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RESUMEN.- En este estudio, los análisis con marcadores RAPD (Random Ampli-
fication of Polymorphic DNA) fueron usados para estimar la diversidad genética y
la relación de 20 accesiones de Theobroma cacao L. de la variedad Nacional en la
finca (La Buseta) ubicada en la Parroquia Tenguel provincia del Guayas. Las plan-
tas fueron seleccionadas con criterios de productividad, resistencia, susceptibilidad
a enfermedades causadas por hongos como Ceratocystis fimbriata, Moniliophtora
roreri y Crinipelis perniciosa. Se utilizaron 14 primers, de los cuales nueve ampli-
ficaron, generando 67 bandas de las cuales 59 (88%) fueron polimórficas. Los
resultados indican la formación de dos grupos de accesiones A y B, en el grupo A
se incluyen dos accesiones y, en el grupo B se encuentran 18 de los cuales inclu-
yen 2 subgrupos B1 y B2. E el subgrupo B1 se incluye la accesión (L-22-H-40), y
en el subgrupo B2 están incluidas las accesiones que poseen características de pro-
ductividad. El nivel de diversidad génica más alto se obtuvo con los primers OPC
04 (0,80), OPC 07 (0,82) y el nivel más bajo fue OPC 01 (0,37). Las accesiones (L-
22-H-40; 0,75; L-34-H-07; 0,86) y el (L-42-H-60; 0.72) presentaron los niveles de
variabilidad génica más altas, siendo los valores más bajos los mostrados por las
accesiones (L-26-H-64; 0,48) y (L-23-H63; 0,47). El valor de la diversidad total
(Ht) obtenida para las 20 accesiones de T. cacao L. mediante RAPD fue de 0,636. 

PALABRAS CLAVE: accesiones, génica, polimórficas, subgrupos.

ABSTRACT.- In this study, the analysis with RAPD (Random Amplification of
Polymorphic DNA) was used to estimate genetic diversity and relationships of 20
accessions of Theobroma cacao L. National variety on the farm (the minibus)
located in the parish Tenguel province of Guayas. Plants were selected on criteria
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of productivity, resistance, susceptibility to diseases caused by fungi such as Cer-
atocystis fimbriata, Moniliophtora roreri and Crinipelis perniciosa. We used 14
primers, nine of them amplified, generating 67 bands of which 59 (88%) were
polymorphic. The results indicate the formation of two groups of accessions A and
B. The group A includes two accessions while in B are 18, divided in two sub-
groups B1 and B2. The subgroup B1 includes the accession (L -22-H-40) and the
subgroup B2 includes accessions that have productivity features. The highest level
of genetic diversity was obtained with the primers OPC 04 (0.80), OPC 07 (0.82)
and the lowest was OPC 01 (0.37). Accessions (L-22-H-40; O.75; L-34-H-07;
0.86) and (L-42-H-60; 0.72) had levels of genetic variability quite large, reaching
the lowest values shown by the accessions (L-26-H-64; O.48) and (L-23-H63;
O.47). The value of the total diversity (Ht) obtained for the 20 accessions of T.
cacao L. RAPD was 0.636.
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INTRODUCCION
El cacao (Theobroma cacao L.) es

una de las principales plantas perennes
de uso agroindustrial que se cultiva en
la mayoría de países que se encuentran
en la zona intertropical; tiene gran
importancia dentro de la economía del
Ecuador que es exportador desde 1830
del cacao fino de aroma a base de la
variedad conocida como Nacional (1).
En la actualidad la superficie cultivada
en el país de cacao se estima en aproxi-
madamente 362 120 hectáreas, con una
producción anual de 95 000 TM y un
rendimiento de 0.27 TM/ha-1, lo que
significa 5,40 quintales por hectárea al
año (2). El Banco de germoplasma de
cacao variedad “Nacional” existente en
la finca experimental “La Buseta”, pro-
piedad de la Universidad Técnica Esta-
tal de Quevedo, es el resultado de la

colección sistemática de muestras
representativas de cacao Nacional exis-
tentes en la región desde la década del
40 por la United Fruit. Sin embargo,
esta caracterización se ha basado en
caracteres fenotípicos, directamente
influenciados por factores ambientales,
herencia multigénica, herencia cuanti-
tativa y por la dominancia parcial de
algunos caracteres, la cual puede con-
fundir la expresión de un rasgo genéti-
co (3).

El mejoramiento genético en culti-
vos perennes puede tomar varios años y
en el caso del cacao puede llevar de diez
a doce años hasta lograr un nuevo culti-
vo; este proceso puede ser acelerado
mediante el uso de técnicas moleculares,
las cuales han demostrado ser herra-
mientas útiles para el mejoramiento
genético y para la selección de varieda-
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des con características importantes Con
la identificación de marcadores molecu-
lares asociados a loci que codifican tanto
para características cualitativas como
cuantitativas (QTL´s), por su acrónimo
en inglés, es posible realizar una selec-
ción asistida por marcadores (4).

El presente trabajo busca identificar
y caracterizar clones de cacao de la
variedad Nacional de las cuales existen
registros de comportamiento en campo,
utilizando marcadores moleculares
RAPD´s, la cual es una herramienta
adecuada para estudios genéticos, ya
que destacan en la mayoría de los casos
las limitaciones de los métodos tradi-
cionales (5); además, se lograría una
mejor reclasificación de los materiales
en grupos de determinadas tendencias y
sería de incalculable ayuda para traba-
jos a mediano plazo en la obtención de
progenies con características estabiliza-
das gracias al descarte de plántulas

inestables con las cuales se podría ini-
ciar programas de mejoramiento gené-
tico. El objetivo de este estudio fue esti-
mar la diversidad genética de una
colección de Theobroma cacao L.
variedad Nacional usando marcadores
RAPD´s.

MATERIALES Y METODOS
Las muestras foliares de las 20

accesiones de cacao fueron recolecta-
das e identificadas en la Finca “La
Buseta” ubicada en la Parroquia Ten-
guel provincia del Guayas, Ecuador,
Figura 1; posteriormente llevadas al
Laboratorio del Programa de Biotecno-
logía de la Universidad de Guayaquil
para la extracción de ADN. Las acce-
siones fueron seleccionadas en base a
los siguientes criterios: productivo,
tolerante, susceptible y resistente a
Monillia, susceptible y resistente a
Ceratocystis y susceptible a Crinipellis.

Figura 1. Ubicación geográfica de los principales bancos de germoplasma de cacao Nacional y plano de
la finca La Buseta (centro de cacao de aroma Tenguel) Provincia del Guayas de donde se seleccionaron las
accesiones de Theobroma cacao L.
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El análisis estadístico se basó en la
codificación de cada banda polimórfi-
ca representada a través de las varia-
bles presencia (1) o ausencia (0) los
mismos que fueron procesados con el
método de agrupamiento UPGMA
(Unweighted Paired Prouping Method
with Arithmetic Average) y el coefi-
ciente de similitud de Nei & Li (1979)
(6). Se registraron por inspección en
una matriz de datos binarios en el pro-
grama Ntedit del paquete estadístico
Ntsys pc ver. 2,0 (Applied Biostatis-
tics Inc, 1998). No se tomaron en
cuenta polimorfismos que involucren
datos dudosos. 

Para la extracción de ADN de
cacao se probaron algunos protocolos
aplicados a tejidos vegetales, con la
finalidad de obtener ADN de buena
calidad y aplicable a todas las mues-
tras sometidas al proceso de extrac-
ción. El protocolo modificado (Doyle
& Doyle 1990) (7) fue el que mejores
resultados dio en cuanto a la calidad y
concentración del ADN. La integridad
y concentración del ADN fueron ana-
lizadas por electroforesis en minigeles
de agarosa al 1,2% en tampón TAE
1X. La electroforesis se realizó a 90 V
por 30 min. (8).

Las muestras de ADN fueron ampli-
ficadas utilizando el protocolo propues-
to por Faleiro (2001) (10); 40 ciclos
cada uno constituido por el primer seg-
mento 94º C 4’, segundo segmento 15´´
a 94 ºC, 30´´ a 36 ºC 90 ´´ a 72 ºC, ter-

cer segmento 7 minutos a 72 ºC, y Con-
servación a 4 ºC). A cada muestra se
colocó 3 ml de una mezcla de azul de
bromofenol (0,25%; 10). Para la mez-
cla de la AP-PCR en cada tubo de reac-
ción se colocó una alícuota de los
siguientes componentes: ADN (5
ng/ml) 1,00 ml 10X buffer, 5 ml 50mM
ClMg, 5 ul primer (1,0 mM), 2,00 ml
dNTPs (2,5 mM cada uno), 4,00 ml Taq
polimerasa Invitrogen (5 U/ml) 0,2 ml,
agua ultra pura 31,8m volumen final:
50,00 ml. Se probaron 14 primers
(OPA-02, OPA-04, OPA-07, OPA-12,
OPA-15, OPA-16, OPC-01, OPC-04,
OPC-08, OPC-09, OPC-10, OPC-07,
OPC-13, OPC-14), mismos que han
sido empleados en trabajos anteriores
de caracterización y diversidad genéti-
ca de cacao realizados por (Faleiro et
al. 2002 y Araujo et al. 1999) (9), res-
pectivamente. 

RESULTADOS Y DISCUSION
La extracción de ADN de cacao se

la realizó a partir de hojas de cacao en
estado intermedio de madurez, las cua-
les mostraron los mejores resultados,
con el protocolo modificado de Doyle y
Doyle (1990), se obtuvo ADN de buena
calidad y cantidad, sin degradación,
que migró en el gel de agarosa como
una banda única de alto peso molecular
(Figura 2).

Utilizando las condiciones óptimas
de amplificación fue posible analizar la
diversidad genética de 20 accesiones de
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cacao. De los nueve primers utilizados
se generaron un total de 67 bandas con
un buen nivel de repetitividad. De ellas
el 88% (59) bandas mostraron perfiles
polimórficos (Tabla 1).

Sobre los 14 primers probados se
pudo obtener marcadores RAPD´s diri-
gidos a tres de las 20 accesiones, de los
cuales nueve primers (OPA-15, OPC-
07, OPC-9, OPC-4, OPA-O3, OPC-1,
OPA-12, OPC-13 y OPA-7) amplifica-
ron bandas claras y reproducibles.

Estos primers fueron aplicados a las 20
accesiones con dos repeticiones mos-
trando perfiles polimórficos. (Figura 3).

Los datos obtenidos con los nueve
primers permitieron la construcción de
un dendrograma que mostró las relacio-
nes génicas entre las 20 accesiones de
cacao (Figura 4). Este dendrograma
mostró dos grandes grupos A y B, el
grupo A se incluyó a las accesiones (L-
30-H-62) que fenológicamente poseen
características de susceptibilidad a Cri-

Figura 2. Bandas de ADN a partir de la extracción de 10 accesiones de Theobroma cacao L con el méto-
do modificado de Doyle y Doyle (1990).

Código Operón Productos amplificados Polimorfismo
Monomórficas   Polimórficas (%)

OPA-15 1 8 87
OPA-03 2 9 77
OPC-04 2 3 33
OPC-13 1 5 80
OPA0-07 0 6 100
OPC-09 1 7 85
OPA-12 0 8 100
OPC-01 1 7 85
OPC-07 0 6 100

TOTAL 8 59

Tabla 1. Productos RAPD amplificados con nueve primers decaméricos en 20 accesiones de Theobroma
cacao L. existentes en la finca la Buseta.
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nipellis y la accesión (L-34-H07) resis-
tencia a Ceratocystis, y en el grupo B se
encuentran las 18 accesiones restantes el
cual incluye dos subgrupos B1 y B2, en
el subgrupo B1 se incluye la accesión
(L-22-H40) el cual fenológicamente
posee características de resistencia a
Crinipellis. Y el subgrupo B2 en donde
están incluidos las accesiones que pose-
en características de productividad. Los
primers que produjeron los niveles más
altos de diversidad fueron OPC 04
(0,80) y OPC 07 (0,82). El primer que
reportó el nivel más bajo fue OPC 01
(0,37). Las accesiones que presentaron
los niveles de variabilidad más altos fue-
ron (L-22H-40; 0,75; L-34-H07; 0,86) y
(L-42-H60; 0,72) mientras que los valo-
res más bajos los mostraron las accesio-
nes (L-26-H64; 0,48) y (L-23-H63;
0,47). La diversidad génica total (Ht)
obtenida para las 20 accesiones de cacao
mediante RAPD´s fue de 0,636.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten
concluir que el mejor protocolo de
extracción de ADN de Theobroma
cacao L. fue el propuesto por Doyle y
Doyle (1990) con modificaciones des-
arrolladas en nuestro laboratorio. 

Los primers OPC-4 y OPC-7 mos-
traron los niveles de diversidad más
altos. Los niveles de diversidad media
para los primers usados en todas las
muestras fue de (Ht=0.63). Los por-
centaje de bandas polimórficas para
las 20 accesiones de cacao fue 88%
con los nueve primers. Las accesiones
con características de productividad
mediante el análisis RAPD fueron
agrupadas en el mismo grupo B2.

Con el propósito de contribuir con
la selección asistida por marcadores
(MAS) es imperioso desarrollar otros
marcadores moleculares hasta alcanzar
la cobertura completa del genoma de

Figura 3. Perfiles RAPDs obtenidos con el primer OPA- O3. Carril 1 al 20 accesiones de Theobroma
cacao L Se marcan con una flecha algunas bandas Monomórficas ( Ver tabla 1 para la identificación de las
accesiones) .

1 5    10     15    18     2     3      4      6      7    8  9  11    12   13    14   16    17   19   20
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Theobroma cacao L. como los AFLP
(Amplificación de fragmentos de longi-
tud polimórfica) y SSCP (Polymerase
chain reaction single- strand conforma-
tion polymorphism).
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Figura 4. Dendrograma de las 20 accesiones de Theobroma cacao L. basado en los RAPDs obtenidos con
el coeficiente de similitud de Nei y Li y el método de agrupamiento UPGMa (los números indican a cada acce-
sión, las letras A y B representan cada una de los grupos principales del árbol y las letras B1 y B2 correspon-
den a los sub grupos). RCr resistencia Crinipellis, RC resistencia a Ceratocystis, P Productores, SC suscepti-
ble a Ceratocystis, SCr susceptible a Crinipellis, RM resistencia a Monillia TM Tolerante a Monillia, SM sus-
ceptible a Monillia
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