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RESUMEN

Venezuela es reconocida por producir cacaos finos de aroma con excelentes
caracteristicas organolépticas a partir de variedades de tipo Criollo y Trinitarios, muy
solicitados en el mercado internacional para la elaboracion de chocolates. El objetivo
general del trabajo fue analizar la diversidad genética del cacao resguardado en los
bancos de germoplasma del pais, a fin de realizar recomendaciones para su
aprovechamiento en los programas de mejoramiento genético. El trabajo tuvo como
base la caracterizacién morfolégica y molecular de 623 genotipos distribuidos en 10
bancos de germoplasma distribuidos en distintas regiones del pais, realizada en el
subproyecto “Diversidad Genética del Cacao Venezolano”, como parte del proyecto de
Investigacion en Red “Ruta del Chocolate”. Para la evaluacion morfologica se
consideraron 28 caracteristicas cuantitativas y 20 caracteristicas cualitativas. En
cuanto a la caracterizacion molecular se emplearon datos resultantes de 24
microsatélites. Para determinar la diversidad genética de la especie a nivel morfolégico
se utilizaron indicadores estadisticos para el estudio poblacional como lo son el indice
de diversidad de Nei y el analisis de componentes principales. Para los datos
moleculares se emple6 el andlisis UPGMA basado en el indice de DICE. Tanto para
las caracteristicas morfolégicas como moleculares, los estudios se realizaron en una
primera etapa para cada banco de germoplasma. Destacando en esa etapa las
variables que mejor explicaban la diversidad genética resguardada y los grupos
genéticos. Con esa informacion se seleccionaron genotipos representativos de la
diversidad genética y se construyé una matriz para la caracterizacion a nivel nacional.
Con tal matriz se realiz6 el andlisis antes realizado por banco de germoplasma;
adicionalmente, la estructura genética de las colecciones se realizé a través del
analisis basado en los métodos de estadistica Bayesiana, mediante el programa
Structure. La descripciéon morfoldgica que evidencié la mayor variabilidad entre bancos
de germoplasma y entre genotipos fue la caracterizacion cualitativa de los frutos. A
nivel morfolégico se evidencié la conformacion de un grupo no correspondiente a
ningun referencial utilizado, estos genotipos en su mayoria corresponden a la
coleccién jardin Clonal Padréon. A través del estudio de la estructura genética
poblacional se logré identificar este grupo genético antes evidenciado. En cuanto a la
estructura poblacional del resto del pais se defini6 de la siguiente manera, las
colecciones 1945, 1995, Barlovento y Margarita son predominantemente del grupo
trinitario, la coleccion de Irapa es la coleccién con mayor la introgresion genética de los
grupos establecidos, las colecciones de la regién occidental fueron caracterizadas
dentro del grupo criollo. Los resultados indican que existe suficiente variabilidad
resguarda en estos bancos de germoplasma disponibles para los programas de
mejoramiento genético. Finalmente, se realiza un andlisis de las posibilidades para un
programa nacional de mejoramiento genético en cacao, comparando con experiencias
a nivel mundial.

Palabras claves: Theobroma cacao L., banco de germoplasma, diversidad genética.
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SUMMARY

Venezuela is renowned for producing fine cocoa aroma with excellent
organoleptic characteristics from varieties of Criollo and Trinitarios, much
sought after in the international market for the production of chocolates. The
overall objective of the study was to analyze the genetic diversity of cacao
protected in genebanks of the country, in order to make recommendations for
their use in breeding programs. The work was based on morphological and
molecular characterization of 623 genotypes distributed in 10 genebanks
distributed in different regions of the country, held in the sub-project "Genetic
Diversity of Cocoa Venezuelan", as part of the Research Network "Chocolate
Route ". For morphological evaluation quantitative characteristics 28 and 20
qualitative  characteristics were considered. As for the molecular
characterization data resulting from 24 microsatellites were used. To determine
the genetic diversity of the species morphologically statistical indicators for the
study population as are the Nei diversity index and principal component
analysis were used. Molecular data for analysis based on the UPGMA index
DICE was used. Both morphological characteristics and molecular, studies were
conducted in a first stage for each genebank. Stressing at that stage the
variables that best explained the genetic diversity and genetic protected groups.
With that information representative of the genetic diversity genotypes they
were selected and a matrix for characterization was built nationwide. With such
a matrix analysis before by genebank it was conducted; additionally, the genetic
structure of the collections was carried through based on Bayesian statistical
methods, using the Structure analysis program. The morphological description
that showed the greatest variability between genebanks and between
genotypes was the qualitative characterization of the fruits. A morphological
conformation of a not corresponding to any benchmark used group showed
these genotypes mostly correspond to the collection Clonal garden Padron.
Through the study of population genetic structure was identified this genetic
group before shown. As for the population structure of the rest of the country
was defined as follows, collections 1945, 1995, Barlovento and Margarita are
predominantly of trinitarian group, collection Irapa is the collection more genetic
introgression of established groups, collections of the western region were
characterized in the Creole group. The results indicate that there is enough
variability shelters in these genebanks available for breeding programs. Finally,
an analysis of the possibilities for a national breeding program in cocoa,
compared with experiences worldwide is performed.

Keywords: Theobroma cacao L., genebanks, genetic diversity.
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INTRODUCCION

Venezuela es reconocida por producir cacaos finos de aroma con excelentes
caracteristicas organolépticas a partir de variedades de tipo Criollo y Trinitarios,
muy solicitados en el mercado internacional para la elaboracién de chocolates.
Sin embargo, la situacion de la produccién venezolana no es la mas adecuada:
predominan plantaciones viejas con una productividad promedio baja y ha
ocurrido una grave erosion genética debido al progresivo reemplazo de los
materiales Criollos por hibridos mas productores y resistentes a plagas y

enfermedades pero con calidades inferiores (MCT, 2005).

La produccién mundial de cacao en grano en el afio 2013 fue de 4.187.587
Ton, con una superficie de 9.541.698 de hectareas y un rendimiento promedio
de 440 Kg/ha (FAO, 2015). Para el mismo afo, Venezuela obtuvo una
produccion de 29.689 ton, en un area cultivada de 63.023 ha y con un
rendimiento promedio de 471 Kg/ha. Dentro del ambito de las estadisticas
podemos resefiar que, para el afio 2014, el volumen de produccion fue de
19.373 ton, con un area cultivada de 57.774 y un rendimiento de 335 kg/ha
(Fedeagro, 2015).

Tal como sefala el periddico digital Marco TradeNews, la demanda mundial de
cacao estd en pleno incremento por la afluencia de nuevos consumidores
principalmente de los paises asiaticos. EI consumo mundial de cacao en 2013
alcanz6 por primera vez mas de cuatro millones de toneladas, lo que
representd un incremento de 32% mas que hace diez afos. En diciembre de
2013, la organizacién internacional ICCO (International Cocoa Organization)
alertdé sobre un déficit de produccion en 2013/14 mayor que la observada para
el 2012/2013, debido al aumento de la demanda.

Este incremento de la demanda ha estimulado la inversion en el rubro. Ecuador
lanz6 su “Plan Nacional de Cacao” en el afio 2013, obteniendo un incremento
de su produccién a razén de un 8% anual, hoy dia esta consolidado como el
primer exportador de cacao en América Latina, superando a Brasil. En 2013 la
produccion cacaotera ecuatoriana alcanzé un récord y registré las 220 mil

toneladas. Este cambio tuvo su fundamento en la incorporacion de 80.000ha y
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el desarrollo de clones de tipos forasteros mas productivos como el ‘CCN-51"y
el ‘Nacional’, ideal para la industria de cacaos ordinarios por sus buenos

rendimientos y alto contenido de grasa (Granja, 2014).

Sin embargo, paralelo a este mercado, se desarrolla el de cacao fino de aroma,
cubiertos por cacao de tipo criollo y trinitario, utilizados para la preparacion de
chocolates finos. Aunque corresponde a un mercado mundial reducido, cerca
del 5%, sus altos precios recompensan a sus productores. EIl cacao fino de
aroma se considera como exclusivo, altamente especializado y separado del
ordinario con sus propias caracteristicas de oferta y demanda, es un nicho de

mercado muy evidente, que Venezuela debe aprovechar (Gonzéalez, 1999).

A pesar de tan baja produccion, nuestros cacaos finos de aroma son altamente
demandados por la industria chocolatera gracias a sus atributos particulares de

sabor y aroma.

Las variedades tradicionales de cacao han sido normalmente clasificadas en
tres grupos morfogeograficos: Forastero y Criollo quienes se distinguen
basicamente por caracteristicas de las mazorcas, almendras y calidad del
chocolate producido (Cheesman, 1944; Cuatrecasas, 1964) y su forma hibrida
denominada Trinitario. Los cacaos finos en particular aquellos que
corresponden a los cacaos de tipo Criollo presentan especificidades aromaticas
gue los hacen muy diferentes a aquellos de tipo Forastero. Estos cacaos son
considerados por Venezuela como un elemento estratégico para su desarrollo

econdmico.

Sin embargo, existen evidencias de que estos cultivares representan sélo una
pequefia parte de la diversidad genética presente en la especie Theobroma
cacao L., y que esta clasificacion en grupos morfogegraficos no permite
describir toda la variabilidad y las relaciones entre poblaciones que existen en
la especie. Motamayor et al.., (2003) a través de marcadores moleculares
revelaron por ejemplo, que los Criollo antiguos domesticados por las
civilizaciones mesoamericanas se originaron, probablemente de un reducido
namero de individuos que fueron transportado por los indigenas desde Sur

hasta Centroamérica donde fueron establecidas las primeras plantaciones de
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cacao. Estos criollos antiguos son altamente homocigotas y poco polimérficos
contrarios a los Criollos que se mantienen en colecciones de germoplasma o
en las plantaciones. De hecho, la mayor parte de los Criollos presentes en las
plantaciones establecidas parecen ser en realidad Criollos antiguos con
introgresiones mas o menos fuertes de Forastero en particular de Forasteros
provenientes de la Baja Amazonia (Motamayor et al., 2002, 2003). De tal
manera que estos materiales denominados por Motamayor et al. ( 2003) como
Criollos modernos son en realidad formas hibridas comparables a los Trinitarios
y que la variabilidad morfolégica observada podria ser el resultado de formas
hibridas diferentes con porciones cromosomicas provenientes soélo de

Forastero, de Criollo o hibridos dependiendo de la region.

A partir de la década de los 90°s y gracias al esfuerzo de un gran namero de
investigadores, se han seleccionado genotipos en las unidades de produccién
de las distintas regiones productoras del pais, con caracteristicas de interés
relacionadas principalmente a alta productividad, y la resistencia a las
principales plagas y enfermedades. Tales materiales genéticos de cada region
productora fueron propagados asexualmente por injerto, y actualmente se
encuentran conservados en bancos de germoplasma y constituyen un

reservorio genético de importancia singular para el pais (Ramos et al., 2004).

En los Ultimos afios en nuestro pais se han realizado una cantidad de
investigaciones relacionadas con el estudio de la diversidad genética del cacao
a través del uso de herramientas moleculares, entre ellos se encuentra la
implementacion de los marcadores microsatélites, los cuales han sido de
utiidad para verificar el grado de heterocigosidad de los materiales
seleccionados en un banco de germoplasma. Dicho trabajo fue impulsado a
través del sub-proyecto “Diversidad Genética del Cacao Venezolano”, como
parte del proyecto de Investigacion en Red “Ruta del Chocolate”, que buscaba
hacer un estudio extenso, con todos las accesiones incluidas en estos sitios de
conservacion ex situ, mediante una metodologia Unica de analisis realizada por
un grupo multidisciplinario que incluia profesionales e infraestructura de
universidades nacionales e instituciones de investigacion del estado
venezolano (MTC, 2005).



Para el inicio del proyecto, en octubre 2006, se contaba con la caracterizacion
morfolégica y molecular del Jardin Clonal ubicado en INIA-Miranda (Jiménez,
2006) y del Centro Nacional de los Recursos Genéticos del Ministerio del
Ambiente (Moreno, 2007), tal trabajo debia extenderse a todos los Bancos de

Germoplasma de cacao a nivel nacional.

Como resultado del sub-proyecto “Diversidad Genética del Cacao Venezolano”,
se obtuvieron resultados preliminares que relacionaban caracteristicas
morfolégicas y moleculares que evidenciaban la gran diversidad genética

conservada en cada Banco de Germoplasma.

La informacion recabada por el mencionado sub-proyecto incluye
caracteristicas morfologicas y moleculares para los clones resguardados en los
bancos de germoplasma que necesita ser analizada y estudiada.
Paralelamente, se requiere integrar toda esa amplia informacion a fin de

realizar el analisis de la diversidad genética del cacao en Venezuela.

Esa informacion serd la base para identificar genotipos superiores que podrian
ser utilizados como clones promisorios; asi como también en posibles

progenitores a utilizarse en futuros programas de mejoramiento genético.



OBJETIVOS

GENERAL

Analizar la Diversidad Genética del Cacao (Theobroma cacao L.) resguardado
en los Bancos de Germoplasma Nacional.

ESPECIFICOS

e Verificar la informacion morfologica y molecular de cada banco de
germoplasmas, a fin de consolidar la informacion aprovechable para el

analisis de diversidad genética.

e Realizar el andlisis de la diversidad genética nacional con base en el

estudio de variables morfolégicas y moleculares.

e Establecer estrategias para la formacion de poblaciones basicas y criterios

de seleccién para los programas de mejoramiento genético.



ANTECEDENTES
IDENTIFICACION DEL CULTIVO

De acuerdo a (Bayer et al., 1998), la clasificacion taxondmica del cacao o
cacaotero (Theobroma cacao L., es la siguiente:

Clase: Angiosperma.

Subclase: Dicotiledonea.

Orden: Malvales.

Familia: Malvaceae.

Género: Theobroma.

Especie: Theobroma cacao L.

Nombre comun: Cacao arisco; Cacao comun; Cacao criollo; Cacao dulce;
Cacao silvestre; Cacahua (pano); Cacau muyo (Ecuador); Cacahua caspi
(quechua); Cacahuillo; Canga (piro); Cocoa y Chocolate (inglés); Turanqui;
Bana torampi (shipibo-conibo); Turanti (conibo); Bakau (aguaruna-huambisa);

Cacau y Cacahueiro (portugués); Kakaw (Surinam).

El nimero basico de cromosomas en Theobroma cacao L., es 10, es una
especie diploide, su carga genética es (2n = 2X= 20 cromosomas) (Mufioz,
1948 citado por Hardy, 1961). Entre todas las especies del género, Theobroma
cacao es la Unica aprovechada econdmicamente por el hombre. Algunas
especies relacionadas, como el T. grandiflorum, T glaucum, T. angustifolium
(Brasil) y T. bicolor (México a Colombia), tienen una importancia local (Nosti,
1961; Braudeau, 1970).

Los caracteres morfologicos de la especie T. cacao L. han permitido establecer
sistemas de clasificacion, especialmente dirigidos a los tipos cultivados de
cacao (Cuatrecasas, 1964). Morris (1882) fue el primero en agrupar estos

cacaos en Criollos y Forasteros.

El término “Criollo”, que significa “indigena o autéctono”, fue empleado por los
espafoles en Venezuela para distinguir a este tipo de cacao cultivado, el cual

es un producto de Optima calidad. Los cacaos Forasteros o extranjeros, son un
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producto de menor calidad, pero que muestran alto vigor, precocidad y
rendimiento. Los Trinitarios son un grupo que presentan caracteres intermedios

entre los cacaos criollos y forasteros. (Gonzalez, 2001; Braudeau, 1970).

Los dos tipos basicos de cacaos cultivados han sido también reconocidos como
grupos morfogeogréficos, debido a que, los Forasteros provienen de la cuenca
del Amazonas, mientras que los Criollos han sido s6lo encontrados desde
Colombia hasta México, lo que ha dado origen a las diversas hipoétesis que se

han formulado en relacion al origen de esta especie(Cheesman, 1944).
TEORIAS SOBRE EL ORIGEN DEL CACAO

Cheesman (1944) planteé que todos los cacaos cultivados estan incluidos en
una sola especie que comprende un gran namero de tipos y formas locales con
variados nombres y que el estudio de todos estos materiales debe conducir al
descubrimiento de la especie primitiva que, diversificada al maximo en su
centro genético primario del Alto Amazonas, ha llevado, por accion
antropogena y por adaptacion al medio, a la aparicion de los tipos actuales.
Segun Cheesman (1944), a partir de la cuenca alta del Amazonas, el cacao fue
llevado por los Andes hacia el sur de Colombia y de este modo los cacaos
cultivados desarrollaron muchos de sus caracteres actuales en asociacion con

el hombre.

Cuatrecasas (1964) al respecto indic6 que en tiempos remotos, una poblacién
natural de T. cacao se expandié hacia Amazonia y Guayana y otra hacia al
norte, al sur de México y que estas poblaciones se convirtieron en dos
diferentes formas geograficamente separadas por el Istmo de Panama. Estas
formas originales, una vez aisladas, se diferenciaron lo suficiente en sus
caracteres para ser reconocidas como subespecies, afirmando que no se
puede hablar de especies distintas porque éstas se pueden cruzar

naturalmente, originando hibridos fértiles.

Schultes (1984), respalda la teoria de Cheesman, al sostener que el cacao
disperso en el valle amazonico pudo haberse diseminado hacia el norte y hacia

el este mediante dos rutas, de modo que la domesticacién del cacao ocurriria



en Sudameérica, desde donde seria luego llevado por los indigenas a

Centroamérica y al sur de México.

Motamayor et al. (2002) han propuesto la “Teoria de Refugios” para explicar el
aislamiento que daria origen a poblaciones mas uniformes de cacao,
incluyendo la de los Criollos. Segun esta teoria, ello seria consecuencia de
ciclos de contraccion y expansion de los bosques de galeria a lo largo de rios
dispersos, ocasionados por transformaciones geoldgicas y climas extremos
durante el Cuaternario. Posteriormente, la domesticacion y la seleccién darian
lugar a “cuellos de botella” poblacionales adicionales y a la fijacion de algunos

caracteres.
ESTUDIO DE LA DIVERSIDAD GENETICA

Para medir la diversidad genética de una coleccion se utilizan, basicamente, las
evaluaciones morfoagrondmicas, la caracterizacion mediante marcadores
basados en proteinas o isoenzimas y fragmentos de ADN y en el nimero o la
riqueza de cultivares (variedades locales, mejoradas e introducidas) en una
localidad (Chavez, 2003).

La medicidon de los caracteres cualitativos y cuantitativos de alta heredabilidad,
0 que se transmiten a la descendencia del germoplasma en cualquier
ambiente, se conoce como caracterizacion y permite determinar el grado de
similitud entre las accesiones por medio de su apariencia morfolégica o
fenotipica y de variabilidad en la coleccion. Esta variabilidad se mide con pocas
0 muchas variables o descriptores cuyos datos conforman una dispersion de
puntos con una direccibn o vector e interrelacionan para conformar las
distancias genéticas entre las accesiones. Estas distancias, a su vez, se
pueden graficar de diferentes formas, siendo los dendrogramas y la dispersién
de puntos en un plano cartesiano las de mas facil interpretacién (Ligarreto,
2003).

Ronning y Schnell (1994) estimaron la diversidad genética en cacao para
estudiar la variacion dentro de la especie a partir de datos de aloenzimas. La
poblacién fue subdividida en dos subpoblaciones: por origenes geogréficos y

por morfoldgicos. La diversidad genética encontrada fue similar a la encontrada
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en otras especies tropicales alogamas. La mayoria de esta diversidad fue
encontrada dentro, mas que entre subpoblaciones; la diferencia fue mas alta
tipos que entre origenes. Los clones de la América central y del caribe estan
mas estrechamente relacionados que los demés y son distintos de los clones
de Sudamérica. Dos grupos se formaron cuando se agrupd por tipo:

Trinitario/Criollo y Forastero/Hibrido Intergrupal.

Motamayor (1995) estudié la variabilidad de los cacaoteros criollos de
Venezuela junto con otros grupos morfogeograficos mediante el uso de
marcadores moleculares tipo RFLP, aplicé la técnica multivariada analisis
factorial de correspondencia. Encontré una estrecha variabilidad genética asi
como idénticos perfiles moleculares entre morfotipos criollos y la filogenia entre
las diferentes variedades de cacao criollo pareciera sefialar un tronco comun

de las mismas y de evolucion reciente.

Aplicando marcadores moleculares tipo microsatélites, se pudo identificar
importantes niveles de diversidad en accesiones presentes en la regién
amazonica del Brasil, por medio de la utilizacion de marcadores polimérficos,
se identificaron una gran cantidad de alelos raros en comparacion con otros
estudios aplicando los mismos marcadores tipo microsatélites, asi como RFLP
e Isoenzimas. También se present6 una elevada heterocigosis, principalmente
en las poblaciones alto amazonico, asi como se identificdé la homogeneidad en
las poblaciones bajo amazdnicas, caracterizandose por genotipos de tipo
Amelonados. Por lo antes mencionado se mantiene la hipotesis que en la
region alta de la amazonia brasilefia se encuentra el centro de origen de la

especie (Sereno et al., 2006)
ESTRUCTURA GENETICA DE POBLACIONES

La estructura genética de la poblacion es el resultado de la interaccion de
factores de seleccion, mutacion génica, migracion y recombinacién que pueden
reducir o aumentar los niveles de variacion en ella. La reduccion de la
diversidad genética de una especie produce pérdida de la variacion necesaria

para el mejoramiento, por consiguiente, con el mantenimiento del germoplasma



se persigue evitar las alteraciones de la estructura genética de las accesiones
(Ligarreto, 2003).

ANALISIS DE LA DIVERSIDAD DEL CACAO

Durante méas de dos mil afios el cacao ha sido cultivado, seleccionado natural y
artificialmente y sometido a numerosos cruzamientos naturales. Existe una
amplia diversidad en los cacaos cultivados, tanto en los considerados
Forasteros como en los Criollos, la cual se magnifica en sus hibridos (Marcano,
2009).

Segun Lanaud et al. (1999) la diversidad del cacao ha sido evaluada en
numerosos estudios, en los que se han utilizado desde descriptores
morfoldgicos, hasta distintos tipos de marcadores moleculares. Se reconoce
que los marcadores moleculares determinan con mayor precision la estructura
de la diversidad y definen las relaciones genéticas entre cacaos silvestres y
cultivados, a su vez estos estudios aportan variada informacion que caracteriza
de manera acertada la genética de grupos de cacao, los tipos de marcadores
empleados son RAPDs, Microsatélites, Isoenzimas, o0 RFLPs con sondas de
ADN genomico, ADN complementario, mitocondrial, o cloroplastico. De acuerdo
a lo planteado la diversidad del cacao puede esquematizarse en 4 grupos:
Criollos Antiguos, Nacional de Ecuador, Forasteros de Guayana y Forasteros
del Orinoco y del Amazonas, incluyendo el ultimo grupo, poblaciones distintas

de acuerdo a su origen geografico.

En relacion a los cacaos Criollos, que fueron los tipos cultivados en tiempos
precolombinos e inicialmente diseminados por los colonos espafioles,
Motamayor et al. (2002) encontraron similitud genética entre los cacaos
catalogados como Criollos Antiguos, muestreados en Centroamérica y México,
en terrenos asociados con los indigenas precolombinos y en Sudamérica
(oeste de Venezuela y Colombia), en viejas plantaciones y en sitios aislados,
donde el cruzamiento con hibridos era poco probable, o que sugiere el origen

comun de los mismos.

Las relaciones filogenéticas encontradas entre Criollos Antiguos y Forasteros

de Ecuador y de Colombia, ubican el origen del cacao cultivado en la época
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precolombina, en Sudamérica, probablemente entre Colombia y Ecuador
(Motamayor et al. 2002).

A través de estudios de diversidad genética se pudo evidenciar la cercania
genética que comparten los genotipos cultivados y silvestres del denominado
“Cacao Nacional Boliviano” (CNB), sembrados en la amazonia boliviana. Tal
estudio comparé 164 genotipos de CNB con referenciales internacionales,
utilizando 15 marcadores de tipo microsatélites (SSR). Los resultados arrojados
en el andlisis de coordenadas principales se concatenan con similares niveles
de diversidad genética presentados entre los genotipos silvestres y cultivados
del CNB (Zhang et al., 2011).

En el afio 2008 a través del estudio de la estructura genética del cacao, se
pudo analizar una cantidad de genotipos silvestres y cultivados en América,
logrando diferenciar sus origenes en centro y sur América. Dicho estudio aplico
el anadlisis de inferencia estadistica bayesiana, logrando la diferenciacion
genética y geografica de poblaciones de cacao en centro y sur América. Los
resultados de este estudio proponen una nueva clasificacion del germoplasma
de cacao compuesta por 10 grupos principales: Marafion, Curaray, Criollo,
Iquitos, Nanay, Contamina, Amelonado, Purls, Nacional y Guiana (Fig. 1)
(Motamayor et al., 2008).

Esta nueva clasificacion amplia la teoria antes propuesta que abarcaba tres
grandes grupos morfogeogréficos: Criollo, Forasteros y trinitarios. De esta
manera se amplian los horizontes en el mejoramiento genético debido a las
altas diferenciaciones entre las poblaciones establecidas, generando nuevas
combinaciones genéticas que originarian germoplasmas diferenciados

disponibles para su conservacion y aprovechamiento (Motamayor et al., 2008).

11



& 20N

M08
M09 |
M

M00L

— )
- & g ON
Clusters A D b Ve
A w0 B0
Amelonado 4 & A iy P~
Contamana Q.Li(_a\ U \ L
Criollo ok ( V\ % \
Curaray Iquitos \
@ Guiana r a A
B Iquitos G \“ 2 A ™)
B Marafion / ‘
A Nacional p 3
B Nanay

Puris

20

Figura.l. Diferenciacion genética y geografica de los 10 grupos de cacao
(Theobroma cacao L.) en centro y sur América (Motamayor et al., 2008).

LA DOMESTICACION Y LA DISPERSION DEL CACAO

Las primeras evidencias sobre la utilizacion del cacao, se han encontrado en
Mesoamérica, en tierras que ocuparan los Toltecas, Chichimecas y Mayas, que
comprendian, desde el Istmo de Tehuantepec, en México, hasta el Darién,
provincia de Panama4, fronteriza con Colombia (Braudeau, 1970), hace 2000 a
3000 afos (Fig. 2) (Paradis, 1979). Cuando llegaron los espafioles a México en
1519, encontraron pequefias plantaciones de cacao en la peninsula de Yucatan

al sudeste de México.
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Venezuela:

* Cacao Criollo existic en el lago Maracaibo

+ Aborigenes lo usaron para ceremonias rituales
., * Plantaciones actuales se han derivado de éstos

Cuiltivo de cacao se expandid hacia

la costa de la region de Bahia (1750),

después de |a introduccion de un
tipo “Amelonado”

Figura. 2. Paises de domesticacion y establecimiento del cultivo de cacao
(Theobroma cacao L.) (Laurent et al., 1993).

La comunicacion y el comercio existentes entre los pobladores americanos en
épocas prehispanicas, explicarian la existencia de cacao cultivado en tierras
mexicanas a la llegada de los conquistadores. Las condiciones ecoldgicas
naturales del cacaotero, definieron su dispersion en las selvas tropicales

hamedas de Centro y Sudamérica, entre 18° Ny 15° S (Marcano, 2009).

La colonizacion esparfiola desarrolld6 ampliamente el cultivo del cacao en sus
areas naturales, estableciendo plantaciones en los actuales México,
Guatemala, Nicaragua, Honduras, El Salvador y Costa Rica. La primera
introduccién de sembradios de cacao fuera de estas regiones debié haber
ocurrido hacia 1525, cuando los espafioles lo llevan a Trinidad y a La Espafiola
y luego a otras islas del Caribe. En el siglo XVI existian plantaciones en
Panama, Jamaica y; en Venezuela, se comercializaba desde 1560 cacao de la
zona del sur del Lago de Maracaibo (Leal, 1996). En el resto del mundo, la
extension del cultivo se resume en el cuadro 1, segun Nosti (1961), Braudeau
(1970) y Lanaud et al., (1999), Marcano (2009).
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Cuadro 1. Introduccion del cultivo de cacao por parte de los colonizadores

europeos.
Continente Pais (afio) Procedencia | Colonos
Sudamérica y Martinica (1660), Franceses
El Caribe Haiti (1750)
Brasil (1740) Venezuela Portugueses
Asia Indonesia (1560) Venezuela Holandeses
Filipinas (1614) Venezuela Espafioles
Ceilan (1700s), | Trinidad Ingleses
Madagascar (1800s), Fiji L
(1880), Samoa (1883), | C€llan
Malasia (1778), Hawaii
(1831), este de India (1887)
Africa Fernando Poo, Sto. Tomé y | Brasil Portugueses
Principe (1788) y espafoles
Ghana, Nigeria, Camerun,
Costa de Marfil (1830)
Australia (1886) Ceilan Ingleses

Fuente: Marcano (2009) a partir de Nosti (1961),

al., (1999).
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ORIGEN DEL CACAO CULTIVADO EN VENEZUELA

Venezuela cuenta con una amplia gama de tipos de cacao, que incluye desde
Forasteros, que pueden encontrarse silvestres en la Orinoquia venezolana,
hasta Criollos de alta pureza genética, que pueden localizarse en zonas
aisladas, especialmente en la regién occidental, donde probablemente hayan
existido desde antes de la colonia. La mayor variabilidad se expresa en los
hibridos entre éstos, con distintos niveles de introgresién, tanto con Forasteros,
como ocurre en las zonas cacaoteras del oriente del pais, como con Criollos,
mas perceptible en el occidente. Toda esta diversidad es explicada por la
mezcla de materiales autdctonos y adicionalmente con foraneos, que ha
ocurrido a lo largo de la historia del cultivo en el pais Pittier (1935), Marcano
(2009).

Las introducciones de cacao a nuestro pais son reportadas desde el siglo XVII,
cuando se establecen las primeras plantaciones de cacao de las costas
centrales, con cacao Criollo procedente probablemente de Nicaragua (Soria,
1962) y de Costa Rica (Pittier, 1935).

En 1825 se reporta la introduccién de cacaos de tipo “Trinitario” en las costas
del estado Miranda (Pittier, 1935). Dadas las ventajas en productividad de los
cacaos Trinitarios, hubo un progresivo avance de estos genotipos en las areas
ocupadas originalmente por los Criollos “Antiguos”. En 1913, Pittier observa en
Barlovento una predominancia de formas de cacao “Calabacillo”, cacao de tipo
Forastero y en 1933 advierte sobre las consecuencias negativas que, para la
calidad del grano de cacao producido en nuestro pais, tendria la hibridacion
que ya era evidente en la época, por lo que recomienda que sea abandonado

el cultivo de cacaos hibridos (Marcano, 2009).

En los afios 40’s, tal como ocurrié en otros paises productores de cacao, se
introducen en Venezuela algunos de los clones colectados por Pound durante
sus expediciones por la cuenca del Amazonas, entre éstos los IMC (lquitos

Marafidn Collection), SCA (Escavina), EET (Estacion Experimental Pichilingue,
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Ecuador) entre otros, ademas de los ICS (Imperial College Selection) siendo

éstos hibridos y Forasteros (Pound, 1935).

En esta época fue seleccionada la primera coleccion nacional, la “Coleccion del
“45”, bajo el auspicio del Ministerio de Agricultura y Cria. Esta incluia arboles
sobresalientes escogidos en zonas cacaoteras del estado Aragua, que fueron
también cruzados con los clones distribuidos por Pound, para valorar sus
descendencias. Estas mostraron caracteristicas agrondémicas interesantes,
destacandose algunos por su resistencia a enfermedades, siendo empleadas
casi exclusivamente en el establecimiento de nuevas plantaciones en todo el
pais. Los arboles eran producidos en el centro de propagacién establecido en
Ocumare, Estado Aragua y distribuidos a través de los viveros administrados
por el antiguo Fondo Nacional del Cacao. La Coleccion del 45, asi como los
clones seleccionados por Pound y sus descendencias aun son propagados, los
cruces entre éstos han originado generaciones sucesivas, que se han
distribuido por amplias extensiones en todas las regiones productoras de cacao

de Venezuela (Reyes y Reyes, 2000).

En los dltimos 15 afios, nuevas colectas de arboles con caracteristicas
interesantes, con énfasis en aquellas propias de los cacaos Criollos, han sido
distribuidos en todo el territorio nacional. Los &rboles seleccionados han sido
utiizados como fuente de semillas para el establecimiento de nuevas
plantaciones y estan siendo valorados para su aprovechamiento en estrategias

de seleccidén y mejora del cultivo (Gonzalez et al., 2004).

APLICACION DE MARCADORES MOLECULARES EN EL MEJORAMIENTO
DEL CACAO. EXPERIENCIA NACIONAL Y GLOBAL

Los estudios de caracterizacion molecular de individuos de una especie,
conducen a la identificacion precisa de estos individuos, a la vez de definir las
relaciones genéticas entre ellos. Si se emplean marcadores codominantes se
facilita la determinacidon de heterocigosis y asimismo, pueden definirse los
alelos de los parentales de los individuos analizados. Paralelamente, los

estudios de diversidad detectan la estructura de la diversidad, definiéndose
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grupos de individuos mas homogéneos e individuos ubicados en los extremos

de esa diversidad.

El primer estudio de diversidad del cacao fue realizado con isoenzimas (Lanaud
1987). A inicios de los 90s, se publicaron una serie de trabajos empleando
RAPDs (Wilde et al., 1992. Figueira et al., 1992) y RFLPs desarrollados con
sondas de diversa procedencia (ADN gendémico, ADN de cloroplasto,
mitocondrial y ribosomal); los individuos evaluados provenian de colecciones

de germoplasma y de plantaciones comerciales (Laurent et al., 1994).

El trabajo de diversidad en el que mejor se representaron los tipos Criollos
venezolanos y de otros paises, fue reportado en 1998 por Motamayor, en el
que se demostré mediante RFLPs, que el cacao venezolano considerado
Criollo en anteriores estudios, era realmente hibrido y que algunos de nuestros
cacaos Criollos muestreados en viejas plantaciones y zonas de dificil acceso,
eran homocigotas, por lo que fueron denominados “Ancestrales” o “Antiguos”,
para diferenciarlos de los Criollos hibridos que se llamaron “Modernos”. En este
estudio se determin6 que arboles Criollos de otros paises, incluyendo México,
Colombia, Nicaragua y Belice, eran muy similares a nivel molecular, sugiriendo
un origen comun. En estudios posteriores se dilucidé la base genética mas
frecuente de nuestros cacaos cultivados, constituida principalmente por un
ancestro Criollo y un cacao Forastero del Bajo Amazonas (Motamayor et al.,
2002 y 2003).

En Venezuela se ha efectuado el andlisis molecular de colecciones de cacao
desde 1997; los primeros marcadores empleados fueron RAPDs, con los
cuales se establecié una metodologia que permiti6 complementar el Catalogo
de Descriptores para la “Coleccién 2000”, con informacion de distancia
genética entre individuos de esta coleccion y en relacion a algunos clones
referenciales que contemplaban, desde Criollos ancestrales a Forasteros
(Ramos et al., 2002). La caracterizacion de la Coleccién 95 mediante RAPDs
también ha sido reportada (Osorio et al., 2003).

A partir del afio 2005, la implementacion de los marcadores codominantes

como son los microsatélites, ha sido de gran utilidad para el estudio de
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diversidad genética del cacao en Venezuela. En un primer trabajo se realiz6 el
analisis de la diversidad genética del Jardin Clonal ubicado en la Estacion
experimental Padrén del INIA (Jiménez, 2006). Tal trabajo se convirtié en la
base de un estudio extenso, considerando las accesiones de los Bancos de
Germoplasma de cacao a nivel nacional, mediante una metodologia Unica de
analisis, mediante el Proyecto Investigacion en Red Ruta del Chocolate,
especificamente del subproyecto 1 “Diversidad Genética del Cacao
Venezolano”, financiado por el Ministerio para el poder popular para la Ciencia,

Tecnologia e Innovacion (MCT) (Ramis et al., 2009).

Para ese momento se contd con la caracterizacion con 24 microsatélites del
Jardin Clonal ubicado en INIA-Miranda (Jiménez, 2006), del Centro Nacional de
los Recursos Genéticos del Ministerio del Ambiente, este ultimo con 10
microsatélites (Moreno, 2007), y del Banco de Germoplasma de la UNESUR
(Polo, 2009).

El continuo desarrollo de marcadores tipo microsatélites permitié la
conformacion de mapas de ligamiento genético para el cacao y el marcaje de
caracteres importantes se comienzo a reportar desde 1996 (Lanaud et al.,
Crouzillat et al., 2006). Dos poblaciones de mapeo fueron empleadas para ello
de forma separada. De éstas se incremento la saturaciébn con un mayor nimero
de marcadores el mapa obtenido a partir de la poblacion UF676 x UPA472,
considerada referencia internacional, ubicada en Camerun, la cual tiene mas de
500 marcadores incluidos (Pugh et al., 2004). Mas recientemente se ensamblé
un mapa consenso a partir de las poblaciones de 3 cruces de clones

comerciales con marcadores en comun (Brown et al., 2007).

En un programa internacional, en el que participaron Francia, Ecuador, Brasil,
Trinidad, Camerin, Costa Rica y Estados Unidos, se desarroll6 el
secuenciamiento de 180.000 genes, provenientes de unas 45 genotecas
obtenidas a partir de distintas estructuras de la planta de cacao, principalmente
de los clones ICS1 y SCAG, algunas de las cuales se obtuvieron mediante el
uso de técnicas sustractivas, luego de someter las estructuras a distintos tipos

de “stress” bidticos, entre los cuales Phytophthora megakarya y palmivora,
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Crinipellis perniciosa, Ceratocystis fimbriata, Moniliophthora roreri, bacterias

PGPR y miridos y abioticos, como la resistencia a la sequia (Movil, 2008)..

Al respecto, a nivel nacional se evaluaron dos poblaciones resultado de cruces
triples donde uno de los progenitores es el clon SCA-6, el cual ha mostrado
resistencia a la enfermedad ‘escoba de bruja’ causada por Moniliophthora
perniciosa. Los estudios moleculares permitieron identificar los individuos de
cada poblacion portadores de las regiones de resistencia identificados en el

progenitor resistente (Movil, 2008).

IBM, el Servicio de Investigacién del Departamento de Agricultura de Estados
Unidos (United States Department of Agriculture-Agricultural Research Service
(USDA-ARS) y la compafia de alimentacibn Mars Incorporated estan
colaborando en un trabajo de investigacion para secuenciar el genoma del

cacao (Motamayor et al., 2013).

Los programas para el mejoramiento genético del cacao han comenzado a
integrar la nueva informacidén que proveen los estudios del genoma del cacao
(INGENIC, 2000). Conjuntamente con la creciente cooperacion técnico-
cientifica entre paises productores y consumidores de cacao en programas
internacionales, se incrementa a buen ritmo el conocimiento sobre el
determinismo genético de caracteres importantes, que servird de base para
generar nuevas estrategias de mayor utilidad practica con las cuales puedan
desarrollarse genotipos mejorados de cacao, en menor tiempo (Marcano,
2009).

PROYECTO DE INVESTIGACION EN RED “RUTA DEL CHOCOLATE”

Para el afio 2005 el MCT?', desarrolla el programa, Innovacién Para el
Desarrollo Endogeno dentro del cual se inscribe la Ruta del Chocolate,
proyecto que coloca la ciencia, la tecnologia y la innovacion al servicio del
desarrollo enddgeno, en el marco de la Mision Vuelvan Caras. La Ruta del
Chocolate tuvo como objetivo rescatar las actividades productivas y los valores

culturales ancestrales relacionados con el cacao, asi como la elaboracion de

1 . . . . ., .y
Ministerio del Poder Popular para la Ciencia, Tecnologia e Innovacion.
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sus derivados, con el fin de mejorar el modelo de explotacion asociado a este
cultivo el cual posee un sabor y un aroma privilegiado. Dentro de este proyecto
se enmarca el sub-proyecto N° 1, titulado: “Evaluacién de la Diversidad
Genética del cacao Venezolano”, dicho trabajo tuvo como objetivo
caracterizar las distintas accesiones de cacao pertenecientes a los diferentes
bancos de germoplasma, evaluandose asi la diversidad genética existente en
nuestro pais con respecto a este rubro. Dichos resultados son la fuente de
informacion que servirdn como base para la formulacion de estrategias de
mejoramiento y seleccidn de cultivares adaptables a las distintas condiciones
agroclimaticas del pais (MCT, 2005), y corresponden a la informacién del

presente trabajo.

BANCOS DE GERMOPLASMA

Los recursos fitogenéticos de interés para el hombre, pueden ser conservados
bien sea en su habitat natural (conservacion in situ), o fuera del mismo, en los
denominados bancos de germoplasma (conservacion ex situ). Los bancos de
germoplasma son centros orientados a la caracterizacion y conservacion de
una parte representativa de la variabilidad genética correspondiente a una
especie determinada (Pérez et al., 1998).

Dentro de esta categoria podemos distinguir los bancos de semilla, los bancos
de cultivo in vitro, los bancos de polen, los bancos de genes o bancos de ADN
(Pérez, 2004) y los jardines clonales. Estos ultimos pueden ser definidos como
un conjunto de individuos seleccionados de acuerdo al criterio del mejorador,
propagados asexualmente, con la finalidad de detectar aquéllos que posean
caracteristicas de interés para ser utilizadas en los programas de
mejoramiento, una vez que se han evaluado, estos individuos élite son llevados

al banco de germoplasma (Ipinza, 1997).

Las actividades de conservacion y uso de germoplasma se iniciaron en nuestro
pais en el afio 1940, vinculadas a los proyectos de mejoramiento genético de

cultivos de importancia agricola (San Vicente et al., 1995).
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Ramos (1997) refiere que Venezuela cuenta con un total 9 bancos de
germoplasma y 2 parcelas demostrativas, los cuales se distribuyen de la
siguiente manera, en la region occidental se encuentran en los estados Mérida
(INIA), Zulia (INIA, CORPOZULIA, UNESUR) y Tachira (UNET), en la region
centro-oriental se encuentran en los estados Aragua (INIA-CENIAP, CNCRG),
Miranda (INIA) y Sucre (INIA).

Region Occidental.
Banco de Germoplasma Chama Edo. Zulia.
Responsable: CORPOZULIA-INIA-Zulia.

Este banco de germoplasma se inici6 durante 1984, cuenta con 6 Ha y esta
conformado por cacao “Porcelana” de los tipo verde, rojo y blanco,

generandose esta denominada por el color externo de las mazorcas.

Parcela Demostrativa de cacao: San Juan de Lagunillas.
Responsable: INIA-Mérida. Plan coordinado por la Gobernacion de Mérida.

Los materiales que integran esta plantacion constituyen una poblacion
generativa procedente de la region del Guasare, en las estribaciones de la

Sierra de Perija en el estado Zulia (Ramos, 1997).

Parcela demostrativa UNESUR Santa Barbara del Zulia.
Responsable: UNESUR- Fac. Agronomia.

Esta parcela esta conformada por materiales de cacao seleccionados de la

zona del Sur del Lago (Ramos, 1997).
Banco de Germoplasma: La Morisca Edo. Tachira.

Responsable: UNET-Edo. Tachira.
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Los materiales de cacao colectados y establecidos en esta area experimental,
presentan caracteristicas de criollos y fueron colectados en las inmediaciones
del ri6 Tachira (Novillero), verde y rojo, Guasare, proveniente de San Juan de
Lagunillas, Criollo de Zea (rojo y verde), materiales de la Bancada EIl Limén,

Sur del Lago y criollos de Hernandez, edo. Mérida (Ramos, 1997).

Regidn central
Banco de Germoplasma: Padrén-Edo Miranda.
Responsable: INIA-Miranda.

Este banco posee clones forasteros provenientes de Brasil, Costa Rica,
Indonesia, México, Colombia, Grenada, Trinidad y Venezuela. Asimismo,
cuenta con otras especies de Theobroma como T. grandiflorum, T. bicolor, y
Herrania sp. (FONAIAP-Miranda, 1997).

Banco de Germoplasma: Ocumare de la Costa-Edo Aragua.

Responsable: INIA-CENIAP.

Se tienen resguardados los materiales de la Coleccién 1945 y la Coleccion
1995, los cuales representan el germoplasma de cacao de alta calidad en los

valles del litoral aragiefio (Ramos, 1997).

Banco de Germoplasma: Centro Nacional de Conservacion de los Recursos
Genéticos.

Responsable: Ministerio del Poder Popular para el Ecosocialismo y Aguas.

Este Centro presenta una réplica parcial de la Coleccién 1945, también
materiales provenientes de ZEA, estado Mérida, y Pedregal, al sur del Lago de
Maracaibo. A su vez, se tiene el establecimiento de plantas descendientes de
los materiales previamente evaluados, tales como OC-60, OC-61, OC-67, OC-
77y Cho-42 (Moreno, 2007).
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Region Oriental.

Banco de Germoplasma: Irapa-Edo. Sucre.

Responsable: INIA-Sucre.

Se presentan materiales seleccionados en la Peninsula de Paria y de la region
del Delta (Tucupita), los cuales se propagaron por injerto usando como patrén
el IMC-67. (FONAIAP-Sucre, 1997).

En el cuadro siguiente se presentan las localizaciones geograficas de los
bancos de germoplasma en estudio, se presentan 3 puntos geo-referenciales

que triangulan la ubicacion exacta de dichos Centros.

Cuadro 2. Localizacion geografica de los Bancos de Germoplasma de cacao
(Theobroma cacao L.).

COLECCIONES LOCALIZACION NORTE OESTE
N 8° 30’ 46" W 7° 20’ 40”7

INIA-MERIDA Est. San Juan de Lagunillas. o ) . W 71° 20’
Edo. Mérida N 8° 307 46.9 08.3”

N 8° 31’ 13.4” W 71° 20’
25.3”

° , . W 71° 42’
N 8° 42’ 31 >0.8”

CORPOZULIA Km. 41, via S?n'ta Barbara N 8° 42’ 30" W 71° 41
del Vigia. 50.1”

. ) ” W 71° 42’
N8° 42’ 58.5 05.8”

R ] N W 71° 42’
N 8° 42’ 31.0 >0.8”

INIA - ZULIA Estacion Chama, El Vigia N 8° 42° 30" W 71° 41
50.1”

N | . W 71° 42’
N8° 42’ 58.5 05 8"

X i . W 71° 55’
N8° 59’ 37.4 34.0"

UNESUR Hacienda La Glorieta. Santa o ) - W 71° 55’
Barbara del Zulia N 8° 597 38.7 02.9”

N R B W 71° 55’
N 9° 00’ 04.0 19.3”

N R . W 72° 18’
N 8° 12’ 15.6 35.77

UNET Estacion “La Morusca”. Edo. o ) . W 72° 18’
Tachira N 8% 12" 14.6 03.0”

R R . W 72° 18’
N 8° 12’ 46.7 1.0

N 10° 16’ W 67° 37’
31.6” 02.5”

INIA-CENIAP Campo CENIAP, Maracay N 10° 16’ W 67° 36’
34.0” 33.7”

° , - W 67° 36’
N 10° 16’ 58 48.6

N 10° 35’ W 62° 37’
24.9” 22.3”

INIA - Sucre Estacion lrapa N 10 :"%5 W 62° 36" 547
25.6

R R . W 62° 37’
N 10° 35’ 55 06.0"

N | . W 66° 18’
N10° 12’ 59.0 11.0”

INIA — Miranda Campo Experimental ° ) - W 66° 17’
“Padréon”, Tapipa. Edo N10® 12" 59.7 40.1”
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En el ambito internacional existen de acuerdo con Motilal y Butler, (2002) unas
52 colecciones de germoplasma para cacao ubicadas en Africa, Brasil, Costa
Rica, Ecuador, Puerto Rico, USA, Costa de Marfil, Ecuador, India, Indonesia,
Guatemala, Nigeria, Filipinas, Sri Lanka, México, Ghana, Malasia, Trinidad y
Tobago entre otros, destacandose por el nimero de accesiones el Centro
Agrondmico Tropical de Investigacion y Ensefianza, Turrialba (CATIE) en Costa
Rica con 939, el Commisao Executiva do Plano da Lavaira Cacaueira
(CEPLAC), en Brasil con 1766 y el International Cocoa Genebank, (ICGT) en

Trinidad, con 2506 accesiones.

ANALISIS MULTIVARIADO EN ESTUDIOS DE DIVERSIDAD GENETICA

Segun Rojas (2003) la informacion generada en la caracterizacion y evaluacion
de las colecciones de germoplasma proporciona una idea del tipo de material
genético que se conserva en las colecciones y su utilizaciébn es mas importante
cuando se estudia su variabilidad. La diversidad y la variabilidad genética son
términos alternativos para representar la variacion genética. Se sugiere que
diversidad sea utilizada para indicar la sumatoria de la informacion genética
potencial conocida y desconocida, y la variabilidad para indicar una porcién de

la diversidad capturada y disponible.

Con la informacion que se genera de la caracterizacion y evaluacion de las
colecciones de germoplasma es posible conocer que tan variables son las
accesiones que lo conforman, a través de la similitud o diferenciacion de los
rasgos que caracterizan a cada una de ellas. En este sentido, cuando se
agrupan accesiones de un germoplasma de acuerdo con su similitud
morfologica o fenotipica, es de suponer que gran parte de ésta es genética
(Morales y Candeira ,1996; Rojas, 2003).

Las técnicas estadisticas multivariadas son herramientas muy Utiles para
caracterizar germoplasma, debido a que béasicamente permiten describir o
agrupar un conjunto de accesiones, tomando en cuenta simultineamente
varias caracteristicas, sin dejar de considerar la relacion existente entre todos
los caracteres en estudio (Rojas, 2003).
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Los analisis multivariados mas comunmente utilizados, de orden decreciente
son las siguientes: analisis de componentes principales (ACP), analisis de
funciones discriminantes (AD), analisis de agrupamientos (conglomerados o
clusters), regresion mdltiple (RM), analisis multivariado de la varianza
(MANOVA), analisis de correspondencia (AC), analisis de coordenadas
principales (ACOOP), andlisis factorial (AF), correlacién canoénica (CC),
modelos logaritmicos lineales (LOGL), escalamiento multidimensional (EMD) y
la regresion logistica maltiple (RL) (Olmos et al., 2010).

ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES

El Analisis de Componentes Principales (ACP) es una técnica estadistica de
sintesis de la informacién, o reduccién de la dimensién (nimero de variables).
Es decir, ante un banco de datos con muchas variables, el objetivo sera
reducirlas a un menor numero perdiendo la menor cantidad de informacion

posible.

Los nuevos componentes principales o factores seran una combinacion lineal

de las variables originales, y ademas seran independientes entre si.

Un aspecto clave en ACP es la interpretacion de los factores, ya que ésta no
viene dada a priori, sino que serd deducida tras observar la relacion de los
factores con las variables iniciales (habra, pues, que estudiar tanto el signo
como la magnitud de las correlaciones). Esto no siempre es facil, y sera de vital
importancia el conocimiento que el experto tenga sobre la materia de

investigacion.
Origen

En los diferentes textos e investigaciones realizados por Mardia et al. (1979) y
Pla (1986), coinciden en sefialar que el trabajo original de Kart Pearson en
1901 fue donde se entrevio por primera vez esta técnica, consistia en el ajuste
de un sistema de puntos en un multi espacio a una linea o a un plano. Luego,
Hotelling en 1933 desarrollé la técnica y formul6 el andlisis por componentes

principales tal como se utiliza actualmente.
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Objetivo

Rao (1964) sefiala que el objetivo del andlisis por componentes principales es
derivar un pequefio numero de combinaciones lineales (componentes
principales) de un conjunto de variables que tienen tanta informacion como las
contenidas en las variables originales. Pla (1986) agrega dos objetivos mas: a.
reducir la dimension del problema que se esta estudiando, como paso previo
para futuros analisis y b. eliminar cuando sea posible, algunas de las variables

originales si aportan poca informacion.
ESTADISTICA BAYESIANA

Los recursos para hacer inferencia estadistica bayesiana se conocen desde
hace mas de 200 afios. EI Reverendo Thomas Bayes inici6 la solucién
cuantitativa al problema de determinar cual de varias hipotesis es mas probable
sobre la base de los datos. Su descubrimiento basico se conoce como el
Teorema de Bayes. Su articulo mas emblematico se titulaba Ensayo hacia la
solucion de un problema en la doctrina del azar (Essay towards solving a
problem in the doctrine of chances) y fue publicado péstumamente (Beaumont
y Rannala. 2004).

El teorema de bayes permite calcular la probabilidad posterior a partir de la
verosimilitud y probabilidad anterior de los datos; la probabilidad o informacion
anterior puede estar basada en datos experimentales previos, en
consideraciones teoricas o de otra indole, esta informacion previa es
combinada con la informaciébn de los datos analizados para generar la
distribucion. La probabilidad condicional de los datos hasta no hace mucho era
imposible poder calcularla con los ordenadores de poco procesamiento para el
momento, al aparecer poderosos ordenadores este método tomoé mayor

impulso abarcando una extensa area de investigacion (L6pez, 2010).

El método bayesiano, basado en Cadenas de Markov de Monte Carlo (MCMC)
estima la distribucién a posteriori de coeficientes asociados a cada individuo
que se corresponden a los distintos subgrupos en los que este puede
clasificarse. El valor esperado de la distribucidbn a posterior, provee una

estimacion de la proporcion genética de un individuo y la similitud que comparte
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con los distintos subgrupos. Para este tipo de analisis se utiliza una gran
cantidad de software existentes en el mercado, dentro de ellos tenemos el
software STRUCTURE 2.2.3 (Pritchard et al., 2007).

La metodologia bayesiana es considerada una herramienta importante en la
evaluacion genética, ya que lleva en consideracion la variabilidad existente en
todos los parametros del modelo, en el sentido de que es posible
caracterizarlos a través de la moda, mediana o el promedio de la distribucion a
posteriori de dicho parametro, asi como la obtencion de intervalos de confianza
(lamadas de regiones de credibilidad en el caso bayesiano) tanto para los
parametros como para la prediccidn de los efectos genéticos (Villegas, 2005).
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MATERIALES Y METODOS

Esta investigaciéon tomara como base los datos morfolégicos y moleculares
generados del subproyecto N° 1: “Evaluacién de la Diversidad Genética del
cacao Venezolano”, enmarcado en el Proyecto de Investigacion en Red en el
Marco de la Ruta de Chocolate, de las accesiones de Theobroma cacao L.

conservadas en los bancos de germoplasma del pais (Ramis et al., 2009).
Material vegetal

En el cuadro 2 se presenta el nimero de accesiones incluidas en los distintos
Bancos de Germoplasma Nacional y caracterizadas a nivel morfolégico y
molecular en el mencionado proyecto, para un total de 623 genotipos. Las
accesiones en ellos incluidas son representativas de cada zona de produccion
de cacao en Venezuela.

Cuadro 3. Numero de accesiones de cacao conservadas y caracterizadas a

nivel morfolégico y molecular de los distintos Bancos de Germoplasma
Nacional de cacao (T. cacao L.).

. . . N° de accesiones
Colecciones Localizacion .
caracterizadas
INIA-CENIAP Campo del CENIAP, Maracay, 19
(coleccién 1945) estado Aragua
INIA-CENIAP Campo del CENIAP, Maracay, 37
(coleccién 1995) estado Aragua
Km. 41, via Santa Barbara del
CORPOZULIA Vigia, parroquia el Moralito, 89
Municipio Colén — Estado Zulia
INIA-era_lrjda Campo Experimental “Padron”,
(Coleccion Tapipa, estado Miranda 20
Barlovento) ’
INIA-Miranda
(Coleccion de Campo Experimental “Padron”, 36
Genotipos Tapipa, estado Miranda
Internacionales)
INIA-IY!lranda, Campo Experimental “Padron”,
(Coleccion Jardin Tapipa, estado Miranda 137
Clonal Caucagua) ’
Hacienda “La Glorieta”. Santa
UNESUR Barbara del Zulia, Municipio 60
Colén, estado Zulia
— Estacion “San Juan de
INIA-Mérida Lagunillas”, estado Mérida 65
INIA-Sucre Estacion Irapa, estado Sucre 20
MINAMB-CNRG _EINLimén, municipio Mario 920
Bricefio Irragory, estado Aragua
TOTAL 623

Fuente: Ramis et al. (2009)
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Verificacion de la informacién morfolégica

Para cada banco de germoplasma del pais se realiz6 la caracterizacion
morfologica segun el “Manual Practico para la Caracterizacion Morfologica de
Cacao” basado en los descriptores establecidos por Engels et al. (1980)
(Jiménez, 2006; Ramis et al., 2009), generando la informacion para cada una
de las 805 accesiones, segun se presentan en el cuadro 3.

Cuadro 4. Numero de caracteristicas morfolégicas consideradas en la
caracterizacion de las accesiones de los Bancos de Germoplasma nacional de
cacaos, segun los descriptores cualitativos y cuantitativos para las distintas
partes de la planta.

Caracteristica | Repeticiones/accesion | Cuantitativas | Cualitativas
Hoja 30 5 5
Flor 10 3 5
Fruto 10 8 8
Semilla 10 12 2

Existen datos crudos que deben terminar de procesarse a nivel de estadisticos
simples, asi como organizar en una base de datos las caracteristicas
morfologicas bien sea cualitativas y cuantitativas de cada material de cacao
perteneciente a cada banco de germoplasma del pais (Hidalgo, 2003).

Toda la informacion de caracterizacion morfoldgica se verificé y preparé en
matrices bajo archivos creados con el programa Microsoft Office Excel,
ubicandose genotipos en filas y caracteristicas cuantitativas y cualitativas en
columnas para su posterior analisis.

Verificacion de la informacion Molecular

La caracterizacion molecular se realizO6 con base en 24 marcadores
codominantes tipo microsatélites (SSR), distribuidos a lo largo del genoma de
cacao (Cuadro 4), siguiendo el procedimiento de extraccion de ADN,
amplificacion via PCR vy visualizacion de productos de PCR en geles de
poliacrilamida descritos por Jiménez (2006).
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Cuadro 5. Microsatélites utilizados para el estudio de la diversidad Genética
del cacao (Teobroma cacao L.) en Venezuela.

EMBL LG
mTcCIR Tamafio (bp) Motifs N° de alelos (alelos raros)
N° de Accesion | Localizacion

182 AJ566510 6 148 (TG)s 3(0)
82 AJ566428 3 174 (AG)s AA (AG), 4(2)
100 AJ56644 2 244 (AG)s C (AG), 6 (3)
79 AJ566425 9 108 (TC)s 5(2)
189 AJ566517 8 150 (GN)12 7 (5)
91 AJ566435 10 186 (CMo 3(1)
265 AJ566585 5 246 (AG)1s 8 (5)
73 AJ566420 2 112 (€. TT (CBT)2 G (TC) 4(2)

7 Y16981 7 160 (GA) 11 6 (3)
266 AJ566586 9 192 (CN)s 7 (4)
167 AJ566496 3 254 (GA) 16 8 (5)
84 AJ566429 1 136 (GA) 11 5(@3)
63 - 9 161 (CGT)- 3(0)
163 AJ566492 8 194 (AG)s 2 (0)
221 AJ566542 4 273 (TC)s 4(2)
121 AJ566462 1 138 (TG)12 6 (3)
291 AJ566609 6 218 (CDw 7 (4)
109 AJ566452 5 162 (CM12 4(1)
229 AJ566550 10 307 (TC)s 6 (4)
184 AJ566512 1 139 (CA)s (CT)1s 5 (1)
222 AJ566543 4 220 (GA)q 6 (3)
190 AJ566518 7 166 (TG) 12 7 (5)
268 AJ566588 316 (GA) 17 6(2)

Fuente: Pugh et al. (2004), Jiménez (2006)
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Los datos moleculares generados por el subproyecto N° 1 “Estudio de la
Diversidad Genética del Cacao Venezolano”, fueron procesados en tres centros
de investigacion del pais. Las muestras de hojas de cacao del occidente del
pais fueron procesadas en el Laboratorio de Genética y Quimica Celular de la
Universidad de los Andes (Ramis et al.., 2009), dicho procesamiento fue
realizado con el fin de procesar material de los distintos bancos de
germoplasma que conforman la regién occidental del pais (Mérida, Zulia,
Tachira, parte de Barinas y Apure)(Portillo, 2000), la cual presenta
caracteristicas agro-climaticas parecidas, con ello se evitd la transferencia de
material vegetal que pudiera presentar en su composicion enfermedades
asociadas al cultivo, asi como hongos y bacterias que pudieran propagarse en
las zonas productoras de la region central y oriental del pais (Ramis et al.,
2009).

Los materiales vegetales de los bancos de germoplasmas de la region central y
parte de la regién oriental fueron procesados en el Laboratorio de Genética
Molecular del Centro de Investigaciones en Biotecnologia Agricola (CIBA), de
la Facultad de Agronomia, Universidad Central de Venezuela. Y parte de los
materiales de la regién oriental especificamente los materiales del banco de
germoplasma de Irapa pertenecientes al INIA-Sucre, fueron analizados en el
Laboratorio del Centro de Tecnologia del Instituto de Estudios Avanzados
(IDEA), adjunto al Ministerio del Poder Popular para la Ciencia, Tecnologia e

Innovacion.

Para el analisis de los datos moleculares se realiz6 previamente dos
actividades de organizacién y estandarizacion de criterios de descripcién
molecular. En ese ultimo caso, se establecié la correspondencia de alelos
obtenidos para cada SSR, para los tres laboratorios de investigacién, con el fin

de obtener el genotipado uniforme de cada accesion y SSR.

Para ello, dentro de las actividades del proyecto en Red “Ruta del Chocolate”,
previamente al inicio de los analisis moleculares realizados en cada laboratorio,
se seleccionaron genotipos referenciales representativos de los grupos
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morfogeograficos criollos, trinitarios, bajo amazonico y alto amazdnico. Tales
referenciales fueron incluidos en cada PCR y gel de electroforesis en
poliacrilamida (PAGE). De esta manera, por comparacion de las imagenes de
los geles y las matrices de genotipado realizados en cada laboratorio se
establecieron las correspondencias de alelos y se construyeron matrices

consolidadas de alelos y genotipos para el posterior analisis estadistico.

Anadlisis Estadistico

Caracterizacion Morfolégica:

Para cada banco de germoplasma se procedié a caracterizar la variabilidad
morfologica a través de la estadistica descriptiva (promedio, minimo, maximo,
desviacion estandar y coeficiente de variacion) para las variables cuantitativas
y para la variables cualitativas se aplicé el indice de diversidad de Nei
(Jiménez, 2006).

Seleccién de Caracteristicas Morfolégicas por Banco de Germoplasma

Caracteristicas cualitativas

Con el objeto de disminuir la cantidad de variables cualitativas por banco de
germoplasma, se procedié a aplicar el indice de diversidad de Nei, el cual
presenta un rango que va de 0 a 1, indicando de manera creciente la
variabilidad de una accesion con respecto a una caracteristica especifica. Este
indice nos permiti6 seleccionar las caracteristicas mas representativas del

universo de 20 variables cualitativas evaluadas (Jiménez, 2006).
Caracteristicas cuantitativas

Definiendo el analisis de componentes principales (ACP) se puede decir que
es un método que transforma un conjunto de variables cuantitativas originales
en otro conjunto de variables independientes no correlacionadas, llamadas
componentes principales. El objeto de esta metodologia es reducir al maximo
las caracteristicas evaluadas para cada 6rgano de la planta, lo cual nos
permitira seleccionar las variables cuantitativas mas discriminatorias para

limitar el nUmero de caracteristicas a evaluar en el proceso de seleccion de
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genotipos representativos (Hidalgo, 2003). Para la construcciéon del ACP se
utilizé el Software estadistico Paleontolégico para Educacion y el Analisis de
datos (PAST) version 1.42. En este andlisis se evaluaron 28 caracteristicas
cuantitativas para 623 arboles que conforman las 10 colecciones
representativas de cacao del pais. Con el objeto de reducir el nimero de
caracteristicas cuantitativas que seran utilizadas para definir los genotipos
representativos de cada banco de germoplasma, se procedié a seleccionar el
componente principal 1 de cada banco de germoplasma, el cual explica en
todos los bancos de germoplasma un porcentaje de la varianza absoluta mayor
o igual a 30 %. La seleccién del nimero de componentes que se deben tomar
para el andlisis de diversidad es un tema de discusién entre especialistas, ya
que no existen pruebas estadisticas inferenciales que permitan probar la
significancia de dichos valores (Hidalgo 2003), por ello se tomo el criterio de
seleccion establecido por Cliff (1987) en el que se considera aceptable los
componentes cuyos valores propios explican un 70 % o mas de la varianza

total de una coleccion.

Seleccién de Genotipos por Banco de Germoplasma

Mediante la aplicacion de un analisis de agrupamiento a las caracteristicas
cualitativas y cuantitativas para cada banco de germoplasma utilizando el
programa PAST version 1.42, utilizando un indice de distancia euclidiana, se
pudieron seleccionar los genotipos representativos para cada banco de
germoplasma de cacao, el criterio de seleccion se basd en el conocimiento
aportado por cada curador de las colecciones y siguiendo una estrategia similar
para establecer una coleccién nucleo, la idea fué principal disminuir el nimero
de accesiones manteniendo la diversidad genética contenida en una coleccion,
para ello se consideran dos aspectos basicos, el tamafio 6ptimo de la muestra
y la estrategia para seleccionar las accesiones contenidas en esa coleccion
nacleo. Con respecto al tamafio de la Muestra yonezawa et al. (1995)
menciona lo propuesto por Brown (1989), quien formuldé que un tamafio de un
10% era apropiado; mientras que estos autores proponen un tamafo de
muestra del 20-30% dependiendo del grado de redundancia de las accesiones
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de la coleccion, el periodo de conservacion y los recursos disponibles para su

conservacion.

Por otra parte con respecto a la decision de cuales genotipos se deben incluir,
Yonezawa et al. (1995) sefalan a la estrategia de estratificacion, considerando
qgue la seleccion de genotipos es recomendable cuando no se conoce la
diversidad genética absoluta dentro de los grupos, como es el caso de la

mayoria de las colecciones.

Siguiendo estos criterios se decidid seleccionar el 10% de los genotipos

incluidos en los distintos grupos formados en cada coleccién.
Andlisis de la Diversidad Genética a partir de datos morfoldgicos
Caracteristicas cualitativas y cuantitativas

Para el analisis de diversidad genética nacional se realiz6 una nueva seleccion
de las caracteristicas cuantitativas y cualitativas, aplicando componentes
principales a los datos cuantitativos de solo los genotipos seleccionados
(Ramos et al., 2004). En cuanto a la seleccion de las caracteristicas cualitativas
se seleccionaron las que presentaban mayor indice de diversidad, todo ello con

base a los datos aportados por los genotipos seleccionados.

Con base en los genotipos seleccionados y las caracteristicas cuantitativas y
cualitativas representativas, se procedié a construir una matriz de datos, a la
cual se le agregaron genotipos utilizados a nivel internacional para definir las
estructuras morfoldgicas del cacao hasta ahora estudiadas (Motamayor et al.,
2008). Los datos de estos genotipos fueron suministrados por la Investigadora
del INIA- Miranda Olga Movil, encargada de la conservacién y estudio del
banco de germoplasma internacional, ubicado en la estacion Padron (INIA-
Miranda).

A partir de la matriz se obtuvo un dendrograma UPGMA (ligamiento promedio

no ponderado), mediante el programa PAST (Version 1.42).

Con esta matriz de datos se realiz6 el ACP y se construyé un grafico de

distribucion de genotipos con base a la relacion de los componentes 1y 2. Lo
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cual corrobor6 las relaciones entre individuos de bancos de germoplasma y

entre genotipos de cada banco de germoplasma.

Caracterizacién molecular:

Cuantificacion de la Variabilidad Genética de cada Banco de

Germoplasmay a nivel nacional

Se realizé la verificacion de la informacion molecular de cada banco de
germoplasma, evaluandose el numero de alelos por locus, % heterocigotas y el
contenido de informacion polimorfica (PIC) para un maximo de 22

microsatélites (Jiménez, 2006).
Seleccidon de genotipos a partir de datos moleculares.

Se realizd un analisis de agrupamiento UPGMA utilizando el indice de similitud
de DICE para cada coleccién, también un gréfico de distribucion de los
genotipos a partir de un andlisis de correspondencia para ayudar a la seleccién

de los mismos.
Similitud genética

A fin de establecer las relaciones genéticas entre los materiales incluidos en
cada banco de germoplasma, a partir de las matrices de genotipaje de cada
marcador molecular y accesion, se procedio a realizar una matriz de
presencia/ausencia de bandas, a partir del cual se calculara el indice de

similitud de DICE para cada par de individuos a través de la formula:

2a
Sd=Zabrc

Donde “a” corresponde al nimero de bandas comunes entre dos genotipos; y “b” y “¢”
representaran el nimero de bandas presentes en un genotipo y ausente en el otro (Jiménez,
2006).

La seleccién se realizé escogiendo los genotipos de los grupos emparentados
observados en las gréficas del andlisis de UPGMA y del analisis de
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correspondencia, siguiendo el criterio de seleccidon propuesto por Yonezawa et
al. (1995).

Estructura Genética de las colecciones de Cacao en Venezuela
Preparacion de matrices consolidadas.

Con base en los genotipos seleccionados por banco de germoplasma, se
procedié a definir y a unificar criterios relacionados con los alelos existentes en
cada banco de germoplasma, para ello se utilizaron como referenciales
morfogeograficos al genotipo BENO2 de la coleccion de San Juan de Lagunillas
(Mérida) y el genotipo CHIAPAS (coleccion MINAMB) como referenciales
poseedores del alelo criollo, por consiguiente tomando de la coleccion de
clones internacionales en la Estacion Experimental Padron (INIA-Miranda) se
tomé al referencial bajo amazénicos al clon SIAL-407, y el clon C1 aportado por
el Laboratorio de Genética de la ULA. También los referenciales alto
amazonicos (SCA-6, P-12) y trinitarios (TSH-1075, ICS-60) fueron aportados

por la Estacion Experimental Padron.

En la matriz se procuré incorporar dos materiales que son frecuentes en las
regiones productoras del pais, los mismos son el material CHO-42 (Coleccién
1945) y el IMC-67 (Clon Internacional), dichos materiales han sido utilizados en
programas de cruces. Se llegdé a una matriz consenso compuesta por 125

individuos

Para el estudio de la estructura genética de las poblaciones, se utilizé el
analisis basado en los métodos de estadistica Bayesiana incluido en el

programa Structure, version 2.2 (Pritchard et al., 2007).

Para este andlisis se realizaron corridas previas para establecer los parametros
que asumird el programa en las inferencias poblacionales con el fin de
establecer relaciones genéticas entre los genotipos y los referenciales
morfogeograficos. Como resultado de estas pre-corridas se establecié un
periodo de 200.000 repeticiones burn-in (quemado), luego para aproximar la

probabilidad posterior de los individuos se utilizé un periodo de 500.000 MCMC
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(Cadenas Markovianas de Monte Carlo). Dichos valores de corrida se
implementaron para los 125 datos, estableciendo un parametro de corrida
denominado lambda (0.22), tomando un modelo admixture con frecuencias
correlacionadas, a su vez, se infirieron 10 poblaciones ancestrales (cluster = K)

con 10 repeticiones por K.

Aplicando la matriz de seleccién de poblaciones ancestrales propuesta por
Evanno et al. (2005) se procedid a elegir la estructura poblacional dependiendo
del mayor valor de delta K (diferencial poblacional). Después de seleccionada
la estructura poblacional que definen a las distintas colecciones, se procedi6 a
utilizar el programa CLUMPP versién 1.1.2 (Jakobsson y Rosenberg, 2009)
que permitié obtener una salida consensuada a partir de las 10 repeticiones de
cada K seleccionada. Luego con el programa DISTRUCT (Rosenberg, 2007)

se pudo graficar la salida obtenida por el anterior programa.

37



RESULTADOS Y DISCUSION

1. VERIFICACION DE LA INFORMACION MORFOLOGICA Y
MOLECULAR DE CADA BANCO DE GERMOPLASMA, A FIN DE
CONSOLIDAR LA INFORMACION APROVECHABLE PARA EL ANALISIS
DE DIVERSIDAD GENETICA

En el cuadro 6 se presentan el origen de la data recopilada de los distintos
trabajos de caracterizacion morfolégica realizada en el marco del Subproyecto
1 de la “Ruta del Chocolate”, indicandose para cada Banco de Germoplasma el
namero de accesiones caracterizadas, el numero de caracteristicas
morfolégicas cualitativas y cuantitativas consideradas y si corresponden a
algun trabajo publicado, en el marco del mencionado proyecto o no.

En términos generales, se obtuvieron matrices consolidadas con data verificada
en cuanto a la metodologia de las caracterizaciones; en todos los casos se
utilizé el Manual Practico desarrollado por Jiménez et al. (En revision), basado

en Engels et al., (1980), para un total nacional de 623 accesiones de cacao.

Es importante sefialar que para el caso de la coleccién de la UNET (La
Morusca) no se conté con caracterizacion morfoldgica debido a que, aunque
estaba previsto en el Subproyectol, no se pudo realizar debido a una vaguada

que dafo significativamente las plantas ahi establecidas.

Por otra parte, en algunos casos no se cuenta con la caracterizacion de frutos y
semillas debido al joven establecimiento de las colecciones que para la fecha
no habian entrado en fructificacion. De esta manera, para un mismo banco de
germoplasma hay accesiones con la descripcion de todos los o6rganos,
mientras que otras no. Esta realidad limité el trabajo de analisis al momento de
realizar la seleccion de clones para el estudio nacional de diversidad genética,
pues se incluyeron aquellos representativos de los grupos formados en los
analisis de agrupamiento y que ademas tuvieran la data de caracterizacion

completa.

Una de las variables importantes como criterio de productividad para los

programas de mejoramiento genético son el indice de almendra y el indice de
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mazorca, ambos se basan en el peso de semilla seca. En algunos bancos de
germoplasma donde en sus instalaciones no se contaba, para la fecha, con una

estufa para el secado de las semillas, no se incluyeron tales variables.

Todas estas observaciones evidencia la necesidad de continuar con la
caracterizacion de todos los clones resguardados en cada banco de

germoplasma.

Cuadro 6. Caracteristicas morfolégicas, cualitativas y cuantitativas, incluidas
en el estudio de diversidad genética de los bancos de germoplasma nacional

de cacao (Theobroma cacao L.)

N° de Caracteristicas Caracteristicas
Colecciones Localizacion accesiones cualitativas  cuantitativas Fuente
caracterizadas  evaluadas evaluadas

Coleccion de 1945. INIA-  Campo del CENIAP, Maracay,

CENIAP estado Aragua 19 18 28 (Vidal y Coelho, 2001)
Coleccion de 1995. INIA-  Campo del CENIAP, Maracay, (datos proyecto Ruta
37 20 27
CENIAP estado Aragua del Chocolate)
Km. 41, via Santa Barbara del (Chaconetal., 2011);
CORPOZULIA Vigia, parroquia el Moralito, 89 20 29 (datos proyecto Ruta
Municipio Col6n — Estado Zulia del Chocolate)
Coleccion Barlovento. INIA- ~ Campo Experimental “Padrén”, 20 o,
Miranda Tapipa, estado Miranda 16 18 (Jiménez, 2006)
Coleccion de Clones Campo Experimental “Padron’, 86 (datos proyecto Ruta
Internacionales. INIA-Miranda Tapipa, estado Miranda 2 % del Chocolate)
Coleccion Jardin Clonal Campo Experimental “Padrén”, 137 o,
Padrén. INIA-Miranda Tapipa, estado Miranda 2 7 (Jiménez, 2006)
(Barrientos, 2008);
Hacienda “La Glorieta”. Santa (Parray Rosales,
UNESUR Béarbara del Zulia, Municipio 60 12 27 2007). (datos
Colén, estado Zulia proyecto Ruta del
Chocolate)
iy Estacion Experimental “San Juan
INIA-Merida de Lagunillas”, estado Mérida ® B 7 (Ramos, 2004)
(Villalbay Zamora,
INIA-Sucre Estacion Irapa, estado Sucre 20 17 19 2007). {datos
proyecto Ruta del
Chocolate)
. , Marquez (2012).
UNET Estacion Experimental "La
Morusca", UNET, estado Tachira. (datos proyecto Ruta
del Chocolate)
EI Limén, municipio Mario Bricefio (Moreno, 2008)
MINAMB-CNRG Imagory, estado Aragua 90 18 19 (datos proyecto Ruta
del Chocolate)
TOTAL 623
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En lo que se refiere a la caracterizacion molecular en el Cuadro 7 se presentan
para cada banco de germoplasma el nUmero de accesiones caracterizadas asi
como el numero de microsatélites incluidos y tal como en el Cuadro 6, si tales
estudios fueron previamente publicados como producto del subproyecto 1 de la

Ruta del Chocolate.

Cuadro 7. Numero de accesiones caracterizadas y niamero de microsatélites
incluidos en el estudio de diversidad genética basado en el analisis molecular
con microsatélites de los bancos de germoplasma nacionales de cacao

(Theobroma cacao L.)

Numero de Ndmero de
Colecciones accesiones microsatélites Fuente
caracterizadas analizados
Coleccién de 1945. INIA- 19 20 (datos proyecto Ruta
CENIAP del Chocolate)
Colecciéon de 1995. INIA- o8 20 (datos proyecto Ruta
CENIAP del Chocolate)
CORPOZULIA 111 7 (datos proyecto Ruta
del Chocolate)
Coleccion Barlovento. INIA- 20 20 (datos proyecto Ruta
Miranda del Chocolate)
Coleccion de Clones
Internacionales. INIA- 10 20 (datos proyecto Ruta
Miranda del Chocolate)
Coleccion Jardin Clonal .
Padrén. INIA-Miranda 140 21 (liménez, 2006)
UNESUR 28 12 (Polo, 2009)
INIA-Mérida 44 16 (datos proyecto Ruta
del Chocolate)
INIA-Sucre 29 7 (datos proyecto Ruta
del Chocolate)
(datos proyecto Ruta
UNET 8
14 del Chocolate)
MINAMB-CNRG 47 14 (Marquez, 2012)
MINAMB-CNRG 91 9 (Moreno, 2008)
TOTAL 575
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Es importante sefialar la ventaja del analisis molecular con respecto a la
disponibilidad de tejido vegetal para la extraccion de ADN, ya que la muestra
puede conservarse en frio por mucho mas tiempo. Caso contrario al
morfolégico que depende del estado fenolégico de las accesiones y su
conservacion en campo. Sin embargo, en vista de la disponibilidad de recursos
para los laboratorios, la caracterizacion molecular se vio limitada, por lo que no
se obtuvo el genotipaje para todos los 24 microsatélites seleccionados en un
principio. Esta situacion obligé a la seleccion de microsatélites incluidos en la
mayoria de los bancos de germoplasma y genotipos dentro de cada grupo
representativo de los grupos formados en los analisis de agrupamiento por

banco y que ademas tuvieran la data de caracterizacion completa.

De esta manera, se cuenta con la caracterizaciéon de 565 accesiones a nivel
nacional con un minimo de siete microsatélites, por lo que ese trabajo debe

continuar.

2. ANALISIS DE LA DIVERSIDAD GENETICA NACIONAL CON BASE EN
VARIABLES MORFOLOGICAS Y MOLECULARES

A fin de organizar el andlisis de la basta informacién generada por el
subproyecto 1 de la “Ruta del Chocolate”, se decidié presentar los resultados
iniciando con la caracterizacion morfolégica, y dentro de ésta, las
caracteristicas cualitativas por 6rgano (hojas, flores, frutos y semillas),
seguidas por las cuantitativas por 6rgano. Este primer analisis permitié describir

la variabilidad presente en cada banco de germoplasma.

Seguidamente se presentaran los resultados para la seleccion de las variables
morfolégicas que mejor expliquen la variabilidad de cada banco para asi
realizar los andlisis de diversidad y agrupamiento. Tales analisis permitieron la
seleccion de genotipos representativos de la diversidad genética de cada
banco y con ese grupo de accesiones se realizo el analisis de la diversidad

genética nacional.

Para los datos moleculares se siguid una secuencia similar, se presentan los

analisis por banco de germoplasma, que permitié6 seleccionar los individuos
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representativos de la variabilidad presente en cada banco para, finalmente,

realizar el analisis nacional de la diversidad genética de cacao.

2.1. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LOS BANCOS DE
GERMOPLASMA A NIVEL NACIONAL

2.1.1. Caracteristicas cualitativas por 6rgano.

La diversidad genética puede cuantificarse considerando la riqueza alélica y la
uniformidad de frecuencia de tal riqueza alélica. Cuando el estudio se basa en
la caracterizacion morfolégica se consideran para cada variable analizada el
namero de categoria presentes en una poblacién dada y la frecuencia relativa
de cada una de las categorias (Ligarreto, 2003). De esta manera, se puede
calcular un indice de diversidad biolégica mediante diversos indices como el
indice de diversidad genética (Nei, 1978) donde son considerados ambos

criterios.

El analisis de la diversidad genética morfoldégica considerando variables
cualitativas se realiz6 mediante la observacion de categorias presentes para
cada caracteristica en cada banco de germoplasma, y a través del célculo del
indice de Nei. Este andlisis permitié evidenciar las caracteristicas mas variables
y los bancos de germoplasma contentivos de un mayor rango de diversidad
genética, recurso indispensable para el desarrollo de programas de

mejoramiento genético.
HOJAS

En el andlisis de este oOrgano se evaluaron 5 caracteristicas para la
diferenciacion de las accesiones utilizando un indice de diversidad genética

(Nei, 1987), como se muestra en el Cuadro 8.
Base de la hoja.

Para la caracteristica de base de la hoja, el banco con mayor variabilidad fue la
coleccion de CORPOZULIA (0,66), la cual se caracteriza por tener accesiones
que presentan hojas que van desde agudas hasta redondeadas, el banco que

posee una variabilidad representativa es la coleccion 1945 con (0,50), y sus
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accesiones presentan hojas con base aguda hasta redondeada. Cabe destacar
que no se evaludé accesion alguna en los bancos de germoplasma que

presentaran hojas con base codiforme.
Apice de la hoja.

En cuanto al apice de la hoja se encontré que la coleccion de 1945 presento la
mayor variabilidad con un indice de 0,53 seguido del Jardin Clonal de Padrén
con 0,52, ambas colecciones presentaron accesiones con todas las categorias
de esta caracteristica, las cuales van de hojas con apice agudo, hojas con
apice acuminado largo y acuminado corto, las accesiones de ambos banco se

caracterizaron por presentar hojas en su mayoria acuminado largo y corto.
Textura de la hoja.

Otra de las caracteristicas evaluadas para la hoja fue la textura, la cual en
términos generales no presenta variabilidad alguna en los bancos de
germoplasma, todas las hojas se caracterizaron por ser cartaceas, cabe
destacar que no se presentaron datos para la coleccion Jardin Clonal de
Padrén y la UNESUR.

Color del brote.

El color del brote en las hojas presentd su mayor diversidad en la coleccion de
1995 (0,33), donde la coleccion se caracterizd por tener plantas con brotes con
ausencia de antocianinas y un numero reducido de plantas con brotes con
antocianina, esta tendencia se repiti6 en todos los bancos pero en mayor

proporcion haciéndolos mas uniformes para esta categoria.
Pubescencia de la hoja.

Seguidamente la caracteristica de pubescencia en las hojas se encuentra en
mayor variabilidad en la coleccion de 1995 (0,73), donde se encuentran plantas
con todas las categorias que van desde la ausencia de pubescencia hasta
hojas con intensa pubescencia, le sigue la coleccion 1945 (0,56), presentando
todas las formas de categoria en la coleccién. Cabe destacar que para esta

caracteristica las accesiones representativas de la region cacaotera aragiefia
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presentan la mayor variabilidad de plantas que van desde la ausencia de

pubescencia hasta hojas con una intensa pubescencia.

Cuadro 8. Frecuencia de cada categoria en nimero absolutos (FC) y relativos
(%) de las caracteristicas cualitativas de las hojas de cacao (Theobroma cacao

L.) e indices de diversidad (Nei) para cada Banco de Germoplasma.

i 5 - 1945 1985  Barloventa [cosrczuus|  Irapa Merida Minamb Icp UNESUR
Comciarsican) Sy FC| % C| % |FC| % |FC| % |[FC| % |FC| % FEC|] % FZl % FC| %
1 12| 06332 (084 [14|0B2| 458|040 [17(085 0 | DOC 5B | DA4 | 80) 0g5 |45 | 030
i Blos2| 6 |06 3 (096| 36|(030 ] 3 [045(25 [ 100 | 32 | 038 [ 47| 034 | £ | 010
Base de laHoja 3 o050 (000| 0O 000(35| 089 @ (DO0) 0| DOO O poo | O] oo | & | ogo
q Olopo| o (opo| 0 (000 O | OO0 © (000 O | pae | 0 poo | O | 0o0 | o | 0co
Nl | O, 027 | 029 | 066 | 026 | 0,00 0,46 0,45 0,18
1 i|00&|( 0 |ODO| O (ODO| 2 |OO02 (€ [DOCG) O |00 O 000 | B | 004 | 1 0oz
Aplce de la i 1ffosej2T (o ]11/085| 46| 030 (e Jo30[0 | 000 (eS| 072 [BO)ofe |0 f 0o
Hoja 3 TlogT{11|oza|l 6 025|711 |os0 1407025 100 25 | 028 [51] 037 |48 | 028
nel | O 041 | 046 | 049 | 042 0,00 0,40 0,52 0,04
1 191 00[38 10017 100117086 [20 (100 O I 000 | %0 | 100
Textura de |a : 0 |oo00f 0 |o00| 0 |000) 3 | 003 Q (000 &7 400 2 00o
Haja 3 0 |o00f0|0O00f0 |(000| 0 |0O00(@ (002 O (002 D 00o
Nei 0,00 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,00
1 1 ]005[ 7|0 5 | D0& 4 | 008 £ 0a32
Color del Brota 3 18 |0AE[27|0Ta 0| Dg2 22| 084 | 5o | 04y
Nel 0,10 0,33 0,14 0,11 0,06
4] oos| 5 |04 oo oo o 000
i 17|058( 10029 B | 007 5T | 1.00
Puhesmnda v 5 2111103 T3 081 D 0.0%
3 |05 9 | 026 | 033 7 0.0%
nel | O, 0,73 0,52 0,00
FLORES.

Antocianinas en el sépalo de la flor.

Para el estudio de la variabilidad en plantas tomando en cuenta su sistema
reproductivo sexual, se seleccionaron como referencia 4 caracteristicas
representativas, dichos valores se observan en el Cuadro 9. Dentro de ellas se
tiene la presencia de antocianina en el sépalo de la flor, de la cual la coleccién
de 1945 presenta la mayor variabilidad (0,71), ya que se encuentran genotipos
con ausencia de antocianina hasta sépalos con intensidad de este pigmento
natural. Seguido a esta coleccion se encuentran los genotipos de la coleccion
de 1995 donde se encuentra un indice de 0,63, resaltando que en esta
colecciébn no se registraron genotipos con intensidad de antocianina en sus
sépalos. Es importante resaltar que para esta caracteristica de la flor en
especifico la mayor diversidad de observa en los genotipos de la region

cacaotera araguefia.
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Antocianina en el limbo del pétalo.

Seguidamente se presenta la caracteristica de antocianina en el limbo del
pétalo, aqui las colecciones de Barlovento e Irapa presentaron los indices mas
altos y similares entre si (0,49) y (0,50) respectivamente. Las demas
colecciones no reflejaron mayor diversidad para esta caracteristica, ya que
predomina la ausencia de antocianina en el sépalo. Se puede inferir que la
presencia de antocianina en esta parte del sépalo es muy caracteristica en los

genotipos conservados en la region central hasta llegar al oriente del pais.

Antocianina en el filamento de la flor

Para la caracteristica de antocianina en el flamento de la flor, los resultados
arrojan que la coleccion de Irapa presenta una mayor proporcion de genotipos
con ausencia y presencia de antocianina en el filamento de la flor, el indice
para esta coleccion es de 0,38. Cabe resaltar, que sin embargo el dato anterior
no es tan significativo y refleja una caracteristica que podria caracterizar los
genotipos de la zona oriental, ya que esta diversidad no se refleja en las demas

colecciones del pais.

Antocianina en el estaminodio de la flor

En cuanto a la antocianina en el estaminodio de la flor, la coleccion MINAMB
presenta la mayor variabilidad para esta caracteristica (0,56) seguido de la
coleccién de 1995 (0,49). Es importante resaltar que coleccion MINAMB esta
conformada por réplicas de la coleccién 1945, 1995 y colectas en plantaciones
adyacentes al antiguo pueblo de Turiamo (Edo. Aragua) y la poblacion de ZEA
(Edo. Mérida), asi como también descendientes de estas colecciones. Estos
resultados demostrarian que los genotipos de la region araglefia presentan la

mayor variabilidad con respecto a la antocianina en esta parte de la flor.
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Antocianina en la parte inferior del estilo

Por dltimo en la discusién de este cuadro, se presenta la caracteristica de

antocianina presente en la parte inferior del estilo, donde predominé la

ausencia de este pigmento en la casi todas las colecciones del pais, resaltando

la coleccion de 1995 con un indice de diversidad de 0,36, por lo que se puede

observar que esta coleccibn mantiene dentro de sus genotipos cierta

variabilidad para esta caracteristica.

Cuadro 9. Frecuencia de cada categoria en niumero absolutos (FC) y relativos
(%) de las caracteristicas cualitativas de las flores de cacao (Theobroma cacao
L.) e indices de diversidad de Nei para cada Banco de Germoplasma.

1645 1545 Barlovento | CORPOZULIA Irapa Minamb ICP

Caracteridicas categola i o) o, ol % |Fe| % |Fol % [Fe| % |Fe| % Fgl %
0 7 (037 16| 042 | 16| 100 | 6 016 | 8| 045 |15] 025 84| 0.70
—— 3 5 [026(15] 039 | 0 | 000 |14 037 [10] 0,50 |27] 053 34] 0.25
E 5 (0257|018 0 | 000|178 047 | 1005|8016 5004

sEpels 7 2 [011| 0 | 000 | 0 |000| 0 000 |0|000|7]014 1001
Nei | 071 [ 0,63 0,00 0,61 0,55 0,59 0,44
0 19 (1,00 31| 0,82 056 |38 100 [11] 055 129] 096
Antacianlss 1 |0 [000] 7| 0187|044 |0 000 0,45 5 | 0.04
Limbo Nel | 0,00 | 030 0,49 0,00 0,50 0,07
— O | 19]1.00/36] 0.95 |13 | 081 |38 100 |15] 0.75 |48 0.04 123] 0.92
AF“H‘::::L’: 3 0 |0,00] 2 | 0,05 D190 0005|025 3006 11| 008
Nei | 0,00 | 010 030 0,00 038 | 011 0,15

o 0 [000] 3| 0080|000 |0 000 |0|000]|0]000 1|00
o 3 0 [0,00[ 0 | 000 0 |000| 0 000 |0|000]|4]|008 0000
i 3 0 [000[25| 085 | 2 | 073 | 0 000 | 0| 000|28] 051 28 019
Estaminodia 7 |19(1.00{10] 0,25 14 | 0.88 |36 100 |20 1,00 | 21| 0,41 107| 0.80
Nel | 0,00 | 049 0,22 0,00 0,00 0,56 0,32
o todamiapartal 0|17 [0:89] 28] 076 | 161 700 |38 100 [18] 0,65 [47] 092 133 0.98
st I 2 (0115|024 | 0| 0000 000 0.05 | 4| 008 1] 0.01
Ne | 019 | 036 000 | 000 | o010 | 014 00

FRUTOS

En el Cuadro 10 se presentan los resultados del analisis de las caracteristicas

cualitativas de los frutos por coleccién de germoplasma.
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Color del fruto.

La primera caracteristica a discutir es el color del fruto, presentando la
coleccion de 1945 presenta la mayor diversidad dentro de sus accesiones con
un indice de 0,65, dicha coleccién en su mayoria se presentan genotipos con
una intensidad de antocianina intermedia, destacando la presencia de
genotipos con todos los colores caracteristicos y sus intensidades. Seguida a
esta coleccién se presenta el banco de germoplasma de CORPOZULIA (0,59),
caracterizada por presentan frutos principalmente claros amarillos, coincidiendo
con Chacon et al. (2011), quienes consiguieron la mayoria de los frutos claros
mencionados como blancos, pero coincidentes con el color que aqui se reporta
como amarillo claro segun tabla de colores para tejidos vegetales de Munsell
(2,5GY 8/2 a 8/6) .

Cuadro 10. Frecuencia de cada categoria en numero absolutos (FC) y relativos (%) de

las caracteristicas cualitativas de los frutos de cacao (Theobroma cacao L.) e indices

de diversidad (Nei) para cada Banco de Germoplasma.

- . 1945 1995 Barlovento | CORPOZULIA Irapa Merida Minamb JCC UNESUR
Caracateristicas |categoria == —TFc] % [EC] % |FC] % |FCS] % [EC| % [FC| % [EC| % [FC| %
0 1| 005 | 0| 000 | 0] 000 | 15| 017 | 0 | 000 |57 | 085 | 0 | 0,00 | o | 000 | 4 | 031
3 3| 016 |16 065 | 4 | 033 | 53| 060 | 14| 070 | 0 | 000 | 5 | 100 | 22 | 069 | 9 | 069
Color del fruto 5 9 | 047 |13| 045 | 1 | 008 | 7| 008 | 0 | 000 [0 | 000 | 0 | 0,00 | 5 | 016 | 0 | 0,00
7 6| 032 | 0| 000 | 7 | 058 | 14| 016 | 6 | 030 |10| 015 | 0 | 0,00 | 5 | 016 | 0 | 000
Nei 0,65 0,49 0,54 0,59 0,42 0,25 0,00 0,48 0,43
0 15| 052 2] 060 |17] 026 | 4 | 080 13 | 1,00
Intensidad de 3 14 | 0,48 1| 005 [35] 054 | 1 | 020 0 | 0,00
Antocianina Lomos 5 0 | 000 0 | 000 | 3] 005 | 0 | 0.00 0 | 000
Inmz;;gzms 7 0 | 0,00 7 | 035 |10] 015 | 0 | 0,00 0 | 000
Nei 0,50 0,52 0,62 0,32 0,00
Intensidad do 0 28 | 0.07 13| 065 5 | 100 3] 100
Antocianina en 3 1| 003 0 | 0,00 0 | 000 0 | 000
Surcos Primarios 5 0 | 0,00 o | 0,00 0 | 0,00 0 | 000
en Frutos 7 0 | 0,00 7 | 035 0 | 000 0 | 000
Inmaduros Nei 0,07 0,46 0,00 0,00
1 2 ] 011 |13] 043 | 1 ] 008 | 65| 073 | 4 | 020 |65 100 | 2 | 040 | 4 | 013 | 33 | 0.77
2 10| 053 17| 057 | 4 | 033 | 23| 026 | 15| 075 | 0 | 0,00 | 2 | 040 | 15 | 047 | 9 | 021
3 6| 032 | 0| 000 | 6 | 050 | 1| 001 | 1 | 005 | 0| 000 | 0 | 000 | 13| 041 | 1 | 002
Formadel fruto 2 1| 005 | 0] 000 | 1| 008 | o 000 | 0| 000 0| 000 | 1| 02| o] o00|o] 000
5 0 | 000 | 0| 000 | 0 ] 000 | 0] 000 | 0] 000 | 0] 000 | 0 | 000 | 0 | 0,00 | 0 | 0,00
Nei 0,61 0,49 0,63 0,40 0,40 0,00 0,64 0,60 0,37
0 5 | 026 |20] 067 | 0 ] 000 |64] 072 | 8 | 040 |48 074 | 4 | 080 | 19| 059 | 36 | 0,84
) 3 10| 063 10| 033 | 2 | 017 | 22| 025 |12 | 060 |10 | 015 | 1 | 020 | 12 | 034 | 7 | 016
CO”S;”IC?'O" Basal 5 1] 005 | 0| 000 |3 | 025 | 3| 008 |0 ] 000 | 3] 00501000/ 1] 003]|o0]| 000
elfruto 7 3| 016 | 0| 000 | 7| 058 | 0| 000 | 0 | 000 | 4] 006 | 0 | 000 | 1 | 003 | 0 | 000
Nei 0,63 0,44 0,57 0,42 0,48 0,43 0,32 0,53 0,27
1 6] 032 |13] 043 | 1 | 008 |6a] 072 | 4 | 020 |46] 071 | 3 | 060 | 4 | 013 | 24 | 056
2 8| 042 | 5| 017 | 3 | 025 | 16| 018 | 9 | 045 | 18] 028 | 0 | 000 | 7 | 0.22 | 156 | 0.35
3 5| 026 | 9| 030 | 8 | 067 | 7| 008 | 6 | 080 | 1 | 002 | 2 | 040 | 17| 053 | 1 | 002
Apice del fruto 2 0| 000 | 1] 008 |0 ]| 000 | 2] 001 | 1] 005 | 0] 000 | 0] 000 z] 0030 000
5 0] 000 | 1] 008 |0 ]| 000 | 1] 001 |0 ] 000 | 0] 000 | 0| 000 3] 009 |3 | 007
B 0| 000 | 1| 008 | 0] 000 | 0] 000 | 0] 000 | 0] 000 | 0 | 000 | 0 | 000 | 0 | 000
Nei 0,65 0,69 0,49 0,44 0,67 0,42 0,48 0,65 0,57
0 0] 000 | 1] 0038 | 0] 000 | 9] 010 | 0 ] 000 | 5] 008 | 0 | 000 | 0 ] 000 | 14| 033
3 12| 063 | 8| 027 | 4 | 033 | 58| 065 | 7 | 035 | 28| 043 | 0 | 000 | 17| 053 | 27 | 063
Rugosidad del fruto 5 5 | 026 | 9| 030 | 8 | 067 | 18| 020 | 8 | 040 | 28] 043 | 3 | 060 | 8 | 025 | L | 002
7 2 | 011 |12| 040 | 0 | 000 | 2 | 004 | 5 | 025 | 4 | 006 | 2 | 040 | 7 | 022 | T | 002
Nei 0,52 0,68 0,44 0,52 0,66 0,62 0,48 0,61 0,50
0 0] 000 | 1] 008 | 0] 000 |49] 055 | 1 | 0,05 0] o000 | 3] 009 |3 ] 023
o 3 o | 047 |19| 063 | 6 | 050 | 2a| 027 | 8 | 040 2 [ 040 | 6 | 019 |10 | 077
Aparienciaen 5 7 | 037 | 1| 003 |1 | o008 [13] 0158 | 9 [ 045 3 [ 060 [10] 031 [ o | 000
Pares f"r°To°s del 7 3| 016 | 0] 000 | 1 | 008 | 1| 001 | 2| 010 0 | 000 | 3| 009 | 0 | 000
" 9 0] 000 | 9| 030 | 4] 033 | 2] 002 | 0 | 000 0 | 000 | 10] 031 | 0 | 000
Nei 0,61 0,51 0,63 0,60 0,63 0,48 0,75 0,36
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Intensidad de Antocianina Lomos Frutos Inmaduros.

Las caracteristicas de intensidad de antocianina en lomos y surcos primarios
en frutos inmaduros, fueran las caracteristicas que no pudieron ser avaluadas
en las colecciones de 1945, Barlovento, CORPOZULIA y Jardin Clonal Padron.
En cuanto al analisis de la intensidad en lomos de frutos se puede destacar la
coleccion de Mérida con un indice de 0,62 presentando genotipos con todas las
intensidades de antocianina en los lomos de los frutos, destacdndose en esta
coleccion genotipos con ligeras intensidades de antocianina. La coleccion de
Irapa representa una de las colecciones de mayor variabilidad para esta
caracteristica con 0,52, cabe resaltar que en esta coleccion no se presentaron

genotipos con intensidades intermedias.

Intensidad de Antocianina en surcos primarios de frutos inmaduros.

Los resultados para la intensidad de antocianina en los surcos primarios
reflejaron que la colecciéon de Irapa presentd la mayor diversidad con un indice
de 0,46 resaltando genotipos con ausencia y presencia intensa de este
pigmento natural, los genotipos intermedios para esta caracteristica no se
registraron. En las demas colecciones la variabilidad de esta caracteristica fue

inexistente.

Forma del fruto.

Para la forma del fruto los resultados arrojaron que la coleccion MINAMB
presenta los indices mas altos con 0,64, sin embargo para esta coleccion sélo
fueron registrados datos de 5 accesiones, por lo que representa un namero
muy bajo de genotipos para estimar la variabilidad de esa coleccion. La
colecciones con mayor diversidad para esta caracteristica son Barlovento
(0,63), 1945 (0,61) y JCP (0,60). La coleccion Barlovento esta conformada por
genotipos que presentan frutos de forma oblonga hasta redondeados, no se
observaron frutos esferoides, la misma descripcion aplica en la coleccion de
1945. Para la coleccion JCP solo se observaron frutos oblongos, elipticos y

ovalados.
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Constriccion basal del fruto.

En cuanto a la constriccidn basal del fruto se tiene que la coleccion 1945
presenta la mayor variabilidad con un indice de 0,63, presentando frutos con
ausencia y pronunciada constriccion, sin embargo la mayor proporcion de
genotipos presentan frutos con ligera constriccion basal. También la coleccion
Barlovento representa una las mas variables para esta caracteristica con 0,57
resaltando frutos con constricciones ligeras, intermedias y pronunciadas, los
frutos con ausencia de constriccion no se observaron en esta coleccién. La
coleccion JCP le sigue como una de las mas variables con 0, 53, destacando

en su mayoria frutos con ausencia de constriccion basal.

Apice del fruto.

Analizando el apice del fruto se observa relativa variabilidad en cada banco de
germoplasma del pais. Destacando principalmente a la coleccién de 1995 con
un indice de 0,69, presentado frutos con todas las categorias evaluadas, le
sigue la coleccion de Irapa con 0,67 donde no se observaron frutos con apices
mamiformes y con apices atenuados en curva, seguidamente se presentan las
colecciones 1945 y JCP con similares indices (0,65). Se destaca que la

coleccion JCP presenta la mayor variabilidad en cuanto a la forma del &pice.

Rugosidad del fruto.

En cuanto a la rugosidad del fruto es destacable que existe mucha variabilidad
en cada banco de germoplasma. Resaltando principalmente la coleccion 1995
(0,68), dicha coleccion se caracteriza por presentar frutos con ausencia de
rugosidad hasta frutos con una intensa rugosidad, ésta es la categoria que
predomina en esta coleccion. Seguidamente se presenta la coleccidon Irapa
(0,66) y la coleccion JCP (0,61) como las colecciones mas variables para esta
caracteristica, se resalta que para ambas colecciones no se presentaron frutos
con ausencia de rugosidad, los frutos se establecieron en su mayoria con

rugosidad de ligera a intermedia.
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Apariencia en los pares de lomos del fruto.

Por dltimo se observa igual mucha variabilidad en cada banco de germoplasma
para la caracteristica de apariencia en pares de lomos, destacando asi a la
coleccién JCP que presenta un indice de diversidad de 0,75, dicha coleccién
presenta frutos con lomos fusionados hasta frutos con lomos equidistantes en
proporciones representativas para los caracteres intermedios y equidistantes.
Las colecciones que le siguen al JCP son Barlovento e Irapa con similar indice
(0,63); sin embargo, resalta que para la coleccién Barlovento no se presentaron
frutos con lomos fusionados a diferencia de la coleccion de Irapa donde no se

presentaron frutos con lomos equidistantes.

Analizando las caracteristicas de los frutos podemos destacar que la mayor
variabilidad en frutos puede observarse en las regiones centrales hasta las
regiones orientales, se presentan distintos colores y diferentes intensidades de
antocianina en las partes del fruto, asi como distintas formas y apariencias del
fruto, resaltando una riqueza morfolégica para esta parte representativa de la
planta de cacao.

SEMILLAS
En el Cuadro 11 se presentan las caracteristicas cualitativas que describen a
las semillas, dichas descripciones muestran principalmente las formas de

semillas existentes y la variedad de colores para los cotiledones.

Forma de la semilla.

Para la caracteristica forma de la semilla se puede resaltar la ausencia de
datos en las siguientes colecciones: Barlovento, Irapa, MINAMB y JCP. Como
se explico al inicio de la discusion, para la fecha de la caracterizacion
morfoldgica, los arboles no habian llegado a su etapa de fructificacion. Por lo
que se requiere completar dicha labor.

En cuanto a la variabilidad por forma de semilla, la coleccion UNESUR
presenta un indice de diversidad de 0,66, donde se presenta una distribucion
mas o menos uniforme en cuanto a semillas elipticas y ovoides y en menos
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proporcion las semillas con forma oblonga. Seguidamente se presenta la
coleccion CORPOZULIA con 0,50 y la distribucion de las formas de semillas se

enfocan hacia formas oblongas y elipticas.

Color del cotiledon.

Para el color del cotileddn la coleccién con mayor diversidad fue la coleccion de
1945 con 0,79 donde se observa una proporcién uniforme en todas las
categorias de colores, a esta coleccion le siguen la de 1995 (0,62) donde se
caracteriza por tener en su mayoria almendras de color violeta oscuro, muy de
cerca se encuentra la coleccion JCP (0,61) y en la misma la proporcion de
almendras en su mayoria tabulan en violeta claro y violeta oscuro. En sintesis
se observa que la variabilidad en el color de almendras se encuentra en los

genotipos de la regién central Aragua y de Miranda.

Cuadro 11. Frecuencia de cada categoria en numero absolutos (FC) y relativos
(%) de las caracteristicas cualitativas de las semillas de cacao (Theobroma
cacao L.) e indices de diversidad (Nei) para cada Banco de Germoplasma.

e 1945 1995 |Barlovento| CORPOZULIA | Irapa Merida Minamb Jjcp UNESUR
Fcl% [Fcl% [Fc] % JFc] % [rc] % JFc] % [Fc] % [Fc] % [FC] %

1 0/0,00] 0 [0.00 50 | 056 0 [ o.00 7 (020

Forma de la 3 19]1,00] 22 [0.79 38 [ 043 85 [ 1.00 14 [ 040
semilla 5 0]0,00] 6 [0.21 1] 001 0 ] 000 131037

Nei 0,00 | 0,34 0,60 0,00 0,66

1 5 J0o26[ 3Jo1]0ofooo[6a] 078 [1]005]5 Jor5][ 0 0oo]o]oa00][10][077

5 3 Jo16[ 3o ofooo[13] 015 [oJooo]17]o25]0 000] 40142015

Color de 5 3 [0.16] 1 J0.04 000 ] 0] 000 00000 oo0]0]000[0]000]0]000

Cotiledon 7 5 [026] 5]018] 4040 5 [ 006 |7 03] 0 o00[1][020]12]041]0 000

g 3 Jo16[16]057] 6 [ 060 [ 2 [ 002 [12]060] 0 Jo00| 4 [080[13] 045 [ 1[008

Nei 079 | 0,62 0,48 0,37 0,62 0,38 0,32 0,61 0,38
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2.1.2. Caracteristicas cuantitativas por érgano.

Para la discusion de la diversidad morfolégica considerando caracteristicas
cuantitativas se calcularon los valores de estadisticos descriptivos como
promedio, minimo, maximo, desviacion estandar y coeficiente de variacion para

cada variable por 6érgano de la planta.

Hojas
En el Cuadro 12 se presentan los valores para las caracteristicas de hojas por

cada banco de germoplasma.

Largo de Hoja

Para la caracteristica largo de la hoja se puede observar que la mayor
variabilidad se presenta en la coleccién 1945 con un coeficiente de variacion de
19,24%, en dicha colecciobn se presenta una variedad de longitudes con
respecto a las hojas, encontrandose hojas con un minimo de 22,20 cm. a un
maximo de 43,33 cm. Es este banco le sigue la coleccion de 1995 con un
coeficiente de variacion de 15,52%, cabe destacar que dicho banco presenta
registros de hojas con longitud méaxima de 53,39 cm., dicho dato no encontrado
en ningun otro banco de germoplasma del pais. Esto implica que esta
caracteristica expone su mayor variabilidad en la region productora araguefa.
Segun los datos el banco de germoplasma con menos variaciéon para esta
caracteristica es el de Barlovento con CV de 7,98% y sus genotipos presentan

hojas con un tamafio promedio de aproximadamente 30 cm.
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Cuadro 12. Estadistica Descriptiva por banco de germoplasma para las
caracteristicas cuantitativas de hojas de cacao (Theobroma cacao L.).

Coleccionas Estadigticos Larmgo (em) Ancho [cm)  Relacion Lia LBA (cm) RE:E‘E"
B 1%
X 5.4 1,74 2,53 15,37 1,83
£ i Min 2220 5.3 2,03 11 .80 1.40
COLECCIQON DEL £35 M 4% 33 15 03 520 1671 258
DET 5,86 4.8= 0,28 2 46 03
By GV 19 24 15,63 11,03 1603 16.01
i 17
X 32,08 12,44 2.58 1678 151
R T HWin. 13 &75 208 1388 i.7i
L 5 M £1.39 20,04 308 2528 3,13
DsT 458 195 0z 1,98 522
O 15.52 15,77 844 11,71 {1.4F
ne i)
X 25,14 10,17 287 1323 155
CORPOZULIA Min 15,58 &.02 2,18 10,04 1.28
W ax 35,80 18,65 3T 2187 251
LsT 254 1.30 20 151 13
S EW 1009 12.77 g.04 1441 68
e 17
X o8t 11,04 2 T4 1L ER 188
BARLOVENTO in. 25.85 & 05 2,54 13.83 1.7
E 337 13,14 508 18,08 ¥ .15
5T 2,38 1,12 0,14 .24 &1
% CW 798 10,12 5,08 7.87 cep
He 0
X 26,75 11,04 r g 7 15,71 158
1 fn 2604 5.0 212 1203 177
L Max 3553 12,25 3,34 1859 ZES
osT 3,06 0.8 0,28 .55 0,20
% OV 10,28 737 10,80 985 10,30
he 13
X I8 63 10,35 2,38 12,80 10,35
p I in. 17,54 §.53 2,06 %55 BsB
MR M x 5.3 12,45 2,72 16 52 12,48
DST 2,85 0.5 017 1.68 051
= CY 11,73 .81 65,23 12587 g.81
e a0
x 25,70 10,08 2,60 14.52 1.80
MINAME Min 16,79 &5 1,93 264 1,28
Max 36,47 18,58 55 20,04 80
osT AT 181 0.2 22t n2z
% oV 13,49 16,00 9,83 15,51 12,08
E ]
X 7.28 11,43 2,40 1356 202
Min. 23583 .81 2,20 11:20 187
RESLS Max 33,23 13,47 2,65 1741 218
DST 237 .88 a,10 {46 008
% O a7 7E2 414 10,74 N
B 137
A 31,33 11,80 2,74 15,45 Z.08
JardinClomal Win = T80 218 10,80 1,61
Padran M Az 47,32 17,58 £:m 3 159
OsT 3,73 1.39 0,28 1.94 12
o GV 11 51 11,88 10,04 12.58 582
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Ancho de la hoja.

Para esta caracteristica los bancos de germoplasma con mayor variabilidad
son la coleccion MINAMB (16%), coleccion de 1995 (15,77%) y coleccién de
1945 (15,63%). Se sigue comprobando que en la region aragiiefia se encuentra
la mayor variabilidad de genotipos con distintas dimensiones de hojas. El banco
de germoplasma con menor variacion para esta caracteristica es el de Irapa
con un CV de 7,37%, dicha coleccion presenta un promedio en el ancho de sus
hojas de 11,04 cm. Estos datos son un poco superior a las hojas mas angostas
reportadas en el banco Minamb, donde se reporta un promedio de 10,08 cm.

de ancho.

Relacion Largo/Ancho de la hoja.

Dentro de las colecciones que presentan mayor variabilidad con respecto a su
indice foliar se encuentra Irapa (CV 10,80%) y JCP (CV 10,04%), comparando
los dos bancos de germoplasma podemos decir que ambas colecciones
presentan similares promedios y sus genotipos presentan desviaciones + 0,29,
lo cuales son minimas, sin embargo el JCP presenta una relacion L/A méaxima
de 4,01, que es un indice foliar encontrado solamente en este banco de
germoplasma. La coleccion con menor variabilidad es la UNESUR con un CV
4,04%, ademas presenta una de las relaciones L/A mas bajas del pais con un
promedio de 2 4.

Largo desde la base hasta el punto mas ancho de la hoja (LBA).

Las colecciones con la mayor variabilidad de hojas con distintas distancias
desde la base a su parte mas ancha son la coleccién 1945 (CV 16,03%),
presenta un promedio de 15,37 cm. y la distribucién de genotipos varia en un
rango + 2,46 cm. Las hojas con mayor longitud se observan en la coleccion de
1995 con un LBA en hojas de hasta 25,28 cm. No se presentd mayor
variabilidad para esta caracteristica fue en la coleccion barlovento (CV 7,97%),

lo cual indica que sus accesiones presentan similares LBA en sus hojas.
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Relacion L/LBA.

La misma tendencia presentada en la caracteristica anterior se conserva en
esta observacion, la mayor variabilidad se presenta en la coleccion de 1945
(CV 16,01%), dentro de esta coleccion encontramos variedad de genotipos con
hojas ovoides, elipticas y ovabadas. En contraste a esta observacion tenemos
a la coleccion UNESUR en la cual sus genotipos en gran mayoria presentan

hojas ovoides. Su variabilidad para esta caracteristica es de CV 3,85%.

Caracteristicas Cuantitativas para flores.

Largo del ovario.

En el Cuadro 13 se presentan los valores de la caracteristica, largo del ovario
para la cual la mayor variabilidad se presenta en la coleccion UNESUR con CV
28,12%, dicha coleccion presenta un promedio de 1,36 mm en sus flores y una
desviacion + 0,38 mm. La coleccion de 1995 le sigue a la anterior con un CV
16,58%, ademas presenta las flores con el ovario mas largo con un promedio
de 1,77 mm. El banco de germoplasma mas homogéneo para esta
caracteristica es la coleccion de 1945 con un CV 7,98%, donde el promedio

constante de esta caracteristica es de 1,37 mm.

Largo del Estilo.

Para esta caracteristica la mayor variabilidad la sigue preservando la coleccion
UNESUR con un CV de 33,24%, ademas presenta un largo del estilo maximo
de 3,47 mm., el cual se encuentra dentro de los mas largos en todas las
colecciones del pais, solo superado por la coleccion JCP en la que muestra un
largo de estilo de 4,54 mm. La coleccion de Mérida es la mas homogénea para

esta caracteristica con CV 4,81%.

Numero de évulos por ovario.

El banco de germoplasma que presenta la mayor variacion en cuanto al
namero de ovulos por ovario es la coleccion MINAMB con CV de 13,76%. Cabe
destacar que las colecciones hacia el occidente del pais no superan el techo de

los 40 6vulos/ovario, en donde tenemos a las colecciones de Mérida (38,90
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ovulos), UNESUR (36,57 6vulos) y CORPOZULIA (35,73 6vulos). Si seguimos
hacia el centro del pais tenemos a la coleccidén de 1945 y de 1995 que rondan
el promedio de los 40 6vulos, continuando hacia el oriente del pais este techo
es superado en todos los bancos de germoplasma donde Barlovento presenta
42,25 6vulos, JCP (41,18 6vulos) e Irapa 47,85 ovulos/ovario.

Cuadro 13. Estadistica Descriptiva por banco de germoplasma para las
caracteristicas cuantitativas de flores de cacao (Theobroma cacao L.).

Calecciones Estadisticos L. Ovario L. Estilo H*dvulosiovario
M® 19
x 1,37 2,27 19 26
7 Min. A7 1.80 13,20
ek Max. 160 2 86 47 40
DST 019 0,25 3,813
% oy 7.38 11.086 977
e 37
¥ 1977 2,02 Ig92
: Min 1.2 1 B 34,80
1dds W 2. a7 3 45 47 .40
OST .29 .18 450
% oW 16 58 a.74 11:81
[E 45
3 YT 710 i 73
Min 1.00 1,62 3060
GRS W 148 FoE 41.00
DS 0.14 017 2,44
% OV 11,21 8,11 6,53
B 17
i 1.62 Z.29 7235
Min 13T 204 37 .60
Barlavsnts Wiy 178 2 64 50 40
osT 014 0,11 189
@ oy B.50 5,02 9.210
Bye 21
" 1.49 2,18 47 85
: Min. 1.20 o.z0 3980
el M dx 187 2 99 58 00
DsT 0.18 0.54 5,05
% OV 12 .39 24.58 10.65
Be 67
X 1.35 1.96 36.90
- ret Kin. 1.11 1.480 33.00
Wi M & 2.10 2.50 4780
osT 016 0,09 247
% oy 11,85 4.81 5
By 14
x 1.7E Z.06 I1.57
a. Min 1.11 1,32 2010
M INAMB M s 304 244 37 40
DsT 033 0,20 d 34
% OV 12,51 13,96 1376
e B0
¥ 1.38 12 1657
e — Min. 6,93 1,10 14,20
ELE S M Ex. 340 347 anan
DST 0,38 o.70 1,72
% Oy 28,12 33,24 4,70
OE 134
v 175 73 718
Jlardin Clonal :: |.n 1 ;r E;E Eigg
: L s £ il e g
Padrén DsT 024 0,37 413
% oW 13 67 15,58 978
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Caracteristicas Cuantitativas para frutos.

Se presenta el Cuadro 14 donde se definen las caracteristicas medibles de los
frutos, cabe resaltar que existen bancos de germoplasma donde no se tomaron
los datos que cuantifican las dimensiones de profundidad de surcos primarios y
secundarios, asi como grosor de surcos primarios y secundarios de dichos
frutos, tales bancos son los siguientes: de 1945, Barlovento, Irapa y MINAMB.
Estos datos faltantes no proporcionardn una buena discusién con respecto a
las formas de las distintas mazorcas, sin embargo existen bancos de
germoplasma representativos de todas las regiones productoras que

relacionaran la variabilidad de frutos en el pais.

Peso del fruto.

En cuanto al peso del fruto la coleccién JCP presenta la mayor variabilidad del
pais con CV 27,50%, en este banco de germoplasma existen genotipos con
mazorcas de peso cercanas a los 600 gramos, asi como mazorcas de un peso
aproximado a los 200 gramos. En la coleccion menos variable se presenta a
Barlovento con CV 13,41% y las mazorcas presentan un peso promedio de 500
gramos. Es de interés el caso de la coleccion UNESUR donde se observa un
valor maximo de 909g por fruto, indicando la potencialidad de esta coleccién

para el mejoramiento hacia productividad.

Largo del fruto.

En cuento al largo del fruto en ningin banco de germoplasma se presenta una
gran variabilidad para esta caracteristica, ya que no se supera un CV de 20%,
el banco JCP mas representativo con un CV 16,43%, para esta coleccion se
presentan mazorcas con una longitud maxima de 25 cm y minimas de 10 cm.
La coleccién que tiene las mazorcas mas largas es la UNESUR en la cual la

longitud promedio es de 18 cm.
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Cuadro 14. Estadistica Descriptiva por banco de germoplasma para las
caracteristicas cuantitativas de frutos de cacao (Theobroma cacao L.).

Frofundid  Frotundida  Longitud Longitud

Coleccionss Estadisticos Peso Large  Ancho  Rael Lk ad Sumo d Surco Surco Suma
P rimario Secundaric  primario Secundarioc
he 19
X 43556 17,68 T.82 2,20 277
1945 Min. 208800 1551 629 148 157
M3 59500 2220 1201 285 410
CsT 85,36 1,74 1,13 2,23 0Bl
% CV 21,88 929 1487 1485 2808
e a0
X 52140 1748 8OO 222 3,08 2,70 11.58 8,67
%E Min. 32514 1381 652 182 125 0,45 §,57 412
LTS Foos1  Z2B6 D49 243 TB2 2,28 16,15 12.62
DsT 12203 237 068 034 13 1,35 2,60 164
S oY 2340 1358 854 1532 42.84 50,14 Zz24z 19.01
W G0
.1 461,82 1551 B.22 191 135 0,94 11,76 13,12
CORPOZULLA le'l_n 32-3.?9 1258 6,91 1,.1.3 0,30 0,00 8,50 #63
1. 63358 1802 DOG 2,56 214 1,65 14.78 16.49
DST 7216 13+ 061 018 043 038 1.45 157
WOV 15,62 8,51 737 o34 32,18 40,32 12,38 11,99
ME 12
X 50267 1864 B27 201
Tin. d2424 1324 T.74 171
B Mée 64882 2101 885 2%
DaT 6742 202 038 022
% CV 13,41 1212 431 10,75
e 20
X 53266 1732 @812 213
Irapa I.-'.{I‘l. 41453 1400 T.23 159
lMax 75700 1968 0014 244
DET 83,75 1,34 057 0,22
GV 16,66 7,71 .96 10,44
M G5
A 47397 1r44 B03 218 265 1,80 874 820
M éiida ] iln. 22880 1247 641 161 0.70 0.20 4.80 6,50
[LELR JOB30 2270 4921 288 5,50 4,50 13,10 19.70
DsT 89,21 2,15 0,459 Q.27 113 0,35 1,37 1,43
% CV 20071 1233 618 1247 421 47.30 15.68 19.50
N 21
X 466,70 1767 802 1284
MINAMEB Iin 28755 1250 650 10,13
[ET 61360 2220 1207 1503
DaT 0303 2716 1,08 1,22
oV 22,08 1223 1342 948
M 30
X 53144 1806 945 1.91 0.67 0,25 .87 10.93
UMESUR KaTn. 35850 1405 T.50 1,65 D10 0,10 6,00 5,00
ldx. 90987 2130 1060 279 2,00 1,00 13.00 15.00
LaT 148,17 1,98 0,78 0,16 0,66 0,29 1,63 2,16
%LV 23,15 10,85 8.03 g,19 28,74 115,81 16,56 19,80
e 32
X 381,73 1566 T.41 214 1,14 0,78
Jardin Clonal l4in 19880 1085 630 1.54 0.50 0,33
Padron Max 59500 2500 913 39 1,80 1,53
D3T 10487 257 0,73 0,45 032 0,31

% CV 27,50 1643 1054 20 447 3943
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Ancho del fruto.

Para esta caracteristica la coleccion de 1945 presenta la mayor variabilidad con
CV 14,87%, dicha colecciéon presenta un ancho promedio de 7,92 cm y sus
genotipos se distribuyen en base a este promedio en + 1,18 cm en sus
mazorcas. Los genotipos de la coleccion UNESUR presenta las mazorcas mas

anchas con un promedio de 9,45 cm.

Relacion Largo/Ancho del fruto.

La coleccion JCP presenta la mayor variabilidad para este indice con un CV de
20,91%, lo cual indica que presenta una diversidad de dimensiones con
respecto a las mazorcas, los bancos de germoplasma que presentan una
diversidad representativa para esta caracteristica son las colecciones 1995 (CV
15,32%) y la 1945 (CV 14,85%). Dado este resultado en la region central del
pais se encuentra la mayor diversidad de genotipos que presentan una amplia

variedad de dimensiones en las mazorcas.

Profundidad del surco primario en fruto.

La coleccién con la mayor variabilidad para la profundidad de los surcos
primarios lo tiene la UNESUR con un CV 98,74%, cabe destacar que los frutos
en esta coleccién casi no presentan profundidad en los surcos, pues se
presenta un promedio general de 0,67 mm., sin embargo los frutos con mayor
profundidad de los surcos solo llegan a 2 mm., lo cual genera elevados
porcentajes de variacion. Esta caracteristica refleja el fenotipo de los frutos de
la variedad Porcelana donde se encuentran frutos lisos, con poca
diferenciacion de los surcos primarios y secundarios. El patron de poca
profundidad se repite en las colecciones del occidente, CORPOZULIA (1,35
mm.) y Mérida (2,65 mm.).

Profundidad del surco secundario en fruto.

Para esta caracteristica la coleccion UNESUR mantiene la mayor variabilidad
con un CV de 115,91%, y posee los frutos con menor profundidad con un
promedio de 0,25 mm., dicha variabilidad se debe a que existen ciertos
genotipos que presentan frutos con surcos muy pronunciados, sin embargo no
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es la mayoria en la coleccién. Cabe destacar que la coleccion de 1995 tiene
genotipos que presentan frutos con una diversidad para esta caracteristica,
donde se tienen valores minimos de 0,45 mm hasta méaximos de 8,26 mm., el

CV para esta coleccion es de 50,14%.

Grosor de surcos primarios en frutos.

La mayor variabilidad en cuanto al grosor en surcos primarios lo presenta la
coleccién de 1995 con un CV de 22,42%, dicha coleccion presenta espesores
que van desde los 6,57 mm hasta 16,15 mm de grosor. La coleccion
CORPOZULIA es la menos variable para esta caracteristica con un CV
12,36%.

Grosor de surcos secundarios en frutos.

En esta caracteristica la mayor variabilidad la posee la coleccion de Mérida
con un CV de 19,50%, muy seguida esta coleccién le sigue la 1995 con un CV
de 19,01%, dichas colecciones presentan grosores similares que rondan los 10

mm.

Caracteristicas Cuantitativas para semillas.

Peso total de semilla con mucilago.

En el cuadro N° 15 se puede observar que la coleccion con mayor variabilidad
la presenta el MINAMB con un CV de 38,50%, en dicha coleccion se
encuentran los reportes por masa de semillas por fruto mas pesadas del pais
con un maximo de 251,25 gramos, asi como también se pueden reportar
genotipos que presentan pesos promedios minimos de 55,75 gramos. Lo cual
indica que se encuentra una variabilidad en el peso de semillas disponible para
los programas de mejoramiento genético a fin de incrementar la productividad.
La coleccion con mayor homogeneidad la presenta la coleccion de Mérida con
CV 19,10%, dicho banco de germoplasma presenta un peso promedio de

semillas de 96,17 gramos por fruto.
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Cuadro 15. Estadistica Descriptiva por banco de germoplasma caracteristicas
cuantitativas de semillas de cacao (Theobroma cacao L.).

Peso

Colecciones  Estadisticos f';s; Se,\:'u(:leas SemilFas IS_earﬁﬁass 22;':'?62 Espetsor freF:fé) 6 SE:?G:O(S ?:?as(ig e Eg.:g:;z e
Vanas Semillas  semillas)  semillas) semillas) Testa Mazorca
N 19
X 31,62 241 24,05 1399 9,58 1,60 22,40
1045 Min. 25,90 0,30 20,90 1210 810 115 14,83
Méax. 39,40 10,30 27,20 16,00 10,50 213 30,90
DST 355 245 1,78 1,25 0,75 0,33 4,87
%CV 1121 101,67 739 893 783 20,76 21,72
N 31
X 99,59 27,61 23,93 1411 9,84 742 20,02 6,58 0,78 148 26,07
1995 Min. 6200 1750 2051 1158 802 545 1347 471 053 1,09 14,32
Méx. 153,78 35,20 28,39 16,25 1142 12,12 56,13 11,15 1,02 242 41,36
DST 26,16 483 19 1,02 085 143 814 135 0,14 0,29 6,93
%CV 26,27 17,50 815 7,25 8,60 19,22 40,65 20,50 17,65 19,22 26,59
Ne 60
X 93,94 24,55 1,51 26,72 15,55 10,82 14,14 6,70 6,10 0,62 134 31,67
CORPOZULIA Min. 58,68 18,70 0,00 22,93 12,66 8,56 522 4,01 352 025 0,80 20,92
Méx. 181,80 40,30 5,30 30,06 17,70 12,48 19,92 8,98 820 0,95 1,80 55,99
DST 19,36 3,67 110 156 103 088 297 104 0,95 0,15 0,21 6,40
%CV 20,61 14,93 73,15 5,85 6,60 8,15 21,02 15,50 1552 23,92 15,50 20,20
N° 12
X 115,66 3317 1,24 24,31 1421 9,42
Barlovento Min. 8064 1753 020 21,85 1352 852
Méx. 189,11 40,00 240 26,16 15,90 10,48
DST 27,20 6,49 0,80 124 0,79 0,61
%CV 2352 19,56 64,63 511 553 6,45
Ne 20
X 134,75 42,06 234 25,74 1350 9,18 11,12 134,75
rapa Min. 71,24 28,70 0,40 22,61 11,38 749 8,05 71,24
Méx. 236,14 54,30 520 28,99 17,06 10,32 2841 236,14
DST 38,90 6,28 136 188 129 0,74 441 38,90
%CV 28,87 14,93 58,26 7,30 9,56 8,08 39,67 28,87
N 65
X 9,17 25,69 26,43 15,85 11,57 15,80 767 7,09 0,58 153 25,9
Méida Min. 42,15 19,23 22,40 1350 8,40 10,86 6,00 5,63 0,30 1,20 17,99
Méx. 128,90 31,69 29,40 17,30 1340 20,27 10,90 10,10 0,85 218 37,56
DST 18,36 3,00 143 0,67 1,05 221 0,88 0,80 012 0,18 3%
%CV 19,10 11,70 541 4,26 9,08 1395 11,42 11,29 20,77 11,42 15,24
[\ 21
X 120,66 30,90 2,62 23,86 14,12 941 12,94
MINAVB Min. 55,75 20,00 1,00 20,20 10,60 6,50 979
Méax. 251,25 39,00 15,00 28,00 16,10 12,20 17,63
DST 46,46 5,01 328 2,06 151 151 237
%CV 38,50 16,21 125,17 8,64 10,70 16,02 18,28
Ne 30
X 120,26 33,63 2227 11,13 570 17,27 728 6,45 084 146 21,56
UNESUR Min. 70,36 22,00 18,00 8,00 300 10,53 474 413 0,36 0,95 1245
Méx. 218,23 46,00 27,00 17,00 8,00 28,81 11,16 9,90 1,26 223 29,30
DST 26,97 6,64 252 193 121 434 141 125 0,22 0,28 3,98
%CV 242 19,75 11,31 17,29 21,19 2512 19,37 19,39 26,23 19,37 1845
N 32
X 83,68 38,30 091 21,97 1221 8,16 40,84 1411 2,73 13,33
Jardin Clonal Min. 47,00 25,00 0,00 17,80 9,85 6,27 11,00 3,00 0,60 4,09
cacagua Mex 125,12 56,00 5,00 25,60 14,78 11,60 158,50 40,00 578 29,76
pst 211 673 1,16 231 1,22 1,09 2,02 8,62 148 7,59
%CV 26,42 17,58 127,90 10,50 9,95 13,34 78,40 61,06 54,30 56,89
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Numero de semillas por fruto

La coleccién UNESUR presenta la mayor variabilidad en el nUmero de semillas
con un CV de 19,75%, en dicha banco se encuentran genotipos con promedios
méaximos de 46 semillas hasta genotipos con 22 semillas en promedio. La
coleccion Barlovento presenta una variabilidad similar de CV 19,56%. Los
bancos con los promedios de semillas por mazorca mas altas se observan en

el JCP con 38,30 semillas e Irapa con un promedio de 42 semillas por genotipo.

Numero de semillas vanas.

En importante destacar que los bancos de germoplasma de Mérida, UNESUR y
la coleccion de 1995 no presentaron datos para esta caracteristica. Los bancos
de germoplasma que registraron mayor numero de semillas vanas son
MINAMB con promedio de 2,62 semillas vanas por genotipo y la coleccién 1945
con 2,41 semillas vanas. El banco con menor numero de semillas vanas es el

JCP con 0,91 semillas vanas.

Largo, ancho y espesor de las semillas.

Los bancos de germoplasma que presentan las semillas con mayores
dimensiones son Mérida con largo (26,43 mm), ancho (15,85 mm) y espesor
(11,57 mm) y CORPOZULIA con (26,72 mm), ancho (15,55 mm) y espesor
(10,82 mm). Esto nos indica que los genotipos occidentales presentan semillas
que reflejan caracteristicas de semillas del tipo criollo, semillas con grandes
dimensiones. El banco de germoplasma con semillas de menor dimension las
presenta el JCP con un largo (21,97mm), ancho (12,21 mm) y espesor
(8,26mm).

indice de Almendra (1.A.)

Para esta caracteristica no se presentaron datos para las siguientes
colecciones: Barlovento, Irapa y MINAMB. Para esta caracteristica la mayor
variabilidad la presenta el JCP con un CV de 54,30%, en este banco de
germoplasma se presentan genotipos que llegan a tener granos con un IA de
2,73. Esta caracteristica representa el peso promedio de una almendra seca
para esta colecciébn y es un criterio muy utilizado a nivel mundial en los
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programas de mejoramiento genético (Lopes, et al.., 2011). Se aprecian
valores minimos de 0,60g y maximos alrededor de 2,42g evidenciando el
potencial genético. Lopes et al.. (2011) indican valores maximos de 2,1 para el
clon CCN-16, producto de los programas de mejoramiento genético.

indice de Mazorca (I.M).

Para esta caracteristica la mayor variabilidad sigue presente en el JCP con CV
de 56,89%, dicha coleccion presenta genotipos que requieren de un promedio
de 4,09 mazorcas para lograr 1 kg de cacao seco, asi como genotipos que
requieren de 29 mazorcas para lograr dicho peso. Esta coleccion presenta la
mayor productividad con I.M de 13,33, la coleccion con menos productividad es
CORPOZULIA con un I.M de 31,67, a pesar de poseer almendras con una de
las dimensiones mas grandes del pais, presenta pesos secos muy inferiores a
las demas colecciones con un promedio de 6,10 gramos por cada 5 almendras,
a esto se le suma la cantidad de almendras por mazorcas mas baja (24,55

semillas). Esta descripcion es muy caracteristica en genotipos del tipo “Criollo”.

2.1.3. Selecciébn de Caracteristicas Morfolégicas por Banco de
Germoplasma.

En vista de la basta informacion, para realizar un andlisis de la diversidad
genética se requieren de datos robustos correspondientes a aquellas variables
que mejor expliquen la variabilidad observada. En el caso de las caracteristicas
cualitativas se seleccionaron aquellas con mayores valores de indice de
diversidad (Nei, 1978).

En el caso de las variables cuantitativas se siguié una estrategia, mediante un
andlisis por componentes principales. En el Cuadro 16 se presentan para los
componentes principales 1 y 2 los valores propios, la proporcion (%) de la
varianza explicada por cada componente, absoluta y acumulada, para las
caracteristicas de las hojas. En general se observa que con el segundo
componente se alcanza en promedio una varianza total acumulada para todos
los bancos de germoplasma de 83,852 % para las caracteristicas de hojas de

cacao.
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Cuadro 16. Valores propios, varianza absoluta y acumulada explicada en los
componentes principales 1y 2 para las caracteristicas que definen las hojas de
cacao (Theobroma cacao L.)

. Componente Valores %varianza | Varianza
Colecciones principales propios absoluta |acumulada
1 2,41062 67,193 67,193
1945 2 0,624169 17,398 84,591
1995 1 1,30955 29,718 29,718
2 1,0605 24,067 53,785
. 1 2,41215 57,452 57,452
Corpozulia 2 1,02875 | 24,503 | 81,955
1 2,07893 64,496 64,496
Barlovento 2 0,817443 | 25,36 89,856
1 2,2261 58,94 58,94
Irapa

2 1,0324 27,335 86,275

i 1 3,63706 79,634 79,634
Merida 2 0,829667 | 18,166 | 97,800

) 1 2,07244 47,735 47,735
Minamb 2 1,40047 | 32,257 | 79,992
1 2,83045 79,882 79,882
UNESUR 2 0,501242 14,146 94,028
Jardin Clonal 1 2,60422 59,642 59,642
Padrén 2 1,16787 26,747 86,389
Promedio de la varianza acumulada (%) 83,852

Para el andlisis de los bancos de germoplasmas con el objeto de seleccionar
las caracteristicas que presentan mayor varianza y, por consiguiente, la mayor
capacidad de explicacién de los datos, se seleccionaran las caracteristicas de
hojas que presentan los valores propios de mayor peso para el componente
principal 1 en todos los bancos de germoplasma.

En el Cuadro 17 se observa que en todos los bancos de germoplasma la
caracteristica largo y LBA de la hoja presenta coeficientes altos,
independientemente de su signo, los cuales serdn mas eficientes en la
discriminacion de las accesiones (Rojas, 2003). Algo similar ocurre en la
caracteristica largo de la hoja a excepcion de las colecciones de Irapa y
MINAMB donde los mayores valores propios se encuentran en la relacién L/A

de la hoja. Por consiguiente sélo 3 caracteristicas de hojas seran utilizadas en
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el analisis para la seleccion de los mejores genotipos por banco de

germoplasma.

Cuadro 17. Vectores de las variables cuantitativas de las hojas de cacao
(Theobroma cacao L.) para los componentes principales 1y 2.

Relacién Relacion
Colecciones Estadisticos Largo (cm) [ Ancho (cm) L/A LBA (cm) LBA

1945 Vector para el CP1 -0,9445 -0,8399 -0,4115 -0,8708 0,4192
Vector para el CP2 0,0537 -0,5354 0,7929 0,2000 -0,4626

1995 Vector para el CP1 0,6943 0,5374 0,3225 0,7355 -0,0018
Vector para el CP2 0,0889 -0,5493 0,8129 0,1189 -0,1244

Corpozulia Vector para el CP1 -0,6085 -0,5068 -0,173 -0,5719 0,1258
Vector para el CP2 0,1197 -0,6969 0,8532 0,08826 -0,1682

Barlovento Vector para el CP1 0,9394 0,9468 -0,4292 0,5845 0,3841
Vector para el CP2 -0,2237 -0,2544 0,08764 0,8098 -0,6731

Irapa Vector para el CP1 -0,9634 -0,2682 -0,7275 -0,9464 0,1795
Vector para el CP2 -0,0785 -0,9598 0,6643 -0,0326 -0,0363

Merida Vector para el CP1 0,9643 0,9287 0,4800 0,9508 0,9287
Vector para el CP2 0,2398 -0,3650 0,8704 0,1551 -0,365

Minamb Vector para el CP1 -0,9085 -0,4153 -0,4869 -0,9368 0,3277
Vector para el CP2 -0,2652 -0,8654 0,6984 0,2077 -0,6282

UNESUR Vector para el CP1 -0,5827 -0,5397 -0,1176 -0,5836 0,1215
Vector para el CP2 -0,2214 0,4432 -0,8469 -0,05665 -0,1845

) ) Vector para el CP1 -0,969 -0,8214 -0,1909 -0,974 0,1989

Jardin clonal Padroén

Vector para el CP2 -0,1604 0,5415 -0,9741 -0,1279 -0,0509

Continuando con la seleccion de caracteristicas representativas para posterior
andlisis de genotipos, se presenta el Cuadro 18, donde se observa la
proporcion de las varianzas acumuladas para cada banco de germoplasma
estudiando las caracteristicas de la flor. Se puede observar que mayormente
los primeros dos componentes explican casi toda la informacion de las
variables expuestas para las caracteristicas de las flores de cacao, el promedio
nacional de la varianza acumulada es de 84,506%, es importante resaltar que
la coleccion UNESUR practicamente la totalidad de la informacion es aportada
por los componente 1 y 2, ya que se obtuvo una varianza acumulada de
97,390%. En el Cuadro 19, se presentan los vectores de los componentes
principales 1y 2, solo se seleccionaran los valores del componente 1 donde las
caracteristicas de mayor peso seran seleccionadas para el analisis posterior.
Cabe destacar que en todas las colecciones se selecciond la caracteristica,
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largo del ovario y en la mayoria de éstas la caracteristica largo del estilo, a
diferencia de la coleccion 1995, Barlovento y MINAMB donde la mayor

significancia recae en el nimero de 6vulos por ovario.

Cuadro 18. Valores propios, varianza absoluta y acumulada explicada en los
componentes principales 1y 2 para las caracteristicas que definen las flores de
cacao (Theobroma cacao L.)

Colecciones Comp(_)nente Valores %varianza | Varianza
principales propios absoluta | acumulada
1 1,40461 | 48,241 48,241
1945 2 1,14444 39,305 87,546
1 1,50669 53,842 53,842
1995 2 0,714725 25,541 79,383
. 1 1,54621 53,351 53,351
Corpozulia 2 1,00837 | 34,793 88,144
1 1,25422 48,032 48,032
Barlovento 2 0,940362 | 36,012 84,044
1 1,2014 40,498 40,498
Irapa 2 1,090062 | 36,764 77.262
. 1 1,25488 45,06 45,06
Merida 2 1,00615 | 36,128 81,188
) 1 2,28301 80,701 80,701
Minamb 2 0,340499 | 12,036 92,737
1 2,70135 | 90,557 90,557
UNESUR 2 0,203851 6,833 97,390
Jardin Clonal 1 1,20622 40,386 40,386
Padrén 2 0,97005 32,479 72,865
Promedio de la varianza acumulada (%) 84,506
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Cuadro 19. Vectores de las variables cuantitativas de las flores de cacao
(Theobroma cacao L.) para los componentes principales 1y 2.

Colecciones Estadisticos L. Ovario | L. Estilo [N°ovulos/ov
1945 Vector para el CP1 -0,7495 -0,8907 -0,3449
Vector para el CP2 -0,5683 0,1441 0,8963
1995 Vector para el CP1 0,6678 0,4178 0,6160
Vector para el CP2 0,2467 0,6566 -0,7127
Corpozulia Vector para el CP1 -0,7386 -0,6647 0,1126
P Vector para el CP2 0,02133 -0,1900 -0,9816
Barlovento Vector para el CP1 -0,666 -0,6903 -0,7207
Vector para el CP2 0,7181 -0,02052 -0,6515
Irapa Vector para el CP1 0,8452 0,6766 0,2101
P Vector para el CP2 -0,1788 0,5176 -0,8946
Merida Vector para el CP1 -0,902 -0,6945 0,2499
Vector para el CP2 0,06654 0,3288 0,9577
Minamb Vector para el CP1 0,9341 0,8575 0,8950
Vector para el CP2 0,03871 0,4586 -0,4057
UNESUR Vector para el CP1 0,9588 0,9674 0,9283
Vector para el CP2 0,2178 0,1404 -0,3709
Jardin clonal Vector para el CP1 0,5801 0,7381 0,5763
Padrén Vector para el CP2 0,6936 0,0008 -0,6993

Siguiendo con la seleccion de caracteristicas por su capacidad de aportar
informacion al estudio de diversidad, se presenta el Cuadro 20 donde se
observa los valores propios, el porcentaje de la varianza y la varianza
acumulada de los componentes 1 y 2 de las caracteristicas evaluadas en los
frutos de cacao en los 9 bancos de germoplasma. En dicho cuadro se observa
un promedio de la varianza acumulada de 76,568%, los porcentajes de la
varianza mas bajos para las caracteristicas del fruto las presentan la coleccion
1945 (37,051%) y el Jardin Clonal Padrén (37,965%). En el Cuadro 21 se
exponen los valores propios que aportan al porcentaje de la varianza
expresada en el componente principal 1 de cada banco de germoplasma, en
dicho cuadro se observa que existen colecciones donde no se pudieron
registrar en su totalidad las caracteristicas establecidas en el Manual Practico
para la Caracterizacion Morfolégica de Cacao (Jiménez, 2006), por lo que limitd
el estudio y seleccion de caracteristicas por banco de germoplasma. Se
destacan las colecciones de 1945, Barlovento, Irapa, MINAMB y Jardin Clonal
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Padrén donde se presentaron ausencias en el registro de los datos medidos,
en negrita se presentan las variables seleccionadas por banco de germoplasma

para las caracteristicas del fruto de cacao.

Cuadro 20. Valores propios, varianza absoluta y acumulada explicada en los
componentes principales 1 y 2 para las caracteristicas que definen los frutos de
cacao (Theobroma cacao L.).

Componente | Valores % Varianza
Colecciones principales propios varianza | acumulada

1945 1 1,4245 37,051 37,051

2 1,16605 30,329 67,38

1995 1 3,05504 42,736 42,736

2 2,03952 28,53 71,266

C li 1 3,24868 45,207 45,207
orpoztiia 2 1,63117 | 22,699 67,906
Barlovento 1 1,69841 79,286 79,286
2 0,276369 12,902 92,188

1 1,82939 71,305 71,305

Irapa 2 0,66983 26,108 97,413
Merida 1 3,1093 43,170 43,170

2 1,91084 26,530 69,700

Minamb 1 1,90679 57,453 57,453
2 0,870895 26,241 83,694

1 2,11203 40,266 40,266

UNESUR 2 1,41741 27,023 67,289
Jardin Clonal 1 1,96864 37,965 37,965
Padron 2 1,77957 34,319 72,284
Promedio de la varianza acumulada (%0) 76,568

Cuadro 21. Vectores de las variables cuantitativas de los frutos de cacao
(Theobroma cacao L.) para los componentes principales 1y 2.

Longitud | Lorgitud
Cobecciones | Valores propios | Peso Lago | &nche | ReLLA Hm Fm Surco Surco
| prmero | Securdanol
1645 oM 04745 [ 018 | 0928 | 08088 | 0112
P2 0514 | 0235 | 025 | 006 | QT
P 3] 08013 | 08878 | 04F 072% | 00505 0041 0855 0,815
s P2 aowe | 0200 | obeE | 0Es 00875 00780 01657 0212
—— cP ored | 050 | 0eTos | 0iEee | oA (15205 0887 [
P2 0% | 00T | o450 | 0mT 07ETS 078 L0404 | D175
P 0904 | 08F3 | 050 0,879
Berovento CF2 Q{574 -III‘.I?II}E. 0B12E 14000
i — —5 g ey
P2 050 | oore | oo [ Dem
o P 06532 | 0356 | 0406 | 04508 0.8931 08984 0se | omm
5= DEB4 | 08557 | oans | 0mees | D33TS 023% | oormee | 0Er
R o1 07280 | OBM2 | 040 0,841
P2 | O4eee | DRew | 0BG | 0003 | —
o 0872 08563 0Bes 0 a0 04401 o3zrs LME? 013
=1 [557] ooy | o0e0e3 | o025 | 020006 | -DiodR {200 o870 | DB
fardin Tlonal ] 093 | A78H | 0307 [ 08415 | 0830 08
Padran CFZ 006 | 03176 | osse | 01888 | -03m6 012
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Por ultimo se presenta el Cuadro 22 donde que registran las varianzas
acumuladas para cada banco de germoplasma con respecto a las
caracteristicas de las semillas, en el mismo se observa el promedio de la
varianza acumulada para el segundo componente de todo el pais con un
78,273%. Dentro de los bancos de germoplasma, la coleccion MINAMB fue la
gue menos informacion aport6 sobre las variables con un valor de 33,742%. La
coleccion Barlovento expresé en su componente 1 el mayor porcentaje de la
varianza para las semillas de cacao con un valor de 91,449%. En el cuadro N°
21 se muestran las colecciones Barlovento, Irapa y MINAMB, las cuales no
presentan las caracteristicas de productividad como son el indice de semilla e
indice de mazorca, los cual es una limitante al tratar de definir los bancos de
germoplasma con respecto a la productividad de los genotipos.

Cuadro N° 22. Valores propios, varianza absoluta y acumulada explicada en
los componentes principales 1 y 2 para las caracteristicas que definen las
semillas de cacao (Theobroma cacao L.).

Componente| Valores Varianza

Colecciones | principales propios |% varianzalacumulada
1945 1 2,256 46,617 46,617
2 1,303 26,922 73,539
1995 1 5,69336 57,680 57,680
2 2,15596 21,842 79,522
Corpozulia 1 6,34816 56,120 56,120
2 2,10549 18,613 74,733
Barlovento 1 5,14044 91,449 91,449
2 0,330399 5,877 97,326
1 3,15891 47,841 47,841
Irapa 2 1,47336 22,314 70,155
Merida 1 5,5744 61,434 61,434
2 2,1102 23,256 84,690
Minamb 1 1,78002 33,742 33,742
2 1,62654 30,832 64,574
1 5,53664 62,849 62,849
UNESUR 2 2,01698 22,896 85,745
Jardin Clonal 1 5,07238 52,732 52,732
Padron 2 2,06261 21,443 74,175
Promedio de la varianza acumulada (%) 78,273
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Cuadro 23. Vectores para los componentes principales 1 y 2 de las variables
cuantitativas de las semillas de cacao (Theobroma cacao L.).

N°de

Largo 5

Ancho 5

Espesor 5

Peso Seco

) N de ) ) : Peso fresco| Peso Seco | . Peso dela | Indicede | Indicede
Colecciones Peso total Semillas | Semillas | Semillas | Semillas . sin Testa (5
Estadisticos Semillas Vanas (oromedio) | (promedio) | (promedio) (5 semillas) | (5 semillas) semillas) Testa Almendra | Mazorca
1945 Vector para el CP1 -0,3915 [ -0,1081 | -0,8847 | -0,7170 | -0,7082 -0,8245 [ 0,9635
Vector para el CP2 0,7656 [ -0,5706 | 0,1224 0,4336 [ -0,4732 -0,4973 | -0,1176
1995 Vector parael CP1 | -0,7472 | -0,1906 -0,8883 [ -0,7877 | -0,6948 | -0,3718 | -0,9487 | -0,9405 | -0,6316 | -0,9520 | 0,7545
Vector para el CP2 [ 0,5876 0,9410 0,0589 [ -0,2831 | -0,5508 | -0,3552 | -0,1458 | -0,1112 | -0,3996 | -0,1343 | -0,6075
Corpozulia Vector parael CP1 [ -0,3704 | 0,2169 [ 0,01489 | -0,8404 | -0,8831 | -0,8011 | -0,9133 | -0,9728 | -0,9575 | -0,4068 | -0,9664 | 0,6917
Vector para el CP2 [ 0,6777 0,9243 | -0,4882 -0,184 [ -0,08604 | -0,239 -0,1031 | 0,01461 | 0,02364 | -0,2204 |-0,001343| -0,6701
Barlovento Vector para el CP1 | -0,4291 | 0,3242 | -0,4011 | 0,4363 0,428 0,4199
Vector para el CP2 [ 0,1942 0,5687 | -0,0781 | -0,0456 | -0,0934 -0,128
Irapa Vector parael CP1 [ 0,9243 | 0,2594 [ 0,02949 | 0,8337 [ 0,7845 0,51 0,8661 [ 0,9243
Vector para el CP2 | 0,3377 0,8306 | -0,2467 | 0,2155 | -0,3022 | -0,7507 | -0,1427 | 0,3377
Merida Vector para el CP1 | -0,5416 | 0,1480 -0,7042 [ -0,8183 | -0,8106 [ -0,9503 | -0,9647 | -0,9430 | -0,7520 | -0,9460 | 0,6195
Vector para el CP2 | 0,6748 0,9671 0,0661 0,0361 [ -0,3968 | -0,1678 [ -0,0713 | -0,0454 | -0,1928 | -0,0964 [ -0,7375
Minamb Vector para el CP1 [ 0,8368 05748 | -0,4409 | 0,4962 0,5084 0,328 0,5788
Vector para el CP2 [ 0,3265 0,6207 -0,325 -0,448 -0,4713 | -0,8149 | -0,6786
UNESUR Vector parael CP1 [ -0,7048 | 0,5602 -0,6719 | -0,7147 | -0,6314 | -0,9711 | -0,9830 | -0,9673 | -0,8121 | -0,9718 | 0,3301
Vector para el CP2 [ 0,5859 0,8001 -0,4022 | -0,2942 | -0,2963 | -0,1312 | 0,0749 0,1160 [ -0,1794 | 0,0787 | -0,9170
Jardin Clonal | Vector parael CP1 | -0,7624 | 0,3348 -0,359 | -0,7296 | -0,7943 | -0,6277 | -0,8644 | -0,874 -0,874 0,7515
Padrén Vector para el CP2 [ 0,1209 0,7685 | -0,4104 | -0,4557 -0,467 -0,5654 | 0,3986 0,4072 0,4072 -0,366

Finalmente, en el Cuadro 24 se muestran las variables seleccionadas por cada
banco de germoplasma, para las caracteristicas cuantitativas como antes se
menciond se seleccionaron las caracteristicas con los valores propios mas
altos de cada coleccién, en cuanto a las caracteristicas cualitativas se
seleccionaron las variables con mayor indice de diversidad (Nei).

Con la aplicaciéon de los componentes principales se pudieron seleccionar en
promedio 12 caracteristicas, lo cual es un poco menos de la mitad de las 28
caracteristicas cuantitativas evaluadas originalmente. En cuanto a las
caracteristicas cualitativas se seleccionaron menos de 10 caracteristicas de las
20 originalmente evaluadas.
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Cuadro 24. Caracteristicas cuantitativas y cualitativas seleccionadas por banco
de germoplasma que mejor explican la diversidad morfolégica observada.

Colecciones Caracteristicas Cuantitativas Caracteristicas Cualitativas
10 9
Hoja (Largo, Ancho, LBA), Flor Hoja (Base, Apice, Pusbecencia), Flor
1945 (Largo del Ovario, N° Ovulos/Ovario), | (Antocianina en el sepalo), Fruto (Color,
Fruto (Ancho, Rel.L/A), Semilla Constriccion basal, Apice, Apariencia en
(Largo, indice de almendra, indice de pares de lomos), Semilla (Color de
mazorca) cotileddn, )
13 9
Hoja (Largo, Ancho, LBA), Flor Hoja (Apice, Pusbecencia), Flor
(Largo del Ovario, N° Ovulos/Ovario), | (Antocianina en el sepalo, Antocianina en
1995 Fruto (Peso, Largo, Surco primario, | el estaminodio, Antocianina en la parte
Surco secundario), Semilla (Largo, inferior del estilo), Fruto (Apice,
Peso seco, Peso seco sin testa, Rugosidad, Apariencia en pares de
indice de almendra) lomos), Semilla (Color de cotiled6n).
11 7
Hoja (Largo, Ancho, LBA), Fruto
Corpozulia (Peso, Ancho, Surco primario, Surco | Hoja (Base, Apice, Pusbecencia), Fruto
secundario), Semilla (Peso fresco, | (Color, Rugosidad, Apariencia en pares
Peso seco, Peso seco sin testa, de lomos), Semilla (Forma).
indice de almendra)
12 8
Hoja (Largo, Ancho, LBA), Flor Hoja (Apice), Flor (Antocianina en el
Barlovento (Largo del estilo, N° Ovulos/Ovario), limbo del pétalo, Antocianina en el
Fruto (Peso, Largo, Rel. L/A), filamento), Fruto (Color, Forma,
Semilla (Peso total, Largo, Ancho, Constriccion basal, Apariencia en pares
Espesor) de lomos), Semilla (Color de cotiledén).
12 9
Hoja (Largo, Rel. L/A, LBA), Flor ,Hoja (Aplce_), Flor (Antquanma en’ el
(Largo del ovario, Largo del estilo) sépalo, Antocianina en el limbo del pétalo,
Irapa 9 - -arg ’ Antocianina en el filamento), Fruto
Fruto (Peso, Ancho, Rel. L/A), . o
X (Intensidad de Antocianina en lomos,
Semilla (Peso total, Largo, Ancho, |4 . . S
P £ Apice, Rugosidad, Apariencia en pares de
eso fresco) lomos), Semilla (Color de cotiled6n).
13 5
Hoja (Largo, Ancho, LBA), Flor
(Largo del ovario, Largo del estilo),
Fruto (Peso, Profundidad de surco | Hoja (Color del brote), Fruto (Intensidad
Mérida primario, Profundidad de surco de Antocianina en lomos, Constricciéon
secundario, Surco secundario), basal, Rugosidad), Semilla (Color de
Semilla (Peso fresco, Peso seco, cotiledon).
Peso seco sin testa, indice de
almendra)
3 4
MINAMB Hoja (Largo, Rel. L/A, LBAY), Hor?1 (Base, Aplf:e)‘, Flor (Antomar?lna fen
el sépalo, Antocianina en el estaminodio)
12 4
Hoja (Largo, Ancho, LBA), Flor
UNESUR (Largo del ovario, Largo del estllq), Hoja (Base), Fruto (Apice, Rugosidad),
Fruto (Peso, Largo, Ancho), Semilla .
Semilla (Forma).
(Peso fresco, Peso seco, Peso seco
sin testa, indice de almendra)
12 7
Hoja (Largo, Ancho, LBA), Flor
Jardin Clonal (Largo del ovario, Largo del estilo), Hoja (Apice), Flor (Antocianina en el
padrén Fruto (Largo, Rel. L/A, Surco sépalo) Fruto (Forma, Apice, Rugosidad,
primario, Surco secundario) Semilla | Apariencia en pares de lomos), Semilla
(Peso fresco, Peso seco, indice de (Color de cotiledén).
almendra)
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2.1.4. Seleccién de Genotipos por Banco de Germoplasma.

Mediante la aplicacion de un analisis de agrupamiento UPGMA basado en
distancia euclidiana y factorial de correspondencia a las caracteristicas
cualitativas y cuantitativas para cada banco de germoplasma, se identificaron
grupos genéticos de cada coleccion y se seleccionaron sus genotipos
representativos. Los andlisis de agrupamiento realizados para cada coleccién

se presentan en los Anexos 1 al 24.

En el Cuadro 25 se pueden observar los genotipos representativos de cada
coleccion, estos fueron seleccionados de forma estratificada siguiendo la
estrategia propuesta por Yonezawa et al. (1995) para la conformacion de
colecciones nucleo. En cuanto a la coleccion 1945 se seleccion6 un 68% de los
genotipos que conforman la coleccion, debido a su importancia y su distribucién
en todas las regiones productivas del pais, también por ser muy utilizados en
programas de investigacion a nivel nacional e internacional. En la conformacién
del andlisis de agrupamiento se formaron 4 grupos, donde el OC-67 se
representd en un grupo aparte. Para la coleccién 1995 se formaron 3 grandes
grupos definidos, donde en el grupo 1 se seleccionaron la mayor cantidad de
genotipos, 6 de los 10 seleccionados, debido a su representatividad en las
regiones productoras del estado Aragua. Para la coleccion de CORPOZULIA
se seccionaron 20 genotipos distribuidos en 4 grandes grupos. En la coleccion

de Barlovento se seleccionaron 8 genotipos distribuidos en 3 grupos.

La coleccion de Irapa se caracterizd por presentar grupos bien distanciados,
donde se seleccionaron 8 genotipos. Aqui se puede destacar el genotipo Santa
Isabel-101, que se conformé como un grupo aparte de los demas genotipos
agrupados. La coleccibn de Meérida tiene una limitada distribucién de los
genotipos, en esta coleccion se escogieron 20 genotipos en solo 2 grupos
formados. El grupo 1 esta conformado Unicamente por HER-04 y BEN-24, y en

el segundo grupo se seleccionaron los demas 18 genotipos representativos.

Para la coleccién del MINAMB solo se seleccion6 como genotipo representativo
al material mexicano CHIAPAS. En la coleccion UNESUR se formaron 2

grupos, el grupo 1 solo esta compuesto por el genotipo USL-111 y en grupo 2
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se agruparon los 8 materiales de los 9 seleccionados. En cuanto a la coleccion
Jardin Clonal Padron se formaron 4 grupos bien diferenciados donde se

seccionaron 13 genotipos, seleccionados en su mayoria en los grupos 2y 3.

Cuadro 25. Genotipos representativos de la variabilidad morfolégica
resguardados en los bancos de germoplasma nacional de cacao (Theobroma
cacao L.)

Colecciones Grupos Formados Genotipos por Grupo Genotipos Seleccionados
1 1 OC-67
2 3 0OC-60, CHO-94
1945 3 6 CHU-120, CHO-36, CHU-130, CHU-2
4 9 CHO-42, OC-77, OC-63, OC,61,
CHO-28, CHO-174
1 12 CP-8, AT-1, LV-12, CRP-1, CPC-2,
1995 SAB
2 3 CATA-16,
3 7 SCLV-6, TA-1, CP-6
1 5 CPZ-022, CPZ-008
2 19 CPZ-035, CPZ-062, CPZ-052, CPZ-
007, CPZ-016, CPZ-033
Corpozulia
3 27 CPZ-046, CPZ-017, CPZ-002, CHA-
005, CPZ-047, CPZ-080, CPZ-032, SP
010, CPZ-040, CPZ-003
4 4 CPZ-060, CPZ-027
1 CUI-32, LC-164
MM-177, CUMBO-177, SC-10, SC-
Barl t ’ ’ '
arlovento 2 11 12, TORNO-3
3 1 PROV-63
1 2 KUPATA-101, Chaguarama-102
Irapa 2 1 Santalsabel-101
P 3 8 Maria-103, Matacongo-102, Puchery:
102
4 6 P.Alta-103, Riosec0-103
1 2 HER-04, Ben-23
Ben-13, BOC-11, HER-03, BOC-15,
Mérida SJU-14, BOC-13, BOC-07, SJU-
2 60 16,SJU-07, BOC-10, SJU-03, SJU-
06, BEN-04, BEN-27, BEN-06, SJU-
11, BEN-24, BOC-01
MINAMB 1 1 Chiapas
1 1 UCL-111
UNESUR 2 1 USL-457, USL-319, USL-449, USL-
511, USL-515, USL-392, USL-391
1 8 CSF-3, CPR-5, CLV-3
. 2 6
Jardin Clonal PSB-31, CSF-19, CPGA-9, CPGA-25
Padrén 3 7
QMA-13, CPGA-14, SRLIA-1, YEC-9
4 5 CSF-14, LMP-13
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2.1.5. Andlisis de la Diversidad Genética Nacional del Cacao venezolano
con base en la Caracterizacién Morfolégica.

Para el analisis de diversidad nacional se seleccionaron 91 genotipos
representativos de todos los bancos de germoplasma, a esta matriz se
agregaron los genotipos referenciales utilizados a nivel internacional, los datos
de estos genotipos fueron suministrados por la Investigadora del INIA- Miranda
Olga Mdvil, encargada de la conservacion y estudio del banco de germoplasma
internacional, ubicado en la estacion Padron (INIA-Miranda). A continuacion se
presentan los genotipos conservados en esta estacion, los cuales se han
desarrollado bajo las condiciones climaticas de nuestro pais, y nos permitira
comparar de forma mas estrecha estos genotipos con los genotipos
seleccionados. Dichos referenciales fueron seleccionados en el marco de los
grupos morfogeograficos establecidos en investigaciones a nivel internacional,
con el fin de ubicar y agrupar los genotipos seleccionados a nivel nacional en
base a los grupos ya definidos (Cuadro N° 25). A través de la investigacion
realizada por Motamayor et al. (2008), dentro de los genotipos seleccionados
de la coleccion de Mérida, se encuentran como genotipos referenciales criollos
a los originarios de San Juan de Lagunillas y los Benavides, especificamente
SJUO03, SJUO6 y BENO1, por lo que fueron seleccionados como referenciales

criollos en nuestro estudio (Cuadro N° 26).

Cuadro 26. Referenciales Internacionales de cacao (Theobroma cacao L.)
utilizados en analisis de diversidad nacional.

Referenciales Grupos Nueva clasificacion del
Internacionales (Banco morfogeograficos germoplasma centro y sur
Internacional, INIA- (Lanaud et al, 1999) y |América (Motamayor, et al,
Miranda) (Motamayor et al, 2002) 2008)
SJU03
SJU06 Criollo Criollo
BENO1
GS-36 Guiana
ICS-60 Trinitario lquitos
ICS-6
SIAL-325
SIC-801 Forastero bajo amazénico Amelonado
SIAL-70
SCA-6 Contamana
EET-400 Purus
IMC-60 Forastero alto amazonico Iquitos
P-8 Nanay
PA-1 Marafion
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En el Cuadro 27 se puede observar la seleccion de 12 caracteristicas
cuantitativas y 7 caracteristicas cualitativas, las cuales aportan la mayor
informacion para el andlisis de diversidad genética nacional, utilizadas para el

analisis de diversidad nacional

Cuadro 27. Caracteristicas morfologicas Cuantitativas y Cualitativas
Seleccionadas para el andlisis de diversidad genética nacional.

Caracteristicas Caracteristicas Caracteristicas
seleccionadas Cuantitativas Cualitativas
Hoja Largo, Ancho, LBA. Base, Apice,
Flor Largo del Oyario, Largo del i
estilo, N° Ovulos/Ovario.
Ancho, Relacion Forma, Constriccion basal,
Fruto < .
Largo/Ancho. Apice, Rugosidad.
Semilla Numero de semillas, Largo, Color de cotiledon.

Ancho, Espesor.

2.1.6. Estudio de Diversidad Genética Nacional basado en la
caracterizacion morfolégica de accesiones de cacao (Theobroma cacao L.)
seleccionados representativos de los banco de germoplasma

Se realizé un andlisis de agrupamiento UPGMA con base en la distancia
Euclidiana, considerando 91 genotipos seleccionados de los bancos de
germoplasma a nivel nacional, e incluyendo 14 referenciales internacionales de
los distintos grupos morfogeograficos. El dendrograma resultante se aprecia en

la Figura 3.

Los mas resaltante en el dendrograma es la formacién de dos grandes grupos
a una distancia euclidiana de 2,75 unidades, donde se observa un primer
conjunto conformado por 60 genotipos relacionados con los grupos
morfogeograficos trinitarios, bajo amazonicos y alto amazonicos, y un segundo
conjunto conformado 41 genotipos donde se ubicaron dnicamente los

referenciales para cacao criollo.

Estudiando la figura 3, se puede observar que a una distancia de 2,1, ya en el
primer conjunto se observa la diferenciacion de tres subgrupos, en el segundo

conjunto no hay diferenciacion.
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Figura 3. Dendograma (UPGMA) basado en la distancia Euclidiana de 91
genotipos seleccionados de los bancos de germoplasma nacional y 14
referenciales internacionales de cacao (Theobroma cacao L.).
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A una distancia de 1,5 para el primer conjunto se forman 7 subgrupos, mientras
que para el segundo subgrupo se observa Unicamente la diferencia del clon
CPC-2 del resto del conjunto y de un segundo grupo conformado por tres
genotipos.

Estos resultados evidencian la mayor diversidad genética para el primer grupo
donde se ubican los forasteros y trinitarios, en contraste al segundo grupo
donde se observan solo los genotipos criollos. Resultados similares fueron
encontrados por Motamayor et al. (2002), los autores afirman que a través de
los procesos asociados a la domesticacion, los cacaos criollos perdieron una
gran parte de su diversidad genética natural. Este efecto ocasionado por las
preferencias humana por semillas blancas que requieren menor fermentacion,

siendo asi un caracter bajo seleccién por mas 1500 afios de su cultivo.

La mayor diversidad observada para los cacaos tipo forastero le permitié a
Motamayor et al. (2008) establecer una nueva clasificacion que es conformado
por 9 grupos.

Finalmente se decidio considerar la formacion de 10 grupos y 1 genotipo Unico
a una distancia de similitud euclidiana de 1,4. El genotipo unico definido en el
analisis de agrupamiento es el CPC-2 perteneciente a la coleccion 1995, este
arbol presenta en promedio hojas con 31,25 cm. de longitud, la forma de la hoja
en su base es aguda y en su apice es de forma acuminado largo, sus flores
presentan en promedio 33,20 Gvulos/ovario. En cuento a los frutos presentan
una relacion L/A de 1,79, los cuales son relativamente frutos con dimensiones
pequefias y presentan formas oblongas con constriccion basal ligera, apices
atenuados en curva y rugosidad intensa. Estas ultimas dos caracteristica
definen distintivamente a este material de los demas genotipos evaluados a
nivel nacional, ya que no se han observado mazorcas con apices pronunciados
y predominantemente rugosos. Este arbol presenta en promedio la cantidad de
27,6 semillas por fruto con unas dimensiones de 26,86 mm (largo), 15,05 mm
(ancho) y 11,42 mm (espesor), el color de cotiledén de este genotipo se
caracteriza por ser de color violeta oscuro. Estas caracteristicas tienden a

relacionarse con el genotipo ICS-39 de las poblaciones trinitarias (ICS), por su
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forma de angoleta, sin embargo los frutos de esta poblacion son
moderadamente rugosos y el CPC-2 presenta una intensa rugosidad (Carrion,
2007).

Para la descripcion de los 10 grupos se utilizé el promedio y la desviacion
estandar de los caracteres cuantitativos (cuadro N° 25); las caracteristicas
cualitativas fueron definidas aplicando las frecuencias por categoria y su
consiguiente porcentaje de frecuencia, definiendo asi la categoria mas

relevante por grupo (cuadro N° 26).

= Grupo 1. Esta compuesto por arboles con hojas de longitudes promedios de
33,28 cm., con base aguda y apice acuminado largo, sus flores presentan en
promedio 45,51 6évulos/ovarios con una distribucion de genotipos + 2,38
ovulos/ovarios, se puede decir que este grupo presenta el mayor numero de
ovulos por flor registrado en los grupos evaluados. En cuanto a los frutos
presenta una relacion L/A de 2,21, esta dimensién promedio es la mas alta en
los grupos analizados, a su vez, sus frutos son mayormente elipticos con
constriccion basal ausente, apices agudos y rugosidad ligera. Los genotipos de
este grupo poseen en promedio 34,20 semillas/fruto, las cuales tienen las
siguientes dimensiones: 25,20 mm (largo), 13,90 mm (ancho) y 9,29 mm
(espesor), las semillas de este grupo tienden a tener un color de cotiledon que
va desde violeta oscuro a violeta claro. Estas caracteristicas relacionan a este
grupo con poblaciones forasteras alto amazodnicas, las cuales son definidas por
presentar frutos grandes, con semillas generalmente pequefias y cotiledones
violeta oscuro (Zhang et al., 2009).

= Grupo 2. Los genotipos de este grupo presentan hojas con 26,57 cm., de
longitud, con base aguda y 4pices acuminado largo hasta acuminado corto, las
flores presentan en promedio 43,16 Ovulos/ovarios con una distribucion de
genotipos = 2,50 o6vulos/ovarios, los frutos de este grupo presentan una
relacion L/A de 1,99 con una forma del fruto mayormente ovabada y con
constriccién basal ligera, asi como apices agudos y obtusos, la rugosidad de
los mismos es ligera. Los frutos contienen en promedio 32,90 semillas y

presentan las siguientes dimensiones 24,94 mm (largo), 13,61 mm (ancho) y

78



espesor mm (espesor), el color del cotiledon de las semillas son
predominantemente violeta oscuro. Dentro de este grupo se encuentran
incluidos un referencial definido como trinitario (GS-36) y un genotipo aun no
definido dentro de los grupos morfogeogréaficos, llamado PA-1 (Parinari)

originario del Peru (Motamayor et al., 2008).

= Grupo 3. Los arboles de este grupo presentan hojas con una longitud de
30,93 cm, con base aguda y apice acuminado corto, las flores poseen 37,96
ovulos/ovarios, los frutos presentan una relacion L/A de 2,09 con formas
elipticas y ovabadas, con constricciones basales que van desde ligeras a
ausentes, los épices de estos frutos se encuentran distribuidos mayormente en
atenuados y obtusos. En cuanto a la rugosidad estos frutos son catalogados en
su mayoria como de ligera rugosidad. Definiendo las semillas de este grupo
podemos de decir que en promedio se presentan 32,56 semillas por mazorca,
las dimensiones promedios de estas semillas son 24,36 mm (largo), 14,12 mm
(ancho) y 9,46 mm (espesor), el color del cotiledon de las semillas de este
grupo se distribuyen de forma homogénea en la gama de pigmentacion
establecida que va desde el blanco pasando por el violeta claro hasta el violeta

OScuro.

» Grupo 4. Los arboles de este grupo presentan hojas con una longitud de
28,86 cm, con base aguda y éapice acuminado corto, las flores poseen 40
ovulos/ovario con una distribucion de genotipos * 0,74 6vulos/ovario, los frutos
presentan una relacion L/A de 1,87 con forma predominantemente oblonga,
con constriccién basal ausente, 4pice atenuado y rugosidad ligera. Este grupo
se caracteriza por tener los frutos mas pequefos de los 10 grupos analizados.
Definiendo las semillas de este grupo podemos de decir que en promedio se
presentan 38 semillas por mazorca, las dimensiones promedios de estas
semillas son 20,79 mm (largo), 10,78 mm (ancho) y 5,74 mm (espesor), el
cotiledon de las semillas de este grupo son de color blanco en su mayoria y de

blanco segregado en menor porcentaje.
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= Grupo 5. Los genotipos de este grupo presentan hojas con 30,47 cm. de
longitud, con base aguda y apice acuminado largo, las flores presentan en
promedio 40,40 6vulos/ovario con una distribucibn de genotipos * 2,84
ovulos/ovarios, los frutos de este grupo presentan una relaciéon L/A de 2,11 con
una forma del fruto mayormente eliptica y con constriccion basal ausente, asi
como apices obtusos y agudos, la rugosidad de los mismos en mayoria es
ligera, pero se tiene un porcentaje considerable de rugosidad intensa. Los
frutos contienen en promedio 43 semillas y presentan las siguientes
dimensiones 19,33 mm (largo), 10,81 mm (ancho) y 6,79 mm (espesor), el

color del cotileddn de las semillas son mayormente violeta claro.

= Grupo 6. Los genotipos de este grupo presentan hojas con 33,10 cm. de
longitud, con base obtusa y &pice acuminado largo, las flores presentan en
promedio 47,10 OAvulos/ovarios con una distribucion de genotipos + 1,04
ovulos/ovarios, los frutos de este grupo presentan una relaciéon L/A de 2,03 con
una forma del fruto mayormente eliptica y con constriccion basal ligera, asi
como apices agudos, la rugosidad de los mismos en mayoria es ligera. Los
frutos contienen en promedio 46,08 semillas y presentan las siguientes
dimensiones 27,42 mm (largo), 14,56 mm (ancho) y 9,38 mm (espesor), el
color del cotiledon de las semillas son mayormente violeta oscuro. Este grupo
se caracteriza por tener la mayor cantidad de semillas por fruto y de ser el

segundo grupo con las semillas de mayor dimension.

= Grupo 7. Los arboles de este grupo presentan hojas con una longitud de
27,92 cm., con base aguda y 4pice acuminado corto, las flores poseen 50,27
ovulos/ovarios con una distribucion de genotipos + 3,98 évulos/ovarios, lo cual
define una amplia variabilidad de genotipos en cuanto a este caracter, este
grupo contiene los genotipos con la mayor cantidad de évulos por flor de los 10
grupos analizados. Los frutos presentan una relacion L/A de 2,12 con forma
ovabada, con constricciobn basal ligera, apice obtuso y rugosidad ligera. En
promedio se presentan 42,34 semillas por mazorca, las dimensiones promedios
de estas semillas son 24,17 mm (largo), 13,21 mm (ancho) y 8,77 mm
(espesor), el cotiledon de las semillas de este grupo son de color violeta
oscuro. Este grupo presenta caracteristicas de los cacaos forasteros, tales
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como frutos amelonados con rugosidad ligera y gran cantidad de semillas por
mazorca, asi como cotiledones de color parpura. Dentro de este grupo se
incluyen la mayoria de los referenciales alto amazoénicos y 2 trinitarios, también
se encuentran en su mayoria genotipos de la region productora oriental,

representados por el banco de germoplasma de Irapa (Motamayor et al., 2008).

= Grupo 8. Los arboles de este grupo presentan hojas con una longitud de
25,60 cm., con base obtusa y apice entre acuminado corto y acuminado largo,
las flores poseen 36,22 Gvulos/ovarios con una distribucién de genotipos + 2,74
ovulos/ovarios. Los frutos presentan una relacion L/A de 2,20 con forma
eliptica, con constriccion basal ligera, apice atenuado y rugosidad intermedia.
En promedio estos genotipos presentan 26,53 semillas por mazorca, las
dimensiones de estas semillas son 22,27 mm (largo), 13,09 mm (ancho) y 9,21
mm (espesor), el cotiledén de las semillas de este grupo son de color blanco y
rosado. Este grupo presenta frutos grandes con rugosidad intermedia y poca
cantidad de semillas, las mismas de grandes dimensiones, dichos genotipos
son catalogados como cultivares trinitarios con gran introgresion de genes
criollos, este grupo esta comprendido en su mayoria por genotipos de la regién
araguefia y de las zonas productoras del estado Mérida (Motamayor et al.,
2003).

= Grupo 9. Corresponde al grupo con mayor namero de clones con 29
genotipos, es un grupo muy uniforme, corresponde a los materiales de Mérida y
Zulia. Este grupo presentan las hojas con la menor longitud en cuanto a los
grupos analizados, presenta una longitud de 24,02 cm., en su base presentan
una forma obtusa y un apice acuminado. Sus flores poseen 37,21
ovulos/ovarios con una distribucion de genotipos + 2,23 6vulos/ovarios. Los
frutos presentan una relacion L/A de 2,15 con una forma oblonga, con
constriccién basal ausente, apice atenuado y rugosidad ligera. En promedio
estos genotipos presentan 24,74 semillas por mazorca, las dimensiones de
estas semillas son 27,37 mm (largo), 16,16 mm (ancho) y 11,72 mm (espesor),
el cotiledon de las semillas de este grupo son predominantemente color blanco.
En cuanto a las caracteristicas presentadas, se puede definir a este grupo
dentro de los cacaos criollos tipo porcelana, debido a esa forma oblonga similar
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a un calabacillo con cierta variacion hacia el tipo angoleta, contricion basal
ausente y apice atenuado, asi como poca rugosidad. También los cacaos tipo
porcelana presentan semillas grandes con 27,10 mm de largo, 15, 93 mm de
ancho y 10, 94 mm de espesor, dimensiones muy similares a las de este grupo
(Chacon et al., 2011). Ramos et al. (2004) analizando Unicamente clones de
san juan de lagunillas en Mérida, observaron la conformacién de dos grupos,
uno correspondiente a los cacaos tipo Guasare (SJU-3, SJU-6 y SJU-7) y los
de pie de monte andino (SJU-11, SJU-14, SJU-16).

En el actual estudio se pudo corroborar las diferencias establecias por Ramos
et al. (2004) donde los cacaos pie de monte andino SJU-14, SJU-16 se
ubicaron en el primer grupo, especificamente cerca de materiales tipo
trinitarios, y los cacaos tipo Guasare (SJU-3, SJU-6 y SJU-7) se ubicaron en el

grupo de los criollos.

= Grupo 10. Los genotipos de este grupo presentan hojas con 31,93 cm. de
longitud, con base aguda y &pice acuminado corto, las flores presentan en
promedio 42,27 évulos/ovario, los frutos de este grupo presentan una relacion
L/A de 1,98, con una forma del fruto mayormente oblonga y con una
constricciobn basal que va desde ligera hasta ausente, asi como apices
totalmente atenuados y de rugosidad ligera. Este grupo presenta los genotipos
con los frutos mas pequefios y tiende a presentar la forma tipo calabacillo
(Chacon et al.,, 2011). Los frutos contienen en promedio 21,07 semillas y
presentan las siguientes dimensiones 24,13 mm (largo), 14,49 mm (ancho) y
10,20 mm (espesor), el color del cotiledon de las semillas son mayormente
blanco segregado con un porcentaje menor de violeta oscuro. Estos genotipos
presentan caracteristicas que los relacionan a los cultivares tipo criollos pero
con introgresion de genotipos tipo amelonados bajo amazonicos (Motamayor et
al., 2003).

En los Cuadros 28 y 29 se resumen las caracteristicas cuantitativas y
cualitativas representativas de cada grupo originado por el analisis de
agrupamiento UPGMA.

82



Cuadro 28. Descripcién de las caracteristicas cuantitativas de cacao de los
grupos formados en el analisis de agrupamiento UPGMA basado en distancia

euclidiana.
Hojas Flores Frutos Semillas
Grupos | Estadisticos Lar
go Largo Ne N°de | Largo | Ancho | Espesor
Largo | Ancho | LBA | io | Estilo |ovulosior] AT | Rel- YA | soriiias | Semillas | Semillas | Semillas
N° 11
1 Promedio 33,28 12,57 17,36 154 2,24 45,51 7,68 221 34,20 25,20 13,90 9,29
DESVEST 175 136 097 031 032 2,38 0,74 0,35 3,16 194 1,59 1,06
N° 14
2 Promedio 26,57 10,32 13,65 153 2,29 43,16 8,16 1,99 32,90 24,94 13,61 8,97
DESVEST 1,93 0,81 1,02 0,18 0,27 2,50 0,56 0,32 2,20 2,04 1,43 0,81
N° 13
3 Promedio 30,93 11,57 16,78 1,61 2,33 37,96 8,19 2,09 32,56 24,36 14,12 9,46
DESVEST 229 097 150 027 0,26 159 131 0,30 2,96 157 0,99 0,95
N° 6
4 Promedio 28,86 11,55 14,80 1,77 2,84 39,60 9,55 1,87 37,83 20,79 10,78 5,74
DESVEST 2,10 1,21 1,26 0,20 0,29 0,55 1,11 0,14 0,41 1,66 1,42 1,59
N° 3
5 Promedio 30,47 10,31 15,40 1,73 2,24 40,40 7,00 2,11 46,00 19,33 10,81 6,79
DESVEST 1,60 1,31 1,83 012 0,11 2,84 0,50 0,14 2,65 134 0,70 0,45
N° 4
6 Promedio 33,10 11,30 16,84 1,46 2,35 47,10 8,63 2,03 46,08 27,42 14,56 9,38
DESVEST 1,88 0,68 1,37 0,12 0,42 1,04 0,36 0,31 2,63 2,23 1,83 0,82
N° 9
7 Promedio 27,92 10,49 14,95 154 2,49 50,27 8,27 2,12 42,34 24,17 13,21 8,77
DESVEST 1,83 0,97 1,14 0,22 0,25 3,98 0,77 0,20 2,03 1,78 1,55 0,74
N° 9
8 Promedio 25,60 10,69 13,54 1,38 1,98 36,22 7,63 2,20 26,53 22,27 13,09 9,21
DESVEST 2,10 1,05 1,00 0,21 0,27 2,74 0,75 0,46 3,65 0,91 0,70 0,88
N° 29
9 Promedio 24,02 10,12 1291 1,31 2,03 37,21 8,15 2,15 24,74 27,37 16,16 11,72
DESVEST 243 0,93 1,78 0,13 0,13 2,23 0,63 0,34 2,52 1,29 0,66 091
N° 3
10 Promedio 31,93 12,72 15,88 1,86 2,04 42,27 8,65 1,98 21,07 24,13 14,49 10,20
DESVEST 1,55 0,76 0,60 0,24 0,03 1,36 0,35 0,42 3,30 2,84 254 1,10
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Cuadro 29. Descripcion de las caracteristicas cualitativas de los grupos de
cacao formados en el analisis de agrupamiento UPGMA basado en distancia

euclidiana.
Hojas Frutos Semillas
Grupos —
Base de la hoja Apice de la hoja Forma del fruto Consggzz?obasal Apice del fruto Rugosidad del fruto | Color de cotiledon de la semilla
1 Aguda Obtusa Acuminado | Acuminado | Eliptica [ Ovabada| Ausente | Ligera [ Obtuso Agudo Ligera |Intermedia|Violeta oscuro Violeta claro (45%)
(82%) (18%) largo (73%) | corto (27%) | (36%) | (27%) | (55%) | (36%) (55%) (18%) (64%) (18%) (55%)
2 Aguda Obtusa Acuminado | Acuminado [Ovabada| Eliptica | Ligera | Ausente | Agudo Obtuso Ligera [ Intermedia| Violeta oscuro Violeta claro (14%)
(64%) (36%) largo (57%) | corto (43%) | (36%) | (29%) | (50%) | (36%) (36%) (36%) (43%) (36%) (64%) °
3 Aguda Obtusa | Acuminado | Acuminado | Eliptica | Ovabada| Ligera | Ausente | Atenuado | Obtuso Ligera Intensa Blanco (31%) Vé?;‘:;a X'S(:S:s
(85%) (15%) corto (54%) | largo (46%) | (46%) | (46%) | (46%) | (31%) (38%) (38%) (69%) (23%) 0 31%) | (31%)
Aguda Obtusa . o | Oblonga [ Ovabada | Ausente | Ligera | Atenuado | Obtuso ligera | Ausente o | blanco segregado
4 83%) | (7w | Acuminadocorto(100%) | “es0e | Cige | 61y | @3%) | (67%) | ey | @3%) | (7o | B0 (50%) (33%)
Aguda Obtusa . 0 Eliptica | Ovabada ) Obtuso Agudo Ligera Intensa | Violeta claro |, . 0
5 (67%) (33%) Acuminado largo (100%) 67%) | (33%) Ausente (100%) (67%) (33%) (67%) (33%) (67%) Violeta oscuro (33%)
Obtusa Acuminado | Acuminado | Eliptica [ Ovabada ) Agudo | Redondeado [ Ligera |Intermedia|Violeta oscuro] . .
0, 0, 0
6 | (750 |A9U98@5) g0 (75%) | corto (25%) | (50%) | (25%) | M9ERUO0%) 1 gmeey | asw) | sow) | (25) | (row) | Violetaclaro (25%)
7 Aguda Obtusa | Acuminado | Acuminado |Ovabada| Eliptica | Ligera | Ausente | Obtuso Agudo Ligera | Intermedia| Violeta oscuro Violeta claro (33%)
(78%) (22%) | corto (67%) | largo (33%) | (56%) | (33%) | (56%) | (33%) | (56%) (22%) (56%) (33%) (67%)
8 Obtusa Aguda (33%) Acuminado | Acuminado | Eliptica [ Oblonga | Ausente | Ligera | Atenuado | Obtuso |Intermedia| Ligera Blanco (33%) Rosado Vclféll?;a
(4% |9 %N largo (44%) | corto (44%) | (67%) | (33%) | (56%) | (33%) | (56%) (33%) (44%) (33%) 1 (33%) (22%)
Obtusa [Redondeada| Acuminado | Acuminado 0 Ausente | Ligera | Atenuado | Agudo Ligera | Intermedia o | Dlanco segregado
9 (59%) | (319%) | corto 69%) | largo (2a06) | OV MOO%) | “eone | 706 | o) | ua) | (s5) | (@10 | B0 (B3%) (14%)
. . - . . . blanco
Acuminado | Acuminado | Oblonga [ Eliptica | Ligera | Ausente Ligera | Intermedia .
0, 0, 0,
10 Aguda (100%) corto (67%) | largo (33%) | (67%) | (33%) | 67%) | (33%) Atenuado (100%) (33%) (33%) se?;gsdo Violeta oscuro (33%)

84




2.1.7. Analisis de componentes principales de los genotipos de cacao
(Theobroma cacao L.) seleccionados por banco de germoplasma.

En la Figura 4 se puede corroborar lo observado en el dendrograma antes
discutido, en esta grafica se observa la conformacion de dos grandes grupos,
los genotipos agrupados a la izquierda de la misma conformar a los cacaos
tipo “criollos”, y a la derecha se observa una gran variabilidad de genotipos, los
cuales agrupados en base a sus referenciales morfogeograficos: trinitarios,
forasteros bajo amazoénicos, forasteros alto amazonicos (Motamayor et al.,
2002).

Definiendo los cacaos tipo criollos, podemos decir que la mayoria de los
genotipos estan relacionados a los cacaos criollos tipo Guasare, incluyendo a
los referenciales SJU-3 y SJU-6. En la grafica se observa la separacion
distanciada del genotipo SJU-16, el cual es definido como un cacao del pie de
monte andino, el cual presenta las siguientes caracteristicas: mazorcas
alargadas, con textura lisa, almendras ligeramente planas y pigmentadas con
un elevado peso, este genotipo presenta caracteristicas que tienden a

relacionarse con los grupos trinitarios (Ramos et al., 2004).

Dentro de los genotipos definidos como trinitarios, se presentan genotipos
relevantes como el LV-12 de la coleccion 1995, el cual se encuentra muy
préoximo al genotipo del pie de monte andino (SJU-16). Tomando en cuenta la
nueva clasificacion de Motamayor et al. (2008) se puede observar que los
genotipos Prov-63 y CHO-174 los cuales estan proximos al referencial ICS-60,
asi como el genotipo Matacongo-102 proximo al referencial ICS-6, pueden ser

definidos dentro de los grupos lquitos.

Motamayor et al. (2008) describe al genotipo PA-1(Parinari) proveniente de la
region productora del Peru (alto amazdnicos), este grupo no se encuentra
definido en la nueva clasificacion, es de resaltar que en la grafica se observa la
cercania de los genotipos OC-67 y OC-77 de la coleccion 1945. Estos
materiales definidos como trinitarios por Motamayor et al. (2003) poseen

cercania a este grupo referencial aun no definido.
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En la misma figura se puede observar la distribucion de un genotipo fuera de
los grupos conformados, dicho genotipo pertenece a la coleccion del Jardin
Clonal Padrén y es el clon CPGA-9, este material se diferencia de los grupos
trinitarios por presentar frutos con apices redondeados, lo cual es un atributo
anico en los genotipos analizados. En cuanto al CPC-2 observado como
genotipo Unico en el dendrograma, se puede observar en el grupo de los

trinitarios orientandose en direccién sentido hacia el fuera de tipo CPGA-9.

Hacia al lado derecho de la figura se agrupan los genotipos forasteros alto
amazobnicos, en la parte de arriba del grupo delimitado se puede observar al
referencial P-8, definido dentro del grupo Nanay, y muy cerca a este referencial
el clon Chagua-102 y Sant.Isa-101 provenientes del banco de germoplasma de
Irapa. En la parte baja del grupo delimitado se observa a SCA-6 (Grupo:
Contamana) y muy cerca se encuentra Maria-103, los otros dos referenciales
utilizados el EET-400 (Grupo: Purus) y el IMC-60 (Grupo: lquitos) ubicados muy
cerca se encuentran relacionados con genotipos provenientes del Jardin Clonal

Padron.

Existe una gran variabilidad de genotipos en la region central del pais,
especificamente en Barlovento, donde los genotipos guardan mucha relaciéon
con los grupos PurUs e Iquitos. A su vez se puede observar que los genotipos
de la region oriental del pais presentan una gran diversidad que guarda

relacion con los grupos Nanay y Contamana.
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Figura. 4. Analisis por

componentes principales para 91 genotipos

seleccionados y 14 referenciales internacionales de cacao (Theobroma cacao

L.), con base en la caracterizacién morfologica.
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2.2. CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS BANCOS DE
GERMOPLASMA DEL PAIS.

2.2.1. Verificacion de informacién molecular.

La caracterizacion de colecciones de germoplasma de cacao a nivel nacional
con el uso de microsatélites se inicid6 con el Trabajo de Grado de Jiménez
(2006) quien presento los resultados para 21 microsatélites evaluando el Jardin
Clonal de Padrén, en la Estacion Experimental Padron perteneciente al INIA-
Miranda. Mas adelante, como actividades del sub-proyecto “Estudio de la
Diversidad Genética del Cacao Venezolano”, se incluyeron Trabajos de Grado
enfocadas en el estudio molecular de los distintos bancos de germoplasma del
pais; dentro de ellos, Moreno (2008), empled 9 microsatélites para la
evaluacion de los genotipos resguardados en el Banco de Germoplasma del,
para esa fecha, Ministerio del Ambiente, actualmente, Ministerio del Poder

Popular para el Ecosocialismo y Aguas.

Paralelamente, Polo (2009) realizd la caracterizaciéon de la plantacion de la
Unidad de Investigacion “La Glorieta” (UNESUR), Municipio Colon del Estado
Zulia, donde existe una poblacion de cacaos tipo Criollo “Porcelana” y el hibrido
por morfologia “Santa Béarbara”; en dicha investigacion se emplearon 12
microsatélites. Por ultimo, en el afio 2012, se expusieron los resultados de la
caracterizacion del banco de germoplasma de cacao tipo Criollo establecido en
la Unidad Académica “La Morusca”, de la Universidad Nacional Experimental
del Tachira (UNET), donde se emplearon 14 microsatélites (Marquez, 2012).

Otros datos moleculares, producto del mencionado proyecto, no se realizaron
en el formato de Trabajo de Grado y su andlisis es incluido en el presente

estudio.

Estos trabajos, en el marco del Sub-proyecto Diversidad Genética del cacao
venezolano, son producto del trabajo en conjunto realizado por los siguientes
laboratorios: 1- Laboratorio de Biotecnologia Agricola del Centro de
Investigaciones y Biotecnologia Agricolas (CIBA) de la Facultad de Agronomia

(UCV). 2- Laboratorio de Genética y Quimica Celular de la Universidad de Los
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Andes (ULA). 3- Laboratorio de Biotecnologia de plantas del Instituto de
Estudios Avanzados (IDEA).

En el laboratorio del CIBA se realizaron los trabajos de las colecciones 1945,
1995, Barlovento, Margarita, MINAMB, Jardin Clonal Padréon y parte de la
coleccién de Irapa. En el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas del IDEA se
realiz6 la caracterizacion de la otra parte de la coleccion de Irapa, y en el
Laboratorio de Genética y Quimica Celular de la ULA se caracterizaron las
colecciones de la UNESUR, CORPOZULIA, INIA-Mérida y la UNET. Por ello, el
primer paso del presente trabajo fue revisar la asignaciéon de alelos y genotipos
para cada microsatélite, tal como se explicé anteriormente, a fin de obtener una

matriz de datos en consenso.

Los resultados aportados por estos investigadores, y el total de las colecciones
producto del mencionado proyecto seran insumos para la actual investigacion.
En el Cuadro 30 se presenta la informacion molecular de los bancos de
germoplasma de cacao del pais, donde se expone el numero de alelos por
locus, % heterocigotas y el contenido de informacion polimorfica (PIC) para un
méaximo de 22 microsatélites. A fin de facilitar el andlisis, la discusion se

realizard por region productora a nivel nacional.

2.2.2. Caracterizacion Molecular de la Regién Central del Pais.

Para la coleccion 1945 se obtuvieron resultados para 20 microsatelites, donde
se logro identificar la presencia de hasta cuatro alelos, y se obtuvo un promedio
de alelo/locus de 2,2. Para esta coleccion los mTc 291, mTcl67 y mTc 265
presentaron tres alelos/locus; sin embargo, ese tercer alelo para cada
microsatélite, presentan frecuencias menores a 0,05, por lo que son
considerados alelos raros, tal como encontré Jiménez (2006) en el Jardin

Clonal Padroén.

Para el marcador mTc 190 se lograron identificar 4 alelos, el alelo 3 se observo
una baja frecuencia menos a 0,04. Para este marcador las estimaciones de
diversidad genética realizadas permiten diferenciar los clones evaluados, por lo

gue proporciona un mayor poder discriminatorio (Murillo et al., 2010). Para esta
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coleccion el marcador mTc 184 se observd solo un alelo en los genotipos

evaluados, resultando este marcador monomorfico.

Los resultados de la coleccion 1945 en cuanto al promedio de alelos/locus
derivan en la similitud genética que estos genotipos pudieran tener con
respecto a los criollos modernos (2,37) y trinitarios (2,19) (Motamayor et al.,
2002; Mérquez, 2012).

Resultados similares fueron encontrados en el Departamento de Rivas en
Nicaragua en donde las muestras referenciales de la poblacion presentan un

promedio de alelo/locus de 2,60 (Garcia, 2011).

En la coleccién 1945 se reporta un porcentaje de heterocigotas de 54,86%
(Cuadro 30), este resultado mantiene concordancia con los cacaos de la
Regidén costera Ecuatoriana, lo cual evidencia una poblacién con altos niveles
de heterocigisidad (Loor et al., 2009).

Los marcadores mas discriminantes en esta coleccion para el % de
heterocigotas fueron el mTc 7 (100%), mTc 167 (94,74%) y mTc 189 (81,25%).
Morillo et al. (2010) expone al marcador mTc 7 como de los mas
discriminatorios en el andlisis de diversidad genética de poblaciones
colombianas. Sin embargo, otro autor (Erazo et al., 2015) para la region de El
Valle del Cauca, Colombia, contrasta este resultado afirmando en su

investigacion la poca informacion aportada por este marcador.

En cuanto al PIC la coleccion presenta valores de 0,423, los cuales son
similares a los pertenecientes al grupo de cacao Marafién (0,470) ubicado en el
rio Amazonas (Brasil), dicho grupo se encuentra caracterizado dentro de los 10
grupos de cacao definidos por Motamayor et al. (2008); Thomas et al. (2012).

En cuanto a la coleccion 1995 se observa en el Cuadro 30, que presentan
resultados para 20 microsatelites, donde se obtiene un promedio de alelo/locus
de 2,2, similar al obtenido en la coleccion 1945, en la coleccion 1995 se
pudieron observar hasta un maximo de 4 alelos, los microsatélites donde se
obtuvieron tal nimero de alelos fueron el mTc 190 y el mTc 182; sin embargo,

en el microsatelites mTc182 todos los genotipos evaluados fueron homocigotas
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a diferencia del mTcl90 donde se expone al mas alto porcentaje de
heterocigotas de la coleccidén (92, 86%). De forma antagonica a la discusion
anterior se procede a mencionar los marcadores mTc 121 y mTc 184 los cuales

no lograron discriminacion alguna en cuanto a los genotipos evaluados.

En esta coleccién se presenta un porcentaje de heterocigotas de 51,60% y un
PIC de 0,447, cabe destacar que estos resultados guardan relaciéon con los
genotipos de la costa Ecuatoriana resguardados en la Estacion experimental
Tropical Pichilingue (EET-P) y el Centro de Cacao Aroma Tenguel (CCAT),
donde se obtuvo un 56,75% (% Het.) y un PIC de 0,423 (Loor et al., 2009).

Para la coleccion Barlovento se presentan resultados para 20 microsatélites
donde se obtiene un promedio de 2,4 alelo/locus, un porcentaje de
heterocigotas de 54,28 % y un PIC promedio de 0,459. Se observo un maximo
de 4 alelos/locus reportado en el mTc 190, a su vez el microsatelite que
identifico la mayor discrepancia entre genotipos fue el mTc 182 (100%

heterocigotas).

Los resultados de la coleccion Barlovento guardan relacion con los genotipos
pertenecientes al bajo amazonas, tales como el SIAL-70, SIC-806, CATONGO
son caracteristicos de dicha poblacion, a su vez se pueden catalogar como
amelonados dentro de la nueva clasificacion (Motamayor et al., 2008). La
poblacién a la cual representan estos genotipos amelonados presentan PIC-
promedios de 0,421 y N° alelos/locus de 2,4, similares a los de Barlovento,
estos resultados fueron obtenidos en el Banco de Germoplasma de Trinidad y
Tobago (Jhonson et al., 2009).

Para la coleccion MINAMB caracterizada por Moreno (2008), expone
resultados para 9 microsatelites, obteniéndose un promedio de alelo/locus de
2,9, se pudo observar un maximo de 4 alelos/locus para el mTc 266, este
cuarto alelo presenta una frecuencia de 0,02, dicha frecuencia lo cataloga
como un alelo raro de poca significancia en la definicion genética de una
poblacién (Jiménez, 2006). La coleccion se caracteriza por presentar un alto
porcentaje de heterocigotas (58,25%), lo cual Moreno (2008) atribuye a una

poblacion hibrida obtenida por libre polinizacién a partir de los genotipos de la
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coleccion 1945 y coleccion 1995, a su vez la presencia de genotipos
multiplicados por semillas provenientes de la poblacion de Turiamo (Edo,
Aragua) y la Poblacién de Zea (Edo, Mérida). El PIC para esta coleccion es de
0,528, lo cual indica la variabilidad de los genotipos descendientes de la
coleccion 1945y 1995 (Moreno, 2008).

Para la coleccion del Jardin Clonal Padrén se tomaron los datos suministrados
por Jiménez (2006), donde se obtuvieron resultados para 21 microsatelites, en
dicho banco de germoplasma se obtuvo un promedio de 3,7 alelos/locus,
observandose hasta un méaximo de 5 alelos/locus. Este banco se caracteriza
por presentar un alto porcentaje de genotipos heterocigotos (52,40 %), y un
PIC de 0,591. Estos resultados indican la variabilidad de genotipos con alelos
distintos presentes en esta coleccidén. Los genotipos del Jardin Clonal Padrén
pueden tener relacion con los genotipos de los Valles de Hullagua y Ucayali en
Perl, donde se reportd porcentaje de heterocigotas superiores al 50%, 3,68

alelos/locus y PIC cercanos al 0,600 (Zhang et al., 2006).

En general para la region central del pais, se obtuvo en promedio 2,7
alelos/locus, 54,30% de heterocigotas y un PIC de 0,489, esto indica que la
region central esta caracterizada por una poblacién bastante heterogénea con
fuentes alélicas provenientes de criollos posiblemente del occidente del pais y
fuentes referentes a genotipos amelonados del bajo amazonas, los cuales
tuvieron su encuentro en las zonas del estado Aragua y Miranda principalmente
conformado una gama amplia de genotipos hibridos con introgresiones que van
desde los criollos modernos y los trinitarios propiamente (Motamayor et al.,
2002), pasando por los cacaos tipo amelonados hasta los cacaos tipo Marafién
Motamayor et al. (2008); Thomas et al. (2012).
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Cuadro 30. Caracterizacion molecular mediante marcadores tipo microsatélites
de 11 bancos de germoplasma de cacao (Teobroma cacao L.) a nivel nacional.
Se muestran: el indice de Informacion Polimérfica (PIC), el % de loci
heterocigotas observado, y el nUmero de alelos por locus.

MINAMB JCP UNET UNESUR
Microsatélite 1945 1995 Barlovento (Moreno, Jimenez, (Marquez, Mérida |(porcelana |Corpozulia Irapa Margarita
2008) 2006) 2012) )
0,468 0,698 0,500 0,498
mTc 182 25,00 0,00 100,00 - 30,510 - - - - -
2 4 2 2
mTec 82 0,498 0,473 0,438 0,551 0,082 0,219 0,00 0,469
68,75 46,15 52,94 - 32,520 5,71 25,00 0,00 - - 75,00
2 2 2 3 2 2 1 2
mTc 100 0,469 0,536 0,490 0,296 0,072 0,146 0,068 0,278
50,00 62,50 42,86 - 18,330 7,46 15,91 0,00 - - 33,33
2 3 2 3 2 2 2 3
mTc 79 0,498 0,484 0,495 0,568 0,044 0,184 0,150 0,469
70,58 60,71 70,00 - 61,980 1,52 20,45 - 12,61 - 50,00
2 2 2 3 2 2 3 2
mTe 189 0,482 0,483 0,494 0,701 0,091 0,165 0375
81,25 74,07 89,47 - 63,450 9,52 18,18 - - - 50,00
2 2 2 4 2 2 2
mTc 91 0,457 0,440 0,500 0,498 0,111 0,236 0,000 0,044 R 0,375
47,06 34,62 33,33 - 13,270 2,94 22,73 0,00 4,50 50,00
2 2 2 2 2 2 1 3 2
mTc 265 0,512 0,375 0,551 0,667 0,469
66,67 42,31 83,33 - 56,470 - - - - - 50,00
3 2 3 5 2
mTec 73 0,464 0,497 0,432 0,491 0,639 _ 0,500
60,00 68,00 63,16 63,83 62,830 - - - - 42,86
2 2 2 3 4 2
mTc 7 0,500 0,499 0,514 0,630 0,590 0,111 0,236 0,000 0,663
100,00 82,14 47,37 75,61 39,920 11,76 27,27 0,00 - - 71,43
2 2 4 3 4 2 2 1 3
mTc 266 0,465 0,489 0,517 0,531 0,611 0,087 0,000 0,486 0,492
52,63 42,31 73,68 50,88 42,860 6,06 - 0,00 - 66,67 62,50
2 2 3 4 3 2 1 2 2
mTc 167 0,543 0,494 0,444 0,519 0,627 R 0,184 0,000 0,251 0,411 0,420
94,74 88,89 55,55 52,46 72,810 20,45 0,00 28,83 28,57 20,00
3 2 2 3 5 2 1 3 4 2
mTc 84 0,498 0,500 0,490 R 0,493 R 0,146 0,000 0,118 0,439
81,25 53,85 57,14 61,910 15,91 0,00 5,41 55,00 -
2 2 2 2 2 1 2 2
mTc 163 0,124 0,330 0,434 0,480 0,480 i i 0,414 0,430
13,33 33,33 63,64 38,46 54,880 58,62 - - 62,50
2 2 2 2 2 2 2
mTe 121 0,198 0,000 0,332 0,499 0,674 0,140 0,268 0,440 0,111
11,11 0,00 0,00 64,62 65,810 8,96 31,82 65,51 11,71 - -
2 1 2 3 5 3 2 2 3
mTe 291 0,536 0,500 0,500 0,506 0,628 0,056 0,201 0,000 0,398
76,92 100,00 46,67 46,38 51,330 5,71 22,73 0,00 - - 37,50
3,00 2,00 2,00 3,00 5 2,00 2,00 1 3
mTc 109 0,495 0,607 0,439 0,500 0,618 0,555 0,219 0,333 0,171
50,00 73,08 57,14 66,67 58,620 10,00 25,00 19,23 15,32 - -
2 3 3 2 5 3 2 2 2
mTe 229 0,153 0,430 0,245 0,591 0,659 0,108 0,219
16,67 45,83 28,57 65,38 63,250 0,00 25,00 - - - -
2 2 2 3 4 2 2
0,00 0,000 0,180 0,650 0,774
mTc 184 0,00 0,00 0,00 - 56,670 - - - - 38,10 -
1 1 2 4 5
0,469 0,444 0,525 0,618 0,086 0,298 0,000 0,018 0,493 0,508
mTc 222 37,50 33,33 26,32 - 23,530 5,97 31,82 0,00 0,00 17,65 42,86
2 2 3 3 2 2 1 2 2 3
0,635 0,654 0,653 0,656 0,044 0,201 0,578 0,680
mTc 190 93,75 92,86 94,44 - 79,090 4,55 22,73 - - 42,11 85,71
4 4 4 5 2 2 5 3
0,683 0,056 0,219 0,486
mTc 268 - - - - 90,430 2,90 20,45 - - 23,53 -
4 2,00 2,00 4,00
PIC 0,423 0,447 0,459 0,528 0,591 0,117 0,209 0,105 0,123 0,524 0,466
YoHet 54,86 51,70 54,28 58,25 52,40 5,93 23,03 11,947 11,20 38,80 52,41
ALELOS/LOCUS 2,2 2,2 2,4 2,9 3,7 2,1 2,0 1,333 2,6 3,4 2,4
| PIC 0,489 0,139 0,495
| % Het Obs 54,30 13,03 45,60
ALELOS/LOCUS 2,7 2,0 2,9
| REGION CENTRAL REGION OCCIDENTAL REGION ORIENTAL
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2.2.3. Caracterizacion Molecular de la Region Occidental del Pais.

La regién occidental del pais cuenta con 4 bancos de germoplasma que
resguardan los genotipos caracterizados por ser materiales criollos

propiamente y la variedad de criollo llamado “Porcelana” (Polo, 2009).

Con respecto, al banco de germoplasma de la Unidad Académica “La
Morusca”, ubicada al norte del Estado Tachira, Marquez (2012) procesé 70
genotipos de esta coleccion utilizando 14 microsatelites, de los cuales obtuvo
un promedio de 2,1 alelos/locus con un 5,93% de heterocigotas y un PIC 0,117,
estos resultados indican la baja frecuencia alélica de la coleccion y el alto
porcentaje de genotipos homocigotas. Con base en sus resultados, Marquez
(2012) concuerda con Motamayor et al. (2003) en que estos genotipos
homogéneos cuentan con un alelo muy relacionado con los criollos ancestrales

con una baja introgresion de alelos forasteros.

Marquez (2012) concluye que la baja variabilidad genética de la coleccion “La
Morusca” fue revelada por una alta uniformidad molecular. La mayoria de estas
plantas las clasific6 como “Criollos Antiguos” debido a la baja o nula
heterocigosis encontrada en las plantas de cacao estudiadas.

Continuando con la caracterizacién de los genotipos occidentales del pais, se
realizo la caracterizacion molecular del banco de germoplasma de San Juan de
Lagunillas del Estado Mérida, en el mismo se resguardan los criollos Tipo
Guasare (Poblacion de Guasare, Edo Zulia) y los cacaos provenientes del
piedemonte andino (Ramos et al.,, 2004). En ese estudio se aplicaron 15
microsatélites obteniéndose un promedio de 2 alelos/locus, con un 23,03% de
heterocigotas y un PIC de 0,203. Estos resultados exponen la presencia de tan
solo dos alelos en esta coleccidén, ademas se pudo observar la alta frecuencia
de un alelo en todos los genotipos, lo cual afianza lo establecido por
Motamayor et al. (2003) y Marquez (2012) sobre la imponente frecuencia del
alelo referente al criollo ancestral presente en las colecciones del occidente del

pais.
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Polo (2009) realizo6 la caracterizacion de la parcela demostrativa de la Unidad
de Investigacion La Glorieta (UNESUR) Estado Zulia, utlizando 12
microsatélites para la coleccion “Porcelana”, cacao de renombre en la region
occidental, donde obtuvo en promedio de 1,33 alelos/locus y un PIC de 0,105,
a su vez se presentd un 11,97% de heterocigotas, lo cual es un porcentaje
acorde a lo establecido en los materiales occidentales. La poblacion de cacaos
criollos tipo “Porcelana”, fue definida por Polo (2009) como una poblacién
altamente homocigota. El alelo criollo se encontré6 en un porcentaje de
frecuencia alto (97%), lo cual reflejo la alta pureza genética de estos individuos.

En dicha coleccion también se encuentra reguardada los genotipos
denominados cacaos “Santa Barbara”, donde se obtuvo un PIC de 0,500,
también se presentd un 0,5257 de frecuencia para el alelo 1 (Criollo) y un
0,4666 de frecuencia para el alelo 2 (Forastero), a su vez un 98,92% de
heterocigotas. Esta coleccion proviene de mazorcas cosechadas en las riberas
del rio Chama del municipio Francisco Javier Pulgar, estado Zulia, y
establecidas por semilla en la UNESUR (Dr. Alvaro Gémez, comunicacion
personal, en fecha 5 de febrero 2016). Polo (2009) defini6 a los genotipos de
“Santa Béarbara” como una poblacién hibrida de primera generacion (F1),
provenientes del cruce entre un individuo Criollo y uno Forastero del Bajo
Amazonas; ésta es la misma estrecha base genética encontrada en la mayoria

de los cacaos cultivados venezolanos (Motamayor et al., 2003; Marcano 2007).

Siguiendo con la caracterizacion molecular de los cacaos occidentales, se
realiz6 el anadlisis de los genotipos del Banco de germoplasma de
CORPOZULIA (Sur del Lago, Estado Zulia), donde se emplearon 7
microsatélites, y se obtuvo un promedio de 2,6 alelos/locus y un PIC de 0,123,
observdndose un maximo de 3 alelos por locus, los microsatélites mas
discriminantes fueron el mTc 121, mTc 167, mTc 79 y mTc 91. Esta coleccién
presentd un porcentaje de frecuencia para el alelo 1 (definido como alelo
criollo) de 93,24 % seguido del alelo 2 (forastero) con un porcentaje de 6%, por

altimo un alelo 3 con un 0,5% de frecuencia (Marquez, 2012). La coleccién
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presento 11,20% de heterocigotas, estos resultados indican que esta poblacion
es en su gran mayoria homocigota, con una alta pureza genética con poca
introgresion de alelos forasteros. Estos resultados podrian coincidir con lo
establecido por Méarquez (2012) donde se estaria en la presencia de una

poblacién de criollos antiguos.

Para la region occidental del pais, se obtuvo en promedio 2 alelos/locus con un
PIC 0,139 y un porcentaje de heterocigotas de 13,03%, los datos guardan
relacion con los genotipos definidos por Motamayor et al. (2008) como el grupo
de los Criollos distribuidos por América central y el grupo genético denominado
“Cacao Nacional de Ecuador”.

Existe la excepcion de la coleccién “Santa Barbara” donde se reportd un

promedio de 2 alelo/locus y un 93% de heterocigotas (Polo, 2009).
2.2.4. Caracterizacion Molecular de la Regidn Oriental del Pais.

En la regién oriental se presenta el banco de germoplasma de Irapa, Estado
Sucre, se procesaron 22 materiales utilizando tan solo 7 microsatelites, donde
se pudo obtener 3,4 alelos/locus para toda la coleccién, los microsatélites mTc
190 y mTc 184 fueron los que aportaron mayor informacién de la poblacién con
la presencia de hasta 5 alelos/locus. Esta riqueza alélica es corroborada al
presentar un PIC de 0,524 y un 38,80% de heterocigotas. Estos resultados se
relacionan con los obtenidos por Sereno et al. (2006) para la poblacion bajo

amazodnica del Brasil.

Continuando con la region oriental, se procesaron 8 muestras procedentes de
la isla de Margarita (Estado Nueva Esparta) aplicandose 14 microsatelites,
donde se obtuvo un promedio de 2,4 alelos/locus con un PIC de 0,495 y
52,41% de heterocigotas. Con base en estos resultados los genotipos de la isla
de Margarita guardan mucha relacién con los trinitarios ancestrales, originarios
del programa de mejoramiento genético hecho por Pound (1939-1945) en
busqueda de resistencia a escoba de bruja, creando los Hibridos
Seleccionados de Trinitarios (TSH) (Jhonson et al. 2009). Ademas esta
poblacion trinitaria a través de procesos de introduccién de criollos venezolanos

en busqueda de calidad y subsecuentes selecciones, originaron que estos
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materiales presenten genealogia comun con los criollos venezolanos. Sin hacer
mucha inferencia por la poca cantidad de genotipos evaluados, se puede

relacionar estos materiales con los trinitarios ancestrales (Jhonson et al. 2009).

Los resultados de la region oriental arrojaron un promedio de 2,9 alelo/locus
con un PIC de 0,495 y un 45,60% de heterocigotas. Esto indica una alta

variabilidad de genotipos.

2.2.5.Seleccion de genotipos de cacao (Theobroma cacao L.)
representativos de la diversidad genética resguardada en cada banco de
germoplasma, con base en la caracterizacibn molecular por
microsatélites.

Aplicando lo establecido por Yonezawa et al. (1995) se procedio a seleccionar
los genotipos representativos de cada coleccion con base a sus datos
moleculares. Se realiz6 un analisis de agrupamiento UPGMA utilizando el
indice de similitud de DICE para cada coleccion, también un gréfico de
distribucion de los genotipos a partir de un analisis de correspondencia para
ayudar a la seleccion de los mismos (ANEXOS). La seleccion se realizd
escogiendo los genotipos de los grupos emparentados observados en las

gréficas del analisis de UPGMA y del andlisis de correspondencia.

En el Cuadro 31 se presentan los genotipos por banco de germoplasma. Para
la coleccion 1945 se formaron tres grupos y dos genotipos Unicos, donde se
escogieron 9 genotipos. Para la coleccion 1995 se formaron 5 grupos con 2
genotipos Unicos, se seleccionaron 10 genotipos representativos. En la
coleccion de CORPOZULIA se observaron 9 grupos con 2 genotipos uUnicos,
se seleccionaron 19 genotipos, se observaron muchos genotipos agrupados en
un mismo grupo, por lo que se seleccionaron pocos individuos debido a las

similitudes genéticas de la mayoria de los genotipos.

Para la coleccion Barlovento se observaron 5 grupos y un genotipo unico, aqui
se seleccionaron 8 genotipos representativos. En cuanto a la coleccion Irapa se
formaron 4 grupos y un genotipo Unico, de los cuales se seleccionaron 8
genotipos. En la colecciéon de San Juan de Lagunillas en Mérida se observaron

7 grupos y un genotipo Unico, donde se seleccionaron 12 genotipos
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representativos. Para la coleccion de UNESUR se pudo observar en la grafica
de dos grandes grupos los cuales fueron divididos en 5 subgrupos y 3
genotipos Unicos, de los cuales se seleccionaron 15 genotipos. En cuanto al
Jardin Clonal Padrén se observaron 9 grupos y se seleccionaron 37 genotipos.

Para la coleccion Margarita se formaron 2 grupos y 2 genotipos Unicos, de los
cuales se seleccionaron 4 genotipos. Para la coleccion UNET se formaron 4

grupos y un genotipo unico, de ellos se seleccioné un total de 7 genotipos.
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Cuadro 31. Genotipos representativos para cada banco de germoplasma de
cacao (Theobroma cacao L.), a partir de datos moleculares.

Colecciones

Grupos Formados

Genotipos por Grupo

Genotipos Seleccionados

a1 2 CHO-94
2 3 oCc-77
19045 3 Qnico CcHuU-120
4 Unico CcHO-41
5 12 CHO-174, OC-67, CHU-130,
ocCc-61, OC-60
1 Unico SA-8
2 Unico AT-5
3 3 PAS-4
1995 4 2 SCLV-6
5 8 TA-1l, CP-8
6 a AT-1, CATA-16
7 7 LV-12, CATA-8
1 Unico UMOQ-03
2 3 LOB-03
3 Unico UMQ-02
=3 5 SSN-04
5 3 LOB-17
[S] 2 CcPZ-007
Corpozulia 7 2 CPZ-003
8 i=] cPZz-040
o 20 CcPZz-062
10 12 CPZ-004, CPZ-037
CHA-005, sP-10, CPZ-006,
11 48 CPZ-033, RNACHVIVA, KM41,
HP24
1 Unico LEG-4
2 3 sC-10
3 5 MM-177, MCC-4
Barlovento
4 3 CUIRA-33
5 3 sCc-12
(S 4 PROV-63, CUMBO-177
1 Unico Oriente-16
2 3 Rio seco-102
Irapa 3 5 Matacongo-102, P.alta-103
a s Santa.lsa-101, P.alta-101,
Marabal-101
5 5 Chagu-101, Puchery-101
1 2 SJu-04
2 i) SJu-16
3 2 SsSJu-11
Mérida =3 4 SJU-09, BEN-21
5 Unico SJu-15
[S) 18 SJU-03, SJU-06, BEN-21
7 8 BEN-23, BOC-15, BOC-01
1 Unico SB-263
2 Unico SB-30
3 15 SB-111, SB-391
4 8 SB-511, SB-392
UNESUR 5 3 SB-319
[S3 5 POR-274
7 7 POR-457
8 Unico POR-175
o S POR-244, POR-183
10 8 POR-497, POR-216, POR-310
1 2 CPGA-22
2 2 ASM-8
3 11 CPGA-14, CPGA-9, LMP-13
, 4 19 PSB-32, OMA-14, PSB-33
Jardin Clonal 5 - CHG-1, CPF 5
Padrén [S] 2 CPGA-8
- 65 PSB-5, YEC-9, ASM-13, CPR-
2, LBS-9, MEFN-1, ASM-2
SRLIA-5, CPR-13, CLV-1,
8 28 SRLIA-3
a1 2 MPR-6
Margarita 2 Unico MPR-9
3 4 MPR-13
4 Unico MPR-1
1 o 6-8-45
2 13 3-8-20, 4-1-10
UNET 3 10 4-5-2
4 Unico 2-7-10
5 11 3-10-49, 1-4-15

99




2.2.6. Estudio de Agrupamiento de los genotipos de cacao (Theobroma
cacao L.) representativos de la diversidad genética de cada banco de
germoplasma, a partir de datos moleculares.
Para este andlisis se utilizaron los datos moleculares de los genotipos antes
seleccionados por cada banco de germoplasma; asi mismo se emplearon para
este estudio los datos moleculares de los genotipos referenciales que
representan los distintos grupos morfogeograficos propuestos en estudios
internacionales de diversidad genética en cacao (Motamayor et al., 2002). Para
este andlisis se utilizaron como referenciales criollos al genotipo CHIAPAS
originario de México, el cual es un referencial denominado como criollo antiguo
por Motamayor (2012), seguidamente se empleé el genotipo Benavides (BEN-
02) por su alta homocigosis en los marcadores utilizados en esta investigacion
(Marquez, 2012).

En cuanto a los referenciales alto amazdénicos fueron empleados los individuos
SCA-6 y P-12, como referenciales bajo amazonicos los individuos C-1 y SIAL-
407, a su vez, los para los trinitarios fueron utilizados el genotipos TSH-1075 y
ICS-60 (Motamayor et al., 2002). Estos arboles estan presentes en las
colecciones nacionales, de manera que se tuvo acceso a tales materiales para
su analisis molecular. Se considerd importante incorporar en el andlisis dos
genotipos ampliamente utilizados en programas de multiplicacion de
germoplasma a nivel nacional, uno de ellos es el genotipo CHO-42 de la
coleccion 1945, ampliamente utilizado en las zonas productoras del pais, y el
clon IMC-67 utilizado en programas de cruzamiento para generar patrones

empleados para la injertacién de materiales.

De esta manera se procedid a realizar el andlisis UPGMA basado en la
distancia de DICE: Tal como se muestra en el dendrograma obtenido (Figura
5), a una distancia de similitud de DICE de 0,19 se realiza una separacion
marcada de los 2 genotipos referenciales alto amazdnicos, con base a este
resultado podemos indicar la poca relacién genética que guardan los genotipos
nacionales con los genotipos de las cuencas altas del rio amazonas.
Continuando con la diferenciacion molecular de los genotipos en estudio a una
distancia de 0,43 se diferencian los genotipos CPGA-22, IMC-67 (referencial
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del interés), ASM-2 y ASM-8 del resto de los genotipos en estudio, cabe
destacar que estos genotipos que son todos pertenecientes a la coleccion del
Jardin de Padréon (JCP) guardan relacion genética con el genotipo IMC-67,
referencial originario del alto amazonas (Motamayor et al., 2008).
Seguidamente a una distancia de 0,47 se separan dos genotipos con respecto
los deméas individuos, estos son Oriente-16 (coleccion Irapa) y UMQ-03 (JCP),

los mismos son idénticos genéticamente.

Continuando con la descripcion de las similitudes genéticas que guardan los
genotipos nacionales, podemos mencionar que a una distancia de 0,53 se
diferencian dos grandes grupos de genotipos, un grupo que contempla a los
referenciales criollos y la gran mayoria de genotipos pertenecientes a la region
occidental del pais, lo cual comprueba la teoria que establece que el resguardo
y la multiplicacion de materiales criollos se concentra a la regién occidental del
pais, especificamente los estados Mérida, Tachira y la region del Sur del lago
de Maracaibo (Zulia) (Ramos et al., 2004). A su vez, el otro grupo observado a
esta distancia de similitud agrupa a los genotipos relacionados con los

referenciales amelonados bajo amazodnicos y trinitarios.

Para una mejor diferenciacién de este grupo diverso, el cual es distinto a los
criollos, podemos observar que a una distancia de 0,58 se diferencian 4
genotipos del resto, ellos son Playa alta-103, Puchery-101 (ambos de la
coleccion Irapa) y los genotipos 2-7-10 y 4-5-2 de la coleccion de la UNET.
Cabe destacar que los materiales de la UNET son definidos por Marquez
(2012) como materiales hibridos no concordantes con la mayoria de los
genotipos representativos de la coleccion “La Morusca”, estado Téchira. Luego
ya a una distancia de 0,62 se subdividen dos grupos, uno de esos grupos esta
conformado por los referenciales amelonados y los genotipos MPR-13 y MPR-1
originarios de Margarita, también los genotipos Matocongo-102 y MCC-4
ambos idénticos genéticamente. Este otro gran grupo se puede desglosar a
una distancia de 0,63 donde se observan genotipos de la coleccion 1945, 1995,
Barlovento y parte del JCP relacionados con los referenciales trinitarios, a su
vez, se observa un grupo que no guarda relaciébn genética alguna con un

referencial en particular, y cabe resaltar que este grupo esta conformado en su
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mayoria por materiales del JCP. Este grupo en particular se ha caracterizado
por observarse una gran cantidad de alelos y en distintas combinaciones, lo
cual lo hace un grupo Unico y variable donde converge un pool de genes aun
no descrito. Por ello esta investigacion plantea un analisis mas exhaustivo a
nivel molecular para poder diferencia las distintas poblaciones de cacao en el
pais. Con este resultado se busc6 avanzar un paso mas en la blsqueda de la
definicion de las poblaciones morfogeograficos existentes en el pais, por
cuanto se emplearon los estudios basados en estadistica bayesiana con el fin

de observar relaciones genéticas entre poblaciones.
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Figura. 5. Dendrograma (UPGMA) a partir de los datos moleculares de 115
genotipos seleccionados y 10 referenciales internacionales de cacao
Theobroma cacao L.), utilizando el coeficiente de similitud de DICE.
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2.2.7. Estructura genética poblacional de las colecciones de cacao en
Venezuela, mediante el analisis molecular por microsatélites.
Con la finalidad de profundizar en el conocimiento de la diversidad genética y
las relaciones entre los individuos y las poblaciones de cacao nacional, se
decidié realizar un método bayesiano. EI método de analisis basado en el
modelo Bayesiano asume que cada genotipo de cacao en la amplia muestra
puede resultar de la mezcla de un desconocido numero de poblaciones
ancestrales diferenciadas, representados por las accesiones referenciales, con
coeficientes de aporte que totalizan el valor de 1.
Las poblaciones ancestrales pudieran estar predeterminadas por el
investigador (Efomgagn et al., 2008), o se pueden conformar los sobre la base
de la probabilidad de la asignacion de aportes. El programa Structure estima la
proporcion del genoma que cada individuo tiene de cada subgrupo ancestral y
aplica a posteriori la probabilidad de los datos (Pr X/K) donde X representa el
dato seleccionado para este estudio (Efomgagn et al., 2008). En este sentido
este método asume que cada genotipo de cacao puede resultar de la mezcla
de un numero de desconocido grupo ancestral diferenciado.
El primer paso en el presente estudio fue definir el nimero de grupos o
poblaciones ancestrales que mejor explicarian la diversidad observada. Para
ello, se implemento6 la metodologia propuesta por Evanno et al. (2005), la cual
consiste en calcular para las 10 poblaciones asumidas y sus 10 repeticiones,
su diferencial poblacional (Delta K) que consiste en la probabilidad de
distribucion real de dos poblaciones (K1-K2) con respecto a la desviaciéon
estandar de la poblacion (K2.). Con estos resultados se obtuvo la Figura 6 que
expresa la distribucién de Delta K como indicativo de aporte de informacién con
respecto a las 10 poblaciones asumidas en este estudio. En la misma se
observa que los valores de Delta K que mayor informacion aportaron fueron las
poblaciones K2, K3 y K5.
Ya con los resultados obtenidos por el programa STRUCTURE, se procedi6 a
seleccionar la estructura poblacional que mayor informacién aportaba con
respectos a los individuos y referenciales representativos empleados en el

actual estudio.
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Figura 6. Distribucién de los valores de probabilidad Delta K para los
conformacion desde 1 hasta 10 poblaciones ancestrales, para 115 genotipos
de cacao (Theobroma cacao L.) representativos de la diversidad genética
conservada en 11 bancos de germoplasma a nivel nacional.

En la figura 7 se observa la contribucién de cada grupo para cada genotipo, en
ella se observa la proporcion del genoma con respecto a los referenciales
morfogeograficos. Para K2 se asumen dos grupos genéticamente distintos,
donde se aprecian los materiales criollos y un gran grupo con caracteristicas
genéticas distintas. Siguiendo con la interpretacion de la figura, al enfocarnos
en K3 podemos observar una diferenciacion de ese grupo distinto a los
criollos, donde ocurre una subdivision en dos grupos genéticos dentro de ese
gran grupo que pudiera definirse como el ancestro forastero. Sin embargo la
interpretacion de la estructura poblacional de K3 no complementa la
informacion observada en los estudios genéticos previos (Motamayor et al.,
2003); para K=3 se logran separar los genotipos considerados criollos, los
trinitarios y los forasteros, pero no logra separar los alto y bajo amazonicos. Un
K=4, el cual define la estructura poblacional conformada por 4 grandes grupos

genéticos, no aporto informacién alguna.

De esta manera, se considero la informacion aportada por el clister K5, la cual
conforma la diferenciacion de 5 grandes grupos genéticos, el analisis de
estructura poblacional tomé como informacion a priori lo establecido por

Motamayor et al. (2003) quien defini6 4 grandes grupos genéticos (Criollos,
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Trinitarios, Bajo Amazoénicos y Alto Amazénicos) primordiales a la

estructuracién poblacional de la especie.

K=2

@ & r & 3 3 &3 3&;
g d J;j #;-F & ‘Ff' f{ Vi qé.*‘fd’;,g:{!

,; o & df L]
¢ i
#d

[T T T

SN A A f £ i';ﬁgﬁ?
ifa‘ -

&

Figura 7. Grupos inferidos para 10 colecciones de cacao nacional (Theobroma
cacao L.) usando el Programa STRUCTURE, considerando dos, tres o cinco
poblaciones ancestrales (K).

Definido asi el nimero de poblaciones ancestrales a considerar, se procedio a
caracterizar los genotipos seleccionados como referenciales con base en el
trabajo de Motamayor et al. (2008). Tal como se observa en mayor detalle en la
Figura 8, los referenciales criollo (BEN-2 y CHIAPAS) se identifican con barras
color azul; los referenciales cacao amelonado bajo amazonico (C1 y SIAL 407)

con color verde; los alto amazoénico (SCA-6 y P-12) con color morado vy, los
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trinitarios (TSH1075 e ICS60) con color anaranjado, aunque presentan alguna
proporcion de colores azul y verde, corroborando lo encontrado por Motamayor
et al. (2003), quienes sefialan el origen del cacao tipo criollo como el

cruzamiento entre criollo y un forastero tipo amelonado.

Figura 8. Cluster K5 para 115 genotipos de cacao (Theobroma cacao L.)
representativos de la diversidad genética resguardada en los bancos de
germoplasma nacional, usando el Programa STRUCTURE.

En cuanto a las colecciones de Meérida, UNESUR especificamente los
genotipos de la coleccibn Porcelana, los genotipos de la coleccion de
CORPOZULIA y la UNET, son colecciones que presentan en la mayoria de
sus individuos un marcado porcentaje de su genoma asociado con el grupo
ancestral criollo. Este grupo es claramente divergente de los materiales
forasteros representados por los referenciales SCA-6 y P-12, donde se puede
destacar que la presencia de este grupo ancestral no es muy marcada en las
colecciones venezolanas, resaltando su presencia en las regiones productoras
de Barlovento y hacia el oriente del pais especificamente el estado Sucre.
Debido a la incorporacién de estos materiales en programas de investigacion a

partir de los afios 70 en la region centro-oriental llevada por el INIA (INIA-2006).

En cuanto a las colecciones 1945, 1995, Barlovento y Margarita se encuentran
diferenciadas con predominancia del color naranja, los cuales representan una
divergencia genética distinta a la establecida con respecto a los ancestros

criollos y forasteros, dichos materiales se encuentran caracterizados en su
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mayoria con referenciales trinitarios, las zonas productoras de Aragua, Miranda
y Nueva Esparta se reporta la presencia de materiales criollos a principio del
siglo XVII y ya para el afio 1825 comienza la introduccién de semillas de tipo
trinitarios, iniciandose entonces un progresivo proceso de hibridacién natural
(Rodriguez,1992). Este proceso de hibridacion pudo dar paso a la
conformacion temprana de un grupo genético relacionado con los materiales
trinitarios, dicho proceso es corroborado por la establecido por Motamayor et al.
(2003), quienes aplicando un analisis de coordenadas principales, observo la
distribucion de genotipos entre los referenciales criollos y amelonados en
posiciones extremadas, estos genotipos distribuidos son definidos como
genotipos de tipo trinitarios por contener combinaciones alélicas asociadas a
los referenciales criollos y amelonados. En las colecciones 1945, 1995,
Barlovento y Margarita se presentan genotipos con porcentajes alto del
genoma asociado con este grupo trinitario, que tiene divergencia genética
marcada con respectos a los ancestros criollos y amelonados de quien se

establece el origen de los trinitarios.

Se realiz6 especial énfasis en la coleccibn Padron donde se observa un
marcado grupo representado por el color gris, dicho grupo no guarda relacién
alguna con los referenciales establecidos a nivel internacional. Es de destacar
que para esta coleccion se presentan genotipos con genomas completos
asociados a este grupo en particular, es de notar que la coleccion Jardin Clonal
Padron fue una iniciativa impulsada por el INIA-Miranda en el afio 1998 con el

fin de evitar la erosion genética del cacao en la zona.

Para ello se procedié a contactar productores de cacao de las distintas areas
cacaoteras en la region que manejasen la suficiente informacion de su unidad
de producciéon como para sefialar aquellas plantas que de acuerdo a su criterio
presentasen las caracteristicas mas favorables dentro de su plantacion, y con
disposicion a colaborar en el proyecto. Estas plantas fueron marcadas por los
mismos productores con etiquetas de plastico y fueron posteriormente
visitadas, elaborandose un registro detallado incluyendo el nombre de la finca y
el sector en que estaba ubicada. Ilgualmente, se marcaron otras plantas que el
productor no habia tomado en cuenta pero que se presumia podian presentar
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caracteristicas interesantes (Jiménez, 2006). La coleccidon anterior denominada
de Barlovento de la década de los ‘50, corresponde a una pequefia muestra de
la localidad con 20 clones, de las zonas con mayor influencia de la Estacién
Experimental Padron del actual INIA-Miranda.

Dicha coleccion Padrén no presenta relacién alguna con los grupos ancestrales
criollos, forasteros y sus condiciones hibridas llamese trinitario. Este resultado
presenta relacion con la reexaminacion de la clasificacion del cacao llevado a
cabo por Figueira et al. (1994) usando marcadores moleculares, los cuales
establecieron los cuatro grupos establecidos y un quinto grupo sin relacién
evidente a los grupos ya definidos. Este resultado concuerda con lo concluido
por Jiménez (2006) quien evidencid que el grueso de los genotipos que
conforman la coleccién Padron no concuerda con referenciales trinitarios y alto
amazonicos, dicha conclusién necesitaba en ese momento ser sustentada por
la incorporacion de un referencial criollo; sin embargo, se pudo evidenciar la
condicion genética Unica de la coleccion, la cual es una muestra representativa

de las zonas productoras de Barlovento.

Un andlisis similar se realizd en las zonas productoras de cacao en Camerun.
Las introducciones de cacao en este pais se remontan al afio 1892 con la
entrada de materiales tipo amelonados por los espafoles, luego comienza la
introduccion de materiales tipo trinitarios provenientes de trinidad y Centro
América, ya para los afios 50 y 60 se realiza la incorporacion de materiales alto
amazoénicos con el objetivo de establecer jardines de semillas con el fin de
obtener materiales hibridos con alto rendimiento y precocidad. En ese contexto
Efombagn, et al. (2008) realizaron un analisis de estructura poblacional con
arboles representativos de las zonas productoras de Camerun y con genotipos
representativos de los bancos de germoplasma de Camerun. En este estudio
se aplicaron modelos bayesianos para identificar las relaciones genéticas entre
los genotipos resguardados en los bancos de germoplasma y los apostados en
zonas productoras, la probabilidad a priori guardé mucha relacion con este
trabajo, ya que se tomaron referenciales amelonados, alto amazonicos, criollos
y trinitarios. La proporcion del genoma de cada individuo analizado
(probabilidad posterior) guarda una alta relacion con los referenciales tipo
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amelonado, lo cual corrobora el origen del germoplasma de las zonas

productoras de Camerun (Efombagn, et al., 2008).

En este estudio se observo que los genotipos de los bancos de germoplasma
presentaban 48% de su genoma asociado con los referenciales tipo
amelonados, 24% a los referenciales alto amazonicos, 14% a los criollos y otro
14% asociado a un grupo no identificado (Efombagn et al., 2008). Este
resultado comprueba la presencia de fuente de germoplasma distinto a los

grupos morfogeograficos definidos.

Martinez (2007) estudiando el origen del Cacao Nacional Boliviano (CNB)
comparé tales cacaos cultivados con los silvestres de las riberas del Rio Beni,
dividiéndolos en dos grupos; alto y bajo Beni. Utilizando como herramienta
marcadores tipo microsatélites, la autora encontro el cacao silvestre boliviano
es molecularmente diferente a los grupos genéticos forasteros y trinitarios
estudiados; con lo que se conforma un acervo genético nuevo dentro de los

cacaos forasteros.

Resultados similares fueron hallados en la Amazonia Peruana por Zhang et al.
(2006), quienes con el uso de marcadores tipo microsatélites encontraron alta
diversidad genética con patrones de distribucion espacial y temporal, indicando
la influencia de las introduccién de materiales mejorados genéticamente que
cambiaron tales patrones genéticos, de ahi mencionan la necesidad de ampliar
las colectas y caracterizacion de los cacao silvestre y semi-domesticados, asi

como politicas de conservacion.

Finalmente, Motamayor et al. (2008) realizando un estudio de las poblaciones
de cacao para centro y sur américa, encontraron la mayor diversidad para la
region del alto amazonas, donde propone la conformacién de nuevo grupos en

al amazonas, con una distribucion espacial alrededor de distintos rios.

En el caso de la coleccibn Padron, la colecta realizada por Giron y Castillo
(2002), correspondié a las zonas de produccion como se aprecia en la Figura 9.
En las zonas de colecta corresponden a bosque humedo tropical, de la cuenca
del rio Tuy, lo que pudiera dar origen a un grupo genético nuevo y diferente a

los referenciales utilizados en el presente estudio.
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Figura 9. Zonas de colecta de la coleccion Jardin Clonal Padron (Fuente:
Girén y Castillo 2002)

En cuanto a la coleccion Irapa se observa una gran variabilidad dentro de sus
genotipos, es la coleccion que presenta composiciones genéticas de todos los
grupos genéticos, en la regiéon Oriental previo a la colonizacion existia cacao,
posiblemente introducido por los indigenas en sus viajes por el caribe desde las
plantaciones en el sur de lago de Maracaibo. Luego con el establecimiento de
fincas por los espafioles se introdujeron cacaos criollos en esta zona (Rio
Caribe y Carupano), simultaneamente se hacia en los valles de Aragua
(Chuao) y Trinidad (para aquel entonces posesion espafiola) todo en el siglo
XVII. Hacia 1830 se introduce el cacao “Forastero” por Paria, segun José
Vicente Franchesci (comunicacion personal) por informacién escrita de sus
antecesores “El cacao, principal producto de este departamento era
antiguamente exclusivamente de Criollo, pero el General Arismendi introdujo
semillas llamadas Forastero y Calabacitas, que se injertd con el criollo
desmejorando la calidad de los criollos nativos” (Jiménez, 1997). A partir de alli

comienza un proceso de recombinacién de genotipos que origind un pool de
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genes hasta ahora corroborado, porque a través de los afios muchos
investigadores y productores habrian expresado el potencial genético de la
zona. Es de resaltar que esta coleccion presenta pocos genotipos evaluados,
asi como pocos marcadores moleculares aplicados para esta coleccion, lo cual
limito la exposicion completa del potencial genético en cuanta a la variabilidad
existente en esta region del pais. Por ello se recomienda establecer
investigaciones de este tipo enfocadas en esta region de mucha importancia
para el rubro.

El estudio de la estructura poblacional donde se seleccionan a priori los grupos
ancestrales, es posible cuantificar la proporcion del genoma de cada grupo que
poseen los individuos y las distintas colecciones. Asi, en el cuadro 31 se
presentan las distintas proporciones de cada grupo ancestral que caracteriza a

cada coleccion.

En tal cuadro se observa como la coleccion 1945 presenta un 96,3% de su
genoma asociado al grupo ancestral trinitario, para la coleccion 1995 se obtuvo
un 96% y en Barlovento un 89,3% del genoma asociado con el grupo trinitario.
Estos resultados comprueban la composicidon genética asociada al cacao criollo
ya establecido en la region central antes de los espafioles, y su sucesiva
recombinacién con la introduccion de hibridos trinitarios producidos en la isla
de Trinidad después de la devastacion de las plantaciones de criollo en el afio
1727 (Jiménez, 1997). Similar composicién se observa en Margarita, estos
genotipos conforman un 73,3% asociada al grupo trinitario, también esta
coleccién presenta un 16,1% de su genoma asociado al grupo indeterminado,
al cual a partir de esta discusion definiremos como el “Grupo Genético Tuy”,
debido a que los genotipos que representan este grupo genético se encuentran
distribuidos de forma geografica a la cuenca del ri6 Tuy en la region de
Barlovento, estado Miranda. Cabe resaltar que se analizaron pocos genotipos
de la coleccion Margarita, y su estudio se enfoc6 solo en datos moleculares.
Para esta coleccion se hace necesario ampliar el nimero de genotipos y

realizar descripciones morfoldgicas.
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Cuadro N° 32. Proporcion genética (Probabilidad posterior) de las colecciones
nacionales con respecto a los referenciales morfogeograficos calculadas con el
programa STRUCTURE.

Referenciales Morfogeograficos

Alto Bajo

Colecciones Nacionales Tuy Trinitario Amazénico Criollo amazonico Total
Grupol Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5

Coleccion 45 0,010 0,963 0,004 0,011 0,012 1
Coleccién 95 0,009 0,960 0,005 0,007 0,019 1
BARLOVENTO 0,060 0,893 0,010 0,013 0,024 1
MARGARITA 0,161 0,733 0,008 0,065 0,036 1
JC PADRON 0,671 0,020 0,049 0,013 0,247 1
IRAPA 0,332 0,178 0,049 0,163 0,277 1
MERIDA 0,031 0,081 0,005 0,805 0,079 1
UNESUR (Santa Barbara) 0,208 0,307 0,035 0,281 0,169 1
UNESUR (Porcelana) 0,005 0,005 0,003 0,984 0,003 1
CORPOZULIA 1 0,035 0,018 0,010 0,911 0,027 1
CORPOZULIA 2 0,221 0,163 0,018 0,455 0,142 1
UNET 0,025 0,159 0,006 0,764 0,046 1

En cuanto a la coleccion Jardin Clonal Padron se observa un alto porcentaje de
genoma de los individuos de la coleccion asociados con el grupo ancestral Tuy
(67,1%), también se observa un 24,7% de genoma asociado con los
referenciales bajo amazonicos (amelonados). Estos resultados corroboran lo
propuesto por Jiménez (2006) quien expone una variabilidad genética distinta a
los referenciales empleados en su estudio, en donde se utilizaron SCA-6, P-12
(alto amazonicos), SC-10 (trinitario) y MPR-8 (referencial Margarita). En esta
coleccion JC Padron, se observa la introgresion del grupo ancestral bajo
amazonico en las zonas productoras del estado Miranda, esto posiblemente
por la introduccion de materiales trinitarios que poseen caracteres genéticos

asociados a este grupo, ya para los afios 1825 (Gonzalez, 2008).

En la coleccion Irapa se puede observar un 16,3% de genoma asociado con los
criollos, 27,7% asociado con los amelonados, un 17,8% asociado con los
trinitarios, pero su mayor porcentaje se asocia al grupo Tuy con 33,2%. Es de
resaltar que esta coleccibn presenta una gran variabilidad de genotipos
asociados con 4 grandes grupos, a excepcion del grupo ancestral alto

amazonico el cual solo cuenta con un 0,49%.
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En cuanto a la region occidental se pudo corroborar el marcado establecimiento
de los genotipos criollos, en la coleccién de San Juan de Lagunillas (Mérida) se
obtuvo un 80,5% del genoma asociado con el ancestro criollo, también la
coleccibn de la UNESUR especificamente la coleccion de “Cacao tipo
Porcelana” se obtuvo un 98,4%, para la coleccion original de CORPOZULIA se

observé un 91,1% del genoma de los genotipos asociado al grupo criollo.

Dentro de las colecciones evaluadas en la region occidental se observaron
particularidades distintas a la predominancia de genotipos criollos, dentro de
esas excepciones se encuentra la coleccién Santa Barbara resguardada en el
campo experimental de la UNESUR, donde se encuentran genotipos hibridos
que estan muy relacionados en cuanto es estructura genética con los
materiales de la coleccion de Irapa. Estos individuos presentan proporciones
genéticas asociadas con el grupo Padron de 20,8%, para el grupo trinitario
30,7%, para el grupo criollo 28,1% y 16,9% referente a los bajo amazdnicos.
Esta condicidon hibrida y diversa de los genotipos de esta coleccion es atipica
en esta region, estas plantas son a partir de semillas de mazorcas colectadas
en la ribera del rio Chama, por ello el origen de esta coleccion no esta bien
definido.

En cuanto a la coleccion CORPOZULIA 2, que est4 compuesta por genotipos
muestreados de reciente data, se puede observar un 45,5% del genoma
asociado con los criollos, 22,1% asociado con el grupo Tuy, 16,3%
comprendido con los trinitarios y 14,2% asociado a los bajo amazoénicos. Estas
nuevas colectas reflejan que la region occidental también presenta una
variabilidad genética distinta al grupo genético criollo, la cual debe ser

estudiada a fondo.

En la coleccion de la UNET la tendencia de los genotipos de la zona se asocia
con el grupo criollo (76,4%), pero es de mucha importancia tomar en cuenta un
porcentaje considerable asociado con el grupo trinitario (15,6%), lo cual
evidencia un introgresidén genética distinta que pudiera ser explotada en futuros

programas de mejoramiento.
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A partir de las proporciones genotipicas (Probabilidad posterior) del sugrupo
K5, donde se asumen 5 grandes grupos morfogeograficos de cacao, se elabord
un arbol Neighbor joining (Figura 10) donde se puede concluir que el grupo
ancestral criollo es un grupo divergente a los materiales denominados
forasteros, este grupo ancestral criollo de divergencia temprana se encuentra
representado por las colecciones (Mérida, UNESUR (Porcelana),
CORPOZULIA 1 y UNET). Luego se observa en la otra rama del arbol como
ocurre una subdivision, donde se separa el grupo ancestral denominado
Trinitario compuesto en su mayoria por las colecciones 1945, 1995, Barlovento
y Margarita. Estos materiales no presentan rasgos genéticos asociados con
los demas grupos morfogeograficos. Continuando con la descripcion del arbol
ocurre una segunda subdivision donde se define un grupo distinto a los 4
grupos previamente definidos, este grupo ancestral estd compuesto en su
totalidad por los genotipos de la coleccion Jardin Clonal Padron, englobados en
el grupo genético Tuy, materiales que presentan composiciones alélicas
distintas y diversas a las composiciones alélicas comprendidas por los
referenciales alto amazoénicos y bajo amazobnicas, asociadas en una misma

rama genealdgica.

BAJO.AMAZONICO
‘ ALTO.AMAZONICO A
col.JC.PADRON
— Col.45-95-Barlovento-Margarita
CRIOLLO ‘
—

10

Figura 10. Arbol Neighbor joining a partir de proporciones genéticas
(probabilidad posterior) de referenciales morfogeograficos calculado con el
Programa STRUCTURE.

Finalmente, se evidencia la separacion del grupo bajo y alto amazdnico, siendo
este ultimo el mas ancestral. Este resultado coincide con los encontrados en
Bolivia (Martinez, 2007) y Peru (Zhang et al., 2006), donde la region del alto
amazonas conserva la mayor diversidad.
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3. ESTRATEGIAS PARA LA FQRMACION DE POBLACIONES BASICAS
Y CRITERIOS DE ) SELECCION PARA LOS PROGRAMAS DE
MEJORAMIENTO GENETICO.

Ante las perspectivas del incremento de la demanda de cacao a nivel mundial,
se presentan grandes oportunidades y retos para Venezuela, pais reconocido
por su produccion cacaotera de alta calidad. A fin de aprovechar las
oportunidades presentes y futuras se requiere de un programa nacional de
mejora de la produccion que debe comprender distintos aspectos, por un lado
el incremento de la superficie de siembra, unas mejores condiciones socio-
econdémicas para los productores bien formados para el manejo sustentable de
las siembras y, arboles de potencial genético nuevo y mejor.

En ese ultimo punto se requiere de un programa nacional de mejoramiento
genético para el desarrollo de esos nuevos genotipos mas rendidores y de alta
calidad, estableciendo en cuanto a calidad dos tipos de mercado, uno de cacao
fino de aroma que, aunque de menor demanda, obtiene mejores precios, y otro
tipo de cacao de calidad pero dirigido a las grandes agroindustrias del
chocolate que no precisan de un cacao fino de aroma pero si de grandes
cantidades de producto. Para ambos mercados, Venezuela tiene un gran
potencial.

Esta estrategia ya ha sido abordada por otros paises, como Ecuador. En este
pais, el estado, en el afio 2013, lanzé El “Plan Nacional de Cacao”, con el
objetivo de incrementar la productividad de los pequefios agricultores, y asi
influenciar positivamente el crecimiento de la produccién en los préximos afos.
Para ello, han aumentado la oferta de variedades resistentes a enfermedades
como el CCN-51 o los nuevos clones de cacao NACIONAL del INIAP,
incentivando la siembra de miles de nuevas hectareas de cacao o la
rehabilitacion de existentes (Granja, 2014).

Dicho eso, un programa de mejoramiento genético debe considerar los
siguientes aspectos: Recursos genéticos, criterios de seleccion bien
identificados, tipo de cultivar a desarrollar y finalmente una metodologia

eficiente y eficaz.

Recursos Genéticos
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Los recursos genéticos disponibles para cacao son un elemento esencial para
el desarrollo de nuevos y mejores cultivares que rednan una produccion
sustentable de cacao unido a una mejor relacion costo-beneficio (CacaoNet,
2012).

El estudio realizado en el presente trabajo evidencia las distintas posibilidades
de recursos genéticos disponibles. Venezuela posee los principales grupos
genéticos como criollos (regiéon occidental), trinitarios (regién central), bajo
amazonicos (lrapa, Padrén), un grupo sin aparente relaciébn con los otros
(Padrén), y germoplasma hibrido (Irapa) que por si s6lo conforma una
poblacién que reune los distintos grupos genéticos, inclusive del genoma de
alto amazénico importante en cuanto a genes de resistencia a enfermedades
de importancia econémica (Efombagn, et al., 2008). Mas aun, este estudio
permitid identificar arboles puros para tales genomas, que pudieran ser
referenciales para los patrones nacionales, tal como se presentan en el cuadro
32. En el mismo se observa la ausencia de clones con un alto porcentaje del
grupo alto amazénico, de ahi la importancia de las introduccion de este tipo de
material realizada al pais desde la década de los '60, y que actualmente se
encuentra establecido en la estacion Padron del INIA-Miranda, como banco de

Germoplasma Internacional (Moreno, 1997)

Sin embargo, a pesar de todos los esfuerzos realizados tanto para el
establecimiento de estos bancos de germoplasma, su conservacion en el
tiempo, su caracterizacion morfolégica y molecular, es indispensable la
evaluacion de caracteristicas de interés agronémico, como es la resistencia a
plagas, la productividad y, ademas, la calidad. Tradicionalmente, los bancos de
germoplasma caracterizan sus accesiones considerando variables que si bien
permite la diferenciacion e identificacion de genotipos, en la mayoria de los
casos son variables con poca importancia para la productividad. Actualmente,
se desarrolla para muchos cultivos el denominado premejoramiento genético
que pretende facilitar el uso del germoplasma resguardado en bancos de
germoplasma; para ello, se dirige hacia la valorizacion del germoplasma mas
que a la caracterizacién (Pritsch, 2001). Tal valorizacion incluye la evaluacion

de caracteres de interés agricola, como produccion, resistencia a plagas y, en
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el caso particular de cacao, su calidad. Estos aspectos han sido muy poco
abordados a nivel nacional por lo que un estudio en este particular debe ser
incluido en el muy corto tiempo como un gran esfuerzo nacional. Siendo un

trabajo permanente que pudiera realizarse por etapas.

Cuadro 33. Clones recomendados como referenciales puros de los grupos
morfogeograficos de cacao (Theobroma cacao L.) presentes en el

germoplasma nacional.

Grupo Morfogeogréfico

Coleccion Clon Tuy Trinitario AIt,o . Criollo BaJO.
Amazonico amazonico

1945 Oc61 0,006 0,974 0,008 0,006 0,006

Chol74 0,007 0,971 0,003 0,007 0,012

CPGA22 0,961 0,008 0,009 0,008 0,015

Padrén CLV1 0,969 0,01 0,005 0,007 0,009

QMA14 0,007 0,006 0,003 0,003 0,981

PSB5 0,005 0,005 0,003 0,004 0,983

SJu3 0,003 0,003 0,002 0,99 0,002

Mérida SJuU6 0,003 0,003 0,002 0,99 0,002

BEN2 0,003 0,003 0,002 0,99 0,002

Lopes (2011) menciona que a pesar de la existencia de distintos bancos de
germoplasma a nivel mundial con miles de accesiones resguardadas (13000 en
Ecuador, 2000 en Brasil, 1150 en el CATIE, Costa Rica, 2300 en para
caracteres de interés agronémico. Con un gran impacto CRU, Trinidad, 1300
en CEPEC) la mayoria de ellas han sido poco evaluadas y, en consecuencia,

poco aprovechadas en los programas de mejoramiento genético.

Otro punto importante constituye la sistematizacion de la informacion como
Gnica manera de que esté disponible para los programas de mejoramiento
genético. Se requiere una base de datos nacional donde los resultados de
todas las caracterizacion realizadas estén organizadas, esto permitiria
identificar vacios en ese gran catalogo nacional. La informacién reunida en el
presente trabajo constituye la base de un trabajo de esa indole. También
deberia realizarse en el corto tiempo, pues se detectd la dispersiéon de mucha
informacion, con el riesgo de perderse; como por ejemplo se desconoce en
detalle el pasaporte de la mayoria de las accesiones de los distintos bancos de

germoplasma, esto es la procedencia original del material vegetal que dio
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origen a la coleccion, tal es el caso de la coleccion Santa Barbara, ubicada en
la UNESUR.

Criterios de seleccién bien identificados

A nivel mundial, los programas de mejoramiento genético actuales consideran
como criterios de importancia ademas de la productividad, la calidad, Ila
resistencia a enfermedades e insectos plagas de importancia para los distintos

paises (CacaoNet, 2012).

La resistencia a la enfermedad ‘escoba de bruja’ (agente causal Moniliophthora
perniciosa) ha sido un ejemplo exitoso en cuanto al aprovechamiento de los
recursos genéticos para el mejoramiento del cacao. Se identificaron dos
accesiones resistentes del alto amazonas, los clones peruanos SCA-6 y SCA-
12. Estos han sido utilizados por diversos programas de mejoramiento debido a
la alta productividad de sus progenies y su resistencia a ‘escoba de bruja’
(CacaoNet, 2012). En el caso de Venezuela el clon SCA-6 ha sido utilizado
para el desarrollo de dos poblaciones hibridas, presentes en la estacion Padrén
del INIA-Miranda, en cuyas progenies se identificaron &rboles resistentes
(Movil, 2009).

El germoplasma es evaluado segun las necesidades y problematicas del cultivo
a nivel local. Asi, en el estado Miranda se les evalla para resistencia a
Phytophthora palmivora, Moniliophthora perniciosa y se les hace seguimiento
para incidencia de perforadores del fruto Carmenta theobromae y del tallo
“Gota” Steirastoma breve. En el estado Aragua se les evalla para resistencia a
Phytophthora palmivora y se les hace seguimiento para incidencia de
Lassiodiplodia, Ceratocystis fimbriata, y perforadores del fruto Carmenta
foraseminaea. En el estado Zulia se les evalla para resistencia a

Moniliophthora roreri y Phytophthora megasperma (Gonzalez, 2009).

Otro aspecto de importancia se refiere a las variables asociadas a la calidad
como aroma y sabor. Estos criterios son considerados en la mayoria de los
programas de mejoramiento genético a nivel mundial (CacaoNet, 2012); sin

embargo, en Venezuela ha sido poco considerado.
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En este sentido Gonzalez (2009) presenta como criterios de seleccion

apropiados para los programas de mejoramiento nacional, los siguientes:
e Arboles de porte y vigor mediano.
¢ Ramas con angulo de insercion menor a 90°.

e Productividad expresada en: a) kg/ha de caco seco o b) indice de
eficiencia productiva (kg de cacao seco por cm? del area del corte

transversal del tallo a una altura especifica).
e Numero de frutos/ha y por arbol
e Indice de Mazorca, IM = N° de mazorcas por kg de cacao seco.
e Indice de semilla o almendra, IS o IA = Peso promedio de una semilla.

e Baja incidencia o resistencia a Phytophthora palmivora en frutos y

tronco.

e Baja incidencia o resistencia a Moniliophthora perniciosa, en frutos, en
su forma de escobas vegetativas en ramas y en cojin floral. Aplicable a

zonas con presencia del patogeno.

e Baja incidencia o resistencia a Moniliophthora roreri. Aplicable a zonas

con presencia del patégeno.

e Resultado favorable en pruebas de degustacion u organolépticas.

Aplicable a fase final de seleccion.

En el presente trabajo, se aporta informacion del indice de mazorca e indice de
almendra para la mayoria de los genotipos caracterizados, de estos, en el
Cuadro 33 se presentan algunos de las distintas colecciones a nivel nacional,
con caracteristicas de productividad y asociado a la calidad como el color del
cotiledén, que deberian incluirse en estudios que permitan corroborar su

superioridad y aprovechamiento como clon a multiplicar.

Los trabajos de evaluacion de las accesiones del Banco Internacional de
Germoplasma de cacao, en Trinidad, permitieron recomendar algunos clones
por criterios de productividad, como nimero de semilla por mazorca, indice de

mazorca e indice de almendra. Al respecto recomendaron clones comoJA1/17
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por su mayor indice de almendra de 1,24q; el clon EET400 por su mejor indice
de mazorca (19,8), y otros como el IMC-67 (20,0). Otro criterio considerado fue
la resistencia a Phytophthora sp. (Iwaro et al., 2003). La comparacion de tales
resultados con la caracterizacion de clones venezolanos, encontramos valores
de mejor comportamiento como un indice de almendra de 2,03g para LV-12,
clon Trinitario, con cotiledones blanco segregado, y hasta 3,77g para el clon
CPGA-14, tipo Padrén, con cotiledones violeta claro. De manera, que se
evidencia las posibilidades para el mejoramiento genético para tales criterios de

seleccidn asociados a la productividad.

Cuadro 34. Caracterizacidn genética, criterios productivos y asociados a
calidad de algunos clones de cacao (Theobroma cacao L.) de interés

conservados en distintos bancos de germoplasma a nivel nacional

Proporcién de Grupo Morfogeogréfico

Accesiones %loci homocigota 1A IM Celer kel

Tuy Trinitario  Alto Amazénico  Criollo  Bajo amazénico cotiledon
Coleccién de 1945
Oc-77 0,01 0,96 0,00 0,03 0,00 66,67 1,92 22,22 Blanco
Chu-130 0,01 0,97 0,00 0,01 0,01 31,25 1,84 19,84 Blanco
Cho-41 0,01 0,97 0,00 0,01 0,02 44,44 1,60 20,70 Blanco. Segr
Oc-67 0,01 0,97 0,00 0,01 0,01 35,00 1,36 22,86 Blanco
Oc-61 0,01 0,97 0,01 0,01 0,01 31,25 12 25,20 Rosado
Coleccién de 1995
LV-12 0,01 0,97 0,00 0,01 0,01 12,50 2,03 27,73 Blanco. Segr
CATA-8 0,01 0,97 0,01 0,01 0,01 43,75 1,66 18,25 Viol. Osc
SCLV-6 0,01 0,97 0,01 0,00 0,01 52,94 1,50 20,17 Viol. Osc
A-5 0,02 0,95 0,01 0,01 0,01 54,55 1,34 22,96 Viol. Osc
Pas-4 0,01 0,97 0,00 0,01 0,01 68,75 1,20 34,72 Blanco
Coleccién Jardin Clonal Padrén
CPGA-14 0,81 0,01 0,01 0,00 0,17 52,38 3,77 7,02 Viol. Claro
PSB-5 0,01 0,01 0,00 0,00 0,98 52,38 2,74 9,05 Viol. Osc
CPGA-9 0,88 0,07 0,00 0,02 0,02 47,62 2,66 11,06 Viol. Claro
PSB-33 0,01 0,01 0,00 0,01 0,97 45,00 1,83 14,43 Viol. Osc
Coleccién Mérida
BEN-2 0,00 0,00 0,00 0,99 0,00 100,00 1,83 20,57 Blanco. Segr
SJU-6 0,00 0,00 0,00 0,99 0,00 100,00 1,73 27,59 Blanco
SJU-3 0,00 0,00 0,00 0,99 0,00 100,00 1,71 23,21 Blanco. Segr
BOC-1 0,01 0,01 0,00 0,97 0,01 87,50 1,71 27,85 Blanco
BOC-15 0,01 0,01 0,00 0,98 0,01 93,75 1,45 29,94 Blanco
Coleccién UNESUR
POR-457 0,00 0,01 0,00 0,98 0,00 91,67 1,56 24,65 Blanco
SB-319 0,19 0,19 0,01 0,30 0,31 18,18 1,54 16,19 Blanco. Segr
SB-511 0,16 0,50 0,01 0,17 0,16 10,00 1,28 19,03 Blanco. Segr
SB-392 0,16 0,51 0,01 0,16 0,16 8,33 1,27 19,62 Blanco. Segr
SB-391 0,25 0,40 0,01 0,15 0,19 0,00 1,24 20,13 Blanco
Coleccién CORPOZULIA
CPZ-40 0,07 0,03 0,03 0,75 0,11 100,00 1,74 25,15 Blanco
CHA-05 0,01 0,01 0,00 0,98 0,01 100,00 1,70 26,91 Blanco
CPZ-33 0,01 0,01 0,00 0,98 0,01 100,00 1,69 22,79 Blanco
CPZ-06 0,01 0,01 0,01 0,97 0,01 85,71 1,56 26,60 Blanco
CPZ-03 0,01 0,01 0,01 0,97 0,01 85,71 1,49 25,94 Blanco. Segr
Coleccién UNET
T 4110 0,03 0,40 0,02 0,56 0,00 100,00 1,62 31,94 Blanco
7 6845 0,00 0,00 0,00 0,99 0,00 100,00 1,62 32,49 Blanco. Segr
T 1415 0,00 0,00 0,00 0,99 0,00 100,00 1,58 24,91 Blanco
7 3-10-49 0,00 0,00 0,00 0,99 0,00 100,00 1,56 21,40 Blanco
I 4-5-2 0,07 0,04 0,01 0,77 0,11 85,71 1,48 30,78 Blanco

Tipo de cultivar
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En vista de las posibilidades de reproduccion sexual y asexual del cacao, se
tiene la ventaja de obtener distintos tipos de cultivares como clones, variedades
de libre polinizacién e hibridos. En vista de la variabilidad genética encontrada
en el presente trabajo es posible aprovechar y desarrollar distintos tipos de

cultivares.

Clones: se presentan las principales caracteristicas morfolégicas para las
accesiones incluidas en el trabajo, que permitird una primera seleccién con
base en indice de almendra y mazorca. Estos arboles deben ser propagados
de forma asexual, por lo que se requiere de un programa local y/o nacional que
incluya infraestructura, personal entrenado, equipos y materiales para su

desarrollo.

Variedades de libre polinizacion: este tipo de cultivar constituye la forma
tradicional de propagacion del cultivo. Las semillas de plantas con buen
comportamiento se utilizan directamente para la siembra de renovacion de las
parcelas o para la ampliacion de superficies de siembra. Sin embargo, en vista
del modo de reproduccion de la especie, con la ocurrencia de sistema de
autoincompatibilidad, no se puede asegurar la procedencia del polen, de
manera que el comportamiento de la descendencia obtenida por libre
polinizacién es incierto. Sin embargo, en vista de la facilidad de propagacion y
los menores requerimientos de recursos, esta opcién sigue siendo valida. A fin
de obtener variedades de libre polinizacion se pueden disefiar campos para
semilla con la incorporacion de genotipos de buen comportamiento productivo,

de calidad y adaptados a condiciones locales, en lotes aislados.

Hibridos: a fin de optimizar la heterosis o vigor hibrido, se requiere de
parentales con mayor grado de homocigosis y divergentes entre si. La
informacion molecular aportada permitirA escoger dentro de cada grupo
genotipos que evidencia una mayor homocigosis, que pudieran ser cruzados
con genotipos de otro grupo también con alto mayor de homocigosis, para asi

asegurar un alto vigor hibrido.

Métodos de mejoramiento genético
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Los estudios de diversidad genética y de estructura de las poblaciones
constituyen la base de todo programa de mejoramiento genético. A nivel
mundial, en cacao los programas de mejoramiento genético han seguido
distintas etapas. En un primera fase, se realizaron grandes colectas en campos
de produccion y areas naturales para el establecimiento de bancos de
germoplasma ex situ, conformando colecciones clonales por injertacion.
Generalmente, los arboles de comportamiento superior en cuanto a
productividad fueron seleccionados para conformar distintas colecciones
clonales. En una siguiente etapa se realizdé la introduccion de materiales
genéticos foraneos para su uso en cruzamiento con genotipos locales,
considerandose como criterio alto potencial productivo. Las poblaciones
producto de cruzamientos dirigidos se establecieron en campo, y en muchos
casos con la participacion de los productores locales, los arboles de mayor
potencial eran propagados por injerto o por semilla. Igualmente, se
consideraban criterios como resistencia a enfermedades o a insectos plaga.
Actualmente, se esta considerando caracteristicas de calidad, para darle un
valor agregado al producto (Efombagn et al. (2008).

El estudio realizado permite evidenciar la alta variabilidad genética presente en
Venezuela para este rubro, encontrdndose accesiones representativas de los
principales grupos morfogeogréaficos conocidos. Hacia el occidente del pais de
tipo criollo, hacia la costa araguiefia y margarita trinitarios, con poca presencia
del genoma de alto amazdnico. Se identificaron colecciones hibridas como por
una parte genotipos con caracteristicas morfoldégicas y/o moleculares

particulares

Los programas de mejoramiento genético del cacao a nivel mundial se iniciaron
a principios del siglo XX con la evaluacion de germoplasma y seleccion de
arboles con mejores caracteristicas, en distintos paises productores. Por
ejemplo, para la década de 1920 se conformd la coleccion identificada como
“Imperial College Selections” (ICS) de los campos de produccién en Trinidad.

Durante las décadas de 1930 y 1940, germoplasma silvestre fue colectado en

el alto amazonas del Ecuador y Pert, ampliando asi la base genética del cultivo
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disponible para el mejoramiento genético Para 1950 se demostré el alto
potencial para produccion del cruce entre altos amazdnicos y Trinitario 6 con
genotipos bajo amazénicos. Estos cruces formaron la base de los programas
de mejoramiento genético alrededor del mundo entre 1950 y 1970. Las semillas
producto de esos cruzamientos, en su mayoria biparentales, constituyeron
jardines de semilla en la busqueda de genotipos que reunieran alta calidad y
productividad, adaptacién local y tolerancia a insectos plaga y enfermedades
de importancia local (CacoNet, 2012).

Para la década de 1990 y 2000, en algunos paises (Brasil, Costa Rica, Costa
de Marfil, Ghana Papua Nueva Guinea) se iniciaron programas de seleccion.
Este tipo de programa requiere la disponibilidad de una amplia variabilidad
genética en el germoplasma local y en las fincas de produccion.

En el caso particular de Brasil, los programas de mejoramiento genético han
tenido como criterios de seleccién el indice de mazorca y de almendra, nUmero
de mazorcas por arbol o area, por afio. Otro aspecto considerando es la
eliminacién de plantas autoincompatibles de las poblaciones, en particular para
el desarrollo de clones. En esos casos, al inicio de los programas de
mejoramiento genético en Brasil, se seleccionaban plantas dentro de las
parcelas de los agricultores por su productividad y luego, eran multiplicadas
para su distribucion como clones o como familias de libre polinizacion. Mas
adelante, en la década del '50, los programas de mejoramiento se orientaron a
los cruces interclonales, asumiendo la estrategia de una sola generacion F1.
Para la década de los '90, los programas de mejoramiento adoptaron la
estrategia de seleccidn recurrente para producir nuevas variedades y clones.
Asi para el periodo 1993 al 2010, se obtuvieron 3 hibridos y 39 clones

liberados.

En Venezuela, el mejoramiento genético del cacao siguié una evolucion similar
aunque mas tardia. Para las décadas de 1940 -1950 se organizaron las
primeras colecciones provenientes de los bancos de produccién de Aragua,
Miranda y Sucre. Ese trabajo continua hasta el dia de hoy. Se han ido

caracterizando los materiales a nivel morfolégico, molecular, para algunas
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caracteristicas de interés agrondmico asi como la resistencia a las principales

enfermedades e insectos plaga (Moreno, 1996).

Para las décadas del 60 y 70, destacados especialistas de otros paises que
prestaron su asesoramiento como: Basil Bartley y Jorge Soria. Se logro el
establecimiento de ensayos comparativos de hibridos provenientes de cruces
de clones nacionales promisorios con clones introducidos de otros paises con
alto potencial de rendimiento y tolerancia. Estas hibridaciones continuaron
hasta 1997. Los ensayos de progenies hibridas entre padres de diferentes
origenes demostraron que los cruces entre clones de tipos Criollos x
Amazonicos y tipos Trinitarios X Amazonicos resultaban ser mas precoces y
productivos que los cruces entre Criollos x Trinitarios y Criollos x Criollos
(Moreno, 1997).

Motamayor et al. (1996), sugieren el desarrollo de programas de mejoramiento
para Venezuela enfocados hacia la calidad e incrementando la productividad.
Para ello, aprovechando el alto nivel de homocigosis de individuos tipo cacao
criollo y su alta divergencia con los cacaos forasteros, realizar cruzamientos
entre estos tipos de cacao y asi obtener un mayor nivel de heterocigosis para
aprovechar el vigor hibrido. Los autores proponen desarrollar los progenitores
tipo forasteros que previamente hayan sido objeto de un programa de
introgresion de genes asociados a la calidad. Para ello, realizar un primer
cruzamiento entre criollo y forasteros, e iniciar un programa de retrocruza por
tres generaciones hacia forastero pero seleccionando por semilla blanca y
sabor tipico de criollo arboles en cada generacién de retrocruza. Finalmente,
obtener los hibridos criollo x forasteros con introgresién de criollo, y en su
descendencia, seleccionar individuos para su propagacion clonal o identificar

cruces superiores para el establecimiento de bancos de semilla.

Para 2009, Gonzalez reporta la evaluacion de las doce mejores familias
hibridas establecidas en INIA-Miranda en cuanto a caracteristicas de
productividad y resistencia a plagas. Trabajos para establecer un programa de

seleccidén recurrente en cacao no se ha iniciado a nivel nacional.

El presente trabajo apoya lo afirmado por otros investigadores, poseemos una

amplia variabilidad genética para nuestros programas de mejoramiento, aunado
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a las colecciones de clones internacionales establecido en la estaciéon Padron

del INIA-Miranda, que pudieran aportar variabilidad distinta y genes para

resistencia a enfermedades e insectos plagas.

Dicho todo esto, el presente trabajo permite esbozar algunas estrategias como

son las siguientes:

1.

3.

4.

Profundizar el estudio de los distintos germoplasma, haciendo énfasis en
caracteristicas de productividad, resistencia a enfermedades e insectos
plagas y calidad.

Identificacion de clones superiores por region y nacional que pasarian a
una etapa de multiplicacion clonal para sucesivas evaluaciones en
campos de produccion. Tales genotipos deberian ser evaluados en
cuanto a productividad, resistencia a enfermedades y calidad.

Disefio de cruzamientos biparentales para la obtencion de hibridos. En
este aspecto se incluiria el desarrollo de parentales tal como proponen
Motamayor et al. (1996), y cruzamiento de genotipos tipo criollo por alto
amazobnicos. En vista de los resultados de este trabajo, se recomiendan
ademas los cruces de criollos por accesiones de tipo Tuy, en vista de su

distancia genética y las buenas caracteristicas de estos materiales.

Disefio de poblaciones béasicas de amplia base genética para la

conformacion de un programa nacional de seleccién recurrente.
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CONCLUSIONES

En general, se logré recopilar la informacion morfolégica de 623
accesiones de los distintos bancos de germoplasma a nivel nacional,

incluyendo un maximo de 29 caracteres cuantitativos y 20 cualitativos.

La descripcion morfolégica que evidenciéo la mayor variabilidad entre
bancos de germoplasma y entre genotipos fue la caracterizacion
cualitativa de los frutos, ya que pudo destacar que la mayor variabilidad
en frutos se observO en la regidbn central y oriental del pais,
observandose distintos colores y diferentes intensidades de antocianina
en las partes del fruto, asi como distintas formas y apariencias del fruto,
resaltando una riqueza morfologica para esta parte representativa de la

planta de cacao.

Una de las caracteristicas morfologicas de tipo cuantitativo que
evidencio diferencias marcadas entre los bancos de germoplasma fue la
medicién del numero de Gvulos por ovario. Para esta caracteristica se
planted que para las colecciones hacia el occidente del pais, el nUmero
de 6vulos por ovario no superan el techo de los 40 Ovulos/ovario, para la
region central del pais esta mediciébn rondan el promedio de los 40

ovulos (especificamente Aragua), y para la regién oriental es superior.

Con base en las caracteristicas morfolégicas mas resaltantes y los 91
genotipos seleccionados y representativos de la diversidad genética
resguardada en los bancos de germoplasma nacional, los resultados
obtenidos del analisis UPGMA reflejaron en un primer plano la
diferenciacion de dos grandes grupos, un grupo caracterizado por
materiales criollos y otro grupo que engloba materiales del tipo trinitarios,
bajo amazodnicos y alto amazodnicos. Estos resultados evidencian que la
mayor diversidad morfoldgica se ubica hacia el grupo de los forasteros y
trinitarios, en contraste al segundo grupo donde se observan soélo los

genotipos criollos.
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A nivel morfolégico se evidencidé una conformacién de un grupo no
correspondiente a ningun referencial utilizado en el presente estudio, lo
que pudiera representar una diversidad genética distinta, estos
genotipos en su mayoria corresponden al Jardin Clonal Padron.

Se logré recopilar la informacion molecular obtenida por un maximo de
21 microsatélites para un total de 575 accesiones de los distintos bancos

de germoplasma a nivel nacional.

En cuanto a la caracterizacibn molecular se obtuvo una media nacional
de 2,53 alelos por locus, un valor de PIC de 0,374 y un porcentaje de
heterocigotas de 37,64, con fuertes diferencias entre las tres principales

regiones del pais.

En la region central del pais, se obtuvieron poblaciones bastante
heterogéneas con fuentes alélicas provenientes de criollos posiblemente
del occidente del pais y fuentes referentes a genotipos amelonados del
bajo amazonas, los cuales tuvieron su encuentro en las zonas del
estado Aragua y Miranda principalmente conformado por una amplia
gama de genotipos hibridos con introgresiones que van desde los

criollos modernos y los trinitarios propiamente.

En cuanto a la caracterizacion molecular de la region occidental del pais,
se observaron poblaciones bastante homogéneas, a excepcion de la
coleccion “Santa Barbara” donde se obtuvo un 93% de heterocigotas, lo

cual sale del patron molecular de la region.

En cuanto a la caracterizacion molecular de la region oriental del pais,
con la limitante de la poca informacion molecular, se pudo evidenciar el
mayor numero de alelo por locus de pais (2,9 alelos/locus), asi como un

alto porcentaje de heterocigotas.
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A través de un analisis de agrupamiento y la incorporacion de los
referenciales morfogeograficos definidos a nivel internacional, se pudo
evidenciar la poca relacién genética de los genotipos nacionales con los
referenciales altos amazonicos. A su vez se pudo corroborar a nivel
molecular las diferencias entre los criollos y los materiales forasteros y

trinitarios.

En el andlisis de agrupamiento se evidencié la particularidad de la
coleccion del Jardin Clonal de Padron. Este grupo en particular se ha
caracterizado por presentar una gran cantidad de alelos y en distintas
combinaciones, lo cual lo hace un grupo Unico y variable donde

converge un pool de genes aun no descrito.

A través del estudio de la estructura genética poblacional se logro
identificar un grupo genético distinto a los 4 grupos genéticos
establecidos. Este quinto grupo lo definimos como el grupo “Tuy”, esta

coleccion presenta genotipos puros para este grupo en particular.

En cuanto a la estructura poblacional del resto del pais se definié de la
siguiente manera, las colecciones 1945, 1995, Barlovento y Margarita
son predominantemente del grupo trinitario, la coleccién de Irapa es la
coleccidon con mayor la introgresion genética de los grupos establecidos,

por ende se observo la mayor variabilidad genética.

Para las colecciones de la regidn occidental se observé el caracter
homocigoto y homogéneo que caracteriza al grupo criollo. A excepcion
de la coleccion “Santa Barbara” la cual con base en este estudio es
catalogada como una coleccion hibrida con introgresion de todos los

grupos exceptuando a los altos amazonicos.

Considerando la caracterizacion morfolégica y molecular, el presente
trabajo esboza los principales lineamientos para un programa de

mejoramiento genético nacional, tomando en cuenta los recursos
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genéticos disponibles, los criterios de seleccion, el tipo de cultivar a

desarrollar y las estrategias metodoldgicas.
RECOMENDACIONES

La data, tanto morfologica y molecular, recabada deberia ser objeto de la
preparacion de un catalogo nacional en formato digital que permita su
aprovechamiento por parte de los fitomejoradores e interesados en el

tema.

Acompafar la caracterizacion con la valorizacion del germoplasma hacia
caracteres de interés como la productividad, resistencia a enfermedades

e insecto plaga y calidad.

En vista de la importancia de la region oriental en la produccion nacional
de cacao, aunado a la evidencia de una gran diversidad genética,
realizar un mayor esfuerzo en la revision de la variabilidad en las

unidades de produccion de esa region.

En vista de la importancia de mantener los canones de calidad del cacao
venezolano, es urgente conformar una red de laboratorios para la
valoracion de caracteres fisico-quimicos y, paneles de catacion

sensorial.
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Anexo 1: Analisis UGPMA a partir de distancia euclidiana entre 10 variables
cuantitativas y 9 variable cualitativas de la Coleccion 1945.
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Anexo 2: Andlisis UGPMA a partir de distancia euclidiana entre 13 variables
cuantitativas y 9 variable cualitativas de la Coleccién 1995.
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Anexo 3: Analisis UGPMA a partir de distancia euclidiana entre 11 variables
cuantitativas y 7 variable cualitativas de la Coleccion CORPOZULIA.
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Anexo 4: Andlisis UGPMA a partir de distancia euclidiana entre 12 variables
cuantitativas y 8 variable cualitativas de la Coleccién BARLOVENTO.
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Anexo 5: Analisis UGPMA a partir de distancia euclidiana entre 12 variables
cuantitativas y 9 variable cualitativas de la Coleccion IRAPA.
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Anexo 6: Analisis UGPMA a partir de distancia euclidiana entre 13 variables
cuantitativas y 5 variable cualitativas de la Coleccion MERIDA.
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Anexo 7: Analisis UGPMA a partir de distancia euclidiana entre 12 variables
cuantitativas y 4 variable cualitativas de la Coleccion UNESUR.

EERESR R IRERERRRR NN RSN
o e ey I T g STl

0,97 -
0,96 -
0,95 -
0,94
0,93
0,92
0,91

0,9 -
0,89 -
0,88 -
0,87 -
0,86 -
0,85
0,84 -
0,83
0,82
0,81

0,8

0.79 T L L L T L L LN T 1 T T 1 T 1 T 1 T 1 T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Sinilaity

Anexo 8: Analisis UGPMA a partir de distancia euclidiana entre 12 variables
cuantitativas y 7 variable cualitativas de la Coleccion UNESUR.
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Anexo 9: Andlisis UGPMA a partir de datos moleculares utilizando 19
marcadores tipo SSR en individuos de la Coleccion 1945 (indice de similitud de
DICE).
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Anexo 10: Grafica de distribucién de genotipos de la coleccion 1945 utilizando
el Andlisis de Correspondencia.
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Anexo 12: Grafica de distribucion de genotipos de la Coleccién 1995 utilizando

el Andlisis de Correspondencia.
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Anexo 13: Analisis UGPMA a partir de datos moleculares utilizando 15
marcadores tipo SSR en individuos de la Coleccion BARLOVENTO (indice de
similitud de DICE).
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Anexo 14: Grafica de distribucién de genotipos de la Coleccién BARLOVENTO
utilizando el Analisis de Correspondencia.
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Anexo 15: Analisis UGPMA a partir de datos moleculares utilizando 7
marcadores tipo SSR en individuos de la Coleccion CORPUZULIA (indice de
similitud de DICE).
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Anexo 16: Grafica de distribucion de genotipos de la Coleccion CORPUZULIA
utilizando el Analisis de Correspondencia.
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Anexo 17: Andlisis UGPMA a partir de datos moleculares utilizando 7
marcadores tipo SSR en individuos de la Colecciéon IRAPA (indice de similitud
de DICE).
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Anexo 18: Grafica de distribucion de genotipos de la Coleccion IRAPA
utilizando el Andlisis de Correspondencia.
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Anexo 19: Analisis UGPMA a partir de datos moleculares utilizando 14

marcadores tipo SSR en individuos de la Coleccion MARGARITA (indice de
similitud de DICE).
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Anexo 20: Grafica de distribucién de genotipos de la Coleccion MARGARITA
utilizando el Analisis de Correspondencia.
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Anexo 21: Analisis UGPMA a partir de datos moleculares utilizando 16
marcadores tipo SSR en individuos de la Coleccion MERIDA (indice de
similitud de DICE).
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Anexo 22: Grafica de distribucion de genotipos de la Coleccion MERIDA
utilizando el Andlisis de Correspondencia.
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marcadores tipo SSR en individuos de la Coleccion UNESUR (Indice de
4

Anexo 23: Andlisis UGPMA a partir de datos moleculares utilizando 16
similitud de DICE).

Anexo 24:. Grafica de distribucion de genotipos de la Coleccion UNESUR

utilizando el Analisis de Correspondencia.
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