadisticas.

El reparto de la variabilidad genética dentro y entre
poblaciones es estimado por medio de la determi-
nacién de la diversidad genética propuesta por Nei
(1973) y el andlisis F-estadistico del mismo, desarro-
llado por Wright. En el caso de los marcadores co-
dominantes, a como lo son los microsatélites (SSR),
permiten distinguir a los individuos heterocigéticos
de los homocigéticos.

Se pueden usar los valores de heterocigosidad para
obtener una primera estimaciéon de un parametro,
muy importante en las especies vegetales perennes,
la tasa de alogamia. La probabilidad que dos alelos
de un mismo locus en un individuo sean idénticos a
partir del mismo descendiente es denotado como In-
dice de Fijacién o Coeficiente de Diferenciacién (F)
v en el contexto del presente estudio este indice se
corresponde con los valores F del Cuadro 5, donde
los simbolos representan el nivel de jerarquia que
estan siendo comparados.

Asi, tenemos que Fis
representa la proba-
bilidad que cualquier
gen particular en una
poblacién endogami-
ca tenga idénticos ale-
los por descendiente.
En el Cuadro 5, todos
los valores son posi-
tivos, lo que permi-
te extrapolar que la
probabilidad que dos
alelos sean idénticos
por descendiente sea
moderada (moderada
deficiencia de hetero-
cigosis).

El indice FsT es un
parametro  decisivo
en la medicién de la

Seleccion Natural:
Supervivencia y
eficiencia reproductiva
diferenciales de los
organismos, atribuidas
a las diferencias en

las caracteristicas que
afectan a la aptitud con
que utilizan los recursos
naturales

Codominante: cuando
ambos alelos son
expresados en el estado
heterocigoético, de
manera que el fenotipo
refleja la contribucién de
ambos.

variacién genética. Tiene un valor minimo de O (in-
dicando ausencia de divergencia genética) y méaximo
valor de 1 (indicando la fijacién para alelos alterna-
tivos en diferentes subpoblaciones), y determina la
reduccién de la heterocigosidad en la subpoblacién.
El average de FST para todas las poblaciones es de
0.13 y segin el rango propuesto por Wright (Hartl,
2007) este valor representa a una poblacién con un
rango de diversidad genética moderada.
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genética del cacao en la RAAS.

Cuadro 5. Estadisticas generales por poblacion. Medicion de la diferenciacion dentro y

entre las poblaciones de la RAAS.

Region N % NAI Na Ne Nu P Ho He FST FIS
NG 11 30 43 4.3 2.568 9 100 0.555 0.562 0.12170 | 0.08742
RA 12 32 31 3.1 2.164 1 100 0.397 0.477 | 0.12258 | 0.03734
MB 9 24 36 3.6 2.324 5 100 0.450 0.520 | 0.13569 | 0.04854
ER 5 13 26 2.6 1.973 2 90 0.560 0.554 | 0.10000 | 0.11487
Total 37 100 136 3.4 2.257 17 97.5 0.490 0.503 0.13

Numero de muestras por poblacion (N), Porcentaje del numero de genotipos analizados por region (%),Numero de alelos
reportados por poblaciéon (Nal), Nimero de alelos diferentes por locus (Na), Nimero de alelos efectivos por poblacion (Ne),
Numero de alelos Unicos (Nu), Porcentaje de polimorfismo (P), Heterocigosidad observada (Ho), Heterocigosidad esperada
(He), Coeficiente de Diferenciacién (Indice de fijacion) de la Subpoblacién al Total de la poblacién (Fst), Coeficiente de
Diferenciacién del Individuo en relacién a la Subpoblaciéon (Fis). Poblaciones: Nueva Guinea (NG), EI Rama (RA), Muelle de los

Bueyes (MB), Centro Experimental El Recreo-INTA (RE).

Para poder establecer el nivel de heterocigosidad en
las subpoblaciones, no sélo es necesario comparar-
los entre ellas, es importantes valorar como se com-
porta dicho parametros (Fis, Fit, Fst ) a nivel de los
locus estudiados.

En el Cuadro 6 se reportan los valores del Coeficien-
te de Diferenciacién correspondientes a los 10 locus.
Los valores positivos para Fis y Fit indican una de-
ficiencia de heterocigosis y los negativos un exceso
de heterocigosis. Los valores del Coeficiente de Fi-
jacién (F) denota la proporcién de alelos idénticos
por descendiente. Mas préximo a cero, mayor es la
proporcién de identidad. Para los valores negativos
o retirados de cero refleja que los dos alelos sean

diferentes. En el mismo cuadro los valores obteni-
dos para el Coeficiente Fst es positivo para todos los
locus moviéndose dentro del rango de 0 < F < 1,
en donde el locus mTcCIR40 presenta el valor mas
alto de 0.273 y el mas bajo es el locus mTc CIR6 con
0.062.

Recordemos que este parametro valora el nivel de
diversidad genética de las subpoblaciones en re-
lacién a la poblacién total. El average obtenido de
0.14 para todos los locus (Cuadro 6) no difiere del
valor obtenido para el promedio de las subpoblacio-
nes, 0.13 (Cuadro 5). Lo que confirma que la pobla-
cién total de los cacaotales de la RAAS es acreditada
con un nivel moderado de diversidad genética.

Cuadro 6. Estimacion del Coeficiente de Diferenciacion por Microsatélites (SSR)
utilizados en la poblacion de cacao de la RAAS. Estos coeficientes son utilizados para
valorar la variacion genética en una poblacion subdividida en niveles de jerarquia.

Locus FIS FIT FST
mTc CIR6 -0.006 0.068 0.074
mTc CIR7 -0.222 0.034 0.210
mTc CIR8 -0.074 -0.008 0.062
mTc CIR11 0.015 0.189 0.177
mTc CIR15 0.051 0.248 0.207
mTc CIR18 0.305 0.401 0.137
mTc CIR22 -0.393 -0.225 0.120
mTc CIR26 -0.129 -0.080 0.043
mTc CIR40 -0.066 0.226 0.273
mTc CIR60 0.343 0.441 0.149
Average -0.018 0.129 0.140
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Para los valores negati-
vos obtenido en FIS y
FIT (Cuadro 6) reflejan
un exceso de heteroci-
gosidad. El valor FIS
representa la probabili-
dad que dos alelos en
un locus sean idénticos
por descendientes. A
mayor valor negativo
mas lejana es la proba-
bilidad que los dos ale-
los sean idénticos. Asi
tenemos que el locus
mTc CIR22 al obtener
valores negativos mas
bajos para FIS (-0.393)
y FIT (-0.225) repre-
senta al locus heteroci-
gético ideal.

Genética poblacional:
disciplina cientifica que
estudia el patrén vy los
factores que producen,
mantienen y eliminan la
variacion genética entre
y dentro de individuos.

Distancia genética:
medicién de la
similaridad genética
entre cualquier par

de poblaciones.
Determinada sobre la
base de la variacion
de las caracteristicas
fenotipicas., frecuencia
de alelos o secuencia de
ADN.

Una de las consecuen-
cias de la subdivisién
de la poblacién total
en poblaciones indi-
viduales es la reduc-
cién del average de la
heterocigosidad.  En
correspondencia, con
este enunciado, en el
Cuadro 7 observamos
como Hs y Ht tiene di-
ferentes valores. Por un lado HS denota el average
de la heterocigosis entre las subpoblaciones (Hs=
0.5032) donde el subindice indica subpoblacién. Por
otro lado Ht (0.5994), representa el average de la he-
terocigosis de los individuos dentro de un érea total.

Linaje: grupo de
individuos, relacionados
por un comun
descendiente.

Filogenia: deduccion de
la historia evolutiva entre
organismos relacionados.

La mayoria de las poblaciones son divididas en po-
blaciones mas pequenas (subpoblaciones) donde de
alguna manera surge la diferenciacién genética, lo
que significa que la frecuencia de los alelos entre las
subpoblaciones comienzan a ser diferentes. A este
proceso se le conoce como Estructura Poblacional.
En cambio cuando una subpoblacién es divida en
diferentes niveles jerarquicos recibe la clasificacion
de Estructura Jerarquica de la Poblacién. En el pre-
sente estudio ambos procesos son valorados con la
determinacién de los parametros Fst, Fit, y Fis pre-
sentados en Cuadro 7. Ademas se incluye la deter-
minacién de los parametros de diferenciacién gené-
tica Dst, Gst, Dm y Rt.

El coeficiente de diferenciacion (Fst) de pares com-
parativos fue estimado para las cuatro subpoblacio-
nes (Cuadro 8). Este parametro permite comparar la
cercania o lejania genética entre dos poblaciones. Es
asi que El Rama y el Recreo-INTA son las subploba-
ciones que presentan el maximo valor de Fst (0.159),
reportandose como las poblaciones analizadas mas
distintas. Contrariamente, las més préximas son El
Rama y Muelle de los Bueyes (Fst 0.061), obtenien-
do el limite de diferenciacién.

En la valoracién de la genética poblacional del area
de estudio, es necesario determinar la discrepancia
molecular entre las subpoblaciones.

La ilustracién 5, muestra el Andlisis de la Variacién
Molecular (AMOVA) practicado a la totalidad de las
muestras de cacao pertenecientes a la RAAS. Este
es un método que permite estimar la diferencia entre
poblaciones basado en los datos moleculares obteni-
dos a partir de la aplicacién de los 10 miscrosatelites
implementados en el presente estudio. En dicha ilus-
tracién se expresa el nivel de diferenciacién entre y
dentro de las poblaciones. El nivel mas alto (79%) de
discrepancia molecular se observa dentro de los indi-
viduos que componen la poblacién. Por otro lado el
nivel de diferenciacién entre las cuatro poblaciones
de la RAAS es de 21%.

llustracion 5. Relacion de la variacion
molecular entre y dentro de las
poblaciones de la RAAS

Entre
poblaciones
21% :

Dentro de

poblaciones
79%

Porcentaje de la discrepancia molecular (RAAS-Nicaragua)
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genética del cacao en la RAAS.

Cuadro 7. Parametros de la Diversidad Genética de la poblacion total de la RAAS.

Indicadores

Valor

Interpretacion

Diversidad
genética

HS

0.5032

Average de la Heretocigosis Esperada entre organismos de una
sub-poblacién reproduciéndose aleatoriamente

HT

0.5994

Average Total de la Heterocigosis Esperada (Diversidad
Genética) entre organismos dentro de una area, donde Ht =

Hs + Dst. Determina la proporcion de la diversidad genética

de la especies que esta presente dentro de una poblacién y
entre poblaciones. Indica la diferenciacién de la diversidad entre
poblaciones.

DST

0.0962

Coeficiente de la diversidad genética entre poblaciones. Es

una magnitud absoluta que mide la diferenciaciéon que ocurre
entre poblaciones. La relacién entre el valor de Hs y Dst es un
parametro de diversidad genética. HS, HT y DST son pardmetros
utilizados para medir la diferenciacion genética.

Coeficiente de
diferenciacion
genética

GST

0.1605

Coeficiente de Diferenciacién Genética o Coeficiente de Nei bajo
las condiciones de equilibrio H-W. Es un estimado de la fraccién
de la diferencia genética entre sub poblacién (Nuez, 2000).

Gst =Dst / Ht. GST y FST son parametros que indican el grado
de diferenciacién entre poblaciones. Estos valores oscilan entre
uno y cero, donde los valores méas préximos a uno indican

una mayor diferenciacion repartida entre poblaciones. Valores
mas préximos a cero indican una baja variacién dentro de las
subpoblaciones (Sereno, 2006).

Divergencia
genética

Dm

0.128

Parametro de la magnitud absoluta de la divergencia genética
entre sub poblaciones. Es independiente de la diversidad
genética dentro de subpoblaciones. Esta es definida como: Dm=
sDst / (s-1), donde s representa el nimero de subpoblaciones
comparadas (Sereno, 2006). Esta medida nos da el valor de la
distancia genética minima media entre poblaciones, ofrece el
grado de diferenciacién genética entre organismos (Nuez, 2000).
Cuando D = 0, indica que las dos muestras comparadas son
idénticas, la poblacion posee idéntica frecuencia de alelos.

Wright F-
Estadisticas

FIS

0.117

Coeficiente de Diferenciacion (indice de Fijacion) de los
individuos relacionados a la sub poblacién. Mide la deficiencia
de heterocigosis dentro de la poblacién.

FIT

0.24

Coeficiente de Diferenciacion (indice de Fijacion) de los
individuos relacionados a la poblacién total. Refleja el déficit total
de heterocigosis, donde Fit = Fis + Fst

FST

0.13

Coeficiente de Diferenciacion (indice de Fijacién) de la sub-
poblacién relacionado a la poblacién total. Estima la cantidad de
diferencia en la subdivisén de una poblacién. Con un valor en el
rango 0.05 a 0.15 indica una moderada diferenciacién genética
(Hartl, 2007). Mide la deficiencia de la heterocigosis entre
poblaciones.

Diversidad
Genética

RST

0.071

Diversidad genética interpoblacional. Es utilizado para
estimar la diversidad genética interpoblacional respecto a la
intrapoblacional (Nuez, 2000).
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Cuadro 8. Coeficiente de Diferenciacion Fst entre todas las poblaciones pares

El Andlisis de Coordenadas Principales (PCA) es un
procedimiento matematico que permite transformar
un nimero posible de variables correlacionadas con
un nimero pequeno de variables no correlacionadas,
facilitando la interpretacion visual de la similitud o disi-
militud que hay entre individuos o grupos. Tal relacién
es plasmada en un plano donde la distancia geométri-
ca entre los puntos refleja la distancia genética.

En la [lustracién 6 se observa el plano geométrico en
que cada punto con su respectivo nimero representa
el arbol muestreado. Los puntos que se cruzan de un
cuadrante a otro indican similitud génica entre los
individuos. También se observa en ciertos cuadran-
tes cobmo hay puntos que encajan perfectamente uno

sobre otro, como si fuesen un solo punto, tal es el
caso de las muestras 22 (Finca Peoresnada, Presen-
tacién Pérez) y la 24 (Finca La Argenita, Manuel Ro-
jas Miranda) ambas pertenecientes a El Rama (ver
suplemento S2). Mas interesante es observar la co-
incidencia de puntos de diferentes subpoblaciones,
como el arbol 41 de Ernesto Rosales, en Muelle de
los Bueyes. y la 33 de Santa Maria Montoya Sequei-
ra, del Rama (ver suplemento S2).

Para profundizar en el estudio de la diversidad ge-
nética de la poblacién cacaotea de la RAAS es ne-
cesario agruparla por cluster de asociaciéon. En la
Ilustraciéon 7 se representan los valores del coefi-
ciente de membresia estimado para cada individuo,

llustracion 6. Matriz bidimensional de asociacion (distancia) entre individuos. Analisis
de Coordenadas Principales (PCA) de cuatro poblaciones de cacao. RAAS-Nicaragua

* 1
*e3)
* 4
* 12
+ 13
%24 25 . * 15
’
~ w27 5 ® 29 ¢5 NG
-g g 19 .16 + 10 ®RA
o n 32 .
A YT 46 ¥ 0 A MB
® 18 A 39
= 30 A 4 ER
» 33 4547
A 42 A
a 35 - A 344 3649
A 44 48
Coord. 1

Nueva Guinea (NG), El Rama (RA), Muelle de los Bueyes (MB), Centro Experimental El Recreo-INTA (ER). PCO Coord. 1 (27%) y

PCO Coord. 2 (49.66%).
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el cual es agrupado en un cluster. Cada individuo
esta representado por una sencilla y coloreada linea
vertical, agrupada en cuatro poblaciones (K=4). Los
colores en cada linea representan el porcentaje de
la membresia individual en relacién al linaje del an-
cestro o proporcién genética heredada del ancestro.
La muestra 32 perteneciente a Miguel Escoto Reyes
(Finca San Miguel, Muelle de los Bueyes) (ver su-
plemento S2), posee una constitucién genética que
esta conformada por el aporte del linaje ancestral de
tres individuos; en la linea vertical se observa la pre-
sencia de tres colores diferentes.

Si un par de genes de especies o poblaciones dife-
rentes se desarrollan paralelamente, y si el grado de
divergencia entre los dos genes implica que ellos se
hayan originado a partir de la generacion t, se puede

inferir que dichos genes divergieron a partir de un
ancestro comin en un periodo de tiempo t/2. Este
razonamiento nos permite construir el arbol filoge-
nético basado en la distancia genética. En la llustra-
cién 8 se presenta el arbol filogenético de las cuatro
subpoblaciones de la RAAS. Estas son agrupadas en
relacion a las dos especies que presenten la mas pe-
quena distancia genética. Cada rama representa al
mas reciente ancestro en comun. En nuestro estudio,
las poblaciones mas distantes desde el punto de vista
de ancestro comun, corresponden a la subpoblacién
de El Rama y los individuos de la Estacién Experi-
mental El Recreo-INTA, a pesar de que geogréafica-
mente ocupan el mismo espacio. Las subpoblaciones
de Nueva Guinea y Muelle de los Bueyes comparten
un ancestro comin proximo.

llustracion 7. Estimacion del Coeficiente de Linaje (descendencia) individual de las 37
muestras de cacao pertenecientes a la RAAS
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I
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llustracion 8. Dendograma correspondiente al arbol filogenético de las cuatro
poblaciones de cacao prtenecientes a la RAAS

3 RA 2

> NG 1
I > MB 3
I ER 4

Discusion

La diversidad genética de los cacaotales de la RAAS
exhibe una compleja relacién entre genotipo (cons-
titucién genética) y fenotipo (manifestaciones de las
caracteristicas). Esto debido a que el fenotipo puede
depender de la interaccién de diferentes genes asi
como de los efectos ambientales. Para poder cuan-
tificar la variacién genética de una poblacién es ne-
cesario determinar un conjunto de parametros. Estos
parametros contemplan dos niveles de relacién. El
primer nivel abarca un conjunto de indicadores que
mide la variacién a lo interno de la poblacién (fre-
cuencia de alelos, polimorfismo, heterocigosis ob-
servada y esperada, averaje de los alelos por locus,
nimero efectivo de alelos por locus, indice de fija-
cién, etc.), v el segundo nivel incluye otro grupo de
indicadores que mide la variacién de una poblacién
en relacién a otras poblaciones (distancia genética,
coeficiente de consanguineidad, correlacién entre
distancia geométrica y genética, andlisis en clister,
filogenia, etc.). Muchos de estos indicadores fueron
determinados y presentados en la seccién anterior y
ahora discutidos en esta seccion.

En el presente estudio, tenemos como punto de par-
tida la diferenciacién entre el genotipo de las pobla-
ciones y los individuos marcada por pequenas va-
riaciones en la secuencia del ADN. Estas diferencias
son reconocidas por el conjunto de 10 microsatélites
implementados (ver suplemento S3).

Las especies vegetales representan un problema par-
ticular al momento de estimar muchos parametros
poblaciones. Algunas de éstas no cumplen con las
condiciones de panmixia y, por ende, con la relacién
del Principio de Hardy-Weinberg (cruce aleatorio,
no consanguinidad, poblaciones infinitas, mutacién
y migracién ignoradas, etc.). Otras especies tienden
al incremento del porcentaje de autofecundacién fa-
cultativa o practicamente total, lo que hace que la
unién de gametos no sea aleatoria. En el presente
estudio con la aplicaciéon de los 10 microsatelites y
la estimacién de la desviacién de los mismos en re-
lacién del Principio de Hardy-Weinberg (Cuadro 3)
observamos como 7 de los 10 microsatelites se ma-
nejan dentro de las estimaciones del Principio H-W,
lo que permite concluir que la poblacién en estudio
estd cumpliendo en cierto grado las condiciones es-
tablecidas para el Principio Hardy-Weinberg.

Desde la década de los 80, diferentes organizacio-
nes de la zona han trabajado en la recuperacién y
expansién de los cacaotales. Segin la informacién
recopilada y procesada en las fichas agro-socio-eco-
némicas del presente estudio, un alto porcentaje del
germoplasma introducido proviene de Waslala, Cen-
tro Experimental El Recreo y de otros paises. Dicho
germoplasma fue utilizado para sustituir arboles en-
fermos, viejos, poco productivos o simplemente para
expandir el area de siembra. Con el paso del tiem-
po este cacao se adapté a la zona, desarrollando un
proceso de colonizacién y cruzamiento entre arboles
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emparentados, que condujo a la disminucién de la
diversidad genética, eventualmente producida por la
fijacién de ciertos alelos y la pérdida de otros. Esto
explica los valores obtenidos para el Coeficiente de
Fijacién (Cuadro 7).

En el caso de la poblaciones de cacao estudiadas
en la RAAS, al observar el valor del Coeficiente de
Fijacién Fst (0.13); Fis (0.117) y Fit (0.24) (Cuadro
7), podemos sugerir que los cacaotales estan presen-
tando una superposicién de generaciones y fecunda-
ciones, preferentemente entre plantas emparentadas
que crecen préximas entre si y al lugar ocupado por
la planta madre. Esto se expresa en el déficit total
de heterocigosis reportado por el valor de Fit 0.129
(Cuadro 6) y Fit 0.24 (Cuadro 7).

Asimismo, podemos proponer que en base al va-
lor obtenido del Coeficiente de Diferenciacién Fst,
igual a 0.13 (Cuadro 7), la poblacién de cacao de la
RAAS presenta una moderada diferenciacién genéti-
ca. Con un valor en el rango 0.05 a 0.15 indica que
la poblacién presenta una moderada diferenciacién
genética (Hartl, 2007).

Por otro lado, el parametro de la magnitud absolu-
ta de la divergencia genética entre sub poblaciones,
Dm (0.128) (Cuadro 7), tiene un valor muy préximo
al valor reportado para Fst (0.13) (Cuadro 7). Este
valor representa la distancia genética minima media
entre poblaciones y ofrece el grado de diferenciacién
génica entre organismos. Los valores medios obteni-
dos para ambos parametros (DST y FST), soportan
la consideracién moderada sobre la diversidad gené-
tica de los cacaotales de la RAAS.

El maximo grado de variacién genética es aportado
por las poblaciones individuales, y no por la pobla-
cién total. Esto es soportado por la distancia entre el
valor del pardmetro de la Diversidad Genética Dst
(0.0962) y el Average de la Heretocigosis entre orga-
nismos de una subpoblacién reproduciéndose alea-
toriamente Hs (0.5032). La diferencia entre ambos
valores produce un indice de diferencia igual a 5.23

(Hs / Dst).

En relacién a la comparacién de los pares de po-
blaciones reportadas en el cuadro 8, las poblacio-
nes mas diferentes genéticamente entre si son la de
El Rama y la subpoblacién de Centro Experimental
El Recreo-INTA. Resulta curioso que a pesar que
estas dos subplobaciones estan geograficamente

genética del cacao en la RAAS.

proximas, genéticamente son distantes al reportar el
maximo valor de Fst, 0.159. Por otro lado, las mas
préximas son la subpoblacién de El Rama v Muelle
de los Bueyes (Fst, 0.061).

La agrupacién de los individuos en cluster segin el
coeficiente de membresia (Ilustracién 7), refleja que
las poblaciones de Nueva Guinea, El Rama y El Re-
creo-INTA presentan un linaje de ancestro méas o me-
nos homogéneo, no asi la poblacién de Muelle de los
Bueyes, que muestra un clister de linaje totalmente
mixto. Bajo este esquema la muestra 32 pertenecien-
te a Miguel Escoto Reyes (Finca San Miguel), esta
conformada por el aporte de tres ancestros, en una
proporcion de 25% : 50% : 25%.

Con la implementacién del programa Phylip se logré
establecer el arbol filogenético para las subpoblacio-
nes de la RAAS. En la llustracién 8, observamos que
los individuos de las subpoblaciones de El Recreo-
INTA (ER) v Muelle de los Bueyes (MB), comparten
un ancestro en comuin. En cambio, la poblacién mas
distante genéticamente le corresponde a las subpo-
blaciones de El Recreo-INTA y El Rama.

En relacién a los parametros individuales por subpo-
blacién, Nueva Guinea presenta los mejores indica-
dores en relacién a la variabilidad genética. En el
cuadro 5 se presentan dichos indicadores. Esta po-
blacién compuesta por 12 muestras estudiadas re-
presenta el 30% de la poblacién total. Reporté 43
alelos amplificados, alcanzando un average de 4.3
alelos diferentes por locus. Ademas, tiene la repre-
sentatividad de 2.56 de alelos efectivos (Ne). Esto
es el nimero de parientes responsables por la com-
posicién genética de la progenie en la siguiente
generacion, representa la frecuencia de alelos que
efectivamente se trasladan de una generacién a otra.
Cuenta con el valor maximo de 9 alelos Ginicos (Nu)
entre las subpoblaciones comparadas vy el valor del
Polimorfismo es de 100. Adicionalmente, el valor de
la heterocigosis observada (Ho, 0.555) y la hetero-
cigosis esperada (He, 0.562) es muy semejante entre
si. Todos estos indicadores en conjunto convierten a
la subpoblacién de cacaotales en Nueva Guinea la
mejor muestra representativa en cuanto a la variabi-
lidad genética.

En el presente estudio se utilizaron 10 microsatélites
(SSR) recomendados internacionalmente (Saunders,
2004). En el suplemento S3 se presentan las princi-
pales caracteristicas. El microsatelite mTcCIR40 pre-
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senta los mejores indicadores. En su haber cuenta
con 9 alelos diferentes amplificados, 3 alelos raros,
un average de 4.5 alelos por locus y el valor de Fst
(0.273) (ver Cuadros 4 y 6) més alto registrado en-
tre todos los locus comparados. Todos estos valores
lo convierten en un locus idéneo para el estudio de
diversidad genética entre poblaciones de cacao tra-
dicional cultivado en Nicaragua.

Uno de los factores que esta afectando la diversidad
genética en la poblacién cacaotal de la RAAS es de
orden genético. En nuestro estudio la pequefa y
fragmentada poblacién de los cacaotales y el sistema
de cruce entre individuos emparentados (no aleato-
rio) son los principales factores que estan contribu-
yendo a la moderada diversidad genética del cacao
cultivado en la zona.

En conclusién, podemos afirmar que el presente
estudio ha permitido generar informacién sobre la
diversidad genética del cacao cultivado en la RAAS,
obteniendo informacién en relacién al grado de em-
parentamiento entre las poblaciones en estudio, nivel
de diversidad genética y heterocigosis de los cultivos.
Asimismo, logramos establecer la distancia genética
entre las poblaciones. La informacién generada sien-
ta la linea de base para establecer un programa de
mejoramiento y conservacion de la biodiversidad lo-
cal de cacao.
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SUPLEMENTOS

S1. Listado de participantes involucrados en la organizacion y recoleccion de muestras
de cacao en la RAAS-Nicaragua

Nombre | Institucion Nombre | Institucion

NUEVA GUINEA EL RAMA

Elizabeth Zamora Zeledén | INAFOR Mauricio Martinez MAGFOR

Gerald Manuel Jiménez INAFOR Guillermo Avilés INTA-EI Recreo

Luis Gaitan MARENA Francisco Pérez INTA- El Recreo

Abel Torrez MARENA Oneyda Morales Davila IPADE-Rama
Constantino Pettiens INTA Melquiades Pérez AGECSA

Gerald Morales INATEC José A. Flores COMPOR R.L. Rama
Eduardo Sobalvarro INTA MUELLE DE LOS BUEYES

Tony Urbina PAC Fco. Pérez Calero COMULMAR- Campana
Sandra Calero PAC Ervin José Lopez MAGFOR

Sofia Betancourt MAGFOR Alfonso Fuentes MAGFOR

Alvaro Navarrete INTA Javier Fajardo PADESAF

Geovany Reyes INTA Santos E. Rosales COMPROMUB

Miguel Obando MAGFOR Mauricio Martinez MAGFOR

EL RAMA Auxiliadora Rios Gutiérrez | COOPAPROMUDEF
Javier Fajardo B. PADESAF Maria Elba Gonzalez COOPRAPROMUDEF
Luis Hernandez FADCANIC Aquiles Gomez COMULMAR- Campana
Ervin Lépez PADESAF Hugo Pérez Calero COMULMAR- Campana
Alfonso Fuentes PADESAF Domingo Salmerén IICA-Nicaragua

Rafael Acevedo BICU
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genética del cacao en la RAAS.

S2. Informacion y posicionamiento geografico de los arboles muestreados en la RAAS

Muestra | Municipio Nombre de la finca Propietario Coordenadas
X Y
1 Nueva Guinea Los Laureles Rafael Mejia 788622 | 1294494
2 Nueva Guinea Denis Espinoza 786932 1293085
3 Nueva Guinea La Lomita Victor Manuel Pauth 786843 1295655
4 Nueva Guinea Los Cocos Pablo Pauth Davila 782878 | 1293030
5 Nueva Guinea Pueblo en Accion (PAC) 779611 1291259
Comunitaria (PAC)

Nueva Guinea Mileto Abel Rivera Urbina 774416 1293921

Nueva Guinea La perla de Rio plata Efrain Duarte Oporta 776569 | 1291662
10 Nueva Guinea Mileto Abel Rivera Urbina 774422 1293918
12 Nueva Guinea Madagascar Corina Martinez Pichardo 764965 | 1295933
13 Nueva Guinea Luis Garcia 777737 | 1290477
15 Nueva Guinea La Fortuna Humberto Bucardo 785071 1291576
16 Nueva Guinea El Cacao Luis Garcia 776593 | 1296087
18 El Rama Palestina José Amado Romero Calero 784468 1346176
19 El Rama Palestina José Amado Romero Calero 784471 1346192
20 El Rama - Juan Duarte 784474 1346189
21 El Rama Juan Duarte 783869 | 1346183
22 El Rama Peoresnada Presentacion Pérez 795774 | 1355938
24 El Rama La Argentina Manuel Rojas Miranda 794037 1355698
25 El Rama San Isidro Juan Sequeira Aragon 802282 | 1335192
27 El Rama La Lomita José Antonio Flores Garcia 803765 | 1341176
29 El Rama Bella vista Rafael Gago Espinoza 783708 1354084
30 El Rama La Ceiba Sebastian Chavala 805492 | 1338021
32 El Rama San Antonio Mercedes Escoto Ledn 807561 1339629
33 El Rama Santa Maria Santa Maria Cleofas Montoya | 783696 | 1354096
34 Muelle de los Bueyes | Oro Blanco Hugo Pérez Calero 745587 | 1357162
35 Muelle de los Bueyes | Oro Blanco Hugo Pérez Calero 745539 | 1357137
36 Muelle de los Bueyes | Gonzalo Lopez Aquiles de Jesls Gomes A. 751893 1358210
37 Muelle de los Bueyes | Santa Rosa Aquiles de Jesus Gomes A. 750353 | 1360029
39 Muelle de los Bueyes | Peoresnada Juan Luna Sevilla 775747 | 1333546
40 Muelle de los Bueyes | San Isidro Alejandro Palacio Borges 777636 1326395
41 Muelle de los Bueyes Ernesto Rosales 763564 | 1353429
42 Muelle de los Bueyes Ernesto Rosales 763594 | 1353442
43 Muelle de los Bueyes | San Miguel Miguel Escoto Reyes 765896 1347012
44 Muelle de los Bueyes | San Miguel Miguel Escoto Reyes 765902 | 1347037
45 El Recreo Centro Exp. El Recreo | POUN13 793573 | 1347299
46 El Recreo Centro Exp. El Recreo | ICS-9 793572 1347271
47 El Recreo Centro Exp. El Recreo | UF-668 793570 1347246
48 El Recreo Centro Exp. El Recreo | IMC-68 793569 | 1347216
49 El Recreo Centro Exp. El Recreo | GS-37 793558 | 1347265
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