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RESUMEN: Guatemala no cuenta con una coleccién de plantas
de cacao (Theobroma cacao L.) de tipo criollo, por lo que se
hace necesario hacerla por medio del establecimiento de un
jardin clonal y, de esta forma, disponer de material vegetativo
cuando se necesite. Para ello, se hizo una bisqueda, rescate y
caracferizacién agronémica, botdnica y molecular de diferentes
plantas para observar y describir sus caracteristicas. El interés
en el cacao criollo se fundamenta en el hecho de que se ha
encontrado que son los que producen la mejor calidad de
chocolate, a pesar de ser mds susceptibles a algunas
enfermedades como Phytophothora palmivora Butl. Visitas a
diferentes departamentos de Guatemala para la bisqueda de
material vegetativo de cacao criollo resulté en el hallazgo de
una coleccién de 180 drboles de cacao provenientes Centro
América y México ubicada en Retalhuleu; de esta coleccién se
identificaron drboles con caracteristicas de criollos y se tomaron
materiales vegetativos con el propésito de injertarlo en el jardin
clonal establecido en la UVG del Sur. De estos materiales se
fotografiaron las inflorescencias y los frutos para su andlisis en
el herbario y se tomé material foliar sano para su andlisis genético
mediante marcadores microsatélites.

PALABRAS CLAVE: Cacao criollo, caracterizacién agronémica,
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Agronomical, botanical and molecular characterization of “criollo” and
improved cocou trees (Teobroma cacao L.) in southern Guatemala.

ABSTRACT: The absence of a local core “criollo” cocoa tree
collection (Theobroma cacao L.) stresses the necessity of
establishing a clonal garden from which these materials can be
refrieved whenever needed. For this reason, survey and rescue
activities followed by agronomical, botanical and genetic
characterization were performed, with the aim of observe, describe
and register their characteristics. “Criollo” cocoa has been found
to produce higher quality chocolate but being more susceptible
to pathogens such as Phyfophothora palmivora Butl substantially
lowers its productivity. A collection of 180 cocoa trees with
different origins was found af Retalhuleu, and vegetative materials

from several plants with characteristics of “criollo” were grafted
on a clonal garden established at UVG Sur. Flowers from these
selected materials were photographed on the field,
microphotographed at the laboratory and genetically analyzed
using microsatellite markers.

KEYWORDS: Criollo cocoa, agronomical characterization, botanical
characterization, genetic characterization, microsatellites.

Introduccion

El cacao, Theobroma cacao L., es una especie de planta que
crece en el frépico entre 20° norte y 20° sur del Ecuador (Ledn,
1956). Es producido principalmente por Africa Occidental,
Centro y Sur América y Asia. Los pafses que poseen mayor
produccién son: Costa de Marfil, Ghana, Indonesia, Nigeria,
Camerin, Brasil, Ecuador y Malasia, los cuales representan
alrededor del 90% de la produccién mundial. Por otro lado los
paises mayores consumidores del cacao, son Estados Unidos,
Alemania, Francia, Inglaterra, Federacién Rusa y Japén
(INFOCOMM, 2008). El ingrediente principal producido del
grano es el chocolate, pero también pueden producirse el licor
del cacao, la manteca de cacao, la torta de cacao y el cacao
en polvo. El negocio del chocolate es de alrededor de 8 mil
millones de délares mundialmente (BBCNEWS, 2004).

En Centroamérica, se cultivan alrededor de 22,000 hectareas
de cacao, con una produccién de 6,000 toneladas métricas/afio
y con un valor de $7millones de délares/afio (Somarriba et al.,
2007). En Guatemala se cultivan alrededor de 2,709 hectdreas
(INE, 2003) con una produccién de 1,136 toneladas métricas
(Mollinedo, 2008). Los departamentos con mayor nimero de
fincas y mayor produccién son Alta Verapaz y San Marcos. Si
se compara con los mayores productores de cacao del mundo,
la produccién centroamericana es muy baja, ya que el Africa
tiene cultivadas 4,316,000 hectdreas con una produccién de
1,808,000 toneladas métricas (Federation of Cocoa Commerce,
2008).

El valor del cacao para Guatemala no es necesariamente
tener, en el futuro, una produccién més alta que la de otros
paises, sino mds bien dirigir la produccién hacia un cacao de
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alta calidad, lo cual podria lograrse con la utilizacién de los
tipos de cacao criollos de los que se obtiene el cacao gourmet
(Mora ,1956; InfoGalaxy, 2003). La calidad del chocolate
depende de varios factores: del grado de acidez del grano, la
fermentacién, el tostado y el proceso de refinamiento del
producto (Cros, 1997; Bressani, 2008). Como se indicd, los
drboles de cacao criollos poseen la capacidad de producir
cacao de calidad, pero es necesario un buen proceso de
fermentacion para que la calidad se manifieste en el producto
final.

El objetivo del presente proyecto fue localizar los tipos de
cacao criollos de Guatemala, asf como su preservacién o rescate
y su caracterizacién agronémica, botdnica y molecular, con el
fin de utilizar estos tipos de cacao como fuente de produccién
de cacao de calidad para el pafs en el futuro. Los paises
europeos estdn interesados en cacaos que produzcan chocolate
de calidad, por lo que se estarfan pagando precios especiales
por la semilla de los criollos. La caracterizacién molecular de
estos serd de utilidad, para la seleccién subsecuente de cacaos
glite para ser producidos en el pas.

El objetivo de la caracterizacién botdnica fue obtener
informacién acerca de las flores pues estudios anteriores
indicaban que estas difieren en forma, tamafio y en presencia
de esfructuras especializadas como tricomas glandulares que
pueden caracterizar a la variedad (Goltia y Jaffe 1997). De esta
manera se determinard si las variedades del tipo criollo son
diferentes estructural o morfolégicamente a las ofras variedades.

Se conoce que los cacaos tipo criollo son valiosos porque
poseen caracteristicas genéticas que determinan la calidad del
cacao pero son altamente susceptibles a patégenos como
Phytohthora palmivora Butl., witches' broom y C. periciosa
(Marita et al. 2001). Este estudio es importante para poder
conocer qué caracteristicas posee el cacao tipo criollo que se
encuentra en Guatemala, y que sirva como referencia para
futuros estudios.

Materiales y métodos

ESTRATEGIA METODOLOGICA

La metodologia consistié en las siguientes efapas: busqueda,
rescate, caracterizacién agrondmica y botdnica de las plantas
de cacao criollo y toma de muestras de follaje, para su andlisis
molecular.

METODO

* Método de campo: Con la colaboracién de la Asociacién
Nacional del Kakaw (ANAKAKAW) y el Ministerio de Agricultura,
Ganaderia y Alimentacién (MAGA) se identificaron algunas
dreas donde se localizaron plantaciones de cacao, para estudiar
las posibilidades de encontrar plantas de cacao con caracteristicas
de criollos. Para la localizacién de tipos de cacao criollos, se
usé como criterio la presencia de caracteristicas de los frutos
como: constriccion de cuello (cuello de botella), superficie muy
rugosa, surcos profundos, céscara delgada y terminacién en
punta aguda y curva y coloracién blanca de las semillas. La
caracteristica mds importante para determinar si un drbol de
cacao es criollo es el la coloracién blanca o blancuzca de las
semillas.

*Busqueda: Con informacién de ANAKAKAW, del MAGA y
de algunos productores de cacao se buscaron los cacaos
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criollos en 5 departamentos: Huehuetenango, Quiché,
Quetzaltenango, Escuintla y Retalhuleu. Se buscaron plantas
con caracteristicas de criollos como se indicé anteriormente.

* Rescate: Este proceso consistié en fomar material vegetativo
de variedades prometedoras (i. e. de alta productividad), para
ser injerfado en el campus de la UVG del sur. También se tomé
parte del material vegetativo -hojas nuevas de los clones- , para
llevarlo al laboratorio de biologia molecular y realizar las
extracciones del ADN.

* Caracterizacién agronémica: Se tomaron fotografias de
los frutos completos, midiendo el largo, ancho y peso;
adicionalmente se hizo un corte para fomar datos de las semillas
tales como su tamario, peso, color y nimero de semillas por
fruto. Seguidamente esta informacién se organizé en un cuadro.

* Caracterizacién Botdnica: Este proceso consistié en recolectar
en campo flores de los clones criollos, llevarlas al laboratorio
y elaborar un registro microfotogréfico ademds de elaborar una
descripcién morfolégica de cada una complementando con
diagramas.

* Caracterizacién molecular: Tejido foliar recientemente
colectado de las muestras evaluadas agronémica y boténicamente
fue procesado inmediatamente y almacenado a -80C hasta su
andlisis. El ADN de cada muestra fue extraido mediante el
método de Doyle and Doyle (1990) utilizando nitrégeno liquido;
10 marcadores microsatélites (SSR) fueron amplificados de cada
individuo mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Estos marcadores microsatélites fueron seleccionados
por ser altamente polimérficos en estudios recientes (Schnell ef
al. 2005, Cryer et al. 2006, Sereno et al. 2006); el criterio de
seleccion de los marcadores SSR fue la abundancia de
polimorfismos reportada, no asf su ubicacién cromosémica,
puesto que el genoma de T. cacao no fue publicado sino hasta
tiempo después del andlisis (Argout et al. 2011). Los marcadores
microsatélites empleados fueron: mTcCIRO0T, mTcCIRO0S,
mTcCIROT0, mTcCIROT1, mTcCIRO12 mTcCIRO17, mTcCIR022,
mTcCIR166, mTcCIR248 y mTcCIR235. Los fragmentos
amplificados fueron separados mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida al 10% y visualizados mediante tincién con
nitrato de plata; el tamafio de cada fragmento (i.e. alelo) fue
estimado utilizando el paquete de andlisis de imdgenes
TotalLab120DM® —Phoretix1D®- en duplicado.

o Técnica Estadistica: El ordenamiento en espacio reducido
(PCA de las distancias genéticas euclideanas —coeficiente de
Dice-) de los datos provenientes de los marcadores de ADN se
llevé a cabo utilizando el paquete R-adegenet (Jombart, 2008).
El agrupamiento UPGMA se generé utilizando el paquete
TotalLab120DM.

Resultados

* Caracterizacién agronémica de las muestras. Se tomaron
muestras de frutos de cacao con caracteristicas de criollos y
se llevaron al laboratorio para su andlisis, obteniendo informacién
sobre identificacién de la variedad, largo y ancho (cms) y peso
del fruto (g), color de semilla, tamafo (cms) y nimero de semillas
por fruto (Tabla 1).



Tabla 1. Informaci6n de los muestras de cacao recolectadas. Los muestras pertenecen a un jardin clonal ubicado en Santa Cruz Mulud, Refalhuleu (14.5833N,

-91.6167W, 397msnm).

Clon  Largo fruto cm  Ancho fruto cm  Grosor cascara cm Peso fruto g Peso semillasg ~ Color semilla Tamaiio Nimero

semille. cm  semillas
22p 16 8 0.7 233 21.18 Blancas y violeta Grande 11
30R 21 7 0.5 289 13.14 Violeta Grande 22
S6U 2 21 8 0.7 400 20.00 Violeta Grandes 19
UF221 16 8 0.3 256 9.14 Violeta Grandes 28
S6U 5 16 8 0.4 236 5.76 Violetas y blancas Medianas il
Mezcla 20 10 0.5 553 5.90 blancuzcas Medianas 40
UF 650 20 9 0.8 505 12.95 Violeta Grandes 39
San Antonio 22 10 0.5 575 33.82 Violeta blancuzca Medianas 17
15R 20 8 0.5 432 13.94 Blancuzca y violeta Grandes 31
8P 17 8 0.7 376 12.96 Blancas Medianas 29
24R 21 9 1.7 450 15.00 Blancuzcas y violetas Grandes 30

Todas las muestras analizadas forman parte de un jardin
clonal ubicado en Santa Cruz Mulud, departamento de Retalhuleu.
Los clones con semilla blanca o blancuzca que tienen caracteristica
de criollos son 15R, 22P, 8P y SGU5 y 24R. Ademds, la mezcla
de las variedades que se estd reproduciendo para los agricultores
en esta finca y que son considerados de buena produccién son:
105R, UF667, UF221, SGU8S8, UF650, 10P, SGU66, SGUS0,
SGU2, 19R, 30R, 13R, SGU21, y SGU67. Estos drboles han
estado sembrados en esta coleccién por mds de 40 afos,
teniendo diferentes lugares de origen como México y Costa
Rica, ademds de los locales.

* Caracterizacién Botdnica. Se estudié la morfologia de las
flores. La Unica diferencia encontrada en las flores del cacao
criollo fue su tamafio relativamente menor, sin embargo las

Figura 1. Caracterizacion botdnica.
A)Cacao “criollo”, 22P; B)Cacao de alta
produccion, S6U2 y C)cacao de alta
produccion SGU67. 1: fotografia en campo,
2: micrografia y 3: dibujo botdnico.

estructuras observadas fueron todas similares. Se cuenta con un
registro fotogréfico en campo y microfotogréfico en el laboratorio,
asf como un set de dibujos boténicos referencia (Figura 1). Se
registraron datos detallados de sépalos, pétalos, estambres,
pistilos, ovarios y tricomas, asi como dibujos botdnicos de los
frutos, entre ofros (no se muestran).

¢ Caracterizacién Molecular. Se analizaron tanto los clones
criollos recolectados en diferentes localidades, asi como los
clones que se estan distribuyendo como “criollos de alta
produccién” en finca Los Brillantes, Retalhuleu. En la Figura 2
se representa graficamente el agrupamiento de los individuos
segUn su similitud genética basada en marcadores microsatélites

(SSR).
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Figura 2. Agrupamiento de tipo UPGMA basado en los indices de similitud genética de Nei de
cada pareja de individuos (n=20). Inserto: electroforesis en gel de poliaciilamida tefiida con
nitrato de plata; carriles: 1) “Pataxte”, 2)UF667, 3)8P, 4)13R, 5)escalera de 100bp (PROMEGA®),
marcador mTcCIRO10.

Discusion de resultados

La caracterizacién defallada de cualquier cultivo es fundamental
para su apropiado y éptimo aprovechamiento. La caracterizacion
de los materiales de T. cacao incluidos en el estudio tiene el
potencial de acelerar la produccién de individuos que posean
caracteristicas deseables de alta calidad y alta productividad.
La propagacion vegetativa de los materiales de cacao garantiza
la estabilidad de sus caracteristicas, mientras que un programa
de mejoramiento genético combinarfa caracteristicas deseables
de dos organismos parentales en su descendencia. Con respecto
a la bisqueda de materiales criollos de cacao, a priori se conocia
que los drboles con estas caracteristicas eran dificiles de encontrar;
adicionalmente, la mayoria de ellos tenfian poca produccién
(uno o dos frutos por arbol). Los frutos o “pochas” de los drboles
de cacao criollo encontrados tenian, en su mayorfa, semillas de
color blanco pero, en algunos casos, una proporcién de las
semillas del mismo fruto tenian coloracién pUrpura; esto sugiere
que, como resultado de un proceso de polinizacién cruzada,
los évulos y el polen provenian de distintos clones. Mas ain,
hubo casos en los que la coloracién de la semilla no era blanca,
sino blancuzca o casi blanca. Como referencia, se empled a
una especie diferente del género Theobroma conocido como
“Pataxte” (Theobroma bicolor), que no es producido
comercialmente a pesar de que sus frutos fienen semillas blancas
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y que en algunas regiones es utilizado para hacer una bebida
de cacao en polvo que al combinarla con agua produce cacao
liquido de excelente calidad.

La informacién recopilada como resultado de la
caracterizacién boténica de los cacaos en el estudio no mostré
diferencias estructurales o morfolégicas distintivas de las
variedades criollas. Toda la informacién recopilada forma parte
del Herbario del Campus Central.

La caracterizacién genética de las variedades aporta
informacién complementaria a los datos agronémicos y botdnicos.
Pese a que la Universidad no cuenta con un sistema de
electroforesis capilar con la cual estimar los tamafios de los
fragmentos de ADN generados (i.e. alelos) con mayor precision
y exactitud, adn fue posible defectar polimorfismos en geles de
poliacrilamida y conducir el andlisis. Si se conduce el mismo
experimento empleando electroforesis capilar, el aumento en
la resolucién (alrededor de 10bp) hard que los resultados difieran
un poco, pero que la tendencia de los agrupamientos se
mantenga. En Guatemala, la utilidad del andlisis genético en
el laboratorio es siempre cuestionada, pero con ese tipo de
andlisis es posible generar informacién valiosa que puede
aplicarse en campo. Por ejemplo, con el dendrograma de la
Figura 2 podria organizarse un programa de mejoramiento
genético de cacao para Guatemala utilizando clones de
produccién genéticamente cercanos a materiales criollos. Es
altamente probable que la descendencia de 8P (criollo) y SGU2
(alta productividad) de origen a un organismo con alta calidad
y alta productividad. El grupo de individuos 22P/15R (criollos)
y 19R/SGU66/10P (alta productividad) también puede
considerarse con potencial para emplearse en mejoramiento
genético. Este agrupamiento puede servir de referencia para
saber qué clones deben propagarse vegetativamente, apoyando
a programas de produccién en Guatemala. Los individuos

Figura 3. Andlisis de los componentes principales (3 ejes) de la caracterizacion molecular de los
individuos empleando marcadores microsatélites —SSR—. Los puntos representan a los individuos;
en la parte central de lus elipses de inercia y unidos a los puntos se encuentran los nombres de los
grupos a los que perfenecen: SGU, materiales denominados “seleccion guatemalteca”, n=8, azul;
R, materiales originarios de México (Rioja), n=>5, verde; P, materiales criollos guatemaltecos, n=3,
negro; UF, materiales de origen costarricense (UFco), n=3, naranig; Pix, T. bicolor (“Pataxte”),
n=1, rojo.




UF667 y UF221 que comparten la caracteristica de “alta
productividad” conforman un grupo con T. bicolor (Pataxte), lo
que sugiere un evento de hibridizacién.

La Figura 3 permite visualizar la composicién de cada
grupo de individuos segin su origen y con T. bicolor como
referencia. Esta figura revela que los individuos de cacao
perfenecientes a la denominada “seleccién guatemalteca” SGU
son los mds diversos, pues su elipse de inercia abarca a los
demds grupos; la ubicacién del individuo Pix (Pataxte) sugiere
que los dos individuos fuera de la elipse de SGU (SGU50 y
SGUB8S, no se muestran en la figura) comparten alelos con T.
bicolor; ambos individuos comparten la caracteristica de “alta
productividad”.

Las figuras 2 y 3 difieren principalmente en la forma de
agrupar a los individuos, siendo la segunda generada con
variables sintéticas en las que estd contenida la mayor cantidad
de informacién (Jombart et al., 2009), sin embargo la informacién
de ambas figuras es, nuevamente, complementaria y de gran
utilidad.

Es importante aprovechar algunos de los clones de cacao
que se tienen en la finca Los Brillantes (Retalhuleu) porque su
propagacién mediante cultivo de tejidos podria aumentar la
distribucién de clones de valor a los productores locales.

Conclusiones
* Los clones de cacao 15R, 8P, SGU5, 22P, 24R y SGU32

tienen semilla de color blanco, por lo que se consideran
criollos. Los clones SGU50, 105R, UF667, UF621, SGU8S,
UF650, 10P, 105R y SGU67 que se distribuyen a los
agricultores, tienen semilla de color violeta por lo tanto no
son criollos.

* Se localizaron cacaos criollos en Quetzaltenango, habiendo
recolectado varias plantas de la especie Theobroma bicolor
Bunpl. Esta especie tiene los frutos redondeados , rugosos
y las semillas grandes de color blanco caracteristicas de
variedades de cacao criollo.

* En Escuintla, Huehuetenango, San Marcos y Quetzaltenango
existen plantaciones de cacao, pero éstas son del fipo
Forastero. No se encontraron tipos criollos en estos lugares.

* En Retalhuleu se encontraron varios tipos de cacao criollos
entre estos el 15R, 22P, 30R y 8P. Se tuvo la oportunidad
de inspeccionar y defectar plantas de cacao criollo con semilla
blanca y blancuzca en la coleccion de clones que tiene lo
que fue el Centro Experimental Los Brillantes.

* Se recolecté material vegetativo de los clones que el Centro
Los Brillantes ha distribuido y distribuye a los agricultores.
Los clones recolectados son SGU50, P10, UF667, UF221
y SGU5.

¢ Con base al andlisis molecular, existe similitud entre los tipos
de cacao criollos y los que se estén repartiendo a los
agricultores. El dendrograma (Figura 2) puede ser de utilidad
para orientar un programa de mejoramiento genético local
de cacao, ya que algunos clones criollos que tfienen
caracteristicas genéticas para producir chocolate de alta
calidad estdn cercanamente relacionados con los de alta
produccién que se distribuyen a los agricultores.

* Los clones SGU50, 105R, Ufcob67, Utco621, SGU8S,
Ufco650 , 10P, 105R y SGU67 que se distribuyen a los
agricultores en Brillantes tienen similitud genética los criollos
por los que posiblemente tienen material genético para
producir cacao de alta calidad, por lo que se recomienda
su propagacion. La finca Los Brillantes es un lugar donde
se fienen colecciones de clones de cacao que pueden ser
muy Utiles a Guatemala.

* Es imporfante aprovechar tanto la informacién genética
generada a partir de los clones criollos como la informacién
referente produccién. Esta informacién podria utilizarse para
establecer un programa de mejoramiento genético a corto
plazo para el cultivo del cacao. Ademds, si se necesita
aumentar las siembras de cacao en el pafs se podrian
propagar los clones que tienen mayor similitud a los criollos,
porque posiblemente éstos tienen caracteristicas genéticas
que le confieren el potencial de producir chocolate de alta
calidad de cacao que podria volverse homocigética y
expresarse en individuos de subsiguientes generaciones.
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