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RESUMEN EJECUTIVO

Ecuador es el tercer pais con mayor produccién de cacao a nivel mundial, que representa el 7% de
esta. Una de las variedades que se cultiva en el Ecuador es el cacao nacional fino de aroma
denominado “Arriba”. El cacao fino del Ecuador es cotizado por la industria chocolatera por su
fuerte aroma floral y frutal. Por otro lado, Los sistemas agroforestales, buscan tener variedades de
plantas y arboles con los cultivos, y asi obtener beneficios ecologicos de los bosques ademas de
beneficios econdmicos de los cultivos. El objetivo de este estudio es conocer la diversidad genética
de cacao (Theobroma cacao) dentro de fincas agroforestales y comparar las variedades de cacao
que se comercializan. Se recolectaron 104 muestras en total entre fincas agroforestales y
variedades comerciales de cacao. Se usaron 14 microsatélites para realizar los andlisis genéticos.
Los analisis indicaron que el grupo de muestras de fincas agroforestales tenia una mayor
variabilidad genética en comparacion con las muestras comerciales. Este estudio contribuye a
identificar a los sistemas agroforestales como reservorios de diversidad genética.

DESCRIPTORES: Diversidad, cacao, Ecuador, microsatélites, fincas agroforestales
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ABSTRACT

Ecuador is the third-largest cocoa-producing country globally, accounting for 7% of world cocoa
production. One of the varieties grown in Ecuador is the national fine aroma cocoa called
"Arriba”. The chocolate industry prizes Ecuador's fine cocoa for its intense floral and fruity
aroma. On the other hand, agroforestry systems seek to have varieties of plants and trees with the
crops, thus obtaining ecological benefits from the forests and economic benefits from the crops.
This study aims to know the genetic diversity of cocoa (Theobroma cacao) within agroforestry
farms and to compare the varieties of cocoa that are marketed. A total of 104 samples were
collected between agroforestry farms and commercial cocoa varieties. Fourteen microsatellites
were used for genetic analysis. The analyses indicated that the agroforestry sample group had
higher genetic variability than the commercial samples. This study contributes to identifying

agroforestry systems as reservoirs of genetic
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INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es la especie mas importante en el &mbito econdmico de
todo el género Theobroma y el tercer cultivo méas importante de los trépicos (Loor-Solorzano, et
al., 2012). Ecuador es el tercer pais con mayor produccion a nivel mundial y representa el 7% de
esta. Ademas, el cultivo de cacao, significa una gran fuente de ingresos para las familias

agricultoras del pais, segun el Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC) (Ochoa, 2019).

El cacao es de gran importancia por sus frutos, de cada mazorca se extrae alrededor de 30
a 50 semillas. Son utilizadas en diversas industrias como alimentaria, cosmética y farmacéutica.
Estas industrias utilizan productos derivados del cacao, entre ellos estan la manteca de cacao y
torta de cacao o0 cocoa que se obtiene después de extraer los aceites naturales o bien la pasta de

cacao para la elaboracion de chocolates (Gonzalez-Orozco et al., 2020).

Una de las variedades que se cultiva en el Ecuador es el cacao nacional fino de aroma
denominado “Arriba”. El cacao fino es escaso, y constituye solo el 5 % de la produccion mundial
(Afoakwa et al., 2008). De este 5%, el 65% corresponde al cacao Arriba de Ecuador. El cacao fino
del Ecuador es cotizado por la industria chocolatera por su fuerte aroma floral y frutal, gracias a
esta caracteristica se logra vender en grandes cantidades a esta industria, para fabricar los
chocolates de alta gama que se venden en todo el mundo. Al ser un producto emblematico del
Ecuador el cacao “arriba” ya tiene su denominacion de origen protegiéndolo a nivel mundial (Paéz
y Espinosa, 2015). Por otro lado, esta variedad de cacao, tiene una desventaja ya que es poco

resistente frente a patégenos (Herrmann et al., 2014).

Por esta desventaja, se han desarrollado variedades resistentes, como la variedad
denominada CCN51 (Coleccion Castro Naranjal 51), siendo estd mas resistente a condiciones
ambientales variables, y enfermedades flngicas como la escoba de bruja (Moniliophthora
perniciosa) y vaina helada (Moniliophthora roreri) (Loor-Solorzano et al., 2018). Esta variedad
tiene una mayor produccién, pero no se considera como un cacao fino de aroma. La manera en la

que se reproduce esta variedad es por clonacion. El cultivo CCN51 representa un menor riesgo



para los agricultores y por este motivo la compra de plantulas de este cacao es mayor a nivel

nacional para ser sembrado de forma intensiva (Lépez, 2015).

Ademas, una de las principales limitantes para la produccion de Theobroma cacao es el
bajo rendimiento. Por este motivo, en los afios 90 los investigadores de la Estacion Experimental
Tropical Pichilingue (EETP) del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP)
desarrollaron mejoramientos genéticos dando como resultados hibridos de cacao (Loor-Solorzano
etal.,, 2019). La planta “ES5/T1/R2/A3” fue el resultado de la cruza CCN51 X EET 233. Los clones
resultantes de cacao se evaluaron durante cuatro afios y sus principales caracteristicas son
crecimiento semi-erecto, floracion dentro del primer y tercer trimestre del afio, mazorca de color
verde cuando es inmadura y amarilla en su madurez y produccion temprana a los 14 meses de
sembrado. Los clones se registraron con la denominacion INIAP-EETP-800 “Aroma Pichiligue”
y INIAP-EETP-801 “Fino Pichilingue” y se comercializan a nivel nacional desde el afio 2016
(Loor-Solorzano et al., 2018). El trabajo de Motamayor et al., en 2008, propuso que el cacao se
clasifica en 10 grupos genéticos y en el Ecuador podemos encontrar las variedades de cacao
Criollo, Nacional, Trinitario y Forastero.

Para la identificacidn de los grupos genéticos, las relaciones evolutivas y brechas genéticas
de las colecciones de germoplasma del cacao se utilizan marcadores moleculares como
microsatélites (Boza et al., 2014). Los microsatélites son secuencias simples repetidas de
segmentos cortos de ADN (de 1 a 10 pb) que aleatoriamente se repiten a lo largo del genoma de
los seres vivos (Gartner, 2011). Estos segmentos de ADN son por lo general variables y Gtiles para
medir el polimorfismo entre especies o variedades muy relacionadas en estudios de diversidad
genética de poblaciones (Azofeita-Delgado, 2006).

Los primeros estudios sobre la diversidad genética del cacao fueron realizados con
marcadores RAPD y RFLP, después los marcadores SSR y por Gltimo los marcadores SNP. En
estas investigaciones acerca del Theobroma cacao se pudo determinar los diferentes grupos
genéticos que existen, ya que antes se los clasificaba por sus caracteristicas fenotipicas (Lopez et
al., 2021). Los estudios acerca de la diversidad y estructura poblacional de plantaciones de cacao,

han aumentado ya que se han incrementado el numero de cebadores de microsatélites. Por ejemplo,



se han desarrollado 268 secuencias de microsatélites por parte de Lanaud et al. (1999) y en 2004

Pugh desarroll6 201 adicionales.

Algunas fincas que no trabajan con monocultivos, realizan practicas alternativas que se
conocen como sistemas agroforestales. Estos sistemas agroforestales, buscan tener variedades de
plantas y arboles con los cultivos, y asi obtener beneficios ecologicos de los bosques ademas de
beneficios econémicos de los cultivos (Anchundia et al., 2018). Los beneficios ambientales del
sistema agroforestal del cacao dependen del manejo. Un ejemplo son los sistemas de cacao de
sombra los cuales influyen en la diversidad bioldgica tropical positivamente, por medio de la
integracion de arboles en las fincas y en el que el paisaje agricola, se diversifica y sustenta la
produccion para incrementar los beneficios sociales, econémicos y ambientales de agricultores de
todos los niveles (Rice y Greenberg, 2000). Un ejemplo de esta préactica alternativa en el Ecuador
es la finca de Mashpi Chocolate Artesanal, que produce cacao nacional fino de aroma entre muchas
otras especies de bosques tropicales, de esta manera restaurando y conservando la diversidad de
ecosistema. Ademas, potencialmente pueden ser reservorios de variedades genéticas de cacao, ya

que las plantas no necesariamente se originan de clones comerciales.

Un problema que se ha identificado en el cultivo del cacao a nivel nacional es que, en varias
ocasiones los agricultores desconocen el tipo de variedad de cacao con el que trabajan. Esto
provoca que dentro del Ecuador existan varios viveros que venden especimenes sin un certificado
de origen genético ocasionando confusiones sobre el tipo de cacao que tienen. Los agricultores
dudan si es de la misma variedad, distinta o incluso una nueva (Parra et al., 2002). Por este
problema la investigacion se propuso identificar la diversidad genética de Theobroma cacao dentro
de las fincas de Ecuador y comparar con las variedades genéticas comerciales. Con el fin que los

resultados sean utilizados en el futuro para desarrollar estrategias de conservacion.

Objetivo general:
Conocer la diversidad de cacao (Theobroma cacao) dentro fincas agroforestales y comparar las

variedades que se comercializan de cacao.



Objetivos especificos:

o Estimar la diversidad genética de cacao en las fincas agroforestales de la parroquia de
Pacto.

o Comparar la diversidad genética con las variedades comerciales.



METODOS

Areas de Estudio.

La parroquia de Pacto est4 ubicada en la Provincia de Pichincha a 70 km al noroccidente del
Distrito Metropolitano de Quito. Las principales actividades economicas son agricultura,
ganaderia, pequefias industrias manufactureras, pesca y silvicultura. Tiene un clima templado
himedo caracteristico de la transicion de la region andina al litoral. Presenta temperaturas que
oscilan entre los 17°C y 22°C., y tiene una precipitacion anual promedio de 2400 mm. Al estar
en las estribaciones de la cordillera occidental presenta un relieve montafioso, su gradiente
altitudinal va desde los 440 hasta los 1850 m.s.n.m. (Fadic, 2014).

Ecuador - Pichincha Pichincha - Parroquia de Pacto

© STR - Santa Rosa
MSC - Mashpi Shungo

®PAC - Pachijal

®MAN - Manduriacu

Parroquia de Pacto con las fincas muestreadas

Figura 1. Mapa de las muestras tomadas en la parroquia de Pacto.



Dentro de la ciudad de Quevedo ubicada en la provincia de Los Rios, se encuentran la Estacion
Tropical Pichilingue del INIAP y el vivero local de plantulas de cacao. Quevedo tiene un clima
tropical con gran cantidad de lluvia y con una temperatura promedio de 22.6°C. La precipitacion
anual es de 6182 mm. y su altitud de es 53 m.s.n.m. (Cruzatty y Vollmann, 2012).

Toma de muestras.

El total de muestras recolectadas en las distintas areas de estudio fueron 104. Estas muestras
estas distribuidas de la siguiente manera: En la primera toma de muestras, en 2016, se
recolectaron 3 en una finca via Manduriacu, 62 dentro de la finca agroforestal de chocolate
artesanal Mashpi, 4 en una finca en Pachijal, 11 en una finca del pueblo de Santa Rosa de Pacto
(Figura 1). Por cada planta se recolectaron de 2 a 4 hojas jovenes, se colocaron en fundas de
papel con silica gel y cada funda tenia su etiquetado. La segunda toma de muestras se realizé el
09 de marzo del 2021 en la Estacion Tropical Pichilingue del INIAP. Para esta recoleccion se
compraron clones para poder extraer las hojas jovenes, las variedades adquiridas fueron 8 clones
EETP-800 Aromay 8 clones de la variedad EETP-801 Fino. En el vivero de Quevedo se
compraron 8 ejemplares de la variedad CCN51. Estas 24 plantulas de cacao compradas en la
cuidad de Quevedo fueron llevadas a Quito al laboratorio de biologia molecular de UTI sede

Quito donde se extrajo las hojas jovenes, se colocd en fundas de papel y dentro contenia silica

gel.

Figura 2. Tipos de mazorcas de la Finca Agroforestal de Mashpi Chocolate Artesanal



Extraccion de ADN.

Se extrajo ADN de un total de 104 muestras siguiendo el protocolo CTAB para extraccion de
ADN descrito anteriormente por Doyle y Doyle (1987) y Cullings (1992). Para el procesamiento
de muestras se utilizaron 10-20 mg de hojas que se encontraban secas y que estén en buen estado
fitosanitario. EI ADN extraido fue cuantificado en el equipo Quantus de Promega mediante

flurometria.

La extraccion de ADN de las muestras de Los Rios se realiz6 dos veces, ya que, la primera vez
que se extrajo ADN de las muestras no cumplian con los pardmetros de concentracién requeridos
por Macrogen. Por lo tanto, se realiz6 una segunda extraccion de ADN, tan solo de 8 muestras de
cada variedad recolectada en Los Rios que estas son EETP-800 Aroma, EETP-801 Finoy
CCNb51. Estas 24 muestras si cumplieron con los parametros de concentracion de ADN necesaria

y se continu el proceso enviando las muestras a Macrogen para realizar el genotipado.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Para este procedimiento se uso el método descrito por Lanaud et al. (1999). Se genotiparon 104
individuos y los siguientes catorce microsatélites: mTcCIR8, mTcCIR40, mTcCIR11,
mTcCIR60, mTcCIR12, mTcCIR84, mTcCIR15, mTcCIR33, mTcCIR18, mTcCIR26,
mTcCIR22, mTcCIR230, mTcCIR24, mTcCIR37, estos fueron desarrollados para el Theobroma
cacao (Lanaud, 1999). Se us6 el marcados HEX para: mTcCIR8, mTcCIR11, mTcCIR12,
mTcCIR15, mTcCIR18, mTcCIR22, mTcCIR24 y el marcador 6-FAM para mTcCIR40,
mMTcCIR60, mTcCIR84, mTcCIR33, mTcCIR26, mTcCIR230 y mTcCIR37. Las secuencias de
nucleotidos de los cebadores usados se muestran en el articulo de Saunders et al. (2004). Cada
microsatélite se amplifico por separado, y posteriormente se usé un gel de agarosa al 1% para
visualizar el producto de PCR por electroforesis. Finalmente, los productos de PCR fueron
enviados a Macrogen en Corea del Sur para su genotipado. Una vez que Macrogen envié los

resultados, los alelos fueron identificados con el Software Geneious version 6.1.7.



Analisis estadisticos:

Se realiz estadistica descriptiva genéticas de las muestras con el programa GENALEX 6.5. Se
obtuvieron estadisticas F, heterocigosidad, frecuencia de alelos, distancia genética, indice de
Shannon, entre varios aspectos més (Peakall y Smouse, 2006).

Ademas, se estimd la estructura poblacional en el software STRUCTURE el cual utiliza un
método bayesiano para correlacionar las frecuencias de los alelos y asignar a los individuos en
grupos genéticos (Pritchard et al., 2000). Se analizaron siete grupos genéticos (k) que son: k=1,
k=2, k=3, k=4, k=5, k=6, k=7, y cada analisis de grupo genético se repitio veinte veces usando la
Cadena de Markov Monte Carlo (MCMC, por sus siglas en inglés). Los analisis de
STRUCTURE se realizaron tres diferentes, el primero fue con las muestras comerciales de
cacao, el segundo fue con las muestras de las fincas y el tercer analisis se realizé con las 104
muestras juntas. Se realizaron estos diferentes analisis para observar la diversidad genética que
tienen entre ellos y el tercer andlisis se realiz6 para comparar entre las variedades comerciales y

las variedades de fincas.

Para identificar el nimero mas probable de k se uso el software STRUCTURE HARVESTER
(Earl, 2011). Se uso el método de Evanno para estimar el mejor valor de k que se ajusta mas

probablemente a los datos (Earl y vonHoldt, 2012).



RESULTADOS

Analisis estadistico:

En total de los 14 marcadores moleculares utilizados se logré amplificar una media de 2.50
alelos para el grupo de muestras de INIAP-EETP-800 “Aroma Pichiligue”, 1.93 alelos para
INIAP-EETP-801 “Fino Pichilingue” y CCN51, 2.86 alelos para MAN (Manduriacu), 5.50 para
MSC (Mashpi), 2.71 alelos para PAC (Pachijal) y 3.79 para STR (Santa Rosa de Pacto) (Tabla
1). El promedio de alelos efectivos para EETP-800 es 1.87, EETP-801 es 1.47, para CCN51 es
1.42, MAN es 2.37, para MSC fue 3.05, PAC fue 2.02 y para STR fue de 2.74. Las medidas de
heterocigosidad observada para los grupos de muestras fueron: EETP-800 de 0.26, EETP-801 de
0.23, CCN51 de 0.17, MAN de 0.667, MSC de 0.640, PAC de 0.464 y STR de 0.543 mientras
que la heterocigosidad esperada fue de 0.340, 0.259, 0.214, 0.516, 0.635, 0.444 y 0.598 para los
grupos de muestras EETP-800, EETP-801, CCN51, MAN, MSC, PAC y STR respectivamente.

Tabla 1. Parametros genéticos para los grupos de muestas EETP-800, EET-801, CCN51, MAN,
MSC, PAC, STR. (N) numero de muestras, (Na) Numero de alelos, (Nef) numero de alelos
efectivos, (1) indice de Shannon, (Ho) Heterocigosidad observada, (He) Heterocigosidad
esperada, (UHe) Heterocigosidad de una via y (F) indice de fijacion.

Grupo de N Na Nef | Ho He uHe F
Muestras

EETP-800 8 2.500 | 1.875 | 0.604 | 0.259 | 0.340 | 0.365 0.212
EETP-801 8 1.929 | 1.474|0.419 | 0.230 | 0.259 | 0.277 0.031
CCN51 8 1.929 | 1.417 | 0.359 | 0.170 | 0.214 | 0.229 0.198
MAN 3 2.857 | 2.368 | 0.879 | 0.667 | 0.516 | 0.619 -0.303
MSC 62 5.500 | 3.055 | 1.246 | 0.640 | 0.635 | 0.640 -0.007
PAC 4 2.714 | 2.023 | 0.752 | 0.464 | 0.444 | 0.508 -0.031
STR 11 3.786 | 2.740 | 1.084 | 0.543 | 0.598 | 0.628 0.100

Los patrones alélicos promedios entre poblaciones son datos que nos permite analizar la

diversidad genética de las poblaciones estudias (Figura 3). Se pueden analizar distintos
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parametros entre ellos, los valores de heterocigosidad que en la figura 3 van de 0 a 0.800. El
numero de alelos diferentes varia entre grupos de muestras, siendo la finca agroforestal de
Mashpi (MSC) el valor méas alto con 5.500, Santa Rosa de Pacto (STR) con 3.786, Manduriacu
(MAN) con 2.857, EETP-800 con 2.500 y con el menor valor de 1.929 EETP-801 y CCN51.

Media de Patrones Alélicos entre los Grupos de Muestras

7,000 0,800
6,000 o 0,700 ., mmmNa
| | 0,600 B
5,000 | 0500 @ ™= NaFreq.>=5%
£ 4,000 ! | ’ o
g w | 0,400 ¥
2 3000 | ' 200 © Ne
s 3, | | , : 0300 £
2,000 [ ] . 0,200 % |
! L , o ! I
1,000 o l . l N ' . 0,100 mmm No. Alelos Privados
o000 FAR R EELE B ) 0,000 No. Lcomm Alleles (<=25%)
am No. omm eles (<=
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Q o & & &) \s N
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No. LComm Alleles (<=50%)

He
Grupos de Muestras

Figura 3. Media de patrones alélicos entre los grupos de muestras. Namero de diferentes alelos
(Na), numero de diferentes alelos con una frecuencia >=5% (Na Freaq. >=5%), numero de alelos
efectivo (Nef), indice de Shannon (I), NUmero de alelos privados, heterocigosidad esperada (He)
y heterocigosidad de una via (uHe).

El analisis de porcentaje de polimorfismo para los loci demostrd que la mayor poblacion de
polimorfismo se encuentra en las fincas agroforestales de Mashpi (MSC) y Santa Rosa de Pacto
con un valor de 100%. EI grupo de INIAP (EETP-800 Aroma, EETP-801 Fino), 92.86% MAN y
PAC, en un menor porcentaje con 71.43% EETP-800, EETP-801 y por ultimo la poblacion de

CCN51 con el 50% de polimorfismo para todos los locus analizados en este estudio (Tabla 2).
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Tabla 2. Porcentaje de polimorfismo por loci para los grupos de muestras.

Poblacion Porcentaje de polimorfismo por loci
EETP-800 71.43%
EETP-801 71.43%
CCN51 50.00%
MAN 92.86%
MSC 100%
PAC 92.86%
STR 100%

Andlisis de STRUCTURE:

El primer andlisis de STRUCTURE se corrio las muestras de las variedades 1, 2 y 3 juntas:
INIAP (INIAP-EETP-800 “Aroma Pichiligue” y INIAP-EETP-801 “Fino Pichilingue”)
comparten grandes similitudes genéticas (color azul). Por otro lado, los individuos CCN51 (color
naranja) pertenecen puramente a otro grupo genético diferenciandose de las muestras de INIAP.
Los individuos 801-1 y 801-4 de la poblacién 2 comparten una parte genética con la poblacion
de los individuos de CCN51 (Figura 4). El método de Evanno para encontrar el AK méas optimo
fue de k=2 con un valor de AK=27(Figura 5). No se identificd ningin otro k como nimero de

poblacién probable.

K=2

~ o b

Figura 4. Estructura poblacional por medio de STRUCTURE de EETP-800 (1), EETP-801 (2) y
CCN51 (3).
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Figura 5. STRUCTURE HARVESTER para los grupos de muestras EETP-800, EETP-801 y
CCN51.

El segundo andlisis de STRUCTURE se realizd con las muestras recolectadas en fincas
agroforestales en la parroquia de Pacto. Dentro de este grupo se encontraban las fincas
Manduriacu (MAN 1), Mashpi (MSC 2), Pachijal (PAC 3) y Santa Rosa de Pacto (STR 4)
(Figura 6). Se pudo determinar que existe una similitud de la variabilidad genética en las cuatro
fincas, no hay un grupo genético que predomine. El método de Evanno para encontrar el AK mas

optimo fue de k=2 con un valor de AK=15 y k=3 con un valor de AK=7.4 (Figura 7).

K=2




K=5

Figura 6. Estructura poblacional por medio de STRUCTURE de las variedades de las fincas
agroforestales de la parroquia de Pacto. MAN (1), MSC (2), PAC, (3) y STR (4).

DeltakK = mean(|L"(K)|) / sd(L(K}))

Delta K

2 3 4 5 6

Figura 7. STRUCTURE HARVESTER de los grupos de muestras de las fincas agroforestales de
la parroquia de Pacto.

El tercer analisis de STRUCTURE fue con las 104 muestras recolectadas en este estudio. El
resultado fue que las muestras comerciales (color naranja) se diferenciaban con las muestras de
las fincas agroforestales (color azul) (Figura 8). El individuo STR-011 de las muestras de Santa
Rosa de Pacto demostrd compartir una parte genética con el grupo de las muestras comerciales.
El método de Evanno para encontrar el AK mas optimo fue de k=2 con un valor de AK=110

(Figura 9).
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Figura 8. Estructura poblacional por medio de STRUCTURE de los grupos de muestras de
EETP-800 (1), EETP-801 (2), CCN51 (3), MAN (4), MSC (5), PAC (6) y STR (7).
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Figura9. STRUCTURE HARVESTER de los grupos de muestras de EETP-800, EETP-801,
CCN51, MAN, MSC, PACy STR.
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DISCUSION

La supervivencia de una especie para enfrentar la adversidad bidtica o abiotica se da por la
diversidad genética, ya que permite tener distintas cualidades que son necesarias para adaptarse
al ambiente. Los estudios sobre diversidad genética son fundamentales para conocer si la
continuidad de una especie sera viable mediante el analisis del numero de alelos (Na), niUmero de
alelos efectivos (Nef), heterocigosidad observada (Ho) y heterocigosidad esperada (He) (Ha, et
al., 2015). Como es el caso de esta investigacion donde el grupo de muestras de fincas
agroforestales (MAN, MSC, PAC, STR) demostraron tener un mayor nimero de alelos con un
promedio de 5.64, siendo la finca de Mashpi con el mayor nimero de alelos. EI grupo de
muestras de variedades comerciales (EETP-800, EETP-801, CCN51) mostraron tener un bajo

numero de alelos con 2.12 indicando poca diversidad genética.

Otros estudios realizados en Ecuador sobre la variedad de cacao Nacional como el de Loor et al.
(2009) tiene un promedio de 4.22 alelos, mientras que Bonifaz et al. (2010) obtuvo un promedio
de 5.7 alelos. Teniendo relacion con los resultados obtenidos en el grupo de las fincas
agroforestales confirmando que existe gran diversidad genética. Nuestros resultados sugieren que
las practicas agroforestales hacen que las fincas sean un reservorio de diversidad genética.

Los valores promedios de heterocigosidad observada (Ho) versus la heterocigosidad esperada
(He) del grupo de muestras de las fincas agroforestales indican que existe una alta diversidad
genética a comparacion con el grupo de las variedades comerciales que demostraron tener una
baja diversidad genética. En el estudio realizado por Zhang et al. (2009) obtuvieron un promedio
de 0.461 (Ho) y 0.513 (He) indicando gue encontraron déficit de heterocigotos, posiblemente por

utilizar clones.

En el estudio de Loor et al. (2009) analiz6 muestras de cacao Nacional que fueron recolectadas a
lo largo de la costa ecuatoriana. Concluyeron que el cacao Nacional actual tiene altos niveles de
heterocigosidad y de diversidad genética. Por otro lado, Murillo et al. (2011) evaluaron clones de
cacao Y el resultado fue un promedio de 0.58 (Ho) y 0.69 (He). A pesar de haber estudiado

clones, estas plantas contaron con una diversidad genética considerable. Otro estudio realizado
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por Zhang et al. (2008) analizaron ejemplares de diferentes variedades (Nacional, Trinitario y

Forastero del Alto Amazonas de Per(), con un resultado promedio de 0.51 (Ho) y 0.56 (He).

El cacao Nacional tiene un gran rango de genotipos a causa de la introduccion de variedades
foraneas esto se ve reflejado en los distintos estudios de diversidad genética realizados en
Ecuador a lo largo de los afios (Lerceteau et al., 1997, Crouzillat et al., 2000 y Loor et al., 2009).
Los resultados muestran que los arboles de cacao de las fincas analizadas de Pacto no provienen
de clones comerciales. Como el caso de la finca de Mashpi Shungo donde adquirieron las plantas
de cacao de siete provincias y alrededor de 17 fincas diferentes. Las muestras de Santa Rosa de
Pacto eran arboles de 27 a 30 afios con semillas traidas de el Oro y Esmeraldas (A. Solano,
comunicacion personal, 26 de noviembre del 2021). Las muestras de Pachijal tenian arboles de

maés de 40 afios. Todo esto explica porqué estas fincas tiene una gran diversidad genética.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los resultados de los andlisis permiten conocer la diversidad del cacao dentro de las fincas
agroforestales y compara las variedades que se comercializan. Demostrando que el grupo de
muestras de las fincas agroforestales de cacao tiene una mayor variabilidad genética por el
namero de alelos por locus y su heterocigosidad observada. Se puede decir que las fincas
agroforestales son un reservorio genético a diferencia de las variedades comercial y al ser clones

su heterocigosidad es ain mas baja.

Durante toda la investigacion los valores estimados de los andlisis nos permiten evaluar la
diversidad genética de cacao dentro de las fincas agroforestales de la parroquia de Pacto, por sus
altos valores de nimeros de alelos efectivos, porcentaje de polimorfismo y nimero de alelos

Unicos.

Los agricultores deben evitar los monocultivos de una sola especie y variedad, se recomienda
optar por practicas como la agroforesteria para tener cultivos mas resilientes contra el cambio
climatico. Las practicas que conllevan variedad de plantas en un solo mismo lugar tienen
beneficios para el medio ambiente como también para los agricultores. Los beneficios son
aumento de polinizadores en el lugar, control de plagas biolégicos, retencion del carbono, se
pueden tener especies frutales 0 madereras para tener sus productos. Por, sobre todo, es
importante que se mantenga la variabilidad genética de Theobroma cacao para poder asegurar su
viabilidad en el futuro en el cual se pueda utilizar las diferentes caracteristicas que se adapten al

entorno que se encuentran.
Es importante que dentro de Ecuador se realicen monitoreos sobre las variedades de cacao que

existen en el pais. Asi, se logra conservar y potenciar al cacao con fines econdmicos ya que en

los Gltimos afos han ido incrementando la venta y exportacion de este producto.
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