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RESUMEN

El cacao es parte de la cultura de Guatemala desde la época prehispdnica, y actualmente contribuye al desarrollo econémico
de pequedos y medianos agricultores. Sin embargo, su produccién se ha visto afectada por la falta de informacién sobre la
genética de los materiales que se utilizan para propagacién. El objetivo de este estudio fue realizar la caracterizacién boténica
y molecular de drboles élites de cacao en tres localidades de Alta Verapaz (Lachud, Cahabén y Polochic). Se caracterizaron
150 drboles élite morfolégicamente mediante 42 caracteres botdnicos y genéticamente por la técnica de marcadores microsatélites,
utilizando clones de colecciones internacionales como controles. Para los caracteres botdnicos se realizé un andlisis de
correspondencia canénica (CCA) que no demostré la formacién de grupos definidos, sugiriendo una alta tasa de hibridacion.
De acuerdo a las observaciones de campo y la variabilidad en el andlisis morfolégico y morfométrico, se observa alta variabilidad
en las poblaciones de cacao estudiadas. El largo de pedicelo, largo del pétalo y el color de las semillas podrian sugerirse como
marcadores morfométricos para variedades trinitarias acriolladas o variedades albinas como Catongo. Para la caracterizacién
genética, se encontré una alta variabilidad genética en las poblaciones de acuerdo al nimero de alelos reportado para cada
marcador. De acuerdo con el andlisis de agrupamiento jerdrquico realizado, no se encontraron materiales criollos o forasteros,
sin embargo, fue posible clasificarlos como trinitarios (hibridos), trinitarios acriollados y trinitarios forasteros. De acuerdo a la
localidad, se detectaron dos grupos genéticamente similares, uno en Cahabén y ofro en Lachud, el Gltimo se agrupé con
controles criollos, por lo que podria tratarse de trinitarios acriollados. De acuerdo a ambos andlisis (genético y botdnico),
ninguno de los materiales es 100% cacao criollo o forastero, todos presentaron caracteristicas intermedias entre estos dos tipos
de cacao, sin embargo, pueden clasificarse como trinitarios, trinitarios acriollados vy trinitarios forasteros. Esta informacién
presenta una linea base sobre la genética del cacao en Alta Verapaz y permite generar recomendaciones para el manejo de
las plantaciones.

PALABRAS CLAVE: Theobroma cacao L., caracterizacién genética y botdnica, Alta Verapaz, Guatemala.

ABSTRACT

BOTANICAL AND GENETIC CHARACTERIZATION OF ELITE CACAO TREES (Theobroma cacao L. - MALVACEAE)
GROWN IN ALTA VERAPAZ, GUATEMALA

Cacao has been part of Guatemalan culture since pre-hispanic times, and currently contributes to the economic development
of small and medium scale growers. However, its production has been affected by the lack of information on the genetics of
the materials used for propagation. The objective of this study was to perform the botanical and molecular characterization of
elite cacao trees in three locations in Alta Verapaz (Lachud, Cahabén and Polochic). One hundred and fifty elite trees were
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characterized morphologically by 42 botanical characters and genetically by the microsatellite marker technique, using clones
from international collections as controls. A canonical correspondence analysis (CCA) was performed, for botanical characters
which did not show the formation of defined groups, suggesting a high rate of hybridization. According to field observations
and the variability in the morphological and morphometric analysis, high variability is observed in the cacao populations studied.
Pedicel length, petal length and seed color could be suggested as morphometric markers for “Trinitario acriollado” varieties
or albino varieties such as Catongo. For the genetic characterization, a high genetic variability was found in the populations
based on the number of alleles reported for each marker. No “Criollo” or “Forastero” materials were found, however, it was
possible to classify them as “Trinitarios” (hybrids), “Trinitarios acriollados” and “Trinitarios forasteros”. According fo the locality,
two genetically similar groups were detected, one in Cahabén and another in Lachud, the latter was grouped with “Criollos”
controls, so they could be “Trinitarios acriollados”. Based on both analyzes (genetic and botanical), none of the materials is
100% “Criollo” or “Forastero”, all presented intermediate characteristics between these two types of cacao, however, they can
be classified as “Trinitarios”, “Trinitario acriollado” and “Trinitarios forasteros”. This information presents a baseline on the
genetics of cacao in Alta Verapaz and made it possible to generate recommendations for the management of plantations.

KEY WORDS: Theobroma cacao L., botanical and genetic characterization, Alta Verapaz, Guatemala.

INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es aprovechado por los
humanos desde hace 5,300 afios en la regién entre Colombia
y Ecuador, de acuerdo con estudios arqueolégicos (Zarrillo
et al. 2018). Hace 3,600 afios fue traido a Mesoamérica
por comerciantes, y la regién se convirtié en un centro de
diversificacién de cacao. La especie tuvo importancia cultural
para la civilizacion maya que la utilizaba como moneda de
cambio, y desde ese entonces se cultiva en Guatemala. El
nombre cacao ahora usado universalmente se deriva
directamente del ndhuatl "cacahuatl' o "cacahoat!’, asi como
el nombre del chocolate, se deriva de "xocoat!" 0 "chocoat!"
(Cuatrecasas 1964). En la actualidad, el cultivo de cacao en
un modelo agroforestal tiene un impacto positivo en el
ambiente, promueve la fertilidad del suelo y la conservacién
de la biodiversidad. Ademds, apoya el desarrollo de pequefios
y medianos agricultores y contribuye a reducir la pobreza
debido a que las plantaciones suelen encontrarse en regiones
remotas cerca de dreas protegidas (Somarriba et al. 2008).
Toda la regién de Centroamérica fiene una baja productividad
de cacao en relacién con la produccién mundial, pero
presenta una alta calidad que le permite safisfacer la demanda
local y exportar el producto a Estados Unidos y la Unién
Europea (Somarriba et al. 2008).

Existe una gran variacién de las caracteristicas morfolégicas
de la especie, que autores como Morris y Hart, han intentado
agrupar en Clases y variedades. Siendo la Clase Criollo y la
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Clase Forastero una constante en las clasificaciones. Las tres
variedades de cacao mayormente reconocidas son: criollo,
forastero y trinitario (Cuatrecasas, 1964). La calidad del
cacao depende del aroma, sabor, textura y cantidad de
alcaloides como la teobromina, estas caracteristicas conforman
el fenotipo de la especie (Arvelo et al. 2017). A su vez, el
fenotipo depende de la genética de los drboles de cacao
(genotipo) y de factores ambientales como la tfemperatura,
humedad, iluminacién y caracteristicas del suelo (Weising et
al. 2005). Para determinar los grupos genéticos en los que
puede clasificarse el cacao y estudiar la variabilidad genética
de las poblaciones, se han utilizado técnicas como el uso de
marcadores microsatélites (SSRS), que son segmentos cortos
de ADN de 1-6 pb repetidos en tdndem y de forma aleatoria
en el genoma. A pesar de que se identifican tres grupos
principales segin caracteristicas botdnicas, se han identificado
hasta 10 grupos genéticos del cacao latinoamericano ufilizando
dichas técnicas (Motamayor et al., 2008). También se han
realizado estudios de mapeo genético y secuenciacion de
regiones ricas en QTLs (quantitative trait loci) (Lanaud et al.,
2004; Lanaud, et al., 2009; Feltus et al., 2011; Barreto et
al., 2018) con el objetivo de identificar genes candidatos
que puedan estar asociados a caracteristicas de resistencia
a un patdgeno especifico, tolerancia a estrés ambiental o a
alguna caracteristica morfolégica u organoléptica en particular.
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Por esa razén, uno de los aspectos necesarios para aumentar
la calidad del cacao es evaluar la genética para conservar
los materiales y desarrollar programas de mejoramiento a
partir de genotipos que presenten caracteristicas deseables
de resistencia, productividad y calidad.

Las variedades encontradas en el drea de distribucién de la
especie presentan diferencias importantes en cuanto a sabor,
caracteristicas morfolégicas, productividad y resistencia a
plagas. Morfolégicamente las principales diferencias se
encuentran en la forma, fextura y color del fruto y las semillas.
El reconocimiento de esfas variedades es esencial para realizar

cruces efectivos entre drboles y para optimizar los procesos
post cosecha que son especificos para cada una.

Existe una clara congruencia entre los rasgos morfométricos
y los rasgos genéticos, aclarando asf la utilidad de enfoques
complementarios para hacer que el andlisis de diversidad
sea mas explicativo y Util para una mejora genética 6ptima
y la conservacién efectiva de su variabilidad genotipica (Lattoo

et al. 2008).

El objetivo de este estudio fue caracterizar botdnica y
genéticamente los drboles élite de cacao cultivadas en las
regiones de Lachud, Cahabén y Polochic del departamento
de Alta Verapaz, Guatemala.

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio

El estudio se realizé en las subregiones de Lachud, Cahabén
y Polochic en el departamento de Alta Verapaz. En Cahabén
se incluyé el drea de Lanquin y Cahabén y en Polochic se
incluyé Panzés y Santa Catarina la Tinfa (Figura 1). El muestreo

de drboles se realizé en los meses de Noviembre del 2018
a marzo del 2020 en plantaciones de miembros de las
siguientes asociaciones de Fundalachud: KATBALPOM,
ASODIRP y ASOLSENOR en Lachud, ADEMAYACH en
Cahabén y APODIP en Polochic. Ademds estuvieron
involucradas APRODERK y APIDIP en Cahabén.
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Figura 1. Sitios de colecta de muestras de drboles élite por asociacién.
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Seleccion de drboles

Los drboles élite para realizar la caracterizacién botdnica y
molecular se seleccionaron en conjunto con los productores
de cacao de las asociaciones y dreas de estudio, con base
en los siguientes criterios:

a) Indice de grano (peso mayora 1 g),

b) Indice de mazorca: 20 a 25 mazorcas para
producir 1Kg de cacao seco,

¢) Productividad (60 pochas por drbol),

d) Resistencia a enfermedades (segin
observaciones del productor)

e) Condiciones organolépticas deseables (segin
observaciones del productor).

Cada érbol seleccionado fue marcado, codificado y
georreferenciado para mantener la frazabilidad de la muestra.
Se seleccionaron un total de 150 drboles: 65 en Lachud, 55
en Cahabén y 30 en Polochic.

Caracterizacion botanica

Colecta de muestras: Para la caracterizacion botdnica se colectd
una rama con al menos cinco hojas, tres flores y tres frutos
para los 150 drboles élite seleccionados. Ademds se colectaron
muestras de 5 drboles de control. Estos fueron: trinitarios
(ICS95 y SPA-9), amazénico (Catongo), criollo (Yucatan
Greenhouse) y pataxte (Theobroma bicolor Humb. & Bonpl),
por ser una especie perfeneciente al mismo género que el
cacao. Los controles fueron colectados en el Centro de
Agricultura Tropical Bulbuxyd y en la Granja Zahori ubicada
en Cuyotenango Suchitepéquez, ambas pertenecientes a la
Universidad de San Carlos de Guatemala (USAC).

Andlisis de caracteristicas morfolégicas y morfoméiricas: En campo
se midi6 el diametro a la altura del pecho (DAP), la altura
del drbol y el nimero de frutos. Las muestras colectadas se
trasladaron al laboratorio del Herbario UVAL de la Universidad
del Valle de Guatemala (UVG) para su andlisis. Las muestras
de hojas se secaron en prensa para su posterior medicion,
mientras que los frutos y flores se midieron inmediatamente
al llegar al laboratorio. En total, se midieron 42 caracteres
cuantitativos (24) y cualitativos (18) para la descripcién
botdnica de las variedades; consistiendo en tres caracteristicas
del arbol, ocho de hojas, 16 de flores, 10 de frutos y cinco
de semillas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteres cualitativos y cuantitativos ufilizados en la caracterizacion botdnica de los drboles élite de cacao.

Arhol y hojas Flores Frutos y semillas
Altura (m) Largo del pedicelo (mm) Largo del fruto (mm)
DAP (cm) Color del pedicelo Ancho del fruto (mm)

Niimero de frutos por drbol
Largo de la hoja (mm)
Ancho de la hoja (mm)
Nimero de pares de venas
Largo del peciolo (mm)
Forma del limbo

Forma del dpice

Forma de la base

Tricomas en el envés

Nimero de sépalos

Largo de los sépalos (mm)
Forma de los sépalos
Color de los sépalos
Nomero de pétalos

Largo de los pétalos (mm)
Forma de los pétalos
Color de los pétalos
Nimero de estambres
Largo del estambre (mm)
Nomero de estaminodios
Largo de estaminodios (mm)
Color de estaminodio

Largo del pistilo (mm)

Forma del fruto

Forma del dpice

Forma de lo base

Nimero de surcos

Textura

Color del fruto maduro
Color del mesocarpio
Nomero de semillos
Ancho de la semilla (mm)
Largo de la semilla (mm)
Grosor de la semilla (mm)
Color de la semilla

Forma longitudinal
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Caracterizacion molecular

Colecta de muestras: Se realizé la colecta de muestras foliares
de los 150 drboles élite seleccionados. Las mismas se
transportaron en frio (4°C) hacia el Laboratorio de Proteccion
Vegetal (LPV) de la UVG para realizar el andlisis genético.
Se utilizaron materiales caracterizados provenientes de
colecciones nacionales e infernacionales como controles
criollos (Cantén Sis, Mazatenango 4, Criollo, Yucatan
Greenhouse 1y 2), trinitarios (ICS6, ICS95 y SPA9) y
amazénicos (Catongo), y se incluyé una muestra de pataxte
(Theobroma bicolor Humb. & Bonpl). Los controles fueron
colectados en el Centro de Agricultura Tropical Bulbuxyd y
en la Granja Zahori ubicada en Cuyotenango Suchitepéquez,

ambas propiedad de la Universidad de San Carlos de
Guatemala (USAC).

* Andlisis genético:

Extraccion de ADN: Para la extraccién del material genético de
las muestras foliares de las fres subregiones de estudio y de
los controles colectados en los jardines clonales, se utilizé
una version modificada de los protocolos de Murray y
Thompson (1980) y Mathew (2014). Se tomaron 0.3 g de
tejido del material vegetal y se maceraron mecdnicamente

afiadiendo previamente un volumen de 150 ul de PVP 10%,
100 ul de metabisulfito de sodio 5%, 200 ul de

B-mercaptoetanol y 50 ul de agua desmineralizada.
Posteriormente se agregd un volumen de buffer CTAB
precalentado a 65°C, y se incub6 durante 30 minutos.
Alcanzada la temperatura ambiente, se agregd un volumen
de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se mezclé en vértex
y se centrifugd a 13,000 rpm por 10 min. Al sobrenadante
se le agregd un volumen de isopropanol frio y 1/10 de
volumen de acefato de amonio 7.5 M; se mezcl6 por inversién
y se incubd a -20°C por 20 min. Posteriormente se sec el
precipitado a 50°C y se resuspendié en aproximadamente
50 ul de buffer TE precalentado a 65°C. Se verificé la
integridad del ADN en geles de agarosa 1% y se utiliz6
espectrofotometria para medir la concentracién y pureza del
ADN. El ADN extraido fue almacenado a 4°C para su posterior
andlisis (Aragon, 2009; Avalos et al., 2012; Cryer et al.,
2006; Johnson et al., 2009; Lanaud et al., 1999; Loor et
al., 2009; Motilal et al., 2009; Saunders et al., 2004; Schnell
etal., 2005; Sereno, 2005).

Amplificacion con marcadores microsatélites: Una vez obtenido el
ADN, se procedi6 a la amplificacién usando marcadores
microsatélites (SSR's, o Simple Sequence Repeats) y la técnica
de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Inicialmente
se realizé un estudio piloto con 30 marcadores (Motamayor
et al., 2008) y se seleccionaron los 11 més polimérficos
(Cuadro 2) para correr la totalidad de las muestras.

|
Cuadro 1. Marcadores microsatélites seleccionados para la caracterizacion molecular de los drboles élite de cacao.

Nombre No. Alelos reportado Secuencias Tamaiio de fragmentos
mTcCIR1 3-10 GCAGGGCAGGCTCAGTGAAGCA 143, 128-146
TGGGCAACCAGAAAACGAT
mTcCIR3 6-15 CATCCCAGTATCTCATCC 230, 249
CTGCTCATTTCTTTCATATCA
mTcCIR4 3 (GACTAAAACCCAAACCATCAA 259
AATTATTAGGCAACCCGAACTT
mTcCIR10 4-18 ACAGATGGCCCTACACACT 208-274
CAAGCAAGCCTCATACTC
mTcCIR19 6-10 CACAACCCGTGCTGATTA 376
GITGTTGAGGTTGTTAGGAG
mTcCIR25 11-13 (TTCGTAGTGAATGTAGGAG 150-185
(TTCGTAGTGAATGTAGGAG
mTcCIR28 2 GATCAATCAGAAGCAAACACAT
TAAGCAGCCTACCAAGAAAAG 336
mTcCIR37 6-13 (TGGGTGCTGATAGATAA 133-185, 136-187
AATACCCTCCACACAAAT
mTcCIR40 6-10 AATCCGACAGTCTTTAATC 259-284, 262-288
(CTAGGCCAGAGAATTGA
mTcCIR58 6-12 (GCTACTAACAAACATCAAA 190-218
AGAGCAACCATCACTAATCA
mTcCIR60 8 (GCTACTAACAAACATCAAA 190-218
AGAGCAACCATCACTAATCA
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Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel
de poliacrilamida (PAGE) al 20% de 38 x 20 cm, corrido a
160V por una hora. Los fragmentos de ADN se visualizaron
por tincién con nitrato de plata y su tamado fue deferminado
por andlisis de los geles digitalizados utilizando el programa
Gel Analyzer. Con los resultados del tamafio de los fragmentos
se gener6 una matriz de datos para ser utilizada en el andlisis
estadistico.

Andlisis Estadistico

Caracterizacion botdnica: Se realizé6 un andlisis de
correspondencia canénica (CCA) en el programa estadistico
R (version 3.6.1). Las caracteristicas se analizaron segin las
categorias: arboles, hojas, flores, frutos y semillas. Como
para todas las categorias se realizaron moltiples mediciones

por muestra, se utilizé la media para variables continuas y
lo moda para las categéricas. En el caso de las variables
categéricas con més de una moda, se seleccioné una al
azar. Las variables de cada categoria fueron seleccionadas
si: 1) poseen mds de un valor distinto, 2) no es multicolineal
(para esto se utilizé el factor de inflacién de la varianza (VIF)
y 3) su efecto es significativo sobre la composicién genética.

Caracterizacién molecular: Se utilizé el programa estadistico R
(version 3.6.1). Se realizé un andlisis de agrupamiento
jerdrquico con base en el indice de disimilitud de Bray-Curtis
que permite medir la distancia genética entre individuos
(érboles de cacao), usando como base la identidad y el
nimero de alelos compartidos. A partir de este andlisis se
gener6 un dendrograma para visualizar las diferencias de
diversidad entre las muestras.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion botanica:

De acuerdo al andlisis morfolégico y morfométrico, todos
los drboles élite incluidos en el estudio presentan caracteristicas
infermedias entre cacao criollo y forastero, por lo que pueden
clasificarse como materiales trinitarios. Sin embargo, algunos
presentaron tendencia hacia alguno de los grupos, pudiendo
clasificarlos como trinitarios acriollados o frinitarios forasteros.
Por las caracteristicas fisicas presentadas en los drboles se
puede observar (1) alta variabilidad fenotipica y (2) altas
tasas de hibridacién. Por ejemplo, en dos drboles élite tomados
en el estudio, se observaron caracteristicas diversas como la
presencia de frutos fusiformes, propios de una variedad
acriollada con flores rojizas, mds cominmente asociados a
variedades trinitarias o forasteras (Figura 2A). En otros
materiales, se observaron frutos amelonados, caracteristicos
del cacao forastero, con flores blancas asociadas al tipo
criollo (Figura 2 B).

En las parcelas estudiadas, se observé una alta variabilidad
fenotipica en frutos y semillas (Figura 3). Sabiendo que
muchos drboles son autoincompatibles, es muy probable que
los érboles de una misma parcela se estén hibridizando. Por
lo tanto, si existe una alta variabilidad fenotipica dentro de
la misma parcela, y asumiendo que estos drboles se estdn
cruzando, esto da como resultado una mayor mezcla de las
caracteristicas en las semillas resultantes. Esto puede notarse
en las semillas, donde para un mismo fruto se observan
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semillas de distintas coloraciones (Figura 3), confirmando las
altas tasas de hibridacién y de variabilidad fenotipica.

El andlisis de correspondencia candnica nos muestra que
para ninguno de los érganos analizados (érbol, hojas, flores,
frutos y semillas) hubo formacién de grupos que puedan
corresponder a variedades claras. Sin embargo, se pueden
observar algunas tendencias. Segun las medidas de los
arboles y el andlisis de correspondencia canénica, existe un

Figura 2. Fotografias in situ del habito, flores y frutos de los especimenes
Lac24C (A) y Lac42C (B) en la subregién Lachud.




Figura 3. Fotografias de la variabilidad morfolégica en frutos de la misma
parcela (A), las semillas del mismo fruto (B), la coloracién variegada y sélida
en semillas (C), y en frutos dentro de la misma subregién Polochic (D).
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grupo de muestras de Cahabén que posee drboles de mayor
altura que el resto de las muestras (Figura 4A). Esto no puede
relacionarse con la genética del drbol, debido a que los
drboles de Cahabén son drboles de mayor edad que los
arboles de las ofras subregiones, por lo que la mayor altura
se debe principalmente a la edad de los arboles. De igual
manera, unas muestras de Polochic poseen una mayor
cantidad de frutos, lo que podria sugerir una mayor
productividad. Sin embargo, hay que fomar en cuenta el
tamafio del fruto, la cantidad y tamario de las semillas, para
poder evaluar la productividad de cada drbol. En este caso,
aunque las medias no son significativamente distintas, s se
observa, que, aunque el nimero de semillas es igual en las
tres subregiones, los frutos de Polochic son un poco mds
pequeiios, al igual que las semillas (Figura 4E y 4F). En las
mediciones de las flores (Figura 4C), existe un grupo de
muestras de Lachué con un mayor largo de pedicelo y largo
de pétalo. Aunque no es propiamente un grupo, podemos
ver que sf existen varias muestras de Lachud (especialmente
Lac10C a Lac15C) que tienen caracteristicas disfintas al resto.
Segun el andlisis molecular, este grupo no forma un grupo
distinto, sin embargo, sf se agrupa en un grupo mucho mayor
con algunos controles criollos. Esto podria indicar que este
grupo fiene una tendencia a una variedad acriollada y que
las caracteristicas de largo de pedicelo y largo del pétalo
podrian establecerse como marcadores morfométricos.
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Figura 4. Andlisis de correspondencia canénica de las caracteristicas morfolégicas y morfométricas de drboles (A), hojas (B), flores (C y D), frutos

(E) y semillas (F) de drboles élite de cacao.
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Cuadro 3. Arboles élite con semillas blancas y flores blancas en las tres subregiones.

Arboles con flores blancas

Arboles con semillas blancas

Lachéa Lac28C, Lac37C, Lac38C, Lac51C, Lac52C,

(11/65) 17%

Lach3C, Lach4C, Lac55C, Lac57C, Lach8C, Lacb3C.

Lac04C, Lac07C, Lac09C, Lac10C, Lac13C,
Lac17C, Lac23C, Lac24C, Lac28C, Lac30C,
Lac31C, Lac34C, Lac38(, Lac40C, Lac53C,
Lac58(, Laco2C, Lacb3C.

(18/65) 28%

Cahabon Cah17C, Cah21C, Cah22C, Cah24C, Cah25C, Cah01C, Cah10C, Cah1 7€, Cah22C, Cah24C,
(ah26C, (ah27C. Cah28C, Cah29C, Cah30C Cah37C. (ah25C, (oh29C. Cah30C, Cah34C, Cah35C
(11/55) 20% Cah36C, Cah44C, Cah48C, Cahd9C, Cah5AC
(15/65) 27%
Polochic Pol10, Pol26C, Pol28C, Pol29C. Pal04C, Pol07C, Pol0BC, Pol18C, Pol21C,
(4/30) 13% Pal 22€, Pal24C, Pol27C, Pol28C, Pol30C.
(11/30) 37%
Total (26/150) 17.3% (44/150) 29.3%

Sin embargo, es necesario ampliar el estudio para poder
verificarlo. La existencia y validez de estos marcadores podria
facilitar la identificacién en campo de drboles con genética
similar a este grupo de Lachud.

De los 150 drboles estudiados se encontré drboles con flores
blancas (17.3%) y drboles con semillas blancas o moteadas
con blanco (29.3%). Estas caracteristicas estén tipicamente
relacionadas con variedades de cacao criollo, por lo que se
puede decir que estos drboles (Cuadro 3) podrian clasificarse
como trinitarios acriollados. Sin embargo, se observé pocos
drboles (12 drboles, que equivalen al 8% del total de drboles
élite) con ambas caracteristicas (individuos marcados con
azul en el cuadro 3). En el resto de drboles se observé la
presencia de flores blancas pero con semillas moradas o
semillas blancas pero con flores rojizas.

Caracterizacion genética

Los resultados del andlisis molecular indican que los 11
marcadores utilizados son altamente polimérficos para la
poblacién estudiada, presentando un mayor ndmero de alelos
que los reportados previamente en la literatura (Cuadro 4).
Este alfo polimorfismo podria deberse a que en el estudio se
incluyeron individuos provenientes de diferentes parcelas y
distintas subregiones, sugiriendo que estas parcelas se
originaron a partir de una alta variedad de materiales
parentales. Cabe destacar los marcadores mTcCIR04,
mTcCIR28 y mTcCIR40, los cuales presentaron un nimero
de alelos mayor a 30, indicando una alta variabilidad genética.

De acuerdo al andlisis de agrupamiento jerdrquico (Figurab)
se distingue un conjunto de drboles ubicados en Cahabén
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Cuadro 4. Comparacion del nomero de alelos reportados en la literatura y
el nmero de alelos obtenidos en la caracterizacion molecular de los drboles
élites de cacao.

Marcador No. Alelos No. Alelos
microsatélite reportados Observados
mTcCIRO1T 3-10 12
mTcCIR03 6-15 18
mTcCIR04 3 32
mlcCIR10 4-18 21
mlcCIR19 6-10 28
mTcCIR25 11-13 14
mTcCIR28 2 34
mlcCIR37 6-13 16
mlcCIR40 6-10 31
mTcCIR58 6-12 27
mTcCIR60 8 22

con mayor similitud entre si, pero que no se agrupan con
ninguno de los controles. Estos resultados sugieren que podria
tratarse de materiales que provienen de los mismos parentales.
Un grupo de cuatro drboles de Lachud (Lac62C a Lac65C)
presentan similitud genética y también se encuentran
geogrdficamente cerca, presentan caracteristicas infermedias
entre cacao criollo y forastero y se encuentran mds cercanos
a los controles trinitarios. Otro grupo de trece individuos de
Lachué se localiza en una de las ramas del dendrograma
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Figura 6. Dendrograma segin indice de disimilitud de Bray-Curtis del andlisis genético de drboles élite de cacao de Alta Verapaz.
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cerca de los controles criollos (Cantén Sis y Mazatenango 4)
provenientes de la granja Zahori de la USAC. De estos
materiales, al menos el 40% (Lac18C, Lac30C, Lac31C,
Lac34C, Lac38C) presentaban un alto porcentaje de semillas
blancas de acuerdo al andlisis morfolégico y al menos el
50% presentaba coloraciones claras en sus flores. Materiales
provenientes de las tres regiones (Lac03C, Lac05C, Cah15
Cah23, Cah54, Pol03, y Pol11) se agruparon con los controles
criollos provenientes de la coleccién de CATIE y
morfolégicamente presentaron caracteristicas intermedias
entre cacao criollo y trinitario, por lo que se sugiere que se
trata de frinitarios acriollados. Nueve materiales de las tres
sub-regiones de estudio (Lac21, Lac22, Cah03, Cah07,
Cah09, Cah11, Cah13, Pol20 y Pol23) presentaron
caracteristicas morfolégicas de cacao trinitario, pero se
agruparon con los controles criollos Yucatan greenhouse 1y 2.

Individuos de las tres subregiones de estudio (Lac23C, Lac56C,
Cah16C, Pol04C, Pol05C, Pol22C) se agruparon con los
controles Catongo (amazénico) e ICS 6 (trinitario), por lo
que podria fratarse de trinitarios forasteros. En cuanto a sus
caracterfsticas morfolégicas, el 50% (Lac23, Pol04C, Pol22C)
presenté algin porcentaje de de semillas blancas y flores de
color claro. Estos rasgos corresponden a los expresados por
el material Catongo, que a pesar de ser un material amazénico
presenta coloracién blanca en sus semillas como consecuencia
de un gen inhibidor de antocianinas que evita que se exprese
el pigmento morado (Bartley, 2005). Un dato importante es
que de estos materiales, Lac23C y Pol04C fueron los Unicos
que presentaron sinfomas de enfermedad durante el monitoreo
de las plantaciones, observandose el dafio exclusivamente
en frutos. A pesar de ello continuaron siendo altamente
productivos y debido a que los ofros individuos no presentaron

sinfomas o signos de enfermedades a pesar de encontrarse
en plantaciones afectadas, podria tratarse de materiales
resistentes o con algln grado de resistencia, caracterfstica
derivada de la genética del cacao forastero. Sin embargo,
es necesario que se compruebe esta hipdtesis con ensayos
de inoculacién. Debido a la similitud que presentaron con
el clon ICS-6, que al igual que el Catongo se trata de un
material autocompatible, dichos materiales son candidatos
para ser utilizados en estudios de auto e intercompatibilidad.

Hay un conjunto de drboles de Cahabén (Cah4C, Cah10C,
Cah21C, Cah29C), uno de Polochic (Pol30C) y uno de
Lachuéd (Lac25C) que se agrupé con el control ICS-95, que
igual al ICS-6 es un frinitario auto-compatible, por lo que
también se recomienda realizar los estudios de compatibilidad
sugeridos para el grupo anterior. De esfe conjunto de drboles,
los frutos de tres individuos (Cah10C, Cah29C y Pol30C)
presentaron semillas blancas y las flores de ofros tres
presentaban coloracion clara (Cah21C, Cah29C y Lac25C),

sugiriendo que son materiales trinitarios acriollados.

El resto de individuos, en especial los colectados en Polochic,
se encuentran de forma mds dispersa en el dendrograma, al
presentar caracteristicas botdnicas intermedias entre cacao
criollo y forastero, por lo que pueden ser clasificados como
trinitarios. De esta manera, el andlisis de agrupamiento
jerdrquico sugiere una alta tasa de hibridacién del cacao
colectado en las subregiones de estudio, siendo la variedad
predominante la de cacao frinitario. En cuanto al ndmero
de alelos reportado para cada marcador, puede observarse
que hay una alta variabilidad genética entre los materiales,
caracteristica que se expresa a nivel morfolégico y
morfométrico.

CONCLUSIONES

* De acuerdo a las observaciones de campo y la variabilidad
en el andlisis morfolégico y morfométrico, se observa alta
variabilidad morfolégica y morfométrica en las poblaciones
de cacao estudiadas en las subregiones de Lachud,
Cahabén y Polochic en Alta Verapaz.

* De acuerdo al andlisis de correspondencia canénica, no
hay grupos definidos botdnicamente y la localidad no es
una variable que explique la variacién morfolégica,
sugiriendo una alta tasa de hibridacién.

* Las caracteristicas de largo de pedicelo y largo del pétalo
podrian establecerse como marcadores morfométricos
para variedades trinitarias acriolladas. El color de las
semillas y de las flores es ofra caracteristica que puede
tomarse en cuenta para variedades acriolladas o variedades
albinas como Catongo.
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* Los marcadores microsatélites utilizados en este estudio
son polimérficos para las poblaciones de cacao estudiadas
en las subregiones de Lachud, Cahabén y Polochic en
Alta Verapaz.

* De acuerdo al andlisis de agrupamiento jerdrquico, se
identificaron dos grupos importantes segun la localizacién:
uno en Cahabén que no estaba asociado a uno de los
controles y uno de Lachué que se agrupé con controles
criollos y ademds presenta caracteristicas morfolégicas
asociadas a este tipo de cacao.

* De acuerdo al andlisis genético y botdnico, ninguno de
los materiales es 100% cacao criollo o forastero, todos
presentaron caracteristicas intermedias entre estos dos
tipos de cacao, sin embargo, pueden clasificarse como
trinitarios, trinitarios acriollados y trinitarios forasteros.
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