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Resumen 

El cacao (Theobroma cacao L.), es el cultivo venezolano más importante de exportación, 

el cual se ve afectado por diversas enfermedades; entre ellas la Mancha Parda de la 

Mazorca, la cual es causada por Phytophthora palmivora, uno de los patógenos más 

nocivos para el cacao y responsable de la pérdida del 20 al 30% de las plantas cultivadas a 

nivel mundial, que está presente también en Venezuela. Para combatir a dicho patógeno 

se han propuesto mecanismos de control de distintas naturalezas, incluyendo protocolos de 

mejoramiento del cultivo mediante cruces controlados, que implican la identificación de 

los individuos que porten elementos genéticos responsables de la resistencia hacia dicho 

patógeno. El siguiente trabajo tuvo como finalidad realizar un estudio de asociación 

entre marcadores moleculares microsatélites, y la resistencia a Phytophthora palmivora, 

en árboles de cacao del Jardín Clonal de la “Colección 2000”, ubicado en San Juan de 

Lagunillas, clasificados como Criollos ancestrales y Criollos modernos mediante la 

determinación de su genotipo y partir de datos conocidos de la resistencia que presentaron 

estos individuos hacia P. palmivora. La población muestreada, exhibió una alta frecuencia 

de alelo Criollo, que causó además la subdivisión de dicha población de dos subgrupos, por 

lo que se debió ajustar la muestra. El análisis de asociación arrojó que el marcador 

mTcCIR255 (GL 6), está asociado en individuos Criollos Homocigotas a la resistencia a P. 

palmivora¸ coincidiendo con reporte anteriores, a una asociación de dicho marcador a una 

región del Grupo de Ligamiento 6, en la que se presume la existencia de genes relacionados 

a la resistencia a patógenos. 

Palabras clave: Theobroma cacao, Microsátelites, SSR, Resistencia, Phytophthora 

palmivora 
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1. Introducción. 

Venezuela, es un país conocido a nivel mundial, por producir cacao fino de 

aroma. (Parra et al., 2009). Lamentablemente, este valioso producto ha pasado, de 

ser uno de los principales rubros de exportación, a quedar relegado en las estadísticas 

de producción, debido al paulatino abandono por parte de sus cultivadores y a la 

disminución del fomento hacia el sector cacaotero por parte del estado (Quintero, 

2015). Además, las plantaciones de cacao existentes en el país en su mayoría están 

compuestas por individuos muy antiguos, poco productivos y con susceptibilidad 

a enfermedades (Reyes y Capriles de Reyes, 2000; Parra et al., 2009). 

Una de las enfermedades de mayor importancia para el cacao en el país, es la 

“Mancha parda de la mazorca”, la cual es causada por el oomycota Phytophthora 

palmivora (Reyes y Capriles de Reyes, 2000; Parra et al., 2009; Rodríguez y Vera, 

2015). A nivel mundial ésta es responsable de la pérdida del 20 al 30 % de la cosecha 

y de la muerte de al menos el 10 % de las plantas de cacao (Vanegtern et al., 2015). 

Actualmente, tanto para P. palmivora como para el resto de las especies que 

componen el complejo Phytophthora, se realizan estudios de individuos que 

muestren resistencia, y partir de éstos, escoger individuos más aptos para ser 

propagados mediante injertación o para ser incluidos en esquemas de mejoramiento 

(Marcano et al., 2017; Parra et al., 2009). 

1.1.  Generalidades sobre el cacao 

1.1.1. Descripción botánica 

El cacao, cuyo nombre científico es Theobroma cacao, es un miembro de la familia 

Malvácea, del Orden Malvales, según Berry (2018) (Véase clasificación completa en 

Tabla 1). Es descrito como un árbol, que en condiciones de cultivo puede medir de 

3 a 7 m (Rondón y Cumaná, 2005) aunque en condiciones naturales, puede llegar 

a medir 20 m (Figura 1) (Wood y Lass, 2001). Los tallos en un principio, tienen un 

crecimiento vertical que continúa hasta que las plantas alcanzan una altura de 1 a 

2 metros, luego se produce en el extremo terminal del tallo, de dos a cinco ramas con 
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entrenudos muy cortos que crecen lateralmente de forma simultánea, a manera de 

verticilo denominado “molinete”; el tallo vertical es ortotrópico y el abanico 

ramificado es plagiotrópico. Pueden aparecer en la base de la planta, tallos secundarios 

dispuestos de manera ortotrópica a los que se denomina “Chupones” que pueden ser 

podados y cuando es requerido, son aprovechados por los productores para el 

reemplazo de la planta madre (Figura 2) (Reyes y Capriles de Reyes, 2000; Wood y 

Lass, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 1. Clasificación taxonómica de Theobroma cacao. 
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Las  hojas se disponen en una filotaxia espiralada, son simples y enteras, de 

bordes lisos y consistencia cartácea y se endurecen a medida que se expande la 

lámina; la coloración también cambia con la expansión de la lámina y es variable entre 

los distintos cultivares (Figura 3) (Reyes y Capriles de Reyes, 2000). 

Figura 3. Distintas alturas alcanzadas por los árboles de cacao, dependiendo de 

su edad. Tomado y adaptado de Rojas et al. 2022. 

Figura 4. Esquema representativo, de un ejemplar de árbol cacaotero. Tomado y adaptado 

deWood y Lass, 2001. 
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Figura 5. Cambios morfológicos en desarrollo de hojas de plantas de campo del genotipo 

CCN51. Estadio A, hojas de cacao emergentes con color rojo. Estadio B y C, las hojas se 

expanden con un color rojizo a marrón pálido. Estadio D, la hoja acumula clorofila con un 

color verde oscuro. Tomado y adaptado de Henao et al., 2018. 

El sistema radicular principal de una planta adulta de cacao puede llegar a medir 

de 1,20 a 2,00 m. Las raíces laterales pueden llegar a extenderse de 40 hasta 50 

centímetros. Las plantas más adultas pueden llegan a formar redes superficiales 

alrededor de la planta y llegan a ser bastante intricadas en las profundidades (Enríquez, 

1985; Wood y Lass, 2001). 

La flor de T. cacao es caulinar, es decir, se forman sobre la corteza del tronco o 

de las ramas principales. Una planta de cacao en promedio comienza a florecer a 

partir de los 2 o 3 años; las épocas de floración varían con el clima, siendo las 

lluvias abundantes y temperatura promedio de 25 °C factores importantes para que 

ocurra la floración (Enríquez, 1985; Reyes y Capriles de Reyes, 2000; Wood y Lass, 

2001). La flor es hermafrodita y está conformada por 5 sépalos y 5 pétalos dispuestos 

de manera alterna (Wood y Lass, 2001).  
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Los pétalos presentan una estructura característica: son estrechos en la base y se 

ensanchan luego adoptando la forma cóncava conocida como "cogulla o concha", de 

color blanco amarillento y su parte superior se prolonga en una lígula que se enlaza 

con el limbo del pétalo que es más ancho y de color amarillento (Suárez et al., 1990). 

Los órganos sexuales están formados por un androceo constituido por 5 estambres 

fértiles y 5 infértiles (estaminodios) de color rosado a morado, dependiendo del 

cultivar, que rodean y protegen el pistilo y el pistilo está conformado por un ovulo 

súpero originado por la fusión de 5 lóculos (Figura 3) (Suárez et al., 1990). Por lo 

general las flores se disponen en grupos denominados “cojines florales” (Enríquez, 

1985). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

La autofecundación en el cacao, tiene baja probabilidad de ocurrir, debido a la 

disposición de los órganos sexuales. Enríquez (1985) reporta que la reproducción 

sexual mediante polinización cruzada es bastante alta y que es entomófila. 

Figura 4. a. Flor de Theobroma cacao, detalle de sus partes. Tomado de 

CATIE (2010). b. Conformación en cojines florales. Tomado de Viva el 

Cacao (2010). 



Reconocimiento-No comercial-Compartir igual

www.bdigital.ula.ve

16 

 

El fruto llamado comúnmente “mazorca”, es descrito como una drupa grande, 

sostenida por un pedúnculo leñoso que procede del pedicelo floral. Tiene formas 

variadas, desde alargadas hasta ovaladas, y en la superficie del mismo se encuentran 

surcos longitudinales, aunque no en todas las variedades de cacao. Los colores del 

mismo varían desde el blanco, rojo, verde y combinaciones de rojo y verde. La fruta 

madura posee en su interior una pulpa mucilaginosa espesa la cual rodea a los 

granos o semillas (Figura 4) (Reyes y Capriles de Reyes, 2000; Rondón y Cumaná, 

2005). 

Las semillas o almendras poseen una envoltura llamada testa, estando debajo de 

ésta los cotiledones que protegen al embrión (Figura 4) y a su vez, le sirve como 

fuente de nutrientes a partir de la germinación. La coloración de estas viene dada por 

la presencia de antocianinas, y que puede ser utilizado como caracter discriminante 

entre variedades (Figura 5). La semilla deshidratada está compuesta por un 45 a 60% 

de ácidos grasos, además de compuestos aromáticos, que, por lo general, son 

característicos e inciden en sus estándares de calidad (Reyes y Capriles de Reyes, 

2000). 

 
 
 
 

 

Figura 5. Esquema de la estructura de la mazorca y de las almendras de T. cacao. Tomado y adaptado 

de Rojas et al. 2022. 
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Se ha descrito al Theobroma cacao como un árbol del bosque siempre verde o 

bosque húmedo tropical (Cuatreacasas, 1964); que se distribuye en pisos altitudinales 

que van de 0 a 1400 msnm (Suárez, Moreira, y Vera, 1990; Reyes y Capriles de Reyes, 

2000). Las temperaturas promedio en las que se puede desarrollar van de 10 a 40 

°C (Cuatreacasas, 1964). La precipitación promedio anual para el cultivo varía de 

los 1200 mm por año hasta los 5000 mm por año (Reyes y Capriles de Reyes, 2000). 

El suelo ideal para el cultivo de cacao, debe tener capacidad de retención de 

humedad, pero a su vez, un drenado que evite el anegamiento. La profundidad 

aprovechable del mismo debe ser al menos de 1,5 m. La composición óptima del 

suelo tendría que ser de 30 a 40 % de arcilla, 50 % arena y de 10 a 20 % de limo. 

La compactación ha de ser mínima y el pH debe ser de 5 a 8 (Reyes y Capriles de Reyes, 

2000). 

1.1.2. Variedades de cacao cultivadas en Venezuela 

Todo el cacao cultivado a nivel mundial pertenece a una sola especie y la misma 

se ha dividido en 3 grupos: Forasteros, Criollos y Trinitarios (Pohlan y Díaz, 2010). 

 Forasteros: son los más cultivados a nivel mundial, ya que son los producidos en 

África y Brasil. Es un árbol resistente y vigoroso, que produce semillas con sabor 

amargo. Su sabor es descrito como “el sabor deseado en el chocolate” y, de hecho, es 

el grano principalmente utilizado en esta industria. Entre otras características 

resaltantes de este cultivar, es su resistencia a diversas condiciones climáticas y a 

varias enfermedades, además de tener un mayor número de semillas en su fruto, 

comparando con el fruto de cacao criollo. Estudios recientes, han confirmado que este 

grupo está compuesto por un conjunto de poblaciones que tienen su origen en la cuenca 

del Amazonas y en Guyana (Motamayor et al., 2008). 

Figura 6. Colores que puede presentar las almendras de T. cacao. Tomado y adaptado 

de Rojas et al., 2022. 
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Entre los caracteres morfológicos más resaltante son: estaminodios que se encuentran 

pigmentados por colores morados, las mazorcas son amarillas cuando alcanza la 

madurez, con surcos y rugosidad poco conspicua, lisas y el extremo redondeado. 

Marcano et al., en el 2007 reportó que las almendras de esta variedad, presentan 

cotiledones planos y de color morado, debido a ser ricas en antocianinas; esto último a 

su vez, influye en su sabor (Reyes y Capriles de Reyes, 2000). Ramos et al, en el 2013 

describen que los cacaos Forasteros cultivados en Venezuela, presentan sabor a cacao. 

 Criollos: desde el punto de vista de la calidad de sus almendras, son los más 

finos, por sus particulares sabores y aromas. Los rasgos fenotípicos son variables, 

pero en general, presentan almendras redondeadas, cotiledones de colores claros, 

pubescencia en pecíolos y tallos jóvenes, el mesocarpo del fruto es poco lignificado, 

los estaminodios son de colores claros, las hojas jóvenes de colores claros y la forma 

del árbol presenta el típico verticilo de molinete (Marcano et al., 2007). En relación 

con el sistema reproductivo, los árboles Criollos son autocompatibles, 

Los estudios moleculares han diferenciado entre éstos a dos grupos: los cacaos 

Criollos genéticamente homocigotas, que se han denominado Criollos “Antiguos”, 

sugiriendo que fueron éstos los cacaos cultivados por los antiguos pobladores de 

América, y los Criollos “Modernos” que son provenientes del cruce entre Criollos 

Antiguos y Forasteros (Motamayor et al., 2002), siendo el ancestro Forastero más 

común, uno proveniente del Bajo Amazonas (Motamayor et al., 2003). 

En el caso del cacao Criollo, las flores presentan estaminoides de color rosado o rosa 

pálido (Reyes y Capriles de Reyes, 2000), coloración que también puede encontrarse 

en los pétalos (Reyes y Capriles de Reyes, 2000), las mazorcas de color rojo, rosado o 

amarillo alcanzada la madurez (Reyes y Capriles de Reyes, 2000), con diez surcos 

profundos, muy rugosos y punteadas; los cotiledones frescos son de color blanco o 

violeta pálido (Reyes y Capriles de Reyes, 2000). Aunque Lachenaud y Motamayor en 

el 2017, manifestaron que es muy difícil determinar de manera fenotípica si un 

individuo es Criollo, por lo que recomienda el uso de herramientas moleculares, para 

realizar la identificación de esta variedad. 
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Después de ser fermentadas, las almendras adquieren sabores: a nueces, panela o malta 

y un moderado sabor a frutas (Ramos et al., 2013). 

 Trinitarios: son los más cultivados en Venezuela (aproximadamente el 90 % de 

los cultivos). Motamayor et al. (2003), demostraron mediante marcadores 

moleculares, que este grupo es muy similar a los Criollos “Modernos”. Estos cultivares 

han demostrado una alta calidad, vigor y resistencia a enfermedades y los caracteres 

morfológicos que los representan, son intermedios entre Forastero y Criollo (Reyes 

y Capriles de Reyes, 2000); por su mejor desempeño productivo, desplazaron a los 

Criollos ancestrales. 

En la siguiente tabla (Tabla 1), se muestran en un resumen de los atributos presentes 

en las principales variedades sembradas en Venezuela. 

Tabla 2. Variedades tradicionales de Cacao, reconocidas en Venezuela. 

Variedad Características 

Forasteros 

 
 

 

 Árbol vigoroso  

 Resistencia a enfermedades y 

plagas 

 Más cultivados  

 Sabor a cacao 

 

madurez 

 Cuenca del Amazonas y Guyana 
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 Criollos 

 

 Cotiledones con tonos claros 

 Estaminodios de colores rosa o más 

claros  

rojas, rosadas o amarillas 

moderado sabor a frutas 

 Almendras ovaladas 

 Criollos “Ancestrales” y 

“Modernos”  

 Autocompatibles     

 Trinitarios 

 

 Son los más cultivados en 

Venezuela  

 Muy similares genéticamente a los 

Criollos “Modernos”  

Forasteros y Criollos 

 Alta calidad, vigor y resistencia a 

enfermedades  

 

1.2.  Origen del Cacao y su uso. 

En una revisión hecha por Díaz-Valderrama en 2020, se recopila la información 

disponible acerca de la localidad de origen de la especie de T. cacao y a su vez, en qué 

región ocurrió su domesticación. A continuación, se presenta las hipótesis planteadas 

hacer del origen del Cacao, siendo las siguientes:  

a) Origen centroamericano propuesta por Mora-Urpi (1958) y Miranda (1962), los cuales 

reportaron la presencia de presuntos arboles silvestres de cacao, en el bosque de 

Lacandona, México; en un análisis genético de dicha población realizada por Motamayor 
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et al. (2002), se determinó que dicha población se originó de individuos procedentes de 

Venezuela, que tuvieron una especie de “efecto fundador”. 

b) Origen suramericano: planteado por un estudio realizado por Motamayor et al. en 2008, 

en el cual reporta la existencia de 10 grupos genéticos dentro de las poblaciones de T. 

cacao, localizando la mayoría de estos en la cuenca superior del Amazonas. Otros grupos 

genéticos fueron identificados en otras zonas de la cuenca del Amazonas, lo que sugirió 

la intervención del humano en la dispersión de estos grupos (Thomas et al., 2012). En la 

Figura 8, se puede observar la diversidad genética observada por Motamayor et al. (2008). 

c) Origen mixto: Cuatrecasas en 1964, sugiere que dentro de la especie T. cacao, se pueden 

considerar dos subespecies, correspondientes a las variedades Criollo y Forastero, pero 

esta, carece de pruebas genéticas que la sustenten. 

 

Figura 7. Distribución de los 10 grupos genéticos descritos por Motamayor et al., 2008. 

Por otro lado, se ha discutido ampliamente el posible origen del uso del cacao por 

parte del hombre, siendo la primera idea planteada al respecto, la domesticación hecha 

por la cultura Maya hacia 1500 años atrás, que es la edad aproximada de la plantación 
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en el bosque de Lacandona en México (Motamayor et al., 2002). En dos 

investigaciones posteriores dirigidas por Powis et al (2002 y 2011), se analizaron 

muestras bioarqueologicas donde se determinó la presencia de Teobromina en restos 

de utensilios ceremoniales olmecas y de la era Preclásica Maya y la antigüedad de 

dichos utensilios; en el caso de los objetos de la era Preclásica, fueron datados de unos 

2550 a 1700 años atrás, mientras que, para los objetos Olmecas, sus orígenes se 

remontan de unos a unos 3800 a 3000 años atrás. 

En una investigación de reciente data, llevada a cabo por Zarrillo et al. (2018), 

realizaron excavaciones en el sitio arqueológico de Palanda, Ecuador, encontrado 

vasijas pertenecientes a la cultura Mayo-Chinchipe-Marañon, cuya influencia se 

delimitó a la zona de la cuenca superior del Amazonas, específicamente entre la 

frontera de Ecuador y Perú. Estas vasijas fueron sometidas a análisis bioquímicos, 

espectrométricos y genéticos, además de la determinación de la antigüedad de dichas 

vasijas, encontrándose ADN de cacao, además de restos de Teobromina, siendo su 

origen datado entre unos 5450 a 5300 años atrás, siendo esta investigación hasta ahora, 

junto a los resultados publicados por Motamayor et al. (2008) acerca del posible origen 

del cacao, la que mayor evidencia probatoria tiene. 

1.3. Importancia económica del cultivo de cacao en Venezuela. 

Venezuela, antes de su auge petrolero, fue uno de los principales productores de 

cacao a nivel mundial. Se desconoce en qué momento se comenzó la explotación 

comercial del cacao en el país y fue de conocimiento para los conquistadores 

españoles su presunto uso por parte de los aborígenes, pero se considera que es a partir 

de 1621 que comienza la producción extensiva de este rubro y es cuando toma 

prestigio mundial el cacao venezolano (Quintero y García, 2010). A finales del siglo 

XVIII y en las primeras décadas del siglo XIX, por una serie de acontecimientos en la 

vida nacional y sumada al aumento de la producción de café, se inició un declive en el 

sector cacaotero del país. A comienzos del siglo XX, el desarrollo de la producción 

petrolera y el desplazamiento de la población rural, implicó un abandono parcial de 

muchos rubros y el cacao no fue la excepción. Además, la aparición de varias 



Reconocimiento-No comercial-Compartir igual

www.bdigital.ula.ve

23 

 

enfermedades y desastres naturales contribuyeron al abandono (Reyes y Capriles de 

Reyes, 2000; Parra et al., 2009). 

Según la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura 

(FAO), el país generó en el año 2016, 23.254 kg de granos de cacao que fueron 

obtenidos de 64.462 hectáreas cosechadas, en las que se extrajeron en promedio 360,7 

kg por ha, representando cada una de estas cifras el 0,52% de la producción alrededor 

del mundo y un 0,63% de la superficie total sembrada, estando por debajo de la 

producción promedio a nivel mundial (FAO, 2018). 

1.4. Enfermedades en plantas 

Se puede definir que una planta presentará enfermedad cuando una o varias de sus 

funciones son alteradas por organismos patógenos o por determinadas condiciones 

del medio. Las enfermedades de las plantas se pueden clasificar en: enfermedades 

infecciosas o bióticas y enfermedades no infecciosas o abióticas (Agrios, 2005). 

Las enfermedades bióticas pueden ser causadas desde un virus, hasta por plantas 

superiores parásitas. Dependiendo del trofismo, se pueden considerar tres tipos de 

patógenos: biotróficos, necrotróficos y hemibiotrófico, siendo este último una 

combinación de los dos primeros (Agrios, 2005).  

Los patógenos biótrofos, son aquellos que, a pesar de la infección, procuran 

mantener vivo al organismo que atacan, siendo comúnmente éstos los virus, los 

nematodos y algunos hongos especializados.  

Los necrotrófos son aquellos que, a medida que avanza la infección, el organismo 

muere; dentro de este tipo destacan la mayoría de los hongos y las bacterias 

fitopatógenas (Buchanan et al., 2015).   

Los organismos hemibiotrófos, son aquellos que, en las etapas iniciales de la 

infección, mantienen vivo a su hospedero pero que posteriormente terminan 

matándolo (Buchanan et al., 2015). 
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Aunque se desconoce cómo funciona la totalidad de la inmunidad de las plantas, 

se han podido dilucidar varios mecanismos de defensa y resistencia contra patógenos, 

siendo éste un campo abierto en el que todavía existe mucho trabajo que realizar. 

La resistencia, la cual se puede definir como la capacidad de contrarrestar el 

desarrollo de una enfermedad, después de la infección, puede variar desde una baja 

resistencia (alta susceptibilidad), cuando el desarrollo de la enfermedad es muy 

extenso, hasta una alta resistencia (baja susceptibilidad), cuando el desarrollo de la 

enfermedad es muy limitado (Ordeñana, 2002). 

La resistencia en plantas hacia patógenos se puede clasificar de dos maneras, 

según la respuesta fisiológica: a) La resistencia verdadera, que viene dada por una 

cierta incompatibilidad química entre el hospedero y el patógeno, e implica la 

activación de varios genes y mecanismos de defensa que contrarrestan la infección 

y b) La resistencia aparente, en la cual el organismo no combate la infección, pero 

si evita en lo posible no resultar totalmente afectado por el patógeno (Agrios, 2005). 

El grado de respuesta y resistencia por parte de la planta hacia el patógeno, está 

determinado por la compatibilidad entre éstos. La interacción es compatible cuando 

el patógeno es virulento y el hospedero susceptible, mientras que es incompatible 

cuando el patógeno es avirulento y el hospedero resistente, definiendo virulencia como 

el nivel de patogenicidad de un patógeno dado; en otras palabras, es el grado de 

capacidad que tiene un determinado patógeno para producir una enfermedad. Las 

interacciones incompatibles se caracterizan por disparar mecanismos de defensa en el 

hospedero contra el patógeno, que generalmente desembocan en una respuesta 

necrótica o hipersensible. En caso de presentarse compatibilidad, el organismo no 

reconoce ninguna infección y por lo tanto se establece la enfermedad. Es necesario 

recalcar que estos conceptos acerca de la compatibilidad entre patógenos, nacen 

de la relación coevolutiva entre estos y su hospedero (Ordeñana, 2002). 

El estudio acerca de la resistencia hacia patógenos está en apogeo, ya que, entre los 

objetivos de mejorar cultivos, está el de obtener ejemplares de un cultivo resistente 

a enfermedades (Zhang et al., 2013). A nivel molecular, la resistencia es clasificada 
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de dos maneras: resistencia cualitativa y resistencia cuantitativa. La primera se 

encuentra definida como la resistencia conferida por un solo gen R, y que inhibe 

cualquier manifestación de un patógeno en un individuo; la segunda está relacionada 

con la expresión de múltiples genes, que contribuyen a la resistencia parcial, y que 

parece brindar una ventaja al organismo infectado, ya que el efecto de la expresión de 

estos genes tiene mayor duración que la resistencia cualitativa (Zhang et al., 2013). 

En cuanto al sistema de bloqueo de la infección por parte de la planta hacia al 

patógeno, existe un modelo llamado “gen-por-gen” (Zhang et al., 2013), que explica 

que, por cada gen de patogenicidad, existe un gen de resistencia en el hospedador 

(Agrios, 2005). Para explicar esta hipótesis, se designó como R al gen para la 

resistencia, ocurriendo ésta solo cuando es dominante y A para un gen que causa la 

avirulencia para el patógeno, siendo virulento cuando es recesivo (a). La única 

combinación en los que la planta es resistente es cuando tanto la avirulencia y la 

resistencia son dominantes (AR). 

1.5. Enfermedades importantes del cacao en Venezuela. 

Parra et al. en el 2009, proponen una clasificación de la enfermedades: 1) generales 

de importancia, las que se presentan todo el año, en todas las regiones y que 

excepcionalmente llegan a provocar daños mayores a los históricos de producción, 

2) generales de menor importancia, de las cuales no se tienen observaciones 

documentadas sobre pérdidas alarmantes y 3) regionales, las que se encuentran 

localizadas en una región de acuerdo a su importancia económica, pero que de 

extenderse podrían provocar pérdidas considerables y serían difíciles de controlar.  

La Pudrición mancha parda o negra de la mazorca (complejo de Phytophthora), es 

clasificada por estos autores, en el primer grupo. 

1.6. Generalidades sobre Phytophthora palmivora. La “Mancha parda de la mazorca” 

Phytophthora es un género de oomicotas integrado por importantes agentes 

etiológicos de graves enfermedades. Hasta hace unos se agrupaban junto al Reino 
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Fungi, pero actualmente se agrupan aparte, en el reino Chromista, debido que, a 

diferencia de los primeros, estos en vez de presentar quitina en su pared, presentan 

β-1,3 y β-1,6 lucanos. Los oomycetes son un grupo de organismos miceliales que 

representan una línea evolutiva única y distante de los hongos verdaderos (Rodríguez 

y Vera, 2015). 

La palabra Phytophthora se traduce literalmente como “destructor de plantas”, 

ya que las especies de esta causan una variedad de enfermedades devastadoras, 

En general, Phytophthora ataca plantas superiores, causando pérdidas millonarias, 

y el cacao no es la excepción. Entre las especies que atacan al cacao están las 

siguientes: P. palmivora, P. megakarya, P. capsici, P. citrophthora, P. megasperma 

y P. parasítica (Reyes y Capriles de Reyes, 2000). 

P. palmivora, según Reyes y Capriles de Reyes (2000), manifiesta síntomas en 

distintas partes de la planta de la siguiente manera: 

En los frutos ocasiona las mayores pudriciones y pérdidas (Figura 7), pues éstos 

son susceptibles a cualquier edad, iniciándose con una mancha de color pardo, de 

bordes regulares, de crecimiento muy rápido, que en un período de seis días alcanza 

a todo el fruto, recubriéndose dos días después de un micelio blanco lleno de 

esporangios. A partir de los esporangios, se originan esporas flageladas que requieren 

de agua para germinar y penetrar directamente los tejidos del hospedero. La pudrición 

interna de los frutos afectados es húmeda y ocurre en unos 15 días. 
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En las hojas, el hongo se manifiesta por manchas pequeñas irregulares de color 

pardo que se expanden y provocan n e c r o s i s , los chupones presentan el ápice 

y las hojas necrosadas con muerte regresiva (Figura 8). 

 

Figura 8. Síntomas de la infección por Phytophthora palmivora en mazorcas. 1. 

Primeras etapas de infección; 2. Necrosis de tejido externo y esporulación; 3. Necrosis 

de tejido interno proporcional a la necrosis externa; 4. Necrosis total del fruto. 

Tomado y adaptado de Rodríguez y Vera, 2015. 
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En los cojines florales, tallos, ramas y raíces, se presentan síntomas severos del 

patógeno, manifestándose como lesiones que generalmente, conducen a la muerte de 

esos órganos o de toda la planta. 

La infección crónica por parte de P. palmivora, conlleva a la aparición de chancros 

(denominado en inglés como canker). La primera manifestación de esta etapa de la 

infección, se detecta por la clorosis de las hojas en las ramas y en la copa del árbol, 

seguido de abundantes floraciones y sucesivos brotes foliares con hojas más pequeñas 

que las normales. En el área donde se localiza la lesión en el tronco o ramas se observa 

una mancha de color oscuro, aceitosa, esponjosa que se agrieta y da salida a un 

exudado espeso de color rojizo. Al levantar la corteza del área manchada son 

visibles una o varias zonas necrosadas de color púrpura, rodeadas de una línea fina 

oscura que separa las áreas sanas de las enfermas. 

P. palmivora tiene muchos sitios de reservorio los mismos árboles contagiados 

(flores, hojas, ramas, cojines florales, chupones, frutos de cosecha, frutos abortados, 

musgos, plantas parásitas, etc.,) como su entorno; siendo las cáscaras de los frutos y 

la capa superficial del suelo constituyen los mayores reservorios de inóculo 

(Rodríguez y Vera, 2015). 

Figura 9. Evolución de los síntomas en hojas y plántulas de cacao: 1. Etapas iniciales de 

infección, donde aprecia la clorosis; 2. Comienzo de la necrosis; 3. Muerte de la plántula. 

Tomado y adaptado de Reyes y Capriles de Reyes, 2000; Rodríguez y Vera, 2015. 
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El desarrollo de la enfermedad varía dependiendo del sitio geográfico que ataque, 

generalmente la enfermedad se desarrolla entre un rango de temperaturas de 15 a 27 

°C, aunque su óptimo es entre 18 a 20 °C, siendo las condiciones de alta humedad 

relativa y las lluvias y el agua presente en el suelo, el medio de propagación de la 

enfermedad (Enríquez, 1985). 

En la Figura 9, se muestra un esquema del ciclo de vida de P. palmivora dentro de un 

individuo (Rodríguez y Vera, 2015). Los miembros del género Phytophthora son 

hemibiotrófico, infectando y nutriéndose en un principio de células vivas, que se 

caracteriza por la aparición de hifas primarias, que forman un apresorio (fase 

biotrófica), luego de células muertas o dañadas, caracterizado por la formación de hifas 

y un haustorio intercelulares (fase necrotrófica) colonizando células vivas del huésped 

(Perrine-Walker, 2022). Phytophthora se reproduce sexualmente a través de esporas 

de dispersión (esporangios y zoosporas) y asexualmente a través de esporas en reposo 

(zoosporas y clamidosporas). Los esporangios y las zoosporas ayudan a las especies 

de Phytophthora a propagarse y escapar del entorno en deterioro, mientras que las 

clamidosporas se reservan y permanecen viables en el suelo durante mucho tiempo, 

esperando condiciones favorables y propicias para la esporulación y la dispersión 

(Misman et. al., 2022). 

 En condiciones húmedas favorables, las zoosporas flageladas nadan 

quimiotácticamente o electrostáticamente sobre el tejido vegetal y se enquistan en el 

agua del suelo o en una película delgada de agua quimiotácticamente o 

electrostáticamente. Luego, el tubo germinativo emergió del quiste mononucleado. A 

diferencia de los hongos, los oomicetes carecen de melaninas y septinas necesarias 

para la formación de apresorios. En su lugar, Phytophthora invade a sus hospederos 

mediante el corte mediado por hifas, también conocido como mecanismo naifu, que 

consiste en la penetración de la superficie del anfitrión en un ángulo oblicuo con un 

gasto de energía mínima. Esta estrategia facilita la invasión de los oomicetes a través 

de la aplicación de fuerza polar mediada por actina, que ayuda a alterar la estructura 

del citoesqueleto de una célula hospedera objetivo. La presión de turgencia producida 

y la ruptura de la estructura del citoesqueleto permitirán que las hifas invadan la grieta 
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a lo largo de la dirección del ángulo oblicuo, iniciando la ruptura de la superficie del 

hospedador (Misman et al., 2022). 

En el caso del Cacao, la infección de la podredumbre por P. palmivora comienza con 

la penetración temprana en la cutícula cerosa. Luego, progresa la infección a través de 

la epidermis, causando que una pequeña mancha translúcida (etapa inicial de la 

enfermedad) se convirtiera en una lesión de color marrón. La lesión se oscurecerá y 

expandirá rápidamente en periodo de 24 horas. La infección se extenderá rápidamente 

por toda la vaina, causando una lesión negra severa en el área infectada. En condiciones 

favorables, se forma una red de esporangios blancos, que se expande gradualmente 

sobre la superficie de la mazorca. En algunos casos, la presencia de lesiones en la 

mazorca no implica su perdida para uso posteriores (Misman et al., 2022). 

 

 

. 

 

 

 

 

 

La reproducción se caracteriza por la formación de zoosporas, por el ensamble de dos 

tipos de estructuras sexuales, llamadas anteridio (masculina) y oogonio (femenina), de 

compatibilidad complementaria (A1 y A2). Sin embargo, este tipo de reproducción es 

poco frecuente, debido a que los dos tipos de apareamiento (A1 y A2) rara vez se 

encuentran juntos. Las zoosporas germinan dando origen a un micelio o produciendo 

Figura 10. Ciclo de vida del oomicota Phytophthora palmivora. Tomado y adaptado 

de Rodríguez-Viera (2015). 
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esporangios; esta germinación se ve influenciada por la edad, nutrición, temperatura y 

luz. P. palmivora puede producir estructuras de supervivencia como clamidosporas y 

zoosporas, hasta que un hospedero esté disponible. 

Entre los medios de control de la enfermedad, se encuentran: a) prácticas 

agronómicas, que consisten en eliminar los reservorios, la poda y mantenimiento 

de los cultivos manteniéndolos aireados, la eliminación de las partes enfermas y el 

drenado constante de los cultivos (Enríquez, 1985) (Wood y Lass, 2001); b) el control 

químico, que es por lo general, utilizando fungicidas a base de oxicloruro de cobre, 

oxido cuproso e/o hidróxido de cobre (Suárez, Moreira, & Vera, 1990); y por último 

c) el control biológico, que se trata de la introducción de microorganismos endofíticos 

que combaten a la enfermedad y d) la obtención de cultivares resistentes (Rodríguez 

y Vera, 2015). 

1.7 El Genoma de Theobroma cacao 

El cacao es diploide (2n = 20) (Glicenstein y Fritz, 1989). La cantidad de ADN 

por núcleo haploide es de 0,4 pg (Lanaud et al., 1992; Figueira et al., 1992). El 

cacao posee un genoma relativamente pequeño, de alrededor de 324,7 Mpb (Argout 

et al., 2017) solo algo más de tres veces el de Arabidopsis (100 Mpb). 

En la siguiente Tabla 2, se recopila los resultados de los trabajos de importancia en 

el área de la genómica del T. cacao. 

 
 
 
 
 

Tabla 3. Lista de trabajos publicados, acerca de la construcción de mapas genéticos y 

genomas de Theobroma cacao. 

Autores (Año) Resultado 
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Lanaud et al. (1995) Primer mapa genético, compuesto por 128 loci, 

alguno de estos relacionas con atributos como 

mazorcas, flores, calidad y resistencia a 

Phytophthora. Se reportaron 5 genes. Parentales: 

Forastero amazónico de la cuenca superior y 

Trinitario. 

Crouzillat et al. (1996) 138 marcadores, relacionados con producción de 

antocianinas, autocompatibilidad, altura de la 

horqueta y diámetro del tronco. Parentales: 

Forastero de la cuenca superior e inferior del 

Amazonas, respectivamente. 

Riesterucci et al. (2000) 424 marcadores, introducción de marcadores 

AFLP’s y microsatélites. Parentales: un árbol 

Trinitarios y un árbol Forastero. 

Pugh et al. (2004) 465 marcadores, de los cuales se amplió una 

biblioteca de 201 microsatélites. Parentales: 

Forastero de la cuenca superior del Amazonas y un 

Trinitario. 

Argout et al. (2011) Secuenciamiento del genoma de un árbol Criollo 

de Belice (B97-61/B2), determinando el tamaño de 

326.9 a 430 Mpb, número de genes 28.798 genes  

Motamayor et al. (2013) Secuenciamiento del genoma de Matina 1-6, árbol 

Forastero, determinación del tamaño del genoma 

445 Mpb y 29.048 genes. 

Argout et al. (2017) Se publica una versión mejorada, aumentándose 

el tamaño el tamaño propuesto del (0.67 Mpb 

mas) y el número de genes (29.071 genes). 

Navarro et al. (2017) Implementación de técnicas de predicción, que 

permite estudiar la adquisición de atributos 

favorables y de utilidad agronómica. 

Cornejo et al. (2018) Estudio donde se determinó el origen de las 

poblaciones modernas de cacao y las 

consecuencias de la selección artificial sobre 

estas. 

 

Previo a las investigaciones del proyecto “Genoma del cacao”, se realizaron 

construcciones de mapas genéticos, siendo el primero propuesto por Lanaud et al. en 
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1995, en el cual se mapeó 193 loci, estos loci consisten en 5 isoenzimas, 101 

cDNA/RFLP, 4 loci de genes de función conocida, 55 ADN genómico /RFLP y 28 

RAPD, los cuales estaban relacionadas con las mazorcas, flores, calidad y 

resistencia a Phytophthora. Los parentales usados en este trabajo, para realizar los 

cruces y obtener la progenie, fueron un árbol Forastero de la cuenca alta amazónica 

colectado en Ecuador, y un árbol Trinitario, hibridado,  colectado en Costa Rica. 

Crouzillat et al (1996), construyeron un mapa de ligamiento genético, en el que se 

tomaron como parentales a dos árboles Forasteros, siendo uno del alto amazonas y 

el otro del bajo amazonas; en éste se describieron 138 loci, incluyendo los 

relacionados con la autocompatibilidad, la síntesis de antocianinas, la altura de la 

“horqueta” y el diámetro del tronco. 

Risterucci et al., (2000), ampliando el mapa propuesto por Lanaud et al. ( 1995), 

incorporaron otros marcadores moleculares basados en ADN como lo son los 

microsatélites y los AFLP’s, lo que permitió validar y corregir algunos resultados 

obtenidos en el trabajo anteriormente realizado. Esta investigación generó 424 loci 

nuevos: 5 isoenzimas, 6 loci de genes de función conocida, 65 RFLP’s genómicos, 104 

RFLP’s de cDNA, 3 sondas teloméricas, 30 RAPD’s, 191 AFLPs and 20 microsatélites 

que permitirían comprender mejor la estructura genómica de T. cacao. El cruce 

utilizado para la construcción de este mapa, fue el de un Trinitario y un Forastero. 

Luego Pugh et al. (2004), enriquecieron aún más el mapa genético, incluyendo 201 

nuevos microsatélites codominantes, sumando un total de 465 loci (268 SSR’s, 176 

RFLP’s, 5 isoenzimas y 16RFLPs relacionados a genes)  que forman parte del 

genoma de T. cacao, y siendo actualmente éste el mapa de referencia mundial para el 

cacao. Los parentales utilizados para generar el cruce que permitió la construcción del 

mapa fueron un Forastero de la cuenca superior del Amazonas y un Trinitario. Cabe 

destacar que, con cada trabajo, aumentó la cobertura de los mapas, permitiendo la 

identificación de regiones relacionadas con distintas características de gran interés de 

estudio. 
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El proyecto “Genoma del Cacao” produjo una primera versión en el año 2011 

(Argout et al., 2011), fue secuenciado el genoma de un árbol de cacao Criollo de origen 

beliceño denominado B97-61/B2, describiéndose para el momento 28.798 genes, 

siendo el tamaño ensamblado estimado entre 326.9 Mpb y 430Mpb, además de lograr 

identificar motivos de genes para la resistencia a patógenos y genes que inciden en 

la calidad de la almendra. En la reciente versión corregida del genoma del mismo 

árbol (Argout et al., 2017) se reportó un reajuste de los datos del 2011 y aumentaron 

la eficiencia del método de secuenciamiento, lo que llevó a un rearreglo de las 

secuencias generadas, y el incremento a 29.071 genes.  

No solamente la variedad Criollo ha sido objeto del estudio de su genoma, ya que, 

en el 2011, se había realizado la publicación de un fragmento del genoma de un árbol 

del grupo de los Amelonados, que tradicionalmente se ha asociado a la variedad 

Forastero (Saski et al., 2011). Este genoma presenta un tamaño mayor, con respecto al 

genoma Criollo, que fue de 445 Mpb, con un número de 29.048 genes, siendo un 

número similar al de la variedad Criolla (Motamayor et al., 2013). 

Al obtener resultados de la modelización del genoma de T. cacao, se comenzaron 

a plantear arquetipos predictivos en la adquisición de caracteres favorables como, por 

ejemplo, la resistencia a ciertas enfermedades (Navarro et al., 2017). 

También se ha trabajado con la selección q u e  d i o  o r i g e n  a  l a s  poblaciones 

modernas de cacao, y se ha concluido que, debido a una fuerte selección artificial, 

tienden a aparecer mutaciones deletéreas que afectan al éxito reproductivo de las 

poblaciones actuales, siendo uno de los caracteres afectados, la resistencia a 

enfermedades (Cornejo et al., 2018). 

 
 
 
 
 

1.7. Estudio de la resistencia de enfermedades en plantas 
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En general, se plantean tres métodos para realizar estudios acerca de la resistencia: 

visual, genético y bioquímico (Johansson, 2015). Entre los métodos visuales, se 

encuentran los métodos de tinción diferencial y métodos de microscopía que permiten 

observar el comportamiento de un tejido del individuo infectado (Johansson, 2015), y 

métodos de observación directa de un tejido, realizando prueba de inoculación 

artificial a varios individuos y luego estudiar el avance de la enfermedad (Akaza 

et al., 2009). Entre los métodos genéticos de estudios de resistencia se utilizan las 

pruebas de expresión mediante estudios de PCR cuantitativo (qPCR) (Johansson, 

2015), que permite realizar la comparación entre individuos sanos y enfermos, y el 

cambio de perfiles de expresión entre ellos.  Por último, los métodos bioquímicos 

para el estudio mediante la comparación de los estados metabólicos entre los 

individuos sanos y enfermos, utilizando protocolos de cromatografía y 

espectrofotometría de masa, que permiten identificar cuáles biomoléculas son 

producidas por los individuos contagiados para combatir el patógeno (Johansson, 

2015). En lo particular, no existe una técnica obligatoria para el estudio de la 

resistencia, ya que pueden variar dependiendo del organismo, siendo ejemplo de 

estudio, los trabajos presentados por Iwaro et al. (1997), en los cuales tratan de 

relacionar la resistencia que presenta Theobroma cacao hacia P. palmivora a nivel 

foliar y en frutos en varios cultivares, mediante inoculación artificial de la enfermedad 

en porciones (o discos) de éstos y en las mazorcas y a su vez, relacionando dicha 

resistencia con el genotipo del cultivar estudiado. 

1.8. Herramientas moleculares y el mejoramiento genético de la resistencia a 

enfermedades en el cacao. 

El uso de la biología molecular y de la genética para el mejoramiento de la 

producción y el estudio de la resistencia a enfermedades en los cultivos se encuentra 

en auge actualmente (Bailey y Meinhardt, 2016) y en el caso del cacao, no es la 

excepción (Kole, 2007). El paso inicial es realizar una selección de las plantas que 

presenten los caracteres deseados, que consiste en la descripción fenotípica del mismo, 

y luego el rastreo de los loci relacionados con la resistencia a determinadas 

enfermedades (Bailey y Meinhardt, 2016). Los loci pueden ser rastreados con el 
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uso de marcadores moleculares, que se definen como etiquetas o marcadores que, 

aunque no están asociados con una función biológica específica, se pueden usar para 

seguir la herencia de un segmento de un cromosoma en una posición específica de la 

misma manera que los alelos de un gen (Griffiths et al., 2010). 

Entre los marcadores moleculares más utilizados, están los siguientes: 

Polimorfismos en un simple nucleótido o SNP’s, Polimorfismos en la longitud de los 

fragmentos de restricción o RFLP’s, Amplificación de DNA polimórfico aleatorio o 

RAPD’s, Polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados o AFLPs, 

Etiquetas de secuencias expresadas o EST’s; Secuencias pequeñas repetidas o 

Microsatélites o SSR’s, entre otros (Spooner et al., 2005). 

Estos presentan una serie de ventajas, que los señalan como herramientas que 

permiten verificar la presencia de uno o varios caracteres, para realizar mejoramiento 

de cultivos: están libres de efectos ambientales y pleiotrópicos, se dispone de un 

número potencialmente ilimitado de marcadores independientes, muchos son 

selectivamente neutros, los caracteres de ADN pueden describirse más fácilmente 

como estados discretos de alelos o pares de bases de ADN, mientras que algunos datos 

morfológicos, bioquímicos y datos de campo deben describirse como caracteres 

continuamente variables que son menos susceptibles a métodos analíticos sólidos 

(Eguiarte et al., 2007). 

1.9. Microsatélites 

Los microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR’s), son secuencias de ADN 

formadas de 1 a 4 pares de bases, por ejemplo, mononucleótidos, dinucleótidos, o 

tetranucleótidos, flanqueados de secuencias conservadas. Estos loci se encuentran en 

regiones codificantes y no codificantes del ADN (Eguiarte et al., 2007). 

Los microsatélites han tomado ventaja sobre otros marcadores genéticos, debido a 

que tienen el más alto grado de polimorfismo, segregan de manera mendeliana y son 

codominantes, la presencia de un solo locus genético por microsatélite hace que la 

lectura de las bandas sea clara y fácil de interpretar, son selectivamente neutros y 
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su implementación es relativamente sencilla, en muchos laboratorios. Para trabajar 

con SSR’s es necesario obtener iniciadores específicos que amplifiquen la región 

repetitiva (el microsatélite) responsable de la variación observada, que además es 

homóloga para diferentes especies o incluso géneros (Eguiarte et al., 2007). En la 

Figura 11, la estructura general de un microsatélite, su criterio de diseño y 

visualización. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Para el caso del T. cacao, los primeros 28 microsatélites fueron diseñados en 1999 

por Lanaud et al., siendo en trabajos posteriores, amplificada esta biblioteca (Pugh et 

al., 2004). La nomenclatura implementada para estos microsatélites, son las siguientes 

siglas: mTcCIRX, donde m es microsatélite, Tc significa Theobroma cacao, CIR 

significa CIRAD (de las siglas en francés para “Centro de cooperación internacional 

en investigación agronómica para el desarrollo”) y X representa el número del 

Figura 11. Representación esquemática de una región 

microsatélite y su representación en una electroforesis. 

Tomado y adaptado de Cárdenas, 2017. 
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marcador desarrollado. Actualmente, hay disponibles 581 marcadores microsatélites 

(Allegre et al, 2012) 

1.10. Identificación y marcaje de caracteres importantes para el mejoramiento 

de cultivos y el cacao. 

Muchos caracteres de interés para el mejoramiento de plantas son cuantitativos, 

o determinados por varios genes. Cada locus implicado en la variación de un carácter 

cuantitativo se puede ubicar en el mapa genético mediante el análisis de QTL (o 

Quantitative Trait Loci) (Tanksley, 1993). La construcción de mapas genéticos sirve 

de base para la detección de QTL’s, Por lo general se recomienda que para el mismo 

se utilicen plantas con material genético de reproducción controlada (Tanksley, 1993). 

La suposición subyacente de usar loci marcadores para detectar poligenes es, que 

existe un desequilibrio de ligamiento entre los alelos en el locus del marcador y los 

alelos del (o de los) poligen(es) ligado(s).  

El desequilibrio de ligamiento puede definirse como una excepción a la segregación 

independiente mendeliana, en la cual un alelo de un locus A se encuentra asociado a un 

alelo en específico de un locus B, por lo que se heredan de manera conjunta (Griffiths 

et al., 2010). 

 En la Figura 11, se ejemplifica como la mutación (señalada por una estrella verde) en 

el gen de la hemocromatosis (HFE) tuvo su origen en un cromosoma ancestral que 

también portaba los alelos HLA-A3 y DR4.  
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En generaciones posteriores, casi todos los cromosomas que portaban la mutación 

HFE también tenían los alelos HLA-A3 y DR4. Como se muestra en el panel inferior, 

con el tiempo, la recombinación entre los alelos HFE y HLA-A ocurrió 

infrecuentemente, de modo que, en la población actual, la mutación HFE está asociada 

con el alelo HLA-A3 el 70% de las veces, aunque el alelo HLA-A3 solo se encuentra 

en el 15% de los cromosomas normales de la población. Debido a que el locus HLA-

DR está más alejado del locus HFE que el locus HLA-A3, la recombinación entre los 

loci HFE y HLA-DR se ha producido con mayor frecuencia que entre los loci HFE y 

HLA-A, de modo que la mutación HFE ahora está asociado con el alelo HLA-DR4 en 

un 45%, aunque el alelo HLA-DR4 solo aparece en el 25% de los cromosomas de la 

población. Se dice que la mutación HFE está en un fuerte desequilibrio en el ligamiento 

con HLA-A3, mientas es algo más débil con HLA-DR4. 

El mapeo de locus de caracteres cuantitativos (o QTL por sus siglas en inglés) en 

plantas, se ha realizado con la finalidad principal de realizar cruces o selección 

asistida por marcadores para mejorar diversos caracteres agronómicos de interés con 

Figura 12. Ejemplo de Desequilibrio en el Ligamiento: mutación 

relacionada con la aparición de heterocromatosis. (Griffiths et al., 2010) 
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mayor precisión y en el cacao específicamente, como en otros cultivos perennes, 

mejorar la resistencia a enfermedades en menor tiempo (Kole, 2007). 

1.11. Mapeo de QTL’s y estudios de asociación relacionados con Phytophthora 

Los mapas genéticos, durante años han permitido localizar e identificar los genes 

o regiones que brindan características de importancia a los organismos. Para esto, se 

han desarrollado distintos métodos que permiten realizar estos mapas, los cuales son 

conocidos como el Mapeo de QTL’s y los estudios de asociación (Griffiths et al., 

2010). El primero, se basa en la utilización los QTL’s y marcadores moleculares 

asociados a éstos, para identificar si caracteres cuantitativos son dominantes o 

recesivos y homocigotos o heterocigotos, obteniendo esta información mediante 

cruces controlados. En el caso del segundo método, utiliza la asociación entre los 

marcadores y un fenotipo dado, e identifica las regiones o genes involucrados a estos 

marcadores, sin necesidad del cruce controlado (Griffiths et al., 2010), puede por lo 

tanto emplearse con poblaciones naturales o cultivadas, tales como las plantaciones. 

Entre los mapas de QTL´s, obtenidos en el estudio de la resistencia de 

Phytophthora palmivora en cacao, de los cuales se presenta un resumen en la Tabla 3 

destacan los siguientes: 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 4. Lista de trabajos publicados, acerca de la determinación de QTL's, para la 

resistencia hacia P. palmivora en T. cacao. 

Autores (Año) Resultado 
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Lanaud et al. (1995) Publicación del primer mapa genético de T. cacao, para la 

identificación de QTL’s para la resistencia a P. palmivora y 

otros atributos de interés. 

Crouzillat et al. (2000) Reportados QTL´s para la resistencia a P. palmivora en los 

cromosomas 1, 2, 4, 5, 7 y 9.  

Flamen et al. (2001) Reportados QTL’s del estudio de la resistencia tanto en discos 

de hojas como en frutas  

Clement et al. (2003) Identificación de un QTL para la resistencia de P. palmivora 

en el cromosoma 4. 

Risterucci et al. (2003) Localizados QTL’s en los cromosomas 1, 3, 5, 6 y 7 para la 

resistencia en P. palmivora. 

Lanaud et al. (2009) Un análisis de todas las investigaciones de QTL’s de 

resistencia a enfermedades, donde al menos se reportan 76 de 

estos para distintas enfermedades. 

El primer mapa genético de T. cacao construido, se utilizó para la identificación 

de QTL’s para la resistencia a la enfermedad “mazorca parda” (Lanaud et al., 1995). 

Posteriormente, QTL’s para la resistencia a la enfermedad de la “mazorca parda” 

causada por Phytophthora palmivora fueron reportados por Crouzillat et al. (2000) en 

los cromosomas 1, 2, 4, 5 y 9. Flament et al., (2001), respectivamente presento 7 QTL’s, 

repartidos entre los cromosomas 2, 3, 6 y 10. 

Clement et al. (2003) reportaron un estudio de QTLs en tres poblaciones obtenidas 

con tres clones heterocigotos, uno Forastero no completamente homocigota de la 

cuenca superior del Amazonas (IMC78) y dos Trinitario (DR1 y S52), se cruzaron 

con el mismo progenitor masculino, un Forastero del Amazonas inferior (Catongo), 

conocido por ser altamente homocigótico, para la construcción del mapa y 

colocalización de QTL’s de rasgos relacionados con el rendimiento, y la resistencia 

a P. palmivora. Este esfuerzo fue exitoso al mapear con buena confiabilidad y 

concordancia entre los rasgos correlacionados. Los QTL de resistencia para la mazorca 

parda en DR1 e IMC78 fueron hallados en el cromosoma 4. Risterucci e t  a l .  

( 2 0 0 3 ) ,  realizaron un estudio en el cual se identificaron seis QTL’s adicionales 

que intervenían en la resistencia a tres distintas especies de Phytophthora, en los 

cromosomas 1, 3, 5, 6 y 7. 
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Lanaud et al., (2009) reportan un trabajo que compila todos los estudios de QTL’s 

en cacao, en el que describieron 76 de estos elementos que intervienen en la resistencia 

hacia distintos patógenos, entre ellos Phytophthora palmivora; muchos de los QTL’s 

están agrupados cerca de “hot spots” (nombre con que se le conoce a zonas 

cromosómicas con una alta probabilidad de ocurrencia) y que incidirían en futuros 

trabajos de mejoramiento del cultivo de Cacao. Este trabajo, ha servido como base, 

para la realización de otras investigaciones de estudios de asociación de resistencia, 

como los llevados a cabo por Efombagn et al (2016), Romero-Navarro et al (2017), 

Barreto et al (2018) y Muecherino-Muñoz et al (2021). 

Con respecto a los mapeos de asociación, se tienen los siguientes antecedentes: 

El primer trabajo considerado como un estudio de asociación en cacao, fue el 

reportado por Schnell et al. (2005), posteriormente, Marcano et al., (2007) encuentran 

asociación de ciertas características de las almendras y del fruto de cacao a 

marcadores microsatélites, empleando una población cultivada y una colección 

diversa de cacao. Posteriormente Marcano et al. (2009), utilizaron este método de 

análisis, para determinar la asociación entre marcadores moleculares y caracteres 

agronómicos, tales como el número de mazorcar por árbol, el peso fresco de las 

almendras, el número de almendras por mazorca, características de la almendra, y 

otros caracteres del árbol, en un estudio realizado en una plantación de individuos 

Criollos Modernos en el sur del Lago de Maracaibo, Venezuela.  

Efombagn et al. (2016), realizaron un estudio de incidencia y detección de 

marcadores moleculares asociados con la resistencia a Phytophthora megakarya con 

muestras de campo y muestras obtenidas en condiciones controladas, y en la cual se 

consiguieron diferencias notables. Marcano et al. (2017), en un trabajo realizado con 

una población de cacaos Criollos venezolanos, encontraron que 5 marcadores 

microsatélites se asociaron a la resistencia a P. megasperma, de los cuales, 3 

coincidieron con QTLs de resistencia a P. palmivora localizados en otras poblaciones 

de cacao y un marcador se ubicó en una región también asociada al color de los 

cotiledones. 
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2. Justificación del Proyecto: 

Nuestro estudio es útil en la definición de marcadores del tipo microsatélites y 

regiones del genoma implicados en la resistencia a una enfermedad de importancia 

para el cultivo del cacao, como lo es la Mancha parda de la mazorca, causado por el 

oomicete Phytophthora palmivora, el cual es el responsable de al menos la pérdida del 

30% de la producción mundial cacaotera y la muerte del 10% de los árboles de cacao 

cultivados en todo el mundo (Perrine-Walker, 2020). 

Se demuestra las potencialidades de las herramientas de la genómica, para el 

mejoramiento del cultivo del cacao y su contribución al desarrollo de estrategias de 

selección asistida por marcadores moleculares, que pudieran acelerar y hacer más 

preciso el mejoramiento genético de este cultivo perenne y de gran interés para el país.

  

3. Hipótesis de Trabajo: 

A partir de datos tomados previamente de variabilidad en la resistencia de árboles 

evaluados de cacao a Phytophthora palmivora, sería posible detectar al menos un 

microsatélite asociado a alguna región del genoma en la cual se hayan cartografiado 

factores genéticos determinantes de la resistencia a dicho patógeno. 

4. Objetivos: 

4.1. Objetivo general: 

Evaluar la relación de resistencia a Phytophthora palmivora, en árboles de cacao 

Criollo Moderno usando un análisis de asociación con microsatélites. 

 
 

4.2. Objetivos específicos: 

 Determinar el genotipo de las plantas seleccionadas, mediante el análisis con 

microsatélites 
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 Examinar la existencia de subgrupos genéticos, mediante el análisis de la frecuencia 

alélica y estructura de la población estudiada. 

 Comprobar la posible relación entre los marcadores moleculares analizados y la 

resistencia a Phytophthora palmivora en los árboles seleccionados, mediante un 

estudio de asociación. 

 

5. Materiales y métodos: 

5.1. Muestras y sitio de colecta.  

Se utilizaron hojas adultas no presentaban alguna lesión o síntomas notorios a simple 

vista, de 22 cultivares de Cacao pertenecientes a la Estación Experimental San Juan de 

Lagunillas del Instituto Nacional de Investigaciones Agrícolas, Unidad Ejecutora 

Mérida (Tabla 1), ubicado en San Juan de Lagunillas, Parcelamiento El Estanquillo, 

Municipio Sucre, Estado Mérida, localizada a 1050 msnm y con temperaturas medias 

diarias de 23°C, humedad relativa de 74,4% y precipitaciones anuales de 540 mm. 

Los individuos resguardados en esta Estación son procedentes de las estribaciones de 

la Sierra de Perijá, y siendo en su mayoría pertenecientes al grupo Criollo (Salazar, 

2016);  a  fin de determinar la presencia de marcadores moleculares del tipo microsatélites, 

relacionado a la resistencia a P. palmivora 

Los árboles escogidos para este trabajo, fueron los mismos utilizados para un estudio 

dirigido por la Msc María Carolina Rosales Lobo. 

 
 
 
 

5.2.  Datos de Resistencia. 

Los datos de resistencia utilizados en este trabajo son procedentes de una investigación 

realizada en la Universidad Experimental del Sur de Lago (UNESUR), los cuales fueron 
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colectados mediante la metodología del estudio de mazorca desprendida (Iwaro et al, 

2005), siendo este estudio dirigido por la Msc María Carolina Rosales. 

5.3. Extracción de ADN. 

A partir del tejido de las hojas de las plantas de cacao colectados se realizó la 

extracción del ADN total, de acuerdo al protocolo descrito por Risterucci et al., 

(2000) (Ver Anexo 1.1). El ADN extraído se cuantificó mediante espectrofotometría, 

mientras que la calidad, se determinó mediante técnica electroforética en geles de 

agarosa. Determinada la calidad del ADN, se realizó diluciones de trabajo, 

determinando la cantidad del mismo en solución, mediante las relaciones 

espectrofotométrica A260/A280, descrito por Sambrook et al. (2001). 

5.4. Amplificación, electroforesis y revelado.  

Los protocolos empleados para la amplificación de fragmentos de ADN, (PCR: 

reacción en cadena de polimerasa), electroforesis horizontal en geles de agarosa y 

electroforesis vertical en geles de poliacrilamida (PAGE) en condiciones 

desnaturalizantes, fueron los descritos por Risterucci et al. (2000). El revelado de 

los microsatélites fue hecho con t i n c ión  de  nitrato de plata, siguiendo el 

procedimiento de Bassam, et al., 1991 (Véase Anexo 1). 

5.5.  Lectura e Interpretación de los Geles. 

Después del revelado de los geles y utilizando la amplificación de microsatélites de 

los materiales referenciales, los cuales son:  

-Benavides 02 (BEN02), un cultivar Criollo altamente homocigoto usado en estudios 

previos (Mora et al, 2016; Marcano et al., 2017)  

-Ramona 10 (RAM10), un cultivar Forastero homocigoto, usado en el laboratorio 

para diversas pruebas.   
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Se realizó una comparación del perfil de bandas generado por las muestras con el de 

los referenciales. El producto de esta, se anotó en una matriz (Anexo 2). Al alelo 

obtenido del individuo Criollo se le designó la letra "a", al del Forastero "b" y a los 

híbridos "ab" (Anexo 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

Los Microsatélites utilizados fueron divididos en dos grupos, (Tabla 2) un grupo lo 

conformó marcadores ubicados en zonas que anteriormente han sido reportadas como 

QTLs o como asociadas a la resistencia a alguna especie de Phytophthora en diversas 

poblaciones de cacao ( L a n a u d  e t  a l . ,  2 0 0 9 ;  M a r c a n o  e t  a l . 2 0 1 7 )  y 

el segundo grupo estuvo constituido por microsatélites que complementen la 

Tabla 5 Cultivares de cacaos Criollos colectados en 

La Estación Experimental de San Juan de Lagunillas 

del INIA-Mérida.  

Las siglas que componen las identificaciones son las 

siguientes: SJU: San Juan, BEN: Benavides, BOC: 

Bocadillo y CMR: Criollo Merideño Rojo. 
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distribución en todos los grupos de ligamiento, con los cuales se realizó los análisis de 

estructura de la población. En total se analizaron 17 microsatélites.  

 El uso de microsatélites permitió revelar, además, la identidad genética de los 

árboles seleccionados, a través de la determinación del porcentaje de composición 

alélica de cada uno de los individuos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

n: número de marcador GL: grupo de ligamiento. SSR: nombre del marcador. cM: 

ubicación en el mapa de ligamiento genético de referencia para el cacao UF676 x 

UPA402. pb: tamaño del marcador. N° EMBL: acceso en la base de datos de 

biología molecular europea (EMBL). Los marcadores en negritas, fueron 

reportados en trabajos previos, como asociados a la resistencia a Phytophthora. 

 
 
 

Tabla 6. Marcadores seleccionados: Microsatélites independientes y Microsatélites ligados 

a la resistencia a Phytophthora spp. 
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5.6. Análisis de datos. 

5.6.1. Análisis Genético. 

A fin de determinar la diversidad génica que puede estar implicada en la respuesta 

hacia la presencia de P. palmivora, se efectúo un análisis de los patrones alélico de los 

cultivares fue realizado con GenAlEx (Genetic Anlyzer for Excel) 6.5 (Peakall y 

Smouse, 2012), mediante la determinación del número de alelos, la frecuencia de 

estos y la heterocigosis por locus, a partir de los datos moleculares obtenidos de los 

cultivares escogido.   

5.6.2. Estructura de la población. 

Un paso inicial de los estudios de asociación, consiste en la determinación de la 

estructura en la población (Marcano, 2009), puesto que, la presencia de dicha 

estructura puede generar errores inesperados en los resultados del estudio. En este 

trabajo se implementaron dos estrategias para comprobar la existencia de una 

estructura en la población: la gráfica del análisis factorial de correspondencia (AFC), 

el cual es un método que permite agrupar por similitud elementos que comparten 

cualidades (Hair et al., 1999). Luego, se utilizó el software Structure, para indicar 

cuales, de las muestras utilizadas en este trabajo, contribuyen con la formación de 

dichas subpoblaciones. 

El resultado de este análisis y la contribución de cada individuo a la formación de la 

estructura se presentan en el Anexo 3. El software Structure arroja como resultado, un 

valor denotado como LnP (D), el cual es el valor de Probabilidad promedio de K, es 

decir, es la probabilidad promedio de cada uno de los individuos en contribuir a la 

formación de K poblaciones.  El promedio de los valores de LnP(D) para cada uno de 

los K, es graficado, y el valor de K, donde se alcance un mínimo significativo, 

gráficamente hablando, será el número de poblaciones de mayor probabilidad. 

Ya descrita la genética de los cultivares, se usaron estos datos para comprobar si 

existían subgrupos dentro de la población de cultivares escogidos, se ejecutó un 



Reconocimiento-No comercial-Compartir igual

www.bdigital.ula.ve

49 

 

Análisis Factorial de Correspondencias (AFC), a través del software GENETIX 4.03 

(Belkhir et al., 2001). 

Para determinar el número exacto de subgrupos que existían dentro del conjunto de 

cultivares escogidos, y, además, evaluar en qué grado contribuían cada cultivar a la 

formación de dichos subgrupos, se utilizó el software STRUCTURE (Pritchard et al., 

2000). 

5.6.3. Estudio de Asociación 

El fenotipo de interés para este estudio, fue el nivel de resistencia hacia P. palmivora, 

medido mediante la inoculación de dicho patógeno en mazorcas desprendidas, 

pertenecientes a los cultivares señalados en la Tabla 1.  

Los análisis de asociación se efectuaron mediante la prueba exacta de Fisher; para 

estos últimos análisis se empleó el programa estadístico SPSS (Stastical Package for 

Social Science) en su versión 22. Esta prueba intenta discernir la relación estadística 

entre dos variables. El software está programado para la construcción de Tablas de 

Contingencia, que agrupa por un lado el número de cultivares dado un par alélico, con 

respecto a un nivel de resistencia presentado por cada cultivar. La hipótesis nula de 

esta prueba estadística, establece que el valor critico de P obtenido, supera al valor P 

que trae por defecto el programa (<0.05), se considera que no existe evidencia 

estadística suficiente como para afirmar que exista relación entre las variables. 

 Con el análisis de asociación, se busca además de conocer la posible existencia de 

la relación entre un microsatélite y la resistencia a P. palmivora, también permite 

conocer que patrón alélico está asociado a un carácter dado. 
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6. Resultados: 

6.1. Extracción y cuantificación del ADN genómico. 

El método de extracción de ADN utilizado resultó ser eficiente, debido a que se 

obtuvo ADN de calidad que pudo ser utilizado para las amplificaciones de los 

microsatélites mediante PCR, y cuyos resultados están representados en las Figuras 13 

y 14. Las soluciones de trabajo fueron ajustadas a una relación 1.7 de A260/A280. En la 

Figura 12, es posible apreciar 4 cultivares (SJU11, SJU13, SJU14 y BEN19) que 

presentan dos bandas, señaladas con un recuadro rojo, que corresponden a individuos 

híbridos para el mTcCIR12, el cual fuel el marcador utilizado para probar la capacidad 

de amplificación del ADN obtenido. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 13. ADN genómico, extraído tanto de los individuos muestreados, como de 

los individuos referenciales BEN02R (Criollo) y RAM10 (Forastero) en la Estación 

Experimental San Juan de Lagunillas, Mérida - Venezuela. Gel de Agarosa al 0,8%. 

En el recuadro rojo, se señala ADN genómico, mientras el cuadro verde muestra restos 

de ARN. 
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6.2. Amplificaciones por PCR de los marcadores a analizar. 

Se estandarizaron y optimizaron todas las condiciones de amplificación de los 

microsatélites por PCR. En la Figura 15 se observan los microsatélites utilizados en el 

estudio con los ADN de los individuos referenciales criollo (BEN02R) y forastero 

(RAM10). 

Figura 15. Amplificación de 15 de los 17 marcadores utilizados en este trabajo, utilizando 

el ADN de los cultivares referenciales BEN02R y RAM10. Gel de Agarosa al 3,0%. 

 

Figura 14. Amplificación por PCR, del mTcCIR12, de los 22 individuos muestreados, en 

un gel de Agarosa al 3,0%. Se aprecia la presencia de dos bandas, los cuales fueron 

señaladas con recuadros rojos. Estas bandas son alelos, los cuales tienen una longitud de 

188 pb aproximadamente. 
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6.3. Electroforesis Vertical en Gel de Poliacrilamida (PAGE) en condiciones 

desnaturalizantes y Tinción con Nitrato de Plata (AgNO3). 

Ya optimizada la PCR, se procedió a estandarizar las condiciones de la electroforesis, 

como el tiempo de corrida, la intensidad de corriente y el protocolo de tinción con 

nitrato de plata. El tiempo de corrida fue de entre 90 y 120 min, dependiendo del 

tamaño del marcador, con una intensidad de corriente de 60W y la tinción con nitrato 

de plata alrededor de 10 a 40 minutos.  

En la primera corrida fue utilizada la reacción correspondiente al marcador 

mTcCIR17 (Figura 16), la cual previamente había sido probada en un gel de Agarosa 

al 3,0%. La comprobación de los patrones alélicos obtenidos fue realizada con un 

marcador de peso molecular de 50 pb (Promega).  La lectura de los geles se realizó 

según lo explicado en el Anexo 1 (1.7). La matriz generada de la lectura de estos geles, 

fue anexada a este trabajo (Anexo 2). 

 

 

6.4. Análisis Genético 

6.4.1. Frecuencias alélicas por locus 

En las muestras en estudio solo se presentaron dos tipos de alelos: el alelo a, que 

corresponde al alelo Criollo, con una frecuencia media en los loci de 0,872 y al alelo 

b, usado para designar al alelo Forastero, con una frecuencia media de 0,12, lo que 

Figura 16. Gel de Poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes al 6%, con el producto de la 

amplficacion por PCR del mTcCIR17 (271 pb) de los 22 muestras más muestras referenciales. Las 

bandas que presentan para el par aleico Criollo (11), Forastero (22) e Híbrido (12). 
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indica que nos encontramos ante unas muestras de una composición altamente criolla 

(véase la Tabla 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

                        N: número de muestras por Locus. 

6.4.2. Frecuencia de pares alélicos por locus. 

A partir de la matriz generada de las amplificaciones de los microsatélites, propuesta 

en secciones anteriores, se identificaron los siguientes pares alélicos presentes en la 

muestra: “aa” que corresponde al genotipo Criollo homocigota, que en promedio tuvo 

una frecuencia media 0,751; “bb” corresponde al genotipo Forastero homocigota con 

una frecuencia media 0,011 y un genotipo hibrido “ab” con una frecuencia promedio 

0,227. La variación del valor n en los marcadores mTcCIR42, mTcCIR255, mTcCIR8 

y mTcCIR223 se debe a que el individuo BEN18, después de repetirse varias veces la 

PCR, no presentó amplificación (Consúltese Tabla 7).  

Tabla 7. Frecuencias alélicas por cada locus, en la muestra 

estudiada del Jardín Clonal de San Juan, Mérida-

Venezuela.  
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Pop Pop1 Pop Pop1 Pop Pop1

Locus m84 Locus m121 Locus m100

Genotipo

Frecuencia 

Genotípica 

absoluta

Frecuencia 

Genotípica 

relativa

Genotipo

Frecuencia 

Genotípica 

absoluta

Frecuencia 

Genotípica 

relativa

Genotipo

Frecuencia 

Genotípica 

absoluta

Frecuencia 

Genotípica 

relativa

aa 16 0,727 aa 16 0,727 aa 14 0,636

ab 6 0,273 ab 6 0,273 ab 5 0,227

bb 0 0 bb 0 0 bb 3 0,136

Pop Pop1 Pop Pop1 Pop Pop1

Locus m268 Locus m120 Locus m167

Genotipo

Frecuencia 

Genotípica 

absoluta

Frecuencia 

Genotípica 

relativa

Genotipo

Frecuencia 

Genotípica 

absoluta

Frecuencia 

Genotípica 

relativa

Genotipo

Frecuencia 

Genotípica 

absoluta

Frecuencia 

Genotípica 

relativa

aa 18 0,818 aa 16 0,727 aa 15 0,682

ab 4 0,182 ab 6 0,273 ab 7 0,318

bb 0 0 bb 0 0 bb 0 0

Pop Pop1 Pop Pop1 Pop Pop1

Locus m17 Locus m222 Locus m109

Genotipo

Frecuencia 

Genotípica 

absoluta

Frecuencia 

Genotípica 

relativa

Genotipo

Frecuencia 

Genotípica 

absoluta

Frecuencia 

Genotípica 

relativa

Genotipo

Frecuencia 

Genotípica 

absoluta

Frecuencia 

Genotípica 

relativa

aa 19 0,864 aa 19 0,864 aa 15 0,682

ab 3 0,136 ab 3 0,136 ab 6 0,273

bb 0 0 bb 0 0 bb 1 0,045

Pop Pop1 Pop Pop1 Pop Pop1

Locus m42 Locus m255 Locus m291

Genotipo

Frecuencia 

Genotípica 

absoluta

Frecuencia 

Genotípica 

relativa

Genotipo

Frecuencia 

Genotípica 

absoluta

Frecuencia 

Genotípica 

relativa

Genotipo

Frecuencia 

Genotípica 

absoluta

Frecuencia 

Genotípica 

relativa

aa 18 0,818 aa 16 0,727 aa 17 0,773

ab 3 0,136 ab 5 0,227 ab 5 0,227

bb 0 0 bb 0 0 bb 0 0

Pop Pop1 Pop Pop1 Pop Pop1

Locus m190 Locus m189 Locus m8

Genotipo

Frecuencia 

Genotípica 

absoluta

Frecuencia 

Genotípica 

relativa

Genotipo

Frecuencia 

Genotípica 

absoluta

Frecuencia 

Genotípica 

relativa

Genotipo

Frecuencia 

Genotípica 

absoluta

Frecuencia 

Genotípica 

relativa

aa 16 0,727 aa 17 0,773 aa 16 0,727

ab 6 0,273 ab 5 0,227 ab 5 0,227

bb 0 0 bb 0 0 bb 0 0

Pop Pop1 Pop Pop1

Locus m223 Locus m229

Genotipo

Frecuencia 

Genotípica 

absoluta

Frecuencia 

Genotípica 

relativa

Genotipo

Frecuencia 

Genotípica 

absoluta

Frecuencia 

Genotípica 

relativa

Genotipo

Frecuencia 

Genotípica 

absoluta

Frecuencia 

Genotípica 

relativa

aa 15 0,682 aa 18 0,818 aa 16,529 0,751

ab 6 0,273 ab 4 0,182 ab 5,000 0,227

bb 0 0 bb 0 0 bb 0,235 0,011

Promedio de Frecuencias Genotípicas 

de todos los loci

Tabla 8. Frecuencias de pares alélicos por cada locus, de los cultivares seleccionados de la 

Estación Experimental San Juan de Lagunillas, Mérida - Venezuela. 
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6.4.3. Heterocigosis observada por locus 

Se realizó el cálculo de la heterocigosis por locus de la muestra, además del número 

de alelos y genotipos presentes por locus. La heterocigosis promedio fue de 0,264 y 

varió de un rango de 0,136 a 0,286. Ahora en el caso el número promedio de alelos fue 

de 2, siendo nula la presencia de alelos raros y presentados en 2,118 genotipos, como 

consecuencia de que en algunos locus se presentaran 3 genotipos distintos, 

mencionados en la sección anterior (Tabla 8). 

 

6.4.4. Heterocigosis Observada por Individuo 

La heterocigosis entre los individuos se presentó en un intervalo de 0 a 0,765, aunque 

hubo individuos que presentaron un alto grado de hibridación, la media se conservó en 

valores cercanos estimado en secciones anteriores (0,233 la heterocigosis media por 

individuos/0,235 heterocigosis media por locus). Aunque hubo un bajo nivel de 

Tabla 9. Heterocigosis observada por cada locus, de la muestra estudiada 

del Jardín Clonal de San Juan, Mérida - Venezuela. 
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hibridación en la muestra, solo el 22,72% del total de los individuos fueron 

Homocigotos Criollos (aa) y en ningún caso algún Homocigoto Forastero (bb). Cabe 

destacar que el mayor número de alelos polimórficos fue de 13 alelos híbridos y el 0, 

que corresponde a los individuos homocigotos, siendo estos individuos SJU3, SJU6, 

BEN1, BEN2, BEN4 y BEN18 (Véase Tabla 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 10. Número de polimorfismos y Heterocigosis observada 

en cada individuo muestreado. 
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6.5. Análisis de la estructura de la población y determinación del número de 

subpoblaciones. 

Para el análisis de la asociación de la respuestas fenotípica de los 22 cultivares 

empleadas en este trabajo con  17 marcadores distribuidos a lo largo del genoma de T. 

cacao, fue necesario determinar si existía estructura en la población muestreada, para 

lo que se utilizaron dos estrategias: Se realizó, en un principio, un Análisis Factorial 

de Correspondencia (AFC), para el cual fue utilizado el software Genetix 4.01, el cual 

tenía como objetivo determinar la existencia de una estructura  en el grupo de muestras 

utilizadas en el estudio; el resultado de este primer análisis se muestra en la Figura 17, 

y se pudo observar que existe un agrupamiento de las muestras en dos subpoblaciones.  
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Figura 17. Análisis Factorial de Correspondencia de la población original, compuesta por 22 

individuos y 17 marcadores no ligados (Genetix 4.05). 
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Para determinar que muestras contribuían a la formación de las subpoblaciones, se 

utilizó el programa Structure. El análisis hecho por el programa, confirmó la 

existencia de las 2 subpoblaciones, que fue demostrado al graficar el valor de LnP 

(D) versus el valor de K (Figura 18), y mostradas en el AFC anteriormente hecho. 

A partir de los resultandos del porcentaje de contribución a la formación de la 

estructura poblacional, se procedió a eliminar las muestras que tuvieran al menos un 

80% del alelo ancestral. 

 

 

 

 

 

 

 

Luego, ya depurada la muestra, se realizó un nuevo análisis con Structure y se volvió a 

graficar un AFC, para comprobar la eliminación de dicha subpoblación, mostrada en la 

Figura 19.  

 

Figura 18. Análisis del número de subpoblaciones, de los datos arrojados por el 

software Structure. 
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6.6. Análisis de Asociación. 

Se tomaron 7 individuos aptos para el análisis de asociación y con estos se realizó 

una prueba exacta de asociación de Fisher, para encontrar relación entre la respuesta 

fenotípica mostrada por los individuos de la muestra seleccionada, cuyos datos 

provienen de una investigación no publicada y dirigida por la MsC. María Carolina 

Rosales, donde evaluaron la resistencia de estos mismos cultivares a P. palmivora 

mediante la metodología de inoculación de mazorcas descrita por Iwaro et al. (2005). 

Uno de los 17 marcadores utilizados para este estudio, arrojó como resultado, 

asociación entre el nivel de resistencia y el marcador mTcCIR255, con un α=0.05, tal 

como se refleja en la Tabla 7. El genotipo de mayor frecuencia asociado con marcador, 

fue el correspondiente al Criollo homocigota (Figura 20). 

 

Figura 19. Análisis Factorial de Correspondencia de los 7 individuos escogidos y 17 marcadores no 

ligados. 
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Tabla 11. Resultado de la prueba exacta de Fisher, donde el marcador que tuvo 

asociación con el fenotipo de mayor resistencia, está marcado con un *. GL: Grados 

de libertad. 

 

Figura 20. Grado de asociación entre los niveles de 

resistencia obtenido y el marcador mTcCIR255. 
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7. Discusión. 

7.1. Extracción y cuantificación del ADN genómico y amplificación. 

Con los resultados obtenidos se pudo evidenciar que la metodología propuesta por 

Riesterucci et al. (2000) tanto para la extracción de ADN, como para la optimización 

de la reacción de PCR, fueron eficientes, ya que se obtuvo ADN de calidad que se 

visualizó con alta integridad y concentración. A pesar de que la literatura establece, 

que las hojas utilizadas para la extracción de ADN deben ser jóvenes, para lograr 

extraer un material genético de calidad, el protocolo aquí usado con hojas adultas, fue 

viable. 

7.2. Frecuencia alélica y genotípicas. 

Las frecuencias alélicas reveladas por cada uno de los locus utilizados en este trabajo, 

se encuentran ajustados a los resultados que se podrían esperar de un Banco de 

Germoplasma de Cacao Criollo, como lo es La Estación Experimental de San Juan de 

Lagunillas del INIA Mérida. La presencia de solo de dos alelos (2,00): uno de alta 

frecuencia, el alelo Criollo, que está representado en este trabajo como el alelo “a”, con 

una presencia del 87,2% (0,872), y el alelo Forastero, representado por el alelo “b”, 

con una presencia del 12,8% (0,128).  Esto concuerda con lo establecido por 

Motamayor et al. (2002), de la subdivisión encontrada en el grupo genéticos de Cacaos 

Criollos; por un lado, los llamados Criollos Antiguos, que presentan alto grado de 

homocigosis, y los Criollos Modernos, que conservan muchas características de los 

árboles Criollos Antiguos, pero tiene transgresiones de genes Forasteros y que son 

cercanos al grupo Trinitario, además de que coinciden con los hipotéticos parentales 

planteados para los Cacaos Criollos Modernos. 

Para los individuos muestreados, los microsatélites utilizados permitieron la 

identificación de 3 pares alélicos: “aa” que corresponde a los individuos Criollos 

Homocigotas para un marcador dado, ab para los Híbridos y bb para los Forasteros 

Homocigotas, con frecuencias de 75,1%, 22,7% y 1,1% respectivamente. Estos 

resultados, reafirman lo anteriormente dicho con respecto a la presencia de genes 
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Forasteros en los cultivares estudiados, que, a su vez, pueden contribuir a la formación 

de una estructura dentro de la población (Gutiérrez, 2009), aunque, es preocupante la 

aparición de genes Forasteros, ya que el sitio de muestreo, es un espacio creado con la 

finalidad de la preservar la integridad genética de un grupo se individuos Criollos 

(Salazar, 2016; Nieves et al., 2019), en que los cruces deben ser controlados o nulos, 

previniendo la aparición de caracteres indeseables o la perdida de la pureza de los 

individuos preservados. 

Así mismo, los loci reportaron un bajo grado de heterocigosis, reportándose un 

promedio de 23,5%, que es una cifra similar presente a la heterocigosis reportado por 

Salazar (2016) (23,03%), con un intervalo que va de 14,3% a 31,8%, que indica la 

presencia de individuos alta o totalmente homocigotas, que es corroborado al momento 

de realizar la medición de la heterocigosis individual, y que es respaldado por lo 

afirmado por Ramos (1997) y Ramos et al. (2004), ya que en ambos trabajos se 

menciona la presencia de cacaos Criollo del tipo Guasare y Andinos, los cuales según 

lo afirmado por Marcano (2007), son cacaos Criollo altamente homocigotas, cercanos 

a los Criollos Antiguos. 

 Sin embargo, la presencia de individuos con un alto nivel de heterocigosis para los 

marcadores utilizados, como lo son SJU11 y SJU14, que son reconocidos por Ramos 

et al. (2004), como individuos Criollos Andinos. Cabe destacar que la metodología 

utilizada para identificación de los individuos que conforman la colección de la 

Estación Experimental del INIA en San Juan de Lagunillas, Mérida, Venezuela, fue 

mediante la utilización de descriptores morfológicos, que según lo sugerido por 

Lachenaud y Motamayor (2017), aunque son útiles para una identificación inicial de 

los individuos, es necesario la confirmación mediante estudios genéticos. Aunque 

existe trabajos donde se han hecho la identificación de algunos miembros de la 

Estación Experimental (Gutiérrez, 2009; Soto, 2010; Mora et al., 2016; Salazar, 2016), 

no se ha cubierto la totalidad de los individuos, que son al menos unos 500 individuos 

(Ramos, 1997), por lo que es necesario trabajos futuros, que contemplen la 

identificación de la totalidad de los individuos. 
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7.3. Estructura de la Población. 

El método utilizado en trabajos anteriores (Marcano, 2007 y Marcano et al. 2017), 

para la eliminación de estructuras en las poblaciones escogidas y que ha generado 

buenos resultados, consiste en el ajuste de las poblaciones de estudio, mediante la 

eliminación de las muestras que generan dicha estructura. De los 22 cultivares, se 

seleccionaron 7 siendo estos: SJU4, SJU11, SJU13, SJU14, SJU16, BEN12, BEN19 y 

CMR54. Al realizar un nuevo AFC solo con estas muestras, para comprobar si existe 

la formación de subgrupos, se denota que no existe estructura alguna. 

7.4. Análisis de Asociación. 

Al comienzo de este trabajo, se había planteado utilizar el análisis de Ꭓ2 de Pearson, 

para determinarla asociación entre los marcadores utilizados y la respuesta fenotípica 

mostrada por las muestras, pero se ha reportado en la literatura que este test pierde 

precisión con n<30 (McDonlad, 2014), por lo que se realizó una Prueba Exacta de 

Fisher, que es la recomendada para esta particularidad para un reducido número de 

muestras. El análisis de asociación dio una única asociación con el marcador 

mTcCIR255, perteneciente al Grupo de Ligamiento o cromosoma 6, donde ocupa la 

posición 39,1 cM (Pugh et al., 2004).  

En la literatura se reporta que el GL 6 tiene elementos asociados a la resistencia a P. 

palmivora, mencionado por Flament et al. (2001), identificaron por primera vez, 2 

QTL’s en el cromosoma 6. Luego, Risterucci et al (2003), identificaron 1 región 

asociada a la resistencia a P. palmivora. Lanaud et al. (2009), un loci para resistencia 

en la región correspondiente al marcador mTcCIR255. Efombang et al. (2016), 

reconoce que existen elementos relacionados con la resistencia a P. megakarya, 

asociados al marcador mTcCIR398, el cual se encuentra a 38,5 cM, muy cercano al 

marcador conseguido en nuestro trabajo (39,1 cM); Akaza et al., para el mismo año, 

reportaron un total de 11 QTL’s para la resistencia P. palmivora en 3 progenies, de 

parentales híbridos entre Trinitarios y Forasteros, entre las regiones involucradas para 

la resistencia, está el cromosoma 6.  
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Fister et al. (2016), reportaron la existencia de familias de genes de resistencia para 

patógenos e identifican a la familia de proteínas de resistencia a patógenos 3 (PR-3), 

apareciendo un grupo de simple copia en el cromosoma 6, y que de la cual se tiene 

evidencia en la respuesta a la infección por P. palmivora. Romero-Navarro et al. 

(2017), también han identificado 3 regiones en el cromosoma 6, relacionados con genes 

de resistencia. Barreto et al. (2018), realizan la identificación de una región completa 

del cromosoma 6, de la cual, una de las regiones flanqueantes, corresponden a la 

secuencia del marcador mTcCIR255, reconociendo la existencia de al menos 5 genes 

relacionados a la resistencia a patógenos y respuestas al estrés. Mucherino et al (2021), 

hacen mención del trabajo realizado por Barreto et al. (2018), y añaden, el 

reconocimiento de al menos 38 genes relacionados a resistencia dentro de esta región. 

Recientemente, se ha publicado un estudio comparativo de los perfiles de expresión de 

3 cultivares distintos de Cacao (Pound 7, ICS 1 y CCN51), y que, dependiendo del gen, 

puede o no presentar diferencias significativas entre los perfiles de expresión, siendo 

uno de los cromosomas activos en la respuesta a la infección, es el cromosoma 6 

(Baruah et al, 2022).  

 Cabe destacar que en el cromosoma 6, no solo se encuentran elementos asociados a 

la resistencia a otras especies de Phytophthora (Risterruci et al., 2003; Barreto et al, 

2018; Pokou et al, 2019), sino también a otras enfermedades de interés como la causada 

por Moniliophthora perniciosa. Además, de encontrarse marcadores relacionados con 

la altura de la horqueta (Brown et al, 2007), el peso seco de las almendras y el índice 

de mazorcas (Santos Fernandes et al, 2020), así como también, se ha encontrado una 

fuerte evidencia de presiones evolutivas en los genes de resistencia y respuesta al 

estrés, que han podido influir en la aparición de los distintos grupos genéticos del cacao 

(Cornejo et al, 2018), y que la influencia de la presiones ejercidas por el ambiente y la 

presencia de patógenos, han influenciado en la directamente en la arquitectura del 

genoma, específicamente en los cromosomas 5 y 6 (Nelson et al, 2020), teniendo el 

ultimo un rol importante en la adaptación y supervivencia de T. cacao. 
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En otro orden de ideas, al realizar un BLAST de la secuencia del marcador 

mTcCIR255 sobre el genoma de T. cacao, éste arroja un alineamiento dentro del 

cromosoma 6, sobre un fragmento de la secuencia codificante para un factor de 

transcripción, siendo éste, específicamente, un factor del tipo DDT-Homeobox RLT-

1, el cual tiene un papel en la regulación de la transcripción, e interviene en 

Arabidopsis, el paso de la fase vegetativa a la fase productiva (Hugalde et al., 2021). 

Mutaciones en este gen se ha relacionado con un desarrollo floral anormal y formación 

de raíces más cortas (Kang et al, 2020).  

El factor de transcripción DDT-Homeobox RLT-1, es parte del complejo ISWI 

(Imitation Switch) (Li et al., 2017), complejo que se encuentra relacionado con la 

respuesta al estrés y recientemente se ha relacionado con la regulación negativa de la 

resistencia hacia la infección de Pseudomonas syringae en Arabidopsis thaliana. 

Proteínas de este complejo, se encuentran relacionadas con la biosíntesis de ácido 

jasmónico (Liu et al., 2021), hormona que también se encuentra involucrada en la 

repuestas hacia patógenos en T. cacao, incluyendo hacia P. palmivora (Delgadillo, 

2017). Los datos reportados por Delgadillo en 2017, se encontró que existe un aumento 

de la expresión de la proteína PR-3, cuya secuencia se encuentra ubicada en el 

cromosoma 6, y que, además, esta proteína responde a la vía del ácido jasmónico como 

respuesta a la invasión a patógenos. 

También, se ha encontrado que mutaciones en los DDT-Homeodominios, interfieren 

en la formación de los tricomas (Yang et al., 2021), órganos que están relacionados 

con la infección de P. palmivora en Elaeis guineensis (Sarria et al., 2016), y los cuales, 

además, sirven de hábitat para distintos organismos endófitos y sitio de 

almacenamientos de distintos metabolitos, que podrían permitir evadir y resistir la 

colonización de patógenos en el cacao (van Hoopen y Krauss, 2017). Aunque no se ha 

reportado explícitamente el rol de los tricomas en el establecimiento de la infección 

por parte de P. palmivora en el cacao, pero en un estudio llevado a cabo Quiñones-

Galves et al (2015), en el cual buscaban la relación entre el contenido de metabolitos 

y los tricomas en hojas de dichas plantas, reportan la existencia de un clon Trinitario, 

que presentó un alto número de tricomas en sus hojas con respecto a los demás 
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individuos estudiados (40 tricomas/mm2), y mostró una alta resistencia al patógeno de 

interés para nuestro estudio, además de que el contenido de los tricomas para este 

grupo, por lo general son proteínas libres y proteínas; los tricomas identificados para 

las hojas de cacao fueron tricomas glandulares y no glandulares estrellados y simples. 

Es necesario realizar ensayos in vitro y hacer evaluaciones, tanto de cómo afectan los 

cambios en la secuencia codificante de los factores de transcripción DDT-Homeobox 

RL1, tanto en si existen cambios en sus niveles de expresión durante la infección por 

P. palmivora, así como también existen diferencia en te el número o morfología de los 

tricomas, entre las variaciones alélicas del marcador mTcCIR255, tomando en cuenta 

que, según lo afirmado por Winters (2022), la repuesta a la infección de P. palmivora 

entre las distintas poblaciones genéticas, así que existe una alta probabilidad de que 

existe dicha variación.  
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8. Conclusiones 

 En la población estudiada, se determinó la existencia de tres genotipos: aa, ab y bb, que 

corresponden a los genotipos Criollo Homocigota, Híbrido y Forastero Homocigota. La 

aparición de marcadores con alelos Forasteros dentro de la población en estudio, compromete 

la integridad genética de los individuos pertenecientes a la Estación Experimental del INIA-

Mérida de San Juan de Lagunillas, edo. Mérida, Venezuela. 

 El resultado del análisis genético de la población seleccionada, presenta una alta frecuencia 

del alelo Criollo, con una presencia de 87,2%. 

 El estudio de la estructura de la población mostró la presencia de dos subpoblaciones, por lo 

que fue necesario la eliminación de muestras que contribuían a la formación de dichas 

subpoblaciones. 

 El análisis de asociación arrojó qué, de las cuatro regiones previamente reportadas, solo una 

presentó asociación con la resistencia a Phytophthora palmivora. 

 Se determinó que el genotipo asociado a la resistencia fue el Criollo Homocigota y el 

marcador mTcCIR255, la cual está localizado en el cromosoma (o grupo de ligamiento) 6, 

que en trabajos previos se había mencionado la presencia de genes relacionados a la 

resistencia. 

 Luego de realizar un alineamiento secuencia del marcador mTcCIR255, en el genoma público de 

cacao Criollo, coincidiendo esta secuencia, en la secuencia codificante del gen para el factor de 

transcripción DDT Homeobox RLT-1, el cual se ha encontrado, tiene relación con la vía del ácido 

jasmónico y la formación de los tricomas.  
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9.  Recomendaciones 

 Es necesario ampliar el número de muestras (entre 200-300 individuos), para que la 

variabilidad genética aumente, así mismo, el número de marcadores a mayor a 50 (n>50). 

También se recomienda, utilizar otros marcadores moleculares, distintos a los microsatélites, 

como por ejemplo los SNP. 

 Propiciar los estudios genómicos que permitan la caracterización genética de los jardines 

clonales en Venezuela, para determinar el origen de los individuos preservados. 

 Realizar un análisis de resistencia, de los individuos infectados con Phytophthora palmivora, 

para determinar el patrón de expresión de los genes en los cacaos Criollo Modernos. 
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PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO PARA EL 

ANÁLISIS DE MICROSATÉLITES 

ANEXO 1.1. EXTRACCIÓN DE ADN. 

Soluciones requeridas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Equipos:  

Baño de María 

Centrífuga 

“Buffer” de Extracción 

(para 1L) 

Concentración 

Final 

Tris HCl 1M pH 8 100 mM 

NaCl 5M 1,4 mM 

EDTA 0,5M 20 mM 

MATAB (Sigma M7635) 2% 

PEG 6000 

(Polyethylenglycol) 
1% 

Sulfito de Sodio 0,5% 

“Buffer” de Disolución (para 1L) Concentración Final 

Tris HCl 1M 50 mM 

NaCl 5M 0,7M 

EDTA 0,5M 10 mM 

Ajustar a pH 7  
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Microcentrífuga 

Refrigerador -20°C 

Otros utensilios:  

Tubos de polipropileno con tapa de 25 y 50 ml  

Mortero y Pistilo de porcelana 

Pipetas Pasteur para elaboración de ganchos de vidrio 

Tubos de centrifuga de 1,5 ml. 

Procedimiento 

Calentar previamente el "buffer" de extracción preparado c o n  a n t e r i o r i d a d  a 74 °C 

en Baño de María. Triturar 0,5 g de tejido foliar en mortero de porcelana y mezclar 

inmediatamente el tejido foliar con 5 ml de "buffer" de extracción hasta homogeneizar 

la mezcla e incubar a 74 °C, en Baño de María, durante 30 minutos. Transcurrido el 

tiempo, añadir 5 ml de Cloroformo:Alcohol Isoamílico (24:1), mezclar bien (por inversión, 

50 veces). 

Equilibrar en pares, el peso de los tubos que contienen la mezcla del buffer-muestra, y 

aplicar centrifugación a 8000 rpm durante 15 minutos a 16 °C, para luego traspasar el 

sobrenadante acuoso a un nuevo tubo (haciendo uso de una campana de extracción, debido 

a lo toxico de los gases de la mezcla Cloroformo:Alcohol Isoamilico) y añadir 5 ml de 

Isopropanol al sobrenadante y mezclar por inversión, hasta que se pueda visualizar el ADN. 

El ADN colectado se almacena a -20°C, hasta el día siguiente cuando se recupera el ADN 

con un gancho de vidrio y se disuelve en agua. 

NEXO 1.2. VISUALIZACIÓN DEL ADN EN GEL DE AGAROSA  

Soluciones requeridas 

Buffer de electroforesis Tris:Borato:EDTA 10X (TBE 10X) 
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“Buffer” de carga 

EL “Buffer” de carga y/o corrida confiere densidad a la muestra de ADN en solución, 

haciendo que esta se deposite en el pozo del gel, dando además coloración a la muestra e 

indica el desplazamiento del ADN durante la electroforesis. El “buffer” utilizado genera dos 

bandas de color azul, de tonalidades diferentes y la velocidad de migración depende de la 

concentración de agarosa, del tipo de agarosa y del “buffer” de electroforesis utilizado. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Equipos: 

 Equipo de electroforesis horizontal 

 Fuente de Poder 100V 

Reactivo Cantidad para 1L 

Tris 54g 

EDTA pH 8 20ml 0,5mM 

Acido Bórico 27,5 g 

Agua Destilada Hasta completar 1L 

Reactivo Concentración 

final 

Tris, pH8 100mM 

EDTA 100mM 

Azul de 

Bromofenol 
0,25% 

Xylen Cyanol 0,25% 

Sacarosa 50% 

H2O  
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 Mesa de Luz ultravioleta 

 Cámara fotográfica 

  Trípode. 

Otros utensilios:  

 Bandejas para sumergir geles en solución de tinción y agua. 

 Espátula o lámina plástica para traslado de geles. 

Procedimiento 

Se trata de comparar visualmente, la concentración del ADN de las muestras obtenidas, con 

ADN de concentración conocida.  El sistema permite, además, comprobar la calidad del 

ADN y cuan degradado se encuentra. Al comparar con los "standards", se puede determinar 

cuánto debe diluirse el ADN para obtener una preparación de trabajo de 2ng de ADN/µl, que 

es una concentración óptima para efectuar PCR. 

En un gel de agarosa 0,8%, preparado en buffer de electroforesis TBE 1X y agarosa de 

uso rutinario, se cargan 15 µl de cada una de los "Standards" y de cada muestra de ADN 

obtenida. Se instala el equipo de electroforesis y se aplica una corriente eléctrica de 80 

Voltios, durante aproximadamente 1 hora y se procede después a la tinción con Bromuro 

d e  E t i d i o  ( 15 m i n u t o s  e n  e l  B r o m u r o  de Etidio y 15 minutos en agua) y 

posteriormente, se fotografía el gel. 

 
 
 

Preparación de las muestras de ADN 

 

 

Compuesto Volumen 

Muestra de ADN 3 µl 
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Preparación de "Standards" de Concentración 

ADN (µl) H2O (µl) “Blue EDTA” (µl) Concentración Final 

(ng/µl) 

1 25 4 20 

2,5 23,5 4 50 

5 21 4 100 

10 16 4 200 

Buffer de carga 3 µl 

H2O 24 µl 
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ANEXO 1.3. AMPLIFICACIÓN DE MICROSATÉLITES (PCR) 

Composición mezcla PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa del ADN) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Perfil Térmico 

 Desnaturalización Inicial del ADN: 94°C 4 minutos 

 35 ciclos de: 

 Desnaturalización: 94°C 30 segundos 

 Acoplamiento (Tm): 46°C* 30 segundos 

 Extensión:   72°C 1 minuto  

 Extensión Final: 72°C 10 minutos 

 Conservación: 10 °C 

*puede ser 46 °C o 51 °C, dependiendo de la Tm del cebador 

Reactivo 
Reacción 

(µl) 

Concentración 

final 

H2O 9,5   

"Buffer" 10x * 2,5 1X 

dNTPs (2 mM) 0,5 80 µM 

MgCl2 (25 mM) 2,0 2 mM 

Cebador R (2 µM) 2,5 0,2 µM 

Cebador F (2 µM) 2,5 0,2 µM 

Taq Polimerasa (2U/µl) 0,5   

ADN (2ng/µl) 5,0   

  25 µl   
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Equipos utilizados: 

 "Programmable Thermal Controller 96. Model PTC100. MJ Research Inc.” 

 Pipeta Multicanal 

 Pipeta automática de repetición de 10 – 250 ml 
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ANEXO 1.4.       VISUALIZACIÓN DE MICROSATELITES EN AGAROSA 

Preparación del gel de agarosa 

El gel utilizado en este caso contiene 3 % de agarosa en "buffer" TBE 1X. La agarosa 

empleada es de uso rutinario. 

Preparación de Muestras de ADN 

Se añaden 3µl de "Buffer" de carga ("BlueEDTA") al producto amplificado de cada 

muestra y, de esta preparación, se colocan 15 µl en cada pozo del gel 

Condiciones de electroforesis 

El "Buffer" de electroforesis es TBE 1X. Se aplica una corriente eléctrica de 120 a 140 

Voltios, durante aproximadamente 3 horas y posteriormente se coloca a incubar el gel en 

una solución de Bromuro de Etidio (10µg/ml). 
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ANEXO 1.5. ELECTROFORESIS EN GELES DE 

POLIACRILAMIDA 6% CON UREA. Preparación de geles 

Preparación de Placas de vidrio 

Los vidrios se limpian con una solución de hidróxido de sodio (NaOH) 10% y 

posteriormente con abundante agua. Una vez a p r o p i a d a m e n t e  secos los vidrios, se 

enjuagan 3 veces con alcohol absoluto y se dejan secar. Aplicar Repel silano con un papel 

absorbente al vidrio de repel sobre toda la superficie, y dejar secar 5 minutos. Al vidrio de 

unión del gel (bind), aplicar con un papel absorbente una solución de 5 µl de Bind + 1000 

µl de ácido acético glacial. Dejar secar por 5 minutos y luego de esto esparcir alcohol 

absoluto con un papel absorbente. 

Montar la placa A (ver Figura) sobre una superficie nivelada, con el lado tratado hacia arriba. 

Colocar dos láminas plásticas (separadores), del mismo grosor del peine que se colocará para 

colocar las muestras de ADN en el gel, a ambos lados del vidrio y, posteriormente, se acopla 

la placa B, con el lado tratado hacia abajo. Con pinzas metálicas en cada lado, sujetar ambos 

vidrios. 

Preparación de la Poliacrilamida: 

Mezclar 60 ml de Acrilamida 6% con Urea, con 270 µl de Persulfato de Amonio y 90 

µl de TEMED. 

De inmediato, vaciar la mezcla en el espacio entre los dos vidrios, vertiendo la mezcla por 

la apertura superior de la placa B. Una vez que se llena todo el espacio entre las placas 

con la mezcla preparada, se coloca en la apertura superior una lámina de plástico 

(Regleta), con la finalidad de formar una superficie plana en el extremo superior del gel, en 

la que encajará el peine para el depósito de las muestras de ADN. Esperar al menos 40 

minutos, para que polimerice el gel. 
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Soluciones requeridas 

Solución de Acrilamida 6%. Preparación (Para 1 L) 

A 250 ml de agua bidestilada caliente añadir la urea, poco a poco, hasta que se disuelva 

completamente. Añadir el TBE en la solución tibia Bajo campana de extracción de gases y 

por último añadir la Acrilamida. Enrasar hasta 1 litro. Filtrar toda la solución y embotellar 

en frascos de1 L y conservar a 10 °C. 

Acrilamida 6% con Urea 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Reactivo 
Cantidad para 

1L 

Concentración 

final 

Acrylamide 2X Bisacrylamide 

1X al 40% 
125 ml 6 % 

TBE 10X 50 ml 0,5 X 

Urea 453 g 7 M 

H2O Bidestilada Hasta 1L  
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Electroforesis 

Montaje del Sistema de Electroforesis 

El gel es montado en el aparato de electroforesis vertical de manera que la ventanilla del 

vidrio B quede en el lado interior del equipo de electroforesis.  

Con pinzas plásticas, se sujeta el gel a un lado del equipo, verter el "buffer" de 

electroforesis, en el depósito superior y en el inferior. Retirar la lámina plástica del extremo 

superior del gel  

Eliminar los restos de acrilamida y las burbujas de aire con la ayuda de una inyectadora 

Colocar el peine que moldea el espacio donde va a colocarse las muestras de 

ADN. 

Colocar los electrodos, de manera que el polo positivo corresponda a la parte inferior del 

gel y el negativo a la superior. 

Pre corrida del gel 

Esta se efectúa a 60 Wattios (1 geles), por unos 30 minutos. 

Preparación de las muestras 

Al volumen de producto de ADN amplificado (25 µl) se añaden 5 µl de "buffer" de corrida 

“Blue Formamide". 

Desnaturalización de las muestras de ADN 

La desnaturalización de las muestras se realiza en Termociclador a un programa de 94°C 

por 10 minutos, luego colocar inmediatamente en hielo. 
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Colocación de las Muestras en el Gel: 

Con ayuda de la micropipeta, se coloca un volumen de 5-9 µl de la muestra preparada 

y desnaturalizada en cada pozo definido por los dientes del peine. 

Condiciones de Electroforesis 

El "Buffer" de electroforesis es TBE 0,5X y se aplica una intensidad de corriente de 120 

Watts, para   la   electroforesis   de   dos g e l e s    de   manera s i m u l t á n e a , durante   90-

120   minutos, dependiendo del tamaño de fragmento esperado del microsatélite. 

Equipo utilizado: 

 Equipo de electroforesis Vertical: "Dual Dedicated Height Nucleic Acid Sequencer 33 cm 

width. Model DDH – 400 – 33. CBS Scientific Co". 

 Fuente de Poder de 3000V 

 Termociclador para desnaturalizar el ADN. 

 

 

 

 

  

                           Figura 21. Esquemas de los vidrios para geles de poliacrilamida 
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Desmontaje del Gel 

Una vez apagada la fuente de poder y haber desconectado los electrodos se vacía el depósito 

superior del "buffer" de electroforesis, luego se retira el gel, colocándolo horizontalmente 

sobre una superficie plana. Retirar los separadores y el peine Separar los dos vidrios por 

una esquina inferior. 
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ANEXO 1.6. TINCIÓN DE LOS GELES CON NITRATO DE PLATA  

Soluciones requeridas 

Solución de Fijación y Stop 

 

 

 

 Solución de tinción 

 

 

 

 

Solución de Revelado 

Compuesto Volumen 

Carbonato de sodio 30 g 

Thiosulfato de sodio 

(2%) 

200 µl 

Formaldehido 1,3 ml 

Agua Hasta 1L 

 

 

Compuesto Volumen 

Ácido acético 100 ml 

Agua Hasta 1L 

Compuesto Volumen 

Nitrato de 

Plata 
1 g 

Formaldehido 3 ml 

Aguas Hasta 1L 
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Procedimiento 

El gel es colocado en una solución de fijación durante 20-30 minutos. Luego se realiza 

lavados con abundante agua destilada estéril hasta que desaparezca completamente el olor 

a ácido acético producto de la solución de fijación. Una vez lavado, se sumerge en solución 

de tinción (Nitrato de Plata) por 30 minutos aproximadamente en total oscuridad ya que 

esta solución es fotosensible y se degrada fácilmente en presencia de luz. Una vez 

transcurrido el tiempo, se sumerge inmediatamente el gel en la solución de revelado hasta 

que se comience a apreciar la aparición de las bandas de microsatélites, cuando esto ocurre 

se debe detener la reacción de revelado con una solución stop con el fin de que el gel no se 

queme. 
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Individuo Genotipo 

SJU11 ab 
SJU16 ab 
BOC06 aa 
BOC07 aa 
BEN01 aa 
BEN02 ab 
BEN03 aa 
BEN18 aa 
RAM10 bb 

 

 

Figura 6. Gel de 
las muestras 
correspondientes 
a la corrida del 
mTcCIR17.Individuo 

Genotipo 

SJU11 ab 
SJU16 ab 
BOC06 aa 
BOC07 aa 
BEN01 aa 
BEN02 ab 
BEN03 aa 
BEN18 aa 
RAM10 bb 

 

ANEXO 1.7. LECTURA E INTERPRETACIÓN DE LOS MICROSATÉLITES 

Tomando en cuenta genotipos de referencias tanto Criollos como Forasteros, se realiza la 

codificación alélica asignando como alelo a de tipo Criollo y como alelo b al de tipo 

Forastero, de modo que el híbrido tendrá una codificación alélica tipo ab. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Gel de las muestras correspondientes a la corrida del mTcCIR17. 

 

. 
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ANEXO 2 

Matriz generada a partir del análisis genético de las muestras. 
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ANEXO 3 

ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA DE LA POBLACIÓN.  

Anexo 3.1. Resumen análisis del número de subpoblaciones (STRUCTURE) 

Para la inferencia del número de subpoblaciones (K), se designa un valor de K cada vez que se procesa el 

programa, comenzando por k=1 hasta k=5. Para cada procesamiento, u valor de (Ln Prob of Data) es 

estimado. 

Se hacen procesamientos independientes con una K mayor cada vez, hasta que los resultados de Ln Prob of 

Data se estabilizan. 

Run parameters: 

Assumed model Admixture 

23 individuals 

17 loci 

1 populations assumed 

1-5 K 

50000 Burn-in period 

250000 Reps 

10 Análisis independientes 

 

 
 

 

 

 K LnP(D) 

run1 1 389,34 

run2 2 188,12 

run3 3 223,87 

run4 4 278,45 

run5 5 275,88 
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ANEXO 3.2. APORTE DE INDIVIDUOS A LA CONFORMACIÓN DE LAS SUBPOBLACIONES 

(STRUCTURE) 

Porcentaje de ancestral de cada individuo (Ejemplo de aporte de individuos a la conformación de 2 

subpoblaciones. STRUCTURE) 

Inferred ancestry of individuals: 

Label (%Miss):  Inferred clusters 

1    SJU02 (0):  0.945 0.055 

2    SJU03 (0):  0.985 0.015 

3    SJU06 (0):  0.985 0.015 

4    SJU11 (0):  0.331 0.669 

5    SJU13 (0):  0.428 0.572 

6    SJU14 (0):  0.297 0.703 

7    SJU15 (0):  0.846 0.154 

8    SJU16 (0):  0.395 0.605 

9    BOC06 (0):  0.944 0.056 

10    BOC07 (0):  0.882 0.118 

11    BEN01 (0):  0.985 0.015 

12    BEN02 (0):  0.985 0.015 

13    BEN03 (0):  0.958 0.042 

14    BEN04 (0):  0.985 0.015 

15    BEN07 (0):  0.958 0.042 
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16    BEN08 (0):  0.982 0.018 

17    BEN09 (0):  0.844 0.156 

18    BEN11 (0):  0.939 0.061 

19    BEN12 (0):  0.494 0.506 

20    BEN18 (23):  0.972 0.028 

21    BEN19 (0):  0.478 0.522 

22    CMR54 (0):  0.477 0.523 

23    RAM10 (0):  0.009 0.991 
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