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RESUMEN

Se analiz6 la variabilidad genética del Cacao Nacional Boliviano (CBN) mediante la caracterizacion

morfolodgica y la técnica molecular de microsatélites. Se evaluaron en una primera etapa 164 genotipos de
CNB con diferente nivel de domesticacion (57 silvestres, 107 cultivados). Se midieron in-situ 13 variables de
fruto y semilla; se hicieron andlisis univariados (ANOVA), y multivariados (componentes principales,
conglomerados, discriminante canénico), para identificar las variables que mas discriminan entre grupos y
lugares de colecta. Se utilizaron 14 primeros para el analisis molecular con el método de microsatélites.

La variabilidad genética del cacao silvestre es alta, las caracteristicas mas relevantes son diametro y largo
de semilla, formas cundeamor y angoleta, apice obtuso, constriccion basal 49 % ausente, la rugosidad del
mesocarpo 63 % intermedia, color de semilla 100% purpura. Para el cacao cultivado la variabilidad es
media. Las variables que mas discriminan fueron diametro de semilla y largo de la mazorca. El estudio de
microsatélites, ubicd al CNB silvestre en un grupo diferente al Forastero y Trinitario (Grupo del Beni). Todos

los primeros resultaron ser polimoérficos 100 %.
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INTRODUCCION

El cacao ha existido en Bolivia, en condiciones
silvestres antes del siglo XVI, reportes de las
expediciones del capitan Espafiol Penranzures del
afio 1538, menciona que observo plantas de cacao en
la cuenca del Rio Beni y Mamore (Patifio 2002). Ha
sido cultivado en Bolivia por los nativos por mas de
240 afos y fue fomentado por las misiones
Franciscanas y Jesuitas a lo largo del rio Beni
(Cortés 1997; July 2007). El cultivo fue promovido
por el gobierno de Bolivia en la década de 1960s,
como la principal fuente de ingresos para los
agricultores que colonizaron la region amazonica
(Zeballos y Terrazas 1970), una situacion que se
mantiene hasta hoy.

En Bolivia, al cacao silvestre se le conoce con varios
denominativos: “Cacao Criollo” “Cacao Nacional
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Boliviano” “Chocolate” “Cacao Amazonico” “Cacao
Silvestre” y “Cacao” propiamente dicho. El
apelativo “Criollo” (nombre autoctono) no debe ser
confundido con el grupo genético de los criollos
tienen  caracteristicas

centroamericanos,  que

diferentes.

El cacao es el germoplasma tradicionalmente
cultivado en Bolivia desde la época colonial pero su
origen geografico y genético las caracteristicas
morfologicas que lo distinguen de otros genotipos y
su relacion genética con los otros forasteros son
desconocidos (July 2011). Sin embargo, con este
estudio de descripcion y otros anteriores sobre la
variabilidad genética orientan a distinguir y describir
el cacao Nacional Boliviano de los otros existentes
en los paises vecinos y Centroamérica.
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MATERIALES Y METODOS:
Fase de campo:

Para este estudio se tomd en cuenta las expediciones
y las muestras de cacaos en fruto y hojas que el autor
ha tomado desde el afio 2007, la cual es parte de una
investigacion a largo plazo. Para llegar a los
resultados de esta publicacion se efectuaron varias
expediciones complementarias a donde se reportan
poblaciones de cacao en condiciones silvestres,
caracterizando a las plantas que se agregan
naturalmente en manchas o rodales conocidos
localmente como “chocolatales”. Es asi que para el
presente estudio se hizo el esfuerzo de obtener
muestras de todas las plantas de cacao conocidos por
el autor (Figura 1), pero es probable que en otras
del territorio nacional se
formaciones

areas presenten

similares que demanden una

caracterizacion posterior.

Figural. Distribucion de sitios de colecta.

© Cacao cultivado
@ Cacao silvestre

Fuente: Conservacion Internacional (2014).

Para evaluar los diferentes tipos de cacao in-situ, se
utilizaron 12 descriptores  morfologicos, 3
readecuados por; July (2007), parametros que se
describen a continuacion:
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Caracterizacion morfologica in-situ.

Se utiliz6 una lista de descriptores para cacao
publicadas por el Consejo Internacional de Recursos
Fitogenéticos IPGRI (2000), y los descriptores
cualitativos y cuantitativos publicados por Engels, et
al (1980). De estos descriptores solo se utilizo 13
descriptores de fruto y semilla.

Caracteristicas de fruto

De cada accesion se evaluaron las mazorcas

disponibles como minimo tres mazorcas
fisiologicamente maduras sin  sintomas de
enfermedad. Se evaluaron y registraron tres

caracteristicas cuantitativas (largo, didmetro, peso) y
cuatro cualitativas (forma de mazorca, forma del
apice, forma de la base, color de la mazorca).

Caracteristicas de la semilla

De los frutos colectados in-situ, se contd
individualmente la cantidad de semillas integras y
vanas. Se determind el peso fresco de estas semillas,
de cada uno de los frutos se tomd 3 semillas, para
registrar cinco caracteristicas cuantitativas (nimero
de semillas, largo, diametro, peso htmedo, peso

seco) y una cualitativa (color de almendra).
Analisis de datos morfologicos

Andlisis de Varianza. Para el estudio de las
variables morfologicas se uso un disefio irrestricto al
azar y ANOVA, el cual se guia del siguiente
modelo:

Yij =+ Sii+ e (1)

Anadlisis en Conglomerados. Para conformar grupos,
mediante las caracteristicas morfologicas y sitios,

permite conocer la relacion del cacao silvestre y en
cultivo.



Windson July Martinez.

Componentes Principales. Para identificar las
variables que mas peso tuvieron, para diferenciar
los tipos de cacao (silvestre, y cultivado). Con el
grafico Biplot se analizd la relacidon entre sitios y
variables.

Discriminante candnico. Se utilizd para determinar
las caracteristicas morfoldgicas que discriminan a

los grupos definidos a priori.
Fase de laboratorio

La extraccion de ADN de las muestras de hoja, se
realizé en el laboratorio de Biologia Molecular de la
Unidad de Biotecnologia y Recursos Fitogenéticos
del CATIE, ubicado en Turrialba, Costa Rica y la
secuenciacion en los laboratorios del USDA/ARS-
Beltsville, siguiendo la siguiente metodologia:

Extraccion de ADN. Se empled tres Kits de
extraccion de ADN (Q — BIO gene, MP FastDNA
Kit), utilizando el protocolo de extraccion de ADN
(July, 2007). Las de ADN
cuantificadas y liofilizadas y enviadas a
USDA/ARS-Beltsville.

muestras fueron

Cuantificacion de ADN. Se realiz6 a través de
electroforesis en el gel de agaroza al 1 %, en una
camara de electroforesis marca KODAK, Bio MAX.
HR2025. Para ello se prepardé 110 ml de TBE 1X,
Buffer 10 X, se agrego 1 gr de azarosa, se calentd
por 1,5 minutos en microondas. Se prepard una
bandeja de electroforesis donde se coloco 4 gotas de
bromuro de etilo luego se chorreo el gel. Se utilizd
20 pl de preparacion (ADN, agua y bufer de carga
6x).

Amplificacion de ADN. Para la amplificacion de
ADN se utilizd6 la metodologia de PCR y se
utilizaron los iniciadores para microsatélites
seleccionados como estandares internacionales para
la caracterizacion molecular de cacao (Loor y

Amores 2003).

Analisis de datos moleculares
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El analisis se realizé con el software CEQ 800 Series
Genetic Analisis System y el Estadistico INFOGEN
con base a los datos obtenidos de las amplificaciones
de ADN. Con el peso molecular de cada alelo se
construy6 una base de datos con las cuales se realiz
el analisis de conglomerados y la prueba de
consenso Mantel.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se evaluaron en total 164 genotipos de CNB. La
caracterizacion se realizo in situ en 19 lugares (11
lugares para el cacao silvestre y 8 lugares para el
cultivado). Estos sitios estan ubicados en tres macro
regiones de Bolivia: Rio Beni, Norte del
departamento de La Paz, Beni y Alto Beni.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de 57
genotipos silvestres de CNB, de 11 lugares de
colecta en dos zonas. El peso promedio de los frutos
fue de 272,6 g. El peso maximo se obtuvo para la
muestra de Cachichira (383,3 g) y el mas bajo para
la muestra de Macagua (227 g). El Largo del fruto
varid entre 11,5 (San Silvestre) y 16,6 cm (Tequeje)
. El didmetro de fruto vari6 de entre 7 (Copacabana
y Macagua) y 8,1 cm (Cacahichira). El numero
promedio de semillas por fruto fue de 38 semillas,
con un maximo de 43 semillas (Cachichira) y un
valor minimo de 34 semillas (Carmen del Emero y
Paltal). EI peso humedo vari6 entre 65 (Carmen del
Emero) y 95 g (Cachichira). El largo vario entre 1,8
(Copacabana) a 2,9 cm (San Silvestre). El diametro
menor de semilla (0,9 cm) lo obtuvieron los
genotipos de Cachichira, Tequeje y Copacabana,
mientras que el mayor (1,3 cm) fue para los
genotipos de San Silvestre.

Solo las wvariables largo y diametro de semilla
presentaron diferencias significativas (p<0,05), entre
lugares de colecta. Al respecto, Enriquez y Soria
(1968) indican que los descriptores de semilla mas
importantes son el diametro, el largo y el espesor de

semillas. Son estas variables diametro de semilla,
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largo de semilla, largo de mazorca y numero de
semilla que marcaron para diferenciar a los cacaos
silvestres estudiados, lo cual concuerda con lo citado
por Morales y Rodriguez (1987) que indican, que el
cacao colectado en los margenes del rio Beni
presentan frutos amazonicos tipicamente pequeios,
con cascara delgada y semillas pequefias.

En cuanto a la forma de la mazorca, poseen frutos de
forma cundeamor (40,4 %), sin constriccion basal
(41,1 %) y con una rugosidad intermedia (63,2 %).
El apice de los frutos fue agudo (29,8 %). El
porcentaje de las accesiones con frutos de color
verde fue de 100 %. EI color de las semillas en su
totalidad fue de color parpura (100 %). Sobre las
similitudes en la (Figura 2), muestra tres grupos a
una distancia de 7,38. El grupo (1) de color rojo esta
conformado por genotipos procedentes de la zona de
Alto Beni, lugares donde existe CNB en cultivo

(CC). También incluye genotipos silvestres de San
Silvestre y Tumupasa.

El grupo (2) de color verde conformada por siete
lugares que poseen genotipos silvestres, del rid Beni.
También incluye genotipos silvestres CS de
Macagua y Santa Fé de la region Norte de La Paz,
dentro del grupo solo los genotipos de Remolino
estan en cultivo y provienen de la region del Alto
Beni. Probablemente la semilla de siembra fue
llevada de alguno de los sitios donde se encuentra el
cacao en forma silvestre.

El grupo (3) de color azul, agrupd genotipos
silvestres de Cachichira y Tequeje ubicados en el rio
Beni. Este grupo se distingue por poseer
caracteristicas morfoldgicas particulares de semilla
pequena.

Figura 2. Dendrograma basado en las distancias Euclidea y método Ward para 19 lugares de colecta basado

en 164 genotipos de Cacao Nacional Boliviano.
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Del anélisis de componentes principales, se observo
que las variables, largo y didmetro de semilla estan
asociados con el lugar de colecta de San Silvestre
del Norte de La Paz, Las variables nimero de
semilla y didmetro de semilla, presentan correlacion
positiva. Por su parte, Fowler (1952) y Quiroz y
Soria (1994) sefialan que el caracter mas
discriminante para el cacao nacional es el “didmetro
de semillas” que lo diferencia de otros grupos
genéticos. La variable Largo de mazorca se asocia
con los genotipos silvestres de Cachichira. El peso
himedo, peso de mazorca y diametro de mazorca
estan asociadas a los genotipos de Mototoy. Sin
embargo, las variable niimero de semilla se asocia a
los genotipos de Tequeje rio Beni.

De la caracterizacion molecular, en clousters se
agruparon cuatro grupos a una distancia de 1,39. El
grupo 1, agrup6 a genotipos cultivados de la region
de Alto Beni: Covendo (18 genotipos), San José de
Cogotay (3 genotipos), San Miguel de Huachi (9
genotipos), Remolino (2 genotipos), San Antonio (1
genotipo). Dentro de este grupo se ubican ademads un
genotipo silvestre de Macagua y dos de Tumupasa,
ambos colectados en el Norte del departamento de
La Paz. Aparentemente el origen genético de estos
materiales es el centro del rio Beni entre las
comunidades de Copacabana y Cachichira.

El grupo mas diverso es el grupo 4, que agrupo a
genotipos silvestres de la region Norte de La Paz:
San Silvestre (4 genotipos), Macagua (4 genotipos),
Tumupasa (2 genotipos), Santa Fé (2 genotipos).
Posiblemente estos genotipos tienen su origen en el
norte del rio Beni, en las comunidades de Tequeje,
Paltal, San Marcos y Cachichira. El grupo 3, esta
constituido principalmente por genotipos de la
Estacion Experimental — UMSA en Sapecho y un
genotipo cultivado de Mototoy. El origen posible es
el norte del rio Beni en las comunidades: Isla del
oro, Carmen del Emero, San Marcos, Tequeje y
Paltal, donde se encuentran genotipos silvestres
pertenecientes a este grupo. El grupo 2, agrupd a
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clones testigo: Trinitarios (ICS-8, ICS-6), Forasteros
de Peru (IMC-67, Pound 12, pound7), Ecuador
(EET-400, SCA-6), Brasil (TJ-1, PA-121, Catongo
Blanco) y un genotipo de Venezuela (OC-77) a estos
se agruparon genotipos cultivados de San Antonio,
Mototoy, Remolino y San José de Cogotay.

El polimorfismo detectado con todos los marcadores
fue del 100%. El microsatélite que mas bandas
amplificé fue el CIR 37 con 22 bandas. En total se
obtuvieron 184 bandas (alelos), dando en promedio
13 bandas por microsatélite, lo cual es mas alto que
lo reportado por Risterucci et al. (2000) con un
promedio de 9,5 bandas polimoérficas, pero menor a
lo reportado por Montamayor (2001), con un
promedio de 15 bandas. La mayor informacion se
obtuvo con los primers CIR1, CIR24, CIR7 y
CIR18. La menor probabilidad de que dos
individuos compartan el mismo alelo por primer fue
encontrada en el primer CIR1, lo que indica que
dicho primer mostrd un alto grado de confianza en el
analisis de diferencias genéticas.

CONCLUSIONES

Este estudio permiti6 describir las caracteristicas
morfologicas cuantitativas y cualitativas de fruto y
semilla del Cacao Nacional Boliviano. Ademas, se
identificd las variables que mas discriminan entre
genotipos silvestres.

La variabilidad genética del Cacao Nacional
Boliviano, es alta con los parametros evaluados. Se
identificd dos acervos genéticos el primero al norte
del rio Beni y el segundo sur del rio Beni juntamente
con los genotipos del norte de La Paz, con
caracteristicas ~ morfologicas  similares  pero
molecularmente  diferentes, las caracteristicas
morfoldgicas que los distinguen son “diametro y
largo de semilla”, las formas de mazorca cundeamor
y angoleta son las que predominan, la forma del
apice obtuso y agudo son las relevantes, la

constriccion basal 49 % ausente, la rugosidad del
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mesocarpo el 63 % intermedia, el color de semilla
100% puarpura.

Del analisis de agrupamientos morfoldgicos existen
caracteristicas similares entre genotipos silvestres de
las riberas del rio Beni con los genotipos cultivados
de Remolino de la regioén de Alto Beni, mientras los
demas genotipos cultivados son similares a los
genotipos silvestres del Norte de La Paz. Se podria
concluir que los genotipos CBN cultivados de la
region de Alto, tienen ancestros en la region Norte
de La Paz y Sur del rio Beni, esto se corrobor6 con
los resultados de la caracterizacion molecular y se
respalda con las observaciones hechas en los sitios
de colecta.

Otra agrupacion molecular importante, son los
genotipos cutivados mas alejados ubicados al
extremo Norte del rio Beni (Isla de Oro, Paltal,
Tequeje, Carmen del Emero y San Marcos),
presentan caracteristicas moleculares similares a los
genotipos de Estacion Experimental de Sapecho Alto
Beni, donde no existe informacién exacta de la
procedencia de semilla de estos materiales.

El estudio molecular con 14 primers especificos para
analisis de diversidad genética y mediante la técnica
de SSR microsatélites, permitid6 ubicar al cacao
nacional boliviano silvestre en otro grupo diferente
al Forastero y Trinitario. El grupo se podra
denominar como “CACAO DEL BENI".

Todos los marcadores resultaron ser polimoérficos
100 % muy informativos para el analisis de
diversidad genética, el primer que mas alelos
identifico fue el CIR37, y los que mas informacion
brindaron fueron el CIR1, CIR24,CIR7, y CIR1S,
por lo que la técnica SSR microsatélites resultod ser
Optima.
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