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Resumen

En la Sierra Nevada de Santa Marta los cultivos de cacao estin conformados mayoritariamente por
cultivares hibridos comerciales y, aunque se encuentran cacaos nativos, estos son poco cultivados. Dada la
necesidad de verificar si estos cultivares de cacao encontrados en la Sierra pertenecen al grupo genético tipo
Criollo, se realizé una caracterizacién fenotipica y genotipica de cacaos del municipio Dibulla, La Guajira.
Para esto, se muestrearon 11 cultivares en Mingueo. Los rasgos fenotipicos se evaluaron empleando
descriptores UPOV para cacao. Los pardmetros cualitativos y cuantitativos se cotejaron por andlisis de
conglomerado y andlisis de componentes principales (ACP), y las variables cuantitativas se compararon
a través de la prueba no paramétrica test de Mann-Whitney. Para evaluar las relaciones genéticas, se
estandarizaron protocolos de biologia molecular y se secuencié la regién ITS. A partir de las secuencias, se
realizaron agrupamientos por métodos de distancia y filogenéticos. Finalmente, se encontraron diferencias
significativas entre las semillas (p = 0,01), y resalta la coloracién blanca del cotiledén de los criollos en
contraste con la coloracién purpura oscura de los hibridos. Asimismo, los analisis de conglomerados, ACP
y los andlisis de secuencias demostraron diferencias entre el grupo de los cacaos nativos y los hibridos
comerciales cultivados; ademas, los cacaos nativos se emparentan con el grupo de cacao tipo Criollo.

Palabras clave: cacao Criollo, descriptores UPOYV, fenotipo, genotipo, germoplasma

Phenotypic and genotypic characterization of cacao cultivars
(Theobroma cacao L.) from Dibulla, La Guajira, Colombia

Abstract

In Sierra Nevada de Santa Marta, cacao plantations are comprised of commercial hybrid cultivars, and
although native cacaos are found, they are not widely cultivated. Given the need to verify if these cacao
varieties found in the Sierra region belong to the Criollo type genetic group, a phenotypic and genotypic
characterization of cacao from the municipality Dibulla, La Guajira was carried out. For this, 11 cultivars
were sampled in Mingueo. Phenotypic traits were evaluated using UPOV descriptors for cacao. The
qualitative and quantitative parameters were compared through cluster and principal component analyses
(PCA), and the quantitative variables through the non-parametric Mann-Whitney test. Molecular biology
protocols were standardized, and the ITS region was sequenced to assess genetic relationships. From the
sequences, groupings were carried out utilizing distance and phylogenetic methods. Finally, significant
differences were found among the seeds (p = 0.01), and the white coloration of the cotyledon of the criollos
or native stands out in contrast to the dark purple coloration of the hybrids. The cluster analysis, PCA, and
sequence analysis groupings, showed differences between the group of native cacaos and commercial
hybrids cultivated; in addition, native cacaos are related to the Criollo type group.

Keywords: Criollo cacao, genotype, germplasm, phenotype, UPOV descriptors
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Introducciéon

El cacao Theobroma cacao L. es un drbol perteneciente a la familia Malvaceae, nativo de las regiones
tropicales himedas centrales y septentrionales de América del Sur (Lépez-Medina, 2017). Segtin registros
histéricos, los procesos de domesticacidn, cultivo y consumo del cacao fueron iniciados por los mayas en
Meéxico y Centroamérica, quienes lo consumian como una bebida llamada xocoat/, un precursor de los
chocolates modernos (Motamayor et al., 2002; Young, 2008). No obstante, analisis genémicos indican que
debe ser originario de la cuenca del Amazonas al noroeste de Sudamérica (Zarrillo et al., 2018).

Actualmente el cacao se cultiva en climas célidos y lluviosos de América, Africa y Asia (Bhattacharjee
& Kumar, 2007; Rodriguez-Medina et al., 2019), en sistemas agroforestales que permiten combinarlo
con otros cultivos y especies nativas, en equilibrio con el medio ambiente (Jagoret et al., 2011; Navarro-
Prado & Mendoza-Alonso, 2006; Roa-Romero et al., 2009; Romero & Urrego, 2016). El cacao es de gran
importancia econdémica por su versatilidad de usos en la confiteria artesanal, la industria cosmética y la
agroalimentaria, como es el caso de la produccién de chocolates, aceites y licores, respectivamente (Bennett,
2003). En Colombia, ha habido un aumento en el cultivo de cacao durante los tltimos anos, y para el 2017
se ubicaba como el séptimo productor del mundo (Food and Agriculture Organization [FAQ],2017). Este
escenario hace que el cacao se convierta en una de las grandes apuestas sostenibles del mercado nacional e
internacional, desde el punto de vista ambiental, social y econdémico; es decir, permite satisfacer todos los
eslabones de la cadena productiva, garantizando una economia préspera, principalmente en regiones de
posconflicto, promoviendo la paz y la sustitucién de cultivos ilicitos (Rodriguez-Medina et al., 2019).

Se conocen tres tipos de cacao: el Criollo, originario de América del Sur y América Central; el Forastero,
que procede de la cuenca del Amazonas; y el Trinitario, que surgi6 en Trinidad & Tobago como un hibrido
de los dos primeros tipos (De La Cruz-Medina et al., 2012). La caracteristica organoléptica més relevante
del cacao Criollo es su sabor amargo, dcido y afrutado, con cotiledones blancos (Andrade-Aguirre &
Angulo-Reynoso, 2007). Por su parte, el Forastero es el tipo de cacao mds cultivado, estimédndose que
cubre mas o menos un 85 % de la produccién mundial, debido a que este tipo de cacao es més resistente
a las enfermedades y plagas; con todo, su sabor es fuerte, amargo y ligeramente 4cido (Romero & Urrego,
2016). El Trinitario es un tipo de cacao més resistente y productivo, pero de menor calidad que el Criollo
(Andrade-Aguirre & Angulo-Reynoso, 2007).

Hasta finales del siglo XIX, el cacao Criollo era el més cultivado en Colombia, pero la presencia de
enfermedades diezmé este cultivo, que fue sustituido por el Forastero (Rodriguez-Medina et al., 2019).
A partir de ese momento, se han recuperado y caracterizado materiales criollos que se han conservado en
bancos de germoplasma; sin embargo, en la actualidad el cultivo comercial del tipo Criollo es restringido
(Aranzazu et al., 2009; Oicatd, 1986; Perea ct al., 2013; Rodriguez-Medina et al,, 2019).
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Las variedades vegetales contienen caracteristicas diferenciales fisioldgicas, morfoldgicas y genotipicas;
de ahi la importancia de ser caracterizadas, estableciendo los rasgos particulares de un individuo o
poblacién, y de desarrollar programas de mejoramiento vegetal (Aranguren et al., 2010). Para realizar
dicha caracterizacion, se deben utilizar variables morfolégicas confiables, permitiendo asi la diferenciaciéon
entre grupos. Estas variables estdn establecidas en las llamadas Guias Técnicas para la Descripcion Varietal
como las expedidas por la Unién Internacional para la Proteccién de las Obtenciones Vegetales (UPOYV,
2011). La caracterizacién del germoplasma va acompafiada con la determinacién de los rasgos genéticos
que permiten medir la variabilidad genética (Aranguren et al., 2010; Nafez-Colin & Escobedo-Lépez,
2014). Para ello, se emplean marcadores moleculares, que son fragmentos de DNA que, por si solos o
combinados, pueden ser empleados para determinar la diversidad genética a través de la deteccién de sus
polimorfismos (Azofeifa-Delgado, 2006; Rocha, 2003).

Los polimorfismos de nucledtidos simples (o SNP, por sus siglas en inglés) son ampliamente empleados
para genotipar y realizar seleccién asistida en mejoramiento genético de plantas, a partir de la secuenciacién
y andlisis de regiones especificas del genoma (Chagné et al., 2007; De Wever et al., 2019; Poland & Rife,
2012). Las regiones ITS son secuencias de DNA ribosomal, ficiles de amplificar y alinear, utilizadas en
el estudio de relaciones intra e interpoblacionales, puesto que muestran diferencias evolutivas y permiten
obtener informacién filogenética y taxonémica de los individuos (Avendafio-Sinchez et al., 2015; Quijada
etal., 2017).

En este estudio se tomaron muestras de los cacaos cultivados en el corregimiento de Mingueo,
departamento de La Guajira, donde siembran cultivares de cacao comerciales y plantas de cacao nativas
recolectadas en la Sierra Nevada, e identificadas por los agricultores como cacaos nativos tipo Criollo. No
obstante, no existe evidencia de que estos sean del tipo Criollo, ya que este germoplasma no habia sido
caracterizado agronémicamente. Por lo tanto, todos estos cultivares fueron caracterizados fenotipicamente
empleando descriptores UPOV, y se realiz6 una evaluacién genotipica por secuencias ITS, para identificar
relaciones de parentesco entre los cacaos nativos de la regién y los comerciales.

Materiales y métodos

El estudio se realizé a partir de los materiales cultivados en la coleccién de germoplasma de cacao en la finca
Brisas del Mar, de la Asociacién de Productores Orgénicos del Municipio de Dibulla (APOMD), ubicada a
48 m s.n.m. en el corregimiento de Mingueo, Dibulla, en el departamento de La Guajira. La finca se ubica
en un édrea de bosque tropical, a 10 km en direccién nordeste del poblado de Mingueo. Se recolectaron
10 muestras de plantas de cacao, identificadas por los productores como 4 cacaos criollos, 5 clones
comerciales y un hibrido desconocido (tabla 1). Adicionalmente, se obtuvo una muestra de cacao
tipo Criollo cultivada en Becerril, Cesar, que fue empleada como referencia. El muestreo fue de tipo
aleatorio simple, para efecto de la recoleccién de informacién y muestra. Los datos morfoldgicos de las
plantas de cacao se tomaron iz situ, de acuerdo con los criterios establecidos para el 7. cacao por la UPOV
(2011). Ademds, se colectaron hojas jovenes para realizar el andlisis genético.

Cienc. Tecnol. Agropecuaria, 21 (3):e1557
DOI: https://doi.org/10.21930/rcta.vol21_num3_art:1557 4


https://doi.org/10.21930/rcta.vol21_num3_art:1557

Angélica, Ramos Ospino; et al. (aracterizacion de cultivares de cacao de Dibulla, Colombia

Tabla 1. Muestras de cacaos colectadas

Cédigo de muestra Tipo de cacao Georreferencia
001 Hibrido ICS 30 046N 737223270
002 Hibrido ICS 95 CongMN 7322330
003 Hibrido ICS 39 ConogeeN 7320
004 Hibrido ICS 60 N0TEN 73722330
005 Hibrido CCN 51 CONYASN 7322340
006 Criollo 09N 7322290
008 Criollo de Becerril RN 7316920
009 Hibrido desconocido 11"1014"N 73°20049°0
010 Criollo 10N 73721040
011 Criollo 0N 737205670
o Criollo 10N 73720580

Fuente: Elaboracién propia

En la caracterizacién de la hoja, de cada planta se tomaron cinco muestras para la medicién de cada variable.
Se seleccionaron hojas con buen estado fitosanitario, ubicadas en el quinto nodo de ramas ubicadas en
el arbol a la altura del pecho, en periodo de fructificaciéon. Se tomé la medida del largo y ancho de la
lamina foliar, asi como los rasgos cualitativos: forma de la base, forma del 4pice, intensidad del color
verde. Igualmente, se colectaron frutos fisiolégicamente maduros sin sintomas de enfermedad, y se midié
la longitud, didmetro, grosor del epicarpio, concentracién de sélidos solubles de la pulpa y pH. Asimismo,
se valoraron las caracteristicas cualitativas: forma de mazorca, forma del dpice, forma de la base, color de la
mazorca, superficie, profundidad de los lomos y color de la pulpa. Ademds, se contd la cantidad de semillas
integras por fruto. De cada fruto se tomaron cinco semillas y se evalué longitud, ancho y grosor, asi como el
color del cotiledén y forma en seccidn longitudinal. Todas las mediciones de frutos y semillas se realizaron
con un calibrador vernier digital; en la concentracién de sélidos solubles se empled un refractémetro y el
pH se estimé con un pH-metro portatil. En la identificacién de rasgos cualitativos como formas y colores
se us6 como referencia las guias del descriptor UPOV (UPOV, 2011) y del Cazdlogo de cultivares de cacao
(Garctia, 2009).

Los datos recopilados en la caracterizacion fenotipica fueron tabulados en Microsoft Excel™y
posteriormente analizados con herramientas estadisticas. Las variables cuantitativas de los cacaos
hibridos comerciales y los cacaos criollos se compararon a través de la prueba no paramétrica test de U
o Mann-Whitney. Adicionalmente, se realizaron andlisis de cluster, empleando el programa PC-ORD
version 5.0. Para ello, se construyeron matrices calculando las distancias euclidianas y los agrupamientos
por el método de Ward. Los datos cuantitativos fueron normalizados antes de calcular las distancias y
se construyeron dendrogramas. Posteriormente, se aplicé estadistica multivariada (Andlisis de
Componentes Principales [PCA]) empleando todos los rasgos evaluados.

Para la caracterizacién genotipica, se utilizaron hojas jévenes de cada planta de cacao y se conservaron

en tubos con silica gel. Luego, se extrajo el ADN siguiendo el protocolo de Lodhi et al. (1994)

Cienc. Tecnol. Agropecuaria, 21 (3):e1557
DOI: https://doi.org/10.21930/rcta.vol21_num3_art:1557 5


https://doi.org/10.21930/rcta.vol21_num3_art:1557

Angélica, Ramos Ospino; et al. (aracterizacion de cultivares de cacao de Dibulla, Colombia

con modificaciones. Se cuantificé y determiné la pureza del ADN por espectofometria empleando un
NanoDrop ND-2000. A partir de los cebadores disponibles en el banco de primers (iniciadores) del
Laboratorio de Investigacién en Microbiologia de la Universidad Simén Bolivar, se realizé un andlisis 77
silico sobre los diferentes genomas secuenciados de 7. cacao, empleando la herramienta BLAST (Ye et al.,
2012) y el algoritmo Clustal W, del programa Bioedit Sequence Aligment Editor Versién 7.0.5.3.

Luego, se probaron los cebadores por PCR y se selecciond el par més especifico y con mejor rendimiento
de amplificacién. Los primers seleccionados son el 86F 5-GTGAATCATCGAATCTTTGAA-3 y 4R
5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' (White et al., 1990). Posteriormente, se optimizé la reacciéon
de amplificacién agregando DMSO (Miranda et al., 2010). Los productos de PCR fueron purificados y
secuenciados por método Sanger, a través de la empresa Macrogen en Corea del Sur. Una vez obtenidas las
secuencias, se analizaron los cromatogramas para verificar su calidad, y se editaron eliminando los extremos
de baja calidad, a través del programa BioEdit. Seguidamente a cada secuencia se le realizé un Blast (Ye et
al., 2012) para verificar la identidad de las secuencias y descartar contaminacion.

Finalmente, se construyeron dendrogramas por métodos de distancia (UPGMA, Neighbor Joining) y
métodos filogenéticos (méxima verosimilitud y méxima parsimonia), mediante el programa Mega X
(Kumar et al., 2018). Esto se hizo con el fin de determinar las relaciones de parentesco entre las secuencias
ITS de cada cultivar. Se calculd el mejor modelo evolutivo y, a partir del drbol filogenético obtenido por
el método de méxima verosimilitud bajo los pardimetros del modelo evolutivo Tamura-3 y un Bootstrap
de 1.500 repeticiones (Kumar et al., 2018), se construyé un drbol consenso para validar los resultados
obtenidos por los otros métodos de agrupamiento. Ademds, se usé como grupo externo la secuencia de

ITS de cacao (JQ228376) reportada en el GenBank.

Por otra parte, se hizo una busqueda i% silico de otros marcadores que podrian ser empleados en trabajos
futuros en la discriminacion entre cultivares de cacao. Para ello, se realizé una busqueda de los genes matK
y rbcL, ast como los espaciadores intergénico psbA-trnH 'y rpl32-trnL en los genomas de cacao presentes
en las bases de datos; a partir de ellos, se hicieron andlisis por métodos filogenéticos.

Resultados y discusion
Caracterizacion fenotipica

La forma de las hojas fue uniforme dentro de cada individuo y de cada tipo de cacao evaluado. El largo de la
hoja varié entre 271,2 y 392,6 mm, mientras que el ancho tuvo valores entre 90,0 y 132,6 mm. En total se
observaron dos formas de la base y dos del 4pice. Igualmente, en la intensidad del color de la hoja también
se observaron dos variantes. La muestra de hoja obtenida de Becerril, identificada con el cédigo 008, tuvo
el menor tamafo con 287,0 mm de longitud y 90,6 mm de ancho. Ademads, la mayoria de las hojas de
los cultivares evaluados posee la base obtusa, el épice acuminado, con intensidad de color media. Aunque
el tamafio de la hoja no es empleado para diferenciar los cultivares de cacao, las diferencias observadas,
especialmente en el ancho del limbo, reflejan que existe un grado de variabilidad entre ellos.

Igualmente, la forma de los frutos fue homogénea dentro de cada individuo evaluado. La longitud en todos
los cultivares varié entre 110 y 277 mm; el didmetro, entre 55 y 200 mm, y el grosor del epicarpio, entre
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4,35y 17,97 mm. Se observé diversidad en las formas del fruto, y la forma oblonga fue la més frecuente
(figura 1). En la mayoria de los cultivares el estrangulamiento basal del fruto estuvo ausente o muy débil;
se observaron dos formas de dpice, y la superficie del fruto que predominé fue la moderadamente rugosa.
El color del fruto fue variado, sobresaliendo el amarillo. Los colores de la pulpa observados fueron blanco
y crema claro (tabla 2). Esta diversidad de formas entre cultivares muestra la variabilidad que existe entre
ellos, rasgos que permiten diferenciarlos e identificarlos.

=y

Figura 1. Frutos de Theobroma cacao de cultivares del corregimiento de Mingueo. a. Crio-12; b. Crio-11; ¢. Crio-6;
d. CCN51-5; e. ICS60-4; £. ICS39-3; g 1CS95-2; h. ICS39-1.

Fuente: Elaboracién propia

En relacién con el nimero de semillas por fruto, el clon CCN51 es el que posee mayor cantidad de
semillas, seguido del Criollo de Becerril (008), con 42 semillas; el cultivar con menor cantidad de
semillas fue el hibrido ICS95 (tabla 2). El ntimero promedio de semillas fue 30, con una longitud que
oscilé entre 29,76y 21,53 mm, y un ancho entre 15,17 y 10,59 mm. El grosor de las semillas varié de
7,9 a 12,2 mm. En este sentido, el tamano de las semillas de los criollos encontrados en Mingueo fue
més grande que el de los hibridos. La mayoria de las semillas fueron ovales u oblongas, y el color del
cotiledén predominante fue el purpura oscuro, seguido del blanco. Todas las muestras de los cacaos
identificados como criollos poseen cotiledones de color blanco (tabla 2). Las variantes morfolégicas de
las semillas observadas son caracteristicas de cada cultivar y se reflejan en las caracteristicas productivas y
organolépticas de estos cacaos. De esta manera, sobresale la coloracién de los cacaos criollos en
relacién con los hibridos comerciales (Garcia, 2009).
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Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas sobresalientes de los cultivares de cacao encontrados en Dibulla, La Guajira
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I0539-1 | 1268292 | 920141 | 27784235 | 13,542053 | 10504085 | 21,5:05 | Oblonga | "Marlo |Crema | o) ga | PUrPUra
verdoso | claro 05CUro
I(S95-2 | 1232474 | 8204183 | 2336+1,08 | 1407065 | 10474080 | 19.0+0,1 |Oblonga |R%° | Blanco |Eliptica | “TPUra
medio 05CUro
I0539-3 | 123,682 | 810155 | 2971419 | 13082043 | 93007 | 195:01 |Oblonga | Naranja | <™ |Oblonga | UrPura
claro 05CUro
ICS60-4 | 1114286 | 7806182 | 23,58+1,88 | 13,200185 | 886105 | 215602 |Eliptica |20 | pianco |oval | PUrPUra
verdoso 05CUro
(NS5 | 12144253 | 9654198 | 24726107 | 13,594106 | 880£1,0 | 16,2405 |Oblonga | "0 |C18Ma | &) 1 onga | PUrPUIa
oscuro | claro claro
. Crema Parpura
(RI0-6 | 11684149 | 6004172 | 21,53+1,16 | 1435+1,16 | 934+181 | 16,020,1 |Oblonga  Amarillo Oval P
claro 05CUro
. Crema
(MO8 | 306+122 | 738464 | 2045171 | 10554029 | 790+044 | 167400 | Oboval |Amarillo | =""? |Oblonga | Cafeé
. Purpura
B9 |13262137 | 20014291 | 29762117 | 1476+131 | 1060+163 | 135406 | Oblonga Naranja | Blanco | Oblonga | T\
CRIO-10 | 13164213 | 73,0111 | 23,94+2,14 | 15,170,559 | 10,85+1,12 | 182402 | Oboval |Amarillo |Blanco [Oval  |Blanco
CRIO-11 | 12904246 71,04137 | 23,36+1,44 | 13,121,550 | 10,1509 | 153+0,1 | Oblonga | Amarillo |Blanco [Oval | Blanco
. Crema
(RO-12 | 124473 | 550591 | 23085170 | 1501077 | 12,20£106 | 16,0£01 | Oblonga Naranja | ~*™'* |Oval  |Blanco

Fuente: Elaboracién propia

Los cultivares de cacao estudiados fueron agrupados en cacaos nativos y cacaos no nativos, y se compararon
los rasgos cuantitativos entre los dos grupos. Segun la prueba de Mann-Whitney, se acepta la hipétesis
nula Ho para las variables longitud del fruto, longitud del limbo, grosor del epicarpio, niimero de semillas y
PH, es decir, no existen diferencias significativas entre los dos grupos de cacao (p = 0,01). Por otro lado, al
comparar las variables ancho del limbo, didmetro del fruto, °Brixy longitud, ancho'y grosor de la semilla, se
rechaza la hipdtesis nula, sefialando que existen diferencias significativas con 99 % de confianza (p = 0,01)
entre los cacaos criollos y los hibridos, para estas variables.

El anélisis de agrupamiento mediante caracteristicas fenotipicas cuantitativas por método de Ward forma
dos grandes clados (figura 2): en un clado se ordenaron los cultivares criollos, incluyendo la variedad de
cacao Criollo usado como control, y en el otro, los cultivares hibridos.
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El PCA se realizé comparando las caracteristicas cualitativas y cuantitativas (figura 3). La dispersién de
las muestras indica que los pardmetros con mayor influencia sobre la variabilidad son GS (grosor de la
semilla), CC (grosor del cotiledén), LF (longitud del fruto), CF (color del fruto), FF (forma fruto), PLF
(profundidad entre los lomos), LS (longitud de la semilla) y FSLS (forma longitudinal de la semilla).
Asimismo, se observa una segregacion de los cacaos criollos de los cultivares comerciales (figura 3).

Informacién restante (%)
100 75 50 25 4]

1C539-1
1C539-3

1C595-2
IC560-4

HIB-9
CRIO-6

CRIO-10 ]7

CRIO-11 ——

CRIO-8

CRIO-12

Figura 2. Dendrograma de los cultivares de cacao evaluados a partir de rasgos fenotipicos cuantitativos.
Agrupamiento por método de Ward y distancia euclidiana.
Fuente: Elaboracién propia con PCORD
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CRIO-8
A

Eje 2

Eje 1

Figura 3. Analisis multivariado PCA a partir de caracteristicas fenotipicas cuantitativas y cualitativas.
Fuente: Elaboracién propia con PCORD

Anilisis genotipico

Inicialmente se realizaron algunas extracciones de ADN; sin embargo, el rendimiento y la calidad fueron
muy bajas. Dentro de este procedimiento, las primeras extracciones orgdnicas no separaron bien los 4cidos
nucleicos de los residuos celulares, pues al final del procedimiento se observaron grandes cantidades de
un pellet blanco, y no se lograba amplificar la secuencia ITS a partir de estos ADN. Por este motivo, se
realizaron varios ajustes y pruebas empleando diferentes concentraciones de PVP, sin obtener cambios
significativos. Luego, se aument6 la concentracién de 2-B-Mercaptoethanol al 1 % y el nimero de

Cienc. Tecnol. Agropecuaria, 21 (3):e1557
DOI: https://doi.org/10.21930/rcta.vol21_num3_art:1557 10


https://doi.org/10.21930/rcta.vol21_num3_art:1557

Angélica, Ramos Ospino; et al. (aracterizacion de cultivares de cacao de Dibulla, Colombia

extracciones organicas con cloroformo: AIA hasta cuatro veces. Asi se obtuvieron mejores resultados, que
fueron verificados por cuantificacién espectrofotométrica.

Uno de los factores que afecta la extraccion de dcidos nucleicos a partir de hojas de 7. cacao, y que interfiere
en la calidad y cantidad de ADN, es la alta concentracién de polifenoles y polisacéridos en el tejido foliar
de la planta (Henao et al.,, 2017; Martinez et al., 2013; Schrader et al., 2012). Una vez realizados los
ajustes al protocolo de extraccién, se obtuvieron los ADN; segun la relacién 260/280, estos atin contenian
algunos contaminantes. Dada la presencia de estos residuos, se ajustaron las concentraciones de la muestra
realizando diluciones para disminuir el efecto de inhibidor y mantener una concentracién final de ADN
de 10 ng/mL. Como han expresado algunos autores, este tipo de problema es comtin cuando se trabaja
con esta especie (Chia-Wong, 2009; Martinez et al., 2013; Ruiz, 2014). Luego se ajust el perfil térmico
de la amplificacién por PCR vy todos los fragmentos se evidenciaron en los corridos electroforéticos. El
tamano de estas secuencias fue de 380 pb y corresponde con la regién ITS2, ubicada entre la regién 5,8S
y la subunidad mayor del ribosoma (White et al., 1990). Esta region intergénica fue seleccionada porque
permite observar variaciones intraespecificas, debido a que posee menor presién selectiva que las regiones
codificantes (Quijada et al., 2017; Zambrano, 2017).

Una vez obtenidas las secuencias, se realizaron andlisis de agrupamiento por métodos de distancia y
métodos filogenéticos UPGMA, Neighbor-Joining, méxima verosimilitud y mdxima parsimonia. Se
evaluaron los modelos de sustitucién nucleotidica para estas secuencias y se determiné que el modelo
evolutivo que mejor se ajusta es el de Tamura-3 (Tamura, 1992); a partir de estos pardmetros, se
construyeron los dendrogramas. En todos los métodos se formé un clado en donde se agrupan los
cacaos criollos (incluyendo el de referencia de Becerril), que se distancia del clado de los cacaos hibridos
comerciales. Ademds, la mayoria de los clados estdn estadisticamente soportados por todos los métodos.
Asi, se construy6 un drbol mediante el método de méaxima verosimilitud, ubicando los clados consenso y
sefialando la probabilidad para un Boosstrap de 1.500 réplicas para cada método (figura 4).

A pesar de que los ITS utilizados en el trabajo permitieron diferenciar al grupo de cacaos criollos
de los comerciales, no permiten responder toda la historia evolutiva. Por esto, se realizé un analisis
prospectivo iz silico de otros marcadores, que permiten complementar este andlisis y sentar bases para
futuras investigaciones. Inicialmente, se hizo una busqueda de los genomas de cloroplasto de cultivares
de cacao y otras especies de la familia Malvaceae depositados en el GenBank (Benson et al., 2012). Para
todos los andlisis se usaron los mismos cultivares de cacao y las especies de la familia variaron en cada
marcador. En estos genomas se realizé una busqueda iz silico y se determiné, por métodos filogenéticos, que
los marcadores matK'y psbA-trnH tienen variabilidad suficiente para ver diferencias entre tipos de cacao.
Por otro lado, rbcL y rpl32-trnL no permiten resolver las diferencias entre cultivares de cacao.
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94/07/95/100 Pentagonum

10-[}!’42}23."-‘ 001 1C539

62/-/11/- ‘ 003 IC539

002 IC595

004 1C560

005 CCN51

‘ 008 Criollo Becerril

010 Criollo
08/99/90/85 ‘

006 Criollo

90/81/- /49

98 012 Criollo

Figura 4. Anilisis de parentesco entre cultivares de cacao de Dibulla, a partir de la regién intergénica ITS. El
arbol filogenético se construyé por el método de méxima verosimilitud, bajo los pardmetros del modelo evolutivo
Tamura-3 y un Bootstrap de 1.500 repeticiones. Los clados se validaron por los métodos de maxima verosimilitud,
méxima parsimonia, UPGMA y Neighbor-Join, respectivamente.

Fuente: Elaboracién propia con Mega X

En la Sierra Nevada de Santa Marta, el municipio de Dibulla cuenta con una diversidad bioldgica y unas
caracteristicas ambientales que favorecen una creciente y dindmica actividad agricola. En este sentido, es
necesario realizar programas de capacitacién para la produccién de cultivos de cacao de calidad a través
de la identificacién, seleccidn vy utilizacién de materiales recomendados a nivel internacional y, a su vez,
la promocién del rescate de genotipos sobresalientes de tipo Criollo. Esto permitiria la conservacién
y multiplicacién de germoplasma para iniciar programas de mejoramiento genético, con el objetivo de
incrementar la calidad de los cacaos, asi como la promocién de sistemas de cultivo eficientes y sostenibles
en el tiempo. Este trabajo permite identificar los tipos de cacaos que se cultivan en la region, con el fin de
promover su cultivo y dinamizar sus productos finales.

Al momento de caracterizar e identificar un cultivar, los rasgos fenotipicos son los ms distintivos. El
fenotipo se entiende como el conjunto de rasgos que son observables, ya sean morfoldgicos, fisiolégicos
o comportamentales, dentro de una especie o poblacidn; este depende del genotipo, y puede estar
influenciado por factores ambientales y nutricionales (Botero & Arias, 2018). En este sentido, los
individuos analizados se ubicaban en la misma parcela, en un ambiente uniforme, bajo condiciones de
temperatura, humedad y radiacién poco variables, bajo el mismo régimen de fertilizacién y con précticas
fitosanitarias orgdnicas iguales; ademds, fueron colectados y medidos el mismo dia. Por lo tanto, la
variacion fenotipica observada debe tener poca influencia ambiental.
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Dentro de los cacaos nativos encontrados en Dibulla, se evidencian claramente rasgos propios del cacao
tipo Criollo, que los diferencian de los cacaos comerciales (figuras 2, 3 y 4). Estos cacaos se caracterizan por
poseer hojas cuya forma de la base y dpice es obtusa y acuminada, respectivamente; la longitud y ancho de
dichas hojas son uniformes. Por otra parte, la mayoria de los frutos de este cacao tienen forma oblonga, la
superficie es moderadamente rugosa y el estrangulamiento basal es débil (tabla 2). Ademds, se encontraron
dos formas de fruto, uno con apice entallado y otro con édpice agudo. En cuanto al tamafo, los frutos son
mds pequenos en longitud, ancho y grosor que los comerciales. Las semillas son uniformes, con forma
oval y moderadamente alargadas, y su tamafio es semejante al de los comerciales (tabla 2). En cuanto a los
cultivares comerciales evaluados, se observé que conservan la mayoria de las caracteristicas morfoldgicas
descritas por Garcfa (2009).

Asimismo, uno de los rasgos fenotipicos empleados para distinguir los cacaos criollos de otros tipos es
el color del cotiledén (Avendafio et al., 2014; Ventura et al., 2004). De acuerdo con esto, el color del
cotiledén presentd una gran variacidn que se ve reflejada en el efecto sobre la distribucién de las muestras en
el PCA (figura 3). De este modo, se observé que los cultivares de cacaos comerciales presentaron coloracién
purpura oscura, y los cacaos denominados criollos, cotiledén blanco (tabla 2).

En el caso del criollo 006, la caracterizacién fenotipica cualitativa mostr6 que este comparte caracteristicas
con algunos cacaos comerciales, como el color del cotiledén y la forma de la base de la hoja aguda, lo
que sugiere que este criollo no sea puro, y que esté emparentado con un hibrido. Asimismo, el criollo
008 de Becerril posee algunas caracteristicas semejantes al clon CCN 51, indicando que es originario de
cruces entre Forasteros y Criollos (Garcia, 2009). No obstante, son pocas las caracteristicas fenotipicas
que relacionan estos cultivares, y estas pueden ser caracteristicas poligénicas; por lo tanto, habria que hacer
mds andlisis genéticos para determinar el grado de parentesco. Por ello, se hace necesario hacer estudios
poblacionales, que abarquen mayor nimero de muestras, una distribucién mas amplia, y la segregacion de
rasgos en la descendencia, para examinar distincién, homogeneidad y estabilidad.

Los ITS utilizados en el trabajo permitieron diferenciar al grupo de cacaos criollos de los comerciales;
sin embargo, no terminan de responder toda la historia evolutiva (Zambrano, 2017). La pequefia regioén
nuclear escogida no representa todo el genoma vy, por lo tanto, no cuenta toda la evolucién genética
de la especie. El andlisis de marcadores de DNA de cloroplasto (cpDNA) se ha utilizado cada vez mds
en genética de poblacionales para determinar su estructura, flujo de genes, frecuencia de haplotipos y
relaciones filogenéticas (Gutiérrez-Lépez et al., 2016). Por esta razén, se hizo una evaluacién iz silico
de otros marcadores de secuencia del genoma de cloroplasto, que permitirdn hacer en el futuro analisis
mds profundos y precisos entre cultivares de cacao. Los andlisis filogenéticos realizados los marcadores
matK'y trnH-psbA podrian resolver mejor las diferencias entre cultivares de cacao y permitirian entender
mejor el origen y las relaciones de parentesco de los cacaos de la region. Asimismo, en futuros estudios se
podrian emplear otros marcadores como los microsatélites, que permiten estimar la diversidad genética
(Aranguren-Diaz et al., 2018; Lanaud & Risterucci, 1999).

Conclusiones

La coleccién de cacaos criollos de la Asociacién de Productores Orgénicos del Municipio Dibulla es un
importante recurso fitogenético que debe ser preservado. El andlisis fenotipico y genotipico evidencia que
estos cultivares de cacaos nativos poseen diferencias con respecto a los cultivares comerciales. Ademds, este
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germoplasma nativo se puede clasificar dentro del grupo genético de los cacaos tipo Criollo. Sin embargo,
deben hacerse més estudios que permitan categorizarlo y certificarlo.

El presente trabajo fue una linea base para el conocimiento de los cacaos criollos de la Sierra Nevada de
Santa Marta, que permitirdn el desarrollo de nuevos estudios, para asi profundizar en la denominacién y
certificacién de estos tipos de cacao. En este sentido, se propone realizar més estudios empleando mayor
numero de individuos de cacao criollos, mediante el uso de los marcadores 742K’y trnH-psb, para establecer
mejor las relaciones entre los cultivares de cacao y las variaciones intrapoblacionales.

Finalmente, la conservacién de cultivares de cacaos nativos es de vital importancia, ya que contribuye a que
la variabilidad de las especies perdure en el tiempo y puede favorecer programas de mejoramiento genético,
para lo cual es fundamental la caracterizacién fenotipica y genotipica.
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