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Resumen

La identidad genética y las relaciones evolutivas en colecciones de germoplasma se han
estudiado a través de marcadores moleculares, usados en el estudio, dando valor agregado en
términos de informacién genética util a los bancos de germoplasma. En cacao se han utilizado
para establecer la identidad de los genotipos y su relacién genética con los grupos
establecidos, como base para programas de mejoramiento genético asistido por marcadores
moleculares. Con los trabajos previos de seleccion de genotipos promisorios a través de
mejoramiento participativo, la Federacion Nacional de Cacaoteros caracterizé a nivel morfo-
agronomico 42 y molecular 70 genotipos, colectados en diferentes regiones productoras de
Colombia, dentro de cultivos tradicionales en fincas de agricultores. La coleccion,
establecida en condiciones de San Vicente de Chucuri, Santander (N 6° 52”577, W 73° 24”
46”), se caracterizo con 56 descriptores distribuidos de la siguiente manera: de planta (2),
hoja (12), flor (13), fruto (20) y semilla (9). Para la caracterizaciéon molecular se utilizé un
chip de 96 SNP’s bajo la plataforma Fluidigm®, siguiendo los protocolos previamente
establecidos por CIAT. El procesamiento de las muestras y andlisis de los datos se realizo
entre FEDECACAO vy el laboratorio de Biotecnologia del Centro Internacional de
Agricultura Tropical -CIAT- en Palmira, Colombia. Se utilizo el programa PowerMarker®
3.25 para realizar calculos de pardmetros descriptivos de variacion genética y el programa
NTSYS-pc para el andlisis de agrupamientos y establecer las relaciones entre los individuos
bajo estudio, con base en la distancia genética de Nei. Asi mismo, se diagramaron los perfiles
genéticos (Fingerprinting) de cada genotipo con el programa Flapjack. Basado en los
resultados se evidencia la diversidad genética entre los genotipos evaluados y se ratifica la
identidad de algunos comerciales para mejorar etiquetados. Se pudo verificar la relacion
existente entre genotipos seleccionados y parentales utilizados en programas de
mejoramiento genético anteriores. La caracterizacion permitira establecer futuros programas
de mejoramiento genético para atender las necesidades de la demanda creciente de material
para nuevas siembras y modernizacion del cultivo en Colombia.
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1. Introduccion

Desde el ano 2000 Colombia ha promovido el establecimiento de cultivos comerciales de
cacao mediante la clonacion con el fin de incrementar la produccion y productividad, lo que
genero6 el incremento en el uso de genotipos internacionales reconocidos y llevo a procesos
de seleccion de nuevos genotipos regionales como estrategia de aprovechamiento de la
diversidad genética.

Se desarrollaron proyectos de evaluacion de genotipos internacionales, asi como la seleccion
de nuevos en las regiones productoras, permitiendo conformar una coleccion de materiales
promisorios que fueron evaluados y caracterizados.

El objetivo del estudio fue caracterizar la diversidad genética por medio de marcadores tipo
SNP a 71 genotipos y evaluar las caracteristicas morfoagrondmicas de 42 genotipos de cacao
que hacen parte de la coleccion de la Federacion Nacional de Cacaoteros — FEDECACAO -

2. Metodologia
2.1 Caracterizacion morfoagronomica

La toma de muestras y registro de datos para caracterizacion, morfoagrondmica se realizé en
la Granja Villa Monica, ubicada en San Vicente de Chucuri, Santander, a 900 msnm., con
una precipitacion promedio de 1.800 mm y una humedad relativa de 80%.

Se utilizanron los descriptores propuestos por Engels et al., (1980), Eskes et al., (2000),
Castafieda et al., (2011), Garcia (1997) y Jiménez et al., (2006). Se evaluaron 56 variables:
2 de planta, 11 para hoja, 14 para flor, 19 para fruto y 10 para semilla, de las cuales 31 fueron
cualitativas y 25 cuantitativas. El nimero de muestras utilizadas en la determinacion de
caracteristicas cuantitativas y cualitativas fueron: para la hoja 15, para la flor, la planta y el
fruto 10 y 50 para el grano.

2.2 Caracterizacion molecular

Se colectaron y almacenaron en bolsas plasticas con silica gel hasta su procesamiento, hojas
juveniles y adultas de 71 genotipos de cacao, procedentes de plantaciones en granjas ubicadas
en San Vicente de Chucuri, Santander y Miranda, Cauca; que hacen parte de la coleccion de
FEDECACAO en la que se encuentran materiales internacionales como ICS, TSH y
materiales regionales obtenidos mediante Seleccion Varietal Participativa, en todas las
regiones productoras de Colombia (Tabla 1)



Tabla 1. Lista de genotipos evaluados para caracterizacion molecular y morfoagronémica
por Fedecacao.

Nombre |Procedencia Nombre Procedencia
ICS1* Internacional | FEAR 26 * Regional - Arauquita
ICS 6 * Internacional | FEC 937 Regional - El Carmen
ICS 8 Internacional | FEC 938 Regional - El Carmen
ICS 39 * Internacional | FGI 4 * Regional — Gigante
ICS 60 * Internacional | FLE 2 * Regional — Lebrija
ICS 95 * Internacional | FLE 3 * Regional — Lebrija
CCN 51 * | Internacional | FLE 4 * Regional — Lebrija
IMC 67 * | Internacional | FLE 28 * Regional — Lebrija
EET 8 * Internacional | FMAC 14 * Regional — Maceo
EET 62 Internacional | FMA 7 * Regional — Marsella
EET 96 * Internacional | FQP 1 * Regional — Quipama
CHUAO Internacional | FSA 12 * Regional — Saravena
SCA 6 Internacional | FSA 13 * Regional — Saravena
TSA 654 Internacional | FSA 30 * Regional — Saravena
TSH 565 * |Internacional | FSV 1 * Regional - San Vicente
TSH 1188 | Internacional | FSV 30 Regional - San Vicente
UF6 13 Internacional | FSV 41 * Regional - San Vicente
UF 667 Internacional | FSV 72 * Regional - San Vicente
CATONGO | Internacional | FSV 80 * Regional - San Vicente
TSH 812 * | Internacional | FSV 85 * Regional - San Vicente
PA 46 Internacional | FSV 89 * Regional - San Vicente
PA 150 Internacional | FSV 94 Regional - San Vicente
R 30 Internacional | FSV 106 Regional - San Vicente
UF 650 Internacional | FSV 153 * Regional - San Vicente
SCA 12 Internacional | FSV 155 * Regional - San Vicente
CAU 39 * Regional |FTA2* Regional — Tame
CR 38 Regional |FTUG6 * Regional — Tumaco
CR 39 Regional [FVA 6 Regional — Valledupar
CR 40 Regional |[FYC2* Regional — Yacopi
CR 51 Regional |[MON 1 Regional — Quimbaya
FBO 1 * Regional |PENTAGONAL | Regional - San Vicente
FBO 5 Regional |SC5 Regional — Palmira
FCHI 8 Regional |SC6 Regional — Palmira
FEC2* Regional |SC 10 Regional — Palmira
FEAR 4 * Regional |SCC61* Regional - San Vicente
FEAR 5 * Regional |Progenie

FSAT 10 Regional - Ataco

* Genotipos con caracterizaciéon morfoagronomica.




2.2.1 Extraccion de ADN y control de calidad de las muestras.

Se realizo la extraccion de ADN a partir de tejido foliar siguiendo el método de Michiels et
al. (2003), modificado por Zapata (2016), en el laboratorio de Genética Molecular y Cultivo
de Tejidos del Centro Internacional de Agricultura Tropical — CIAT -. El ADN aislado fue
sometido a control de calidad siguiendo la Guia Practica para genotipado de SNPs usando
el sistema EP1 y SNPtype Assays de Fluidigm version F_03 (Quintero et al., 2015).

2.2.2 Marcadores moleculares SNPs y Genotipificacion

La genotifipicacion se realizo en la plataforma Fluidigm EPI System. Un conjunto de 96
SNPs (Illic et al., 2012; Fang et al., 2013; Ruiz et al., 2004) distribuidos a lo largo de los diez
cromosomas del cacao fueron escogidos para establecer los perfiles genéticos.

2.3 Analisis de datos

La relacion entre los genotipos evaluados mediante la caracterizacion morfoagrondmica se
evaluo con la aplicacion del algoritmo UPGMA vy la distancia de Gower para construir un
dendograma, usando el programa NTSY S-pc.

Se obtuvo el nimero de /oci polimérficos, numero de loci con datos faltantes, numero de
genotipos observados, frecuencias alélicas, heterocigocidad y contenido de informacion
polimorfica (PIC). Se calcularon las distancias genéticas pareadas usando el estandar de
Rogers (1972), a partir de las cuales se construyd un dendograma de distancias con el
algoritmo UPGMA. Tanto los estadisticos descriptivos como los célculos de distancias se
realizaron con el programa PowerMarker V3.25 (Liu 2005), mientras que la visualizacion
del dendograma se hizo en FigTree V1.4.2 (Rambaut, 2016). Los analisis de Probabilidad de
Identidad (PID, PISib), Genotipos pareados (Matching Multilocus Genotypes), indice de
diversidad de Shannon, Andlisis de Coordenadas Principales (PCoA) y test de diferenciacion
entre grupos (FST), fueron realizados en el paquete para Excel GenAlex V6.502 (Peakall y
Smouse, 2012). Un anélisis para establecer las relaciones de parentesco entre pares de
muestras (Kinship), se realiz6 utilizando el algoritmo de Manichaikul (Manichaikul et al.,
2010) incluido en el paquete de VCFtools (Danecek et al., 2011); mientras que la matriz de
coancestria resultante fue visualizada por medio de un grafico heatmap construido con el
software para andlisis estadisticos R (R Core Team 2013).

3. Resultados y discusion
3.1 Caracterizacion morfoagronomica

En la figura 1 se presenta el dendograma resultado de la caracterizacion molecular de 42
genotipos a partir de los datos obtenidos de 57 variables cuantitativas y cualitativas. Se puede
observar que ICS 39 e ICS 60 presentan menor distancia, teniendo en cuenta la similaridad
de sus caracteristicas morfologicas. De acuerdo con Johnson et al., (2009), los materiales
ICS provienen de una sola poblacion genéticamente homogénea que puede ser considerada



como una variedad local con un ancestro comun tipo Criollo, de origen centroamericano, con
frutos y brotes con escasa antocianina (Bekele et al., 1994). También presentan cercania los
genotipos TSH 565 y FEAR 5 posiblemente por la similaridad en caracteristicas de tipo
morfoldgico y de componentes del rendimiento, como color y forma del fruto, caracteristicas
de las flores, color y medidas de la semilla o grano.

A mayor distancia se forma un grupo con los genotipos ICS 1, ICS 95 y FGI 4, y otro grupo
con ICS 6, ICS 39 e ICS 60, por similaridad en caracteristicas morfologicas del fruto.
FEAR 26 se ubica aparte de todos los genotipos evaluados.
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Figura 1. Arbol de distancias para caracteristicas morfoagronémicas. UPGMA



3.2 Caracterizacion molecular

Todos los SNPs mostraron ser polimoérficos con un promedio de 0.3058; donde TcSNP206
obtuvo el menor contenido de informacion polimorfica (PIC= 0.0405) y el TcSNP736 el
mayor (PIC=0.3749). La heterocigocidad obtenida para el conjunto de SNPs estuvo entre
0.0422 para el SNP TcSNP206 y 0.6901 para el TcSNP269, con un promedio de 0.4187. Para
los marcadores TcSNP344, CL276Contigl, CL1125Contig2, TcSNP152 y TcSNP206 solo
se observd uno de los dos homocigotos posibles. Se encontraron 67 perfiles genéticos
diferentes, de los cuales cuatro fueron compartidos para mas de un genotipo asi:

A =EET 62 y EET 96
B =EET 8 y UF 650
C=MON1ySC5

D =CR40y CR51

El promedio de heterocigocidad fue de 41.1% con CR40, CR51 y Catongo sin heterocigotos
y FSV89 y TSH565 con los mayores valores de 69.5% y 71.6% respectivamente. El valor
promedio de heterocigocidad encontrado es cercano al promedio reportado en diversos
estudios realizados a partir de microsatélites (Motamayor et al. 2002; Sereno et al. 2006;
Rehem et al. 2010; Bertolde et al. 2010). El indice de Shannon mostr6 diversidad moderada
(0.5).

El andlisis de distancias pareadas calculadas con el estdindar de Rogers (1972), y el
dendograma obtenido por medio del algoritmo UPGMA muestra que la distancia entre la
mayoria de los materiales es reducida, aunque se puede observar la formacion de tres grupos:
El primero conformado por FBO1, TSH656, SCA12 y SCA®6, el segundo por CR40 y CR51,
y el tercero que comprende el resto de las muestras (Figura 2). El dendograma evidencia los
posibles duplicados mencionados anteriormente, los cuales se encuentran hacia el final de
una misma rama. Este andlisis permitid observar otros individuos que tienen poca
diferenciacion genética entre ellos como FSA12 y FSA13; y UF667 con las muestras UF650
y EETS.

El andlisis de diferenciacion genética entre grupos (Fst), arrojo valores entre 0,21 y 0,39 para
las tres comparaciones de los grupos observados en el dendograma de distancias (Tabla 2);
evidenciando que existe alta diferenciacion entre estos grupos de muestras; sin embargo, es
importante ampliar el nimero de materiales evaluados, ya que esto permitird realizar
comparaciones con mayor confianza estadistica y mejorard la conformacion de grupos
genéticos mas definidos.

Tabla 2. Valores de Fst entre los grupos observados en el dendograma de distancias.

Fst Grupo 1 Grupo 2 | Grupo 3
Grupo 1 0,00

Grupo 2 0,39 0,00

Grupo3 0,21 0,30 0,00
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El Analisis de Coordenadas Principales (PCoA) resultante (Figura 3) permitié observar
agrupaciones de genotipos que en su mayoria corresponden con los grupos identificados en
el dendograma de distancias (grupo 1 y 2), sin embargo se observa que las muestras FBO1 y
TSA654 se encuentran en un punto intermedio entre el grupo 3 y 1.
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Figura 3. Analisis de Coordenadas Principales (PCoA). Los nombres en negrilla
corresponden a las mas distantes.

La matriz de coancestria evaltia la similaridad genética entre los individuos e incluye la
probabilidad de que esta similitud sea idéntica por descendencia, es decir, que un caracter
genético sea idéntico en dos individuos porque ha sido heredado de un mismo progenitor
(Manichaikul et al., 2010). Se construyd un grafico tipo heatmap con los valores de
coancestria calculados y que son ordenados con el algoritmo de UPGMA para identificar
grados de parentesco entre los genotipos evaluados. La matriz obtenida clasifica los
genotipos evaluados con colores marcando duplicados o clones en rojo, parentesco de
segundo grado en amarillo y los que parecen no tener relacion cercana con el resto de
individuos en azul (Figura 4).



Kinship Coefficient

Clones >=0.45

1st deg inbred [0,354,0,45)
1st deg [0.1777,0.354)
2nd deg [0.0884,0.177)
3rd deg [0.0442,0.0884)

mN R-Eelniey |

Unrelated < 0.0442 ‘
No het |

Figura 4. Heatmap a partir de la matriz de coancestria (kinship).

Las muestras UF 650, EET 8, UF 667, ICS 39, SC 10, R 30, MON 1, SC 5, SC 6, ICS 60, y
FSV 30; forman un grupo que comparte un alto grado de parentesco. Los individuos que
presentan genotipos homocigotos (Catongo, CR40 y CR51) no fueron comparados entre
ellos, sin embargo muestran alta diferenciacion respecto al resto de individuos (color azul en
el heatmap), lo que corresponde con analisis anteriores. Otras muestras que presentan alta
diferenciacion son SCA6 y SCAI12 que fueron identificadas dentro del grupo 1 en el
dendograma. Los genotipos FBO 1 y TSA 654 mostraron compartir un mayor grado de
parentesco con otros materiales, lo que pudo ser observado igualmente en el grafico de PCoA.



La alta diferenciacién encontrada para genotipos como ICS 8, PA 46 y PA 150 indica que
¢éstas no estan cercanamente emparentadas con el resto de materiales evaluados.

4. Conclusiones

Los analisis realizados indican que el conjunto de marcadores SNP usados fueron eficientes
en la caracterizacion de la diversidad genética de cacao, ya que permitieron la obtencion 67
perfiles genéticos y la identificacion de posibles duplicados.

Es importante aumentar el numero de materiales con diferenciacion agrondémica y
procedencias geograficas diversas.

El presente estudio indica un alto grado de relacion entre los individuos evaluados y en
general, una moderada diferenciacion genética
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