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RESUMEN

El banco de germoplasma coco del Centro de Desarrollo Tecnoldgico Kukra Hill fue
establecido en el periodo 1991-1992, con materiales provenientes principalmente de Costa
de Marfil, con el propdsito de producir hibridos resistentes al Amarillamiento Letal del
Cocotero. Para conocer la diversidad y determinar la identidad genética con sus poblaciones
descendiente, siete cultivares fueron caracterizados morfolégica y molecularmente, como
base para un plan de mejora genética del cultivo. Adicionalmente, se aplicaron 25 encuestas
en cuatro municipios a agricultores, consumidores y comercializadores de productos del
cocotero para determinar las preferencias por los cultivares. La diversidad genética se evalu6
utilizando ocho pares de cebadores tipo SSR, en ADN extraido de muestras de hojas tiernas
de siete plantas por cultivar. La caracterizacion morfologica se realizé con 12 plantas por
cultivar, a las que se les evaluaron 27 descriptores. Se encontr6 una alta diversidad genética
y morfoldgica (intra e inter cultivares), principalmente atribuida a la condicion heterocigética
de los parentales. La altura de la palma, largo de 11 cicatrices, longitud de raquis y longitud
del peciolo fueron los descriptores que mas contribuyeron a la diferenciacién de los
cultivares, que junto a los demés descriptores sentaron las bases para la elaboracion de un
catalogo de los cultivares existentes en el banco. Las variedades altas o hibridos de nuez
verde fueron seleccionados por presentar las caracteristicas mas deseables por la poblacion.
En las condiciones actuales no es recomendable la produccién de hibridos comerciales, y se
sugiere realizar un estudio de la biologia floral de los cultivares, previo a proponer cualquier
método de mejora, y el uso de herramientas biotecnoldgicas para acortar los plazos en el

proceso de mejora.

Palabras clave: mejoramiento genético, endogamia, hibridos comerciales, hetocigotos,
diversidad genética, cocotero.



ABSTRACT

The coconut germplasm bank of the Kukra Hill Technological Development Center was
established in the period of 1991-1992, with genetic material coming mainly from Cote
d'lvoire, with the only purpose of producing Lethal Yellowing Disease resistant hybrids. To
know the diversity among cultivars and determine the genetic identity with their descendant
populations, seven cultivars were characterized morphologically and molecularly, as a basis for a
genetic improvement plan of the crop. Additionally, 25 surveys were applied in four municipalities
to farmers, consumers and sellers of coconut products to determine preferences for cultivars. The
genetic diversity study was carried out using eight pairs of SSR-type primers, with samples
of tender leaves of seven plants per cultivar. The morphological characterization was carried
out with 12 plants per cultivar, to which 27 descriptors were evaluated. A high genetic and
morphological diversity (among and between cultivars) was found, mainly attributed to the
heterozygous condition of the parents. The height of the plant, length of 11 scars, length of rachis
and length of the petiole were the descriptors that contributed most to the differentiation of the
cultivars, which along with the other descriptors laid the basis for the development of a catalog of
existing cultivars in the bank. The high varieties or green walnut hybrids were selected because they
present the most desirable characteristics for the population. Under current conditions, the production
of commercial hybrids is not recommended, and a study of the floral biology of the cultivars is
suggested, before proposing any improvement method, and the use of biotechnological tools to

shorten the time periods in the improvement process.

Key words: genetic improvement, inbreeding, commercial hybrids, heterozygote, genetic
diversity, coconut.
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l. INTRODUCCION

El cocotero (Cocos nucifera L.), familia de las Arecaceae, es monotipica y de origen
desconocido, de polinizacién cruzada en especies altas y de autopolinizacion en especies
enanas (Baudouin y Santos, 2005; Santos et al., 1996). Segun el Censo Agropecuario
realizado por INIDE-MAGFOR (2012) el 79% de las plantaciones de coco establecidas en

Nicaragua se encuentran en la Costa Caribe Sur, en manos de agricultores a pequefia escala.

Cassells (1998) menciona que el cocotero forma parte de la cultura y dieta del caribefio y
hasta 1981 constituy0 una actividad econémica importante que generaba ingreso a las
familias, resultante de la venta de aceite de coco a empresas en el Pacifico de Nicaragua.

En Octubre de 1988, el huracan Juana destrozo las plantaciones de coco ubicadas en Corn
Island y otras zonas del Caribe (CEPAL, 1988). A raiz de esta situacién nacen varias

Iniciativas para introducir materiales y repoblar las costas.

Segln Thienhaus (2001) a inicios de la década del 90 en el siglo pasado, en el marco del
Proyecto de emergencia para el cocotero financiado por el gobierno de Francia, se
introdujeron al pais cultivares que serian progenitores de hibridos resistentes al
amarillamiento letal del cocotero (ALC), enfermedad causada por el fitoplasma Candidatus
phytoplasma palmarum, que desde entonces se reportaba como el principal responsable de

la alta mortalidad de cocoteros en muchos paises del continente americano y africano.

En este sentido, Thienhaus (2001) menciona que en el ahora Centro de Desarrollo
Tecnoldgico (CDT) Kukra Hill se produjeron 8,500 plantones de MAYPAN (hibrido EAM
x APAN) a partir del material introducido, los cuales fueron sembrados en su totalidad en la
comunidad de Cafo Blanco en Bluefields por un empresario costefio. También, con hijos de
los cultivares importados se establecieron plantaciones que fueron usadas para la produccion
de hibridos por parte de Fundacién para la Autonomia y el Desarrollo de la Costa Atlantica
de Nicaragua (FADCANIC) y el mismo empresario que habia sembrado los plantones de
MAYPAN, asumiendo que las poblaciones importadas originales eran cultivares puros.

El banco de germoplasma cuenta actualmente con siete cultivares, procedentes de Costa de
Marfil, Malasia, Panama y Nicaragua. Junto a otros cultivos perennes, el cocotero se

encuentra entre los rubros priorizados en la Estrategia de Desarrollo de la Costa Caribe,



impulsada por el Gobierno de Reconciliacion y Unidad Nacional. Esta iniciativa despierta el
interés por los recursos genéticos que se encuentran en el Banco de Germoplasma del CDT

Kukra Hill que habia sido introducido 24 afios atras.

De acuerdo con Herndndez-Villareal (2013) para la conservacion de estos materiales
genéticos, asi como para proponer un plan de mejora y de utilizacion del germoplasma, es

necesario conocer la diversidad genética dentro y entre los cultivares que componen el banco.

El enfoque tradicional de seleccidn de variedades para el mejoramiento genético se ha basado
en pardmetros agronémicos y morfologicos, pero son altamente influenciados por el
ambiente (Ashburner et al., 1997). Manimekalai et al. (2005) mencionan que la estimacién
de la diversidad genética basada en marcadores moleculares supera las limitaciones

encontradas de las estimaciones basadas en parametros morfologicos.

Las técnicas de marcadores moleculares RFLP (Lebrun et al., 1998), RAPD (Ashburner et
al., 1997) y AFLP (Pereraet al., 1998) han sido utilizadas para evaluar la diversidad genética,
sin embargo, de acuerdo con Konan et al., (2011) y Dasanayaka et al., (2009), los marcadores

microsatélites son una alternativa mas efectiva para evaluar el germoplasma de cocotero.

En el presente estudio se determiné la diversidad genética entre y dentro de los siete
cultivares de coco que conforman el banco de germoplasma del CDT-INTA Kukra Hill
revelada por marcadores moleculares tipo microsatélites, igualmente se realizd la
caracterizacion morfologica de estos cultivares empleando 9 descriptores cualitativos y 18
descriptores cuantitativos. Se realizé una encuesta para conocer la percepcion de productores,
consumidores y comercializadores de coco, sobre las caracteristicas organolépticas y
productivas mas apreciadas por la poblacién. La investigacion pretende crear las bases para

iniciar un proceso de mejora genética del cultivo.



1. OBJETIVOS
2.1 Objetivo General

Caracterizar morfologica y molecularmente los siete cultivares del Banco de germoplasma
de coco del Centro de desarrollo tecnolégico Kukra Hill, y determinar la identidad genética
de poblaciones descendientes con miras a desarrollar la estrategia de propagacion y

mejoramiento genético del coco en Nicaragua.
2.2 Objetivos Especificos

e Determinar la diversidad genética intra e inter cultivares de coco del banco de
germoplasma del CDT-Kukra Hill mediante cebadores moleculares tipo SSR (Secuencias

Simples Repetidas).
e Evaluar laidentidad genética de las poblaciones descendientes en relacion a los parentales.

e Determinar cuales descriptores morfologicos aportan mayor informacion para la
diferenciacion de los cultivares con el proposito de elaborar un catdlogo del banco de

germoplasma de coco del CDT-Kukra Hill.

e Describir la percepcion de productores, consumidores y comerciantes de coco sobre las
caracteristicas organolépticas y productivas de los cultivares del Banco de germoplasma.



I1l. MATERIALES Y METODOS
3.1 Ubicacién geogréafica del Banco de Germoplasma de Coco

El Banco de Germoplasma de Coco se encuentra ubicado en el CDT-Kukra Hill, comunidad
de Manhattan, municipio de Kukra Hill, RACCS, localizado entre las coordenadas
12°15.886’ latitud norte y a los 83°44.631” longitud oeste. La zona se caracteriza por tener
un clima tropical himedo. Se han registrado precipitaciones hasta 5,000 mm al afio, con una
normalidad de 2,000 a 3,000 mm anuales. Los suelos de Kukra Hill son los més fértiles de la
RACCS. Son de textura medianamente pesada, con un alto porcentaje de elementos finos,
arcilla y limo. La mayor parte del territorio del municipio es una extensa llanura de relieve
suavemente ondulado ubicado a 50 msnm, con pendientes de 20-30%. La mayor altura es la
loma de Kukra (Kukra Hill) qgue mide 192 msnm (Kukra Hill, 2017).

3.2 Cultivares en estudio

Cuadro 1. Origen, fecha de introduccion e inventario de los siete cultivares de coco del Banco de
Germoplasma en el CDT Kukra Hill, RACCS.

No. Cultivar Origen Afio de Clave del No. individuos
introduccion _nombre  Julio 2017

1 Enano Amarillo de Malasia (Padres)  Indonesia 1992 EAM-1 208

2 Enano Amarillo de Malasia (Hijos) ~ Nicaragua 2002 EAM-2 368

3 Enano Rojo de Camertn Costa de Marfil, Africa 1995 ERC 9

4 Enano Verde de Brasil Costa de Marfil, Africa 1994 EVB 221

5 Enano Dorado de Malasia Nicaragua 1994 EDM 240

6 Enano Verde Local Nicaragua 1994 EVL 21

7 Alto de Panama Panama 1994 APAN 631

La distribucién geografica de los cultivares en el banco de germoplasma se presenta en la

Figura 1. El mapa completo para la ubicacion del sitio se encuentra en el Anexo 1.



Figura 1. Ubicacion geogréfica de los siete cultivares de coco del Banco de Germoplasma
en el CDT Kukra Hill, RACCS. APAN (Alto de Panamé), EVB (Enano Verde
del Brasil); EVL (Enano Verde Local), EDM (Enano Dorado de Malasia), ERC
(Enano Rojo de Camerun), EAM-1 (Enano Amarillo de Malasia Lote 1), EAM-
2 (Enano Amarillo de Malasia Lote 2).

3.3 Determinacion molecular de la diversidad genética

Se realizaron dos estudios para determinar: (1) el parentesco genético dentro y entre los siete
cultivares del banco de germoplasma y (2) la identidad genética de la descendencia originada

de los siete cultivares con sus parentales.
3.3.1 Colecta de muestras

Se colectaron dos foliolos de cada lado de la hoja numero uno, de los que se corto
aproximadamente 20 centimetros de longitud de cada foliolo, omitiendo los extremos. Por

cada cultivar se seleccionaron al azar 7 palmas padres y 7 palmas hijas (14 muestras por



cultivar), para un total de 98 muestras en el estudio. Las muestras se empacaron
envolviéndolas en papel toalla y en bolsas plasticas rotuladas debidamente, y se colocaron
en un termo con hielo en el cual fueron trasladadas al laboratorio. Una vez en el laboratorio

fueron almacenadas a -20°C para su posterior extraccion de ADN.
3.3.2  Ubicacion del laboratorio

El laboratorio de Biotecnologia del Centro Nacional de Investigacion Agropecuaria (CNIA),
del Instituto Nicaraguiense de Tecnologia Agropecuaria (INTA), esta ubicado en el kilémetro
14 % Carretera Norte, en la ciudad de Managua, localizado entre las coordenadas 12° 08’
36’ latitud norte y a los 86°09° 49’ longitud oeste.

3.3.3  Extraccién del ADN y programa de PCR utilizado

ElI ADN se extrajo empleando el DNeasy minikit QIAGEN, con muestras de tejido de 20 mg,
usando nitrégeno liquido para la maceracion de los tejidos.

Las reacciones PCR se realizaron en volumen de 25 ul conteniendo 2 ul de ADN gendmico,
2 ul de cada pareja de cebadores, 12.5 ul de DreamTaq Hot Start Green PCR Master Mix
(2X) y 6.5 ul de agua libre de nucleasas. La amplificacién se llevé a cabo en un termociclador
MasterCycler®Pro—Eppendorf programada a 94°C por 5 minutos para la desnaturalizacion,
seguido de 35 a 40 ciclos de 1 minuto a temperaturas entre 51-55 °C para el anidamiento,
variando dependiendo del tipo de cebadores SSR utilizado, 2 minutos a 72°C de elongacion,

y una elongacion final de 5 minutos a 72°C.

Concluida la amplificacion se adicion6 4 ul del colorante de carga de ADN Thermo Scientific
6X a cada reaccion de producto amplificado. Posteriormente, se corrieron en gel de agarosa
de alta resolucion al 2%, tefiida con bromuro de etidio, en una programacion de electroforesis
de 120 minutos, a 330 Ay 90 V y visualizado en un sistema de documentacion de geles Doc-

It® Life Science Software.
3.34  Cebadores empleados

Se utilizaron ocho pares de cebadores SSR seleccionados de estudios de diversidad por ser
los mas polimorficos, y de uso comun en el cultivo del cocotero cuya descripciéon de

encuentra en el Cuadro 2.
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3.3.5  Procesamiento y analisis estadistico de datos

Cada una de las geles resultantes del proceso analisis molecular fue medida comparando las
distancias en pares de bases en base a la escalera molecular utilizada, por medio de una regla
y papel milimetrado. Con los datos de las mediciones resultantes se elabord una base datos
en Excel para su posterior analisis estadistico.

Usando el programa Arlequin 3.5.2.2 (Excoffier et al., 2005) y el programa GenAlEx 6.503
(Peakall y Smouse, 2012) se estimo el indice de diversidad genética de Nei (1987), nimero
de alelos por locus, heterocigocidad observada, heterocigocidad esperada, y las F-estadisticas
de Wright (Wright, 1951).

3.3.5.1  Diversidad genética intra e inter cultivares

Para determinar la diversidad genética intra e inter cultivares se realiz6 la estimacion de los

siguientes pardmetros genéticos a nivel de toda la poblacion en estudio y entre cultivares:

Numero total de alelos detectados. Se estimé por conteo directo, el nimero de alelos
diferentes detectados para cada cebador.

Heterocigosidad esperada. Nei (1987) asegura que el promedio de heterocigosidad o
diversidad genética es el método de medicion mas adecuado de la variacion genética, pues
no depende de la arbitrariedad de la definicion de polimorfismo y puede ser definida sin
ambigledad en términos de frecuencias alélicas. La heterocigosidad esperada de una

poblacion (He) es la media de los valores obtenidos para cada locus en dicha poblacion.

Ho= 7 3i(1—- X7, PF) (0 < Hy<1)

Donde Pii es la frecuencia del alelo j en el locus |y L es el nimero total de loci analizados.

Heterocigosidad observada (Ho). Para una poblacién, Ho se calcula como la media inter-

loci de la frecuencia genotipica de los individuos heterocigotos mediante la expresion:

(N heterocigo tos)
N;

1
H, = X L (0 < H,<1)



Donde, L es el namero de loci analizado en poblacion objeto de estudio, (Nheterocigotos) i €S €l
numero absoluto de individuos heterocigotos para el locus i y Ni es el numero total de

individuos analizados para el locus i (Caujapé-Castells, 2006).

La diversidad genética total, inter e intra- poblacional se estimé mediante las F-estadisticas
de Wright (Wright, 1951):

Coeficiente global de diferenciacién genética entre poblaciones (Fst). mide la reduccion
en la heterocigosis debida a diferenciacion genética entre poblaciones, y se calcula con la
siguiente expresion:
_ (Ht —Hs)
ST — H—t
donde Ht es el promedio de la heterocigosis esperada en la poblacion total, para todos los
loci y Hs es el promedio de la heterocigosis esperada dentro de subpoblaciones para todos

los loci.

Coeficiente de endogamia dentro de poblaciones (Fis). describe la distribucion de los
genotipos dentro de las poblaciones, y nos indica qué tan lejos se encuentra una poblacién

del equilibrio de Hardy-Weinberg, se calcula con la siguiente expresion:

Donde Hs es la heterocigdsis promedio por subpoblacion, y la Ho es la heterocigosis

observada.

Coeficiente de endogamia total (FIT). La correlacion entre los genes dentro de los
individuos (1) en relacién con los genes de la poblacion total (T) es representada por Fit, que

corresponde con la endogamia total, que es calculada con la siguiente expresion:

A-Fr) = (1- FST)(1 — Fis)

Andlisis de varianza molecular (AMOVA). El AMOVA (Excoffier et al., 1992) determina
la proporcion de la variacion genética en general atribuible a la variacion dentro de las
poblaciones, entre las poblaciones y entre los grupos de poblaciones en una region. Este
analisis también puede usarse para determinar la distribucion relativa a la variabilidad

genética entre grupos, entre poblaciones dentro de grupos o dentro de las poblaciones.



El Cuadro 3 muestra la metodologia utilizada para los calculos del AMOVA.

Cuadro 3. Metodologia para la estimacion de la estructura genética inferida por el Analisis
de Varianza Molecular (AMOVA).

Fuente de Variacion Grados de Suma de Cuadrados Cuadrados Medios
Libertad (SSD) Esperados

Entre poblaciones P-1 SSD (AP) noZ + 20f + o?

Entre individuos/dentro de N-P SSD (Al/WP) 207 + a?

poblaciones

Dentro de individuos N SSD (W1) o?

Total 2N -1 SSD (T) o2

Donde ny las F-estadisticas estan definidas por:

2N=
IN
2N Z .
-p -
n= Pe -
P-1
2 )
o’ - ol+op 4 F o
Fo B =—, = an L= )
ST 0_2 IT 0_2 IS G2+D_2
T T b c

Y donde, N es el nimero total de individuos para los datos genotipicos o el numero total de
copias del gen de los datos haplotipicos; P es el nimero total de poblaciones; Np es el nimero
de individuos de la poblacion p para datos genotipicos o el total del nimero de copias de
genes en la poblacion p para datos haplotipicos; SSD (AP) es la suma de cuadrados de las
desviaciones entre poblaciones; SSD (AlI/WP) es la suma de cuadrados de las desviaciones
entre individuos, dentro de las poblaciones; SSD (WI) es la suma de cuadrados de las
desviaciones dentro de individuos; SSD (T) es el total de la suma de cuadrados de las

desviaciones.

3.3.5.2  Identidad genetica de las poblaciones descendientes en relacion a los

parentales

Para evaluar la identidad genética de las poblaciones descendientes en relacion a los
parentales se realizé la comparacion en pares de los valores de diferenciacion genética entre

poblaciones (Fsr), y del calculo de la distancia genética (Nei, 1987).
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La distancia genética (D) es la estimacion entre dos individuos que puede ser descrita por la

variacion alélica (Nei, 1987), y se calcula con la expresion:
D = —In,l

Para esto es necesario primeramente estimar la Identidad genética (I). Para un determinado
locus con k alelos, si xi e yi son las frecuencias del alelo i en las poblaciones X e Y,

respectivamente, la "identidad genética™ (similitud) se define como:

X XiYi

[Zx2 T y?

donde la sumatoria se establece para todos los alelos. Cuando se consideran los datos de

I =

varios loci, la identidad (similitud) promedio es:

I_ ]xy

VIxly

donde Jx, Jy y Jxy son, respectivamente, las medias aritméticas de los valores xi?, yi2, y Xiyi,

calculados para cada uno de los loci.
3.4 Caracterizacion morfoldgica
3.4.1  Descriptores morfologicos

Se seleccionaron 9 plantas del cultivar ERC y 12 plantas de los restantes seis cultivares
empleando el Muestreo Aleatorio Simple. La plantacion ERC ha sido disminuida por el
ataque de Strategus aloeus. Se realizo el muestreo en el total de las plantas existentes de este

cultivar.

Se evaluaron 27 descriptores morfoldgicos de acuerdo a las metodologias de Santos et al.,
(1996). En los anexos del 5 al 7 se describe detalladamente los procedimientos de medicion
para cada descriptor. En el Cuadro 4 se nombran los descriptores morfolégicos cualitativos

y cuantitativos empleados.
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Cuadro 4. Descriptores morfoldgicos estudiados de los siete cultivares de coco del Banco
de Germoplasma en el CDT Kukra Hill, RACCS.

Descriptor Unidad de | Descriptor Unidad de
medida medida
Cuantitativos Cualitativos
Tallo  Perimetro del talloa20cm. cm Tallo Forma tallo Escala 1-4
Perimetro del talloa 1.5 m cm Forma base Escala 1-3
Altura de la palma m
Longitud entre 11 cicatrices cm Copa Forma copa Escala 1-4
Hoja Numero de hojas Unidades Hoja Color del peciolo Escala Munsell
Longitud del peciolo cm
Ancho del peciolo cm Fruto Establecimiento Escala 1-5
Longitud de raquis cm Color Escala Munsell
Numero de foliolos Unidades Forma Polar Escala 1-4
Longitud de foliolo cm Forma Ecuatorial Escala 1-3
Ancho del foliolo cm Forma polar endocarpo  Escala 1-4
ACF*  Grosor epi y meso carpo mm
Grosor endocarpo mm
Grosor endospermo solido mm
Peso endospermo sélido g
Endospermo liquido ml
Rendimiento en aceite ml
Brix °Bx

*Analisis de los componentes del fruto
3.4.2  Andlisis estadistico de descriptores morfoldgicos

Los descriptores fueron analizados individualmente pretendiendo determinar aquellos que
fueran claves para la diferenciacion entre los cultivares. Para el analisis de los datos de los
descriptores cuantitativos se realizé la prueba de normalidad Shapiro-Wilks modificado,
resultando todos normales (0>0.05). Los patrones de variacion y el agrupamiento de
conglomerados fue llevado a cabo siguiendo la metodologia propuesta por Zizumbo et al.,
(2005), Zizumbo y Colunga (2001) y Zizumbo y Pifiero (1998), de acuerdo a lo siguiente: (a)
Analisis de varianza de una sola via con método lineal general (one-way ANOVA with
general linear method, en inglés) para determinar las diferencias significativas entre las
poblaciones en cada uno de los descriptores, y la prueba de rangos multiples de Duncan
(p<0.05) (b) analisis de componentes principales (PCA) de la matriz de correlacion con los
datos previamente estandarizados; (c) analisis de conglomerados (unweighted pair-group
method using an arithmetic average, UPGMA). Para este ultimo, los elementos de la matriz

fueron estandarizados, y la matriz de similaridad se obtuvo usando la distancia Euclidea al
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cuadrado; (d) andlisis discriminante incluyendo todos los descriptores cuantitativos. Los

descriptores cualitativos se representan en términos de porcentajes.

35 Percepcidén de las caracteristicas organolépticas de los cultivares de coco
3.5.1 Encuesta

Se realiz6 una encuesta con el objetivo de indagar la apreciaciéon de productores,
consumidores y comercializadores de algunos parametros organolépticos y productivos en el

cocotero. Constd de 14 preguntas de respuestas multiples, para determinar principalmente:

a) El cultivar que produce méas y mejor aceite,

b) El cultivar que produce méas y mejor agua,

c) El cultivar que produce mas y mejor carne,

d) El cultivar que produce mas frutos por afio,

e) Preferencias por tipo de cultivar y

f) Preferencias para el aprovechamiento del cultivar seleccionado

Las apreciaciones generadas sirven de herramientas para determinar las caracteristicas a
buscar en el proceso de mejoramiento genético del cultivo. El instrumento elaborado se

encuentra en el Anexo 10.

Se aplicaron 25 encuestas distribuidas en 4 municipios de la RACCS (11 comunidades) a 25
hombres y mujeres (28%), productores (67%), consumidores (82%) y comerciantes (32%)

de coco. El Cuadro 5 resume las caracteristicas de la poblacion entrevistada.

Cuadro 5. Poblacion encuestada sobre caracteristicas organolépticas de los siete cultivares
de coco del Banco de Germoplasma en el CDT Kukra Hill, RACCS.

Municipio No. Encuestados Categorizacion
Comunidades personal**

Hombres Mujeres

20-30 >31 20-30 >31 Total Pro* Con* Com*
afnos afos  afos anos

Laguna de Perlas 4 1 3 0 5 9 22 11 11
Bluefields 1 0 5 0 0 5 10 25 20
El Tortuguero 4 0 4 1 0 5 10 25 0
Kukra Hill 2 1 4 0 1 6 25 21 21
Total 11 2 16 1 6 25

*Pro = Productores; Con= Consumidores; Com: Comercializadores
** Cada encuestado podia seleccionar mas de una opcion.
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3.5.2  Seleccién de la muestra

El universo de estudio lo constituyeron todos los protagonistas registrados en las bases de
datos de actividades de transferencia e investigacion de la delegacién INTA RACCS de los

ultimos tres afios (2014-2016), que sumaron un total de 4,589 personas.
A este universo se aplicaron los siguientes criterios de seleccion:

1) Encontrarse registrados en la base de datos del INTA : 4,589 aplican

2) Tener al menos 0.5 mz sembrada de cocos en produccion: 325 aplican

3) Haber cosechado de su parcela de coco al menos dos veces: 80 aplican

4) Tener los dos tipos de cultivares diferentes en las parcelas (un enano y un alto): 25

aplican.

Una vez determinado el nimero total de posibles encuestados, se aplico la “Formula para el
calculo del tamafio de la muestra en poblaciones finitas para estudios cuya variable principal
es de tipo cualitativo” referida por Aguilar-Barojas (2005):

kz*p*q*N
_(ez*(N—l))+k2*p*q

n

Donde, N es el tamafio de la poblacién o universo (nimero total de posibles encuestados);
k es una constante que depende del nivel de confianza (95% = 1.96); e es el error muestral
deseado (5%); p es la proporcion de individuos que poseen en la poblacidn la caracteristica
de estudio (0.5); g es la proporcion de individuos que no poseen esa caracteristica (0.5).

N =25 k=196 p=05 q=05 e=0.50 n=24

Al momento de aplicar la formula se observa que el nimero resultante difiere en uno al

numero total de posibles encuestados, por tanto se toma la decision de entrevistarlos a todos.

3.5.3  Analisis estadistico de la encuesta

Las respuestas de la encuesta fueron tabuladas en una base de datos en Microsoft Excel, a las

que se le realizo un analisis descriptivo.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Diversidad genética revelada por microsatélites
4.1.1 Diversidad genética intra e inter cultivares

Las ocho parejas de cebadores identificaron 51 alelos, con un promedio de 6.375 alelos por
locus, en un rango de cuatro (CN2A4) a 10 (CAC56) secuencias simples repetidas
polimorficas en los siete cultivares evaluados (Cuadro 6). Seis resultaron polimorficos. El
porcentaje de loci polimorficos (P) fue de 26.78 con un intervalo de 12.5 (EVL, EVB) a 37.5
(APAN, EAM-2, ERC) (Cuadro 7).

El promedio de la heterocigosidad esperada (He) fue mayor que el promedio de la observada
(Ho). La He vario de 0.615 (CN2A4) a 0.846 (CAC56), con un promedio de 0.783 (Cuadro
6), y la Ho vario6 de 0.020 (CNZ37) a 0.653 (CAC56), y promedio 0.194.

El anélisis de la diversidad entre los cultivares muestra que la He varié de 0.235 (APAN) a
0.5185 (EDM, EVB, EAM-1), con un promedio de 0.4412 (Cuadro 7), y la Ho vario6 de
0.1667 (APAN) a 1.0000 (EDM, EVB, EAM-1), con un promedio de 0.7619. El cultivar
APAN a diferencia de los demas cultivares, presenta valores de He (0.235) mayores a los de
Ho (0.1667).

La diversidad genética es en ocasiones referida como a la heterocigosidad esperada o la
probabilidad que dos alelos escogidos al azar en una poblacion sean diferentes (Dasanayaka
et al., 2009). Rajesh et al., (2008) y Pacheco et al., (2014) mencionan que cuando la
heterocigosidad observada es menor a la esperada existe una tendencia hacia la endogamia
dentro de la poblacion, prediciendo un comportamiento autégamo. En el caso contrario indica

una baja presencia de homocigotos, prediciendo un comportamiento alégamo.

La Fst vario entre los locus de 0.591 (CAC56) a 0.958 (CNZ21), con una media de 0.861
indicando un alto nivel de diferenciacion entre los cultivares detectada por estos locus
(Cuadro 6).

Se registraron coeficientes negativos de endogamia (Fis) en cuatro de los seis locus (CAC56,
CNZz21, CN2A4, CN11ES6), indicando un exceso de heterocigotos detectados por estos locus.
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Cuadro 6. Numero de alelos detectados, heterocigosidad esperada y
observada, Yy coeficientes genéticos de los ocho
microsatélites analizados en los siete cultivares de coco del
Banco de Germoplasma en el CDT Kukra Hill, RACCS.

Locus NTa He Ho Fis Fir Fst
CAC56 10 0.846 0.653 -0.898 0.225 0.591
CnCirE2 7 0.826 0.020 0.417 0.975 0.957
CNZz10 6 0.821 0.000 - 1.000 1.000
CNz18 5 0.779 0.000 - 1.000 1.000
CNz21 7 0.831 0.041 -0.167 0.951 0.958
CNz37 5 0.704 0.020 0.451 0.971 0.947
CN2A4 4 0.615 0.286 -1.000 0.533 0.767
CN11E6 7 0.837 0.531 -0.896 0.363 0.664
Media 6.375 0.783 0.194 -0.349 0.752 0.861

NTa (Numero total de alelos), Ho (Heterocigosidad observada), He (Heterocigosidad
esperada), Fis (Coeficiente de endogamia dentro de poblaciones), Fir (Coeficiente
de endogamia total), Fst (Coeficiente global de diferenciacion genética entre
poblaciones).

Cuadro 7. Heterocigosidad esperada y observada, y coeficiente de
endogamia de los siete cultivares de coco del Banco de
Germoplasma en el CDT Kukra Hill, RACCS.

Cultivar %P He Ho Fis

EVL 12.50 0.42328 0.57143 -0.36842
APAN 37.50 0.23545 0.16667 0.30000
EDM 25.00 0.51852 1.00000 -1.00000
EVB 12.50 0.51852 1.00000 -1.00000
EAM-2 37.50 0.36949 0.69048 -0.93333
EAM-1 25.00 0.51852 1.00000 -1.00000
ERC 37.50 0.50441 0.90476 -0.85019
Media 26.78 0.44117 0.76190 -0.69313

%P (Porcentaje de loci polimoérficos), He (Heterocigosidad esperada), Ho
(Heterocigosidad observada), Fis (Coeficiente de endogamia dentro de poblaciones).

La alta frecuencia de heterocigotos detectada en los loci en todos los cultivares sugiere la
ocurrencia de cruzamiento en el lugar de origen de estos cultivares. Rajesh et al., (2008)
reportan situacion similar en Sri Lanka con genotipos provenientes de las islas del

archipiélago Andaman y Nicobar, en India.
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Cuadro 8. Analisis de varianza molecular para siete cultivares de coco del Banco de
Germoplasma en el CDT Kukra Hill, RACCS.

Fuente de variacion Gl SC Cvar Cvar % var
corregido

Entre cultivares 6 524.750 3.11973 3.11973 80.09

Entre individuos dentro de los cultivares 91 9.643 -0.33477 0.00000 0.00

Dentro de los individuos 98 76.000 0.77551 0.77551 19.91

Total 195 610.393 3.56047 3.89524

Fst=0.87621 (P valor = 0.0001)

Gl(Grados de libertad), SC (Suma de cuadrados), Cvar (Componentes de la varianza), %var (Porcentaje de
variacion), Fst (Coeficiente global de diferenciacién genética entre poblaciones).

Segun Martinez et al., (2009) y Eguiarte et al., (2010) la Fis corresponde a la correlacién
alélica dentro de las poblaciones que es influenciada por la endogamia, y que cuando el valor
total difiere de O sugiere tendencia a la endogamia en esa proporcién. Los valores de Fis son
de 0 si las poblaciones se encuentran en las proporciones esperadas si los apareamientos
fueran estrictamente al azar (Hardy-Weinberg), y puede llegar hasta 1 si solo se encuentran
individuos homocigotos en la poblacion (lo cual generalmente es una consecuencia de la
endogamia extrema). Si la Fis es negativa, quiere decir que se tiene un exceso de
heterocigotos. Del mismo modo, la Fst = 0 indica que las frecuencia alélicas son idénticas

en todas las poblaciones estudiadas.

Estudios preliminares indican que los cultivares de cocotero alto son de polinizacion cruzada
(alégamas) y los cultivares enanos son predominantemente autbgamos (Shalini et al., 2006
y Rajesh et al., 2014). Sin embargo, hay oportunidad que la autopolinizacion pueda tambiéen
ocurrir en cultivares de cocotero altos (Rajesh et al., 2014). En el caso de los cultivares
enanos, Teulat et al., (2000) reportan que el cultivar Enano Niu Leka Dwarf en Fiji es

conocido por ser de polinizacion cruzada y que es heterocigoto para muchos loci.

Por otro lado, Patel (1938) y Bourdeix (1999) realizaron estudios que revela la existencia de
variacion en el comportamiento reproductivo del cocotero influenciado por las condiciones
ambientales. Reportan periodos del afio donde no existe coincidencia en la maduracion del
polen en flores femeninas y masculinas que aumentan las probabilidades de polinizacion
cruzada, y en Costa de Marfil, Bourdeix (1999) observo periodos donde hubo una alta

floracién y por ende un alto rendimiento de nueces, relacionado a los altos indices de
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autopolinizacion. En el estudio de Manthriratna (1971) en Sri Lanka reveld que el polen de

coco puede ser encontrado a una distancia de 180 metros desde su fuente de emision.

Entre cultivares, existe una diversidad significativamente alta (P=0.0001). El anélisis de
varianza molecular (AMOVA) (Cuadro 8) muestra un valor de Fst de 0.87621 (87.62%).
Para seis cultivares (EVL, ADM, EVB, EAM-2, EAM-1, ERC) se detectaron coeficientes
negativos de endogamia (Fis), indicando un exceso de heterocigotos en estos cultivares
(Rajesh et al., 2008).

Rajesh et al., (2014) mencionan que el flujo genético entre poblaciones es mayormente via
movimiento de polen. Siendo que la polinizacion en mayormente realizada por insectos, la
dispersion del polen esta sujeta a los rangos de vuelo de estos. Esto contribuye a un
restringido flujo de genes e incrementa la posibilidad que individuos que estan fisicamente
préximos se crucen entre ellos. Ambos efectos, podrian promover la diferenciacion entre

poblaciones.
4.1.2 Identidad genética de las poblaciones descendientes en relacién a los parentales

Segun Nei (1972), los valores de la identidad genética pueden variar entre cero (para
poblaciones completamente distintas) hasta uno (si son genéticamente idénticas), pudiendo

ser consideradas como porcentajes de identidad al establecer las comparaciones en pares.

El Cuadro 9 muestra los valores de diferenciacion e identidad genética (Nei, 1987) obtenidos
para los diferentes cultivares analizados con sus descendencias. Las descendencias de los
cultivares EDM, EVB y EAM-1 muestran un 100% de identidad genética con relacion a sus
parentales para los loci estudiados; las descendencias de los cultivares EVL (0.997), APAN
(0.994), EAM-2 (0.999) y ERC (0.998) muestran una identidad genética con relacion a sus
padres que varia del 94 al 99%. Considerando que se estima hasta un 5% de variacién en el
comportamiento reproductivo de las plantas, los valores de identidad genética estimados para

la descendencia de todos los cultivares estudiados muestran un comportamiento autdgamo.

El coeficiente de diferenciacion genética calculado en la comparacion en pares de los
cultivares con su descendencia muestra que para las descendencias de los cultivares EDM,
EVB y EAM-1 no existe diferenciacion (0.000), y para la descendencia de los cultivares EVL
(0.025), APAN (0.040), EAM-2 (0.012) y ERC (0.030) los valores son inferiores a 0.05,
denotando una escasa diferenciacion genética (Hartl y Clark, 1997; Gonzalez 2011). Estos
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resultados corroboran que la alta frecuencia de heterocigotos detectada en los loci en todos

los cultivares (Cuadro 7) se deba al cruzamiento en el lugar de origen de los parentales.

Los cultivares del Banco de Germoplasma de coco del CDT Kukra Hill estaban destinados a
la produccién de hibridos con resistencia al ALC, partiendo de la procedencia confiable de
la semilla. Konan et al., (2007) reporta que fue hasta el afio 2007 cuando en Costa de Marfil
inicia el uso de herramientas moleculares en el estudio de las poblaciones de cocotero
existentes en el Banco Internacional del Cocotero, encontrando altos valores de diversidad
genética dentro de la coleccidn. Por tanto, antes de esta fecha, la seleccion de cultivares en
el Banco Internacional del Cocotero se basaba en parametros morfoldgicos y agronémicos

Unicamente.

Partiendo del concepto de que un hibrido es el cruzamiento de dos individuos puros
homocigotos para uno o varios alelos, las llamadas lineas puras, los resultados de este estudio
permiten afirmar que los cultivares de coco del Banco de Germoplasma no prestan la
condicidn genéticas para cumplir con este propdsito. Se presume que los cultivares del Banco
de Germoplasma provienen de poblaciones de cocoteros con poco control de la polinizacion,
generando una variabilidad dentro de las poblaciones descendientes detectada en este estudio.
Similares resultados son reportados por Baudouin et al., (2008) en poblaciones descendientes
del cultivar Alto de Panama del Banco de Germoplasma que habian sido establecidos por
FADCANIC sobre el Rio Wawashang, Laguna de Perlas, Nicaragua.

Todas las poblaciones descendientes de los cultivares del Banco de Germoplasma del CDT
Kukra Hill que han sido distribuidas en toda la regién, podrian estar presentando una alta
variabilidad visiblemente perceptible debido a la condicidn heterocigota de los parentales, y

podria estar asociada a una disminucion en el rendimiento en campo.
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4.2 Caracterizacion morfoldgica
4.2.1  Descriptores cuantitativos
4.2.1.1 Descriptores cuantitativos del tallo

Las descriptores evaluados del tallo presentan diferencias estadisticamente significativas
entre cultivares. EI Cuadro 10 muestra los resultados del analisis de varianza y separacién de

medias.

Cuadro 10. Andlisis de varianza de descriptores cuantitativos del tallo de los siete
cultivares de coco del Banco de Germoplasma en el CDT Kukra Hill, RACCS.

Cultivar Diametro 0.2 m Diametro 1.5 m Altura Cicatrices
APAN 168.33 a 100.33 a 380 d 70.67 a
EAM-1 85.83 bc 71.58 bc 732 a 3375 ¢
EAM-2 76.67 cd 67.75 cd 476 ¢ 4150 b
EDM 90.25 b 74.42 b 576 b 4292 b
ERC 74.00 d 66.89 d 4,60 ¢ 40.65 b
EVB 78.58 cd 64.67 de 2.75 e 29.84 ¢
EVL 90.92 b 62.25 e 3.98 ¢ 3334 ¢
P-valor <0.0001 ** <0.0001 ** <0.0001 ** <0.0001 **
cVv 11.60 7.12 14.38 431
R? 0.89 0.86 0.82 0.99

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

El cultivar APAN registrd valores superiores en tres descriptores de tallo evaluadas (didmetro
a 0.2 m, diametro a 1.5 m, y largo de 11 cicatrices) con relacion al resto de los cultivares,
seguido del cultivar EDM para los cuatro descriptores. A pesar de ser un cultivar alto el
APAN (3.80) es superado en altura por cinco cultivares enanos (EAM-1, EAM-2, EDM, ERC
y EVL).

Los cultivares de nuez verde (EVL, EVB) registraron consistentemente los menores valores
de las caracteristicas del tallo (Cuadro 10). Los cultivares de nuez amarilla-roja-naranja
(EAM-2, EDM, ERC) resultaron con la misma categoria estadistica y superiores a los tres
cultivares anteriores. El cultivar APAN resulto con el mayor largo de 11 cicatrices y superior

significativamente al resto.
4.2.1.2 Descriptores cuantitativos de hoja

Los descriptores cuantitativos de hoja presentaron diferencias estadisticamente significativas
entre cultivares. EI Cuadro 11 muestra los resultados del andlisis de varianza y separacion de

medias.
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El cultivar APAN en seis descriptores evaluados es superior significativamente al resto,
seguido del EVL en cinco descriptores. Para el descriptor nimero de hojas, el APAN (30.09)
es superado por dos cultivares enanos (EAM-1 con 31.67 y EAM-2 con 34.58), que pudiera

estar relacionado a la produccion de méas racimos por palma, propio de los cultivares enanos.

Zizumbo y Colunga (2001) mencionan que cuando un cultivar tiene la hoja méas corta permite
sembrar este cultivo en altas densidades, y tienen una mayor produccion de hojas, equivalente
a una mayor produccién de racimos por palma, es decir, una mayor productividad de nueces
por hectarea. En este sentido esta caracteristica podria ser una util como marcador para la

seleccion de hembras en programas de mejoramiento de la produccion.

Cuadro 11. Analisis de varianza de descriptores cuantitativos de hoja de los siete cultivares
de coco del Banco de Germoplasma en el CDT Kukra Hill, RACCS.

Cultivar  NUmero Longitud Ancho Longitud  NUmero Longitud  Ancho
hojas peciolo peciolo raquis foliolos foliolos foliolos
APAN 30.09 b 14792 a 7.26 a 562.50 a  110.00 a  119.32 a 538 a
EAM-1 3167 b 86.42 ¢ 4.98 d 293.83 f 9425 b 97.00 b 4,76 ab
EAM-2 34.58 a 10275 b 588 ¢ 42750 ¢ 96.34 b  101.94 b 4.52 bc
EDM 25.42 cd 10250 b 563 ¢ 41333 cd 9734 b 101.29 b 3.70 d
ERC 23.63 d 10156 b 6.18 b 362.22 e 98.88 b 84.56 c 4.22 bcd
EVB 26.59 ¢ 10725 b 6.29 b 397.00 d 96.58 b 9721 b 3.85 cd
EVL 23.92 cd 10517 b 6.29 b 47158 b 11167 a 95.84 b 3.89 cd
P-valor <0.0001 ** <0.0001 ** <0.0001 ** <0.0001** <0.0001** <0.0001** <0.0001 **
CcVv 4.18 8.40 2.00 6.96 1.87 2.86 6.88
R? 0.96 0.81 0.98 0.89 0.96 0.96 0.87

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

En la longitud de raquis hay una clara diferenciacion entre los siete cultivares. Los datos son
coincidentes a los encontrados por Zizumbo y Colunga (2001) donde en un anélisis de
componentes principales, el primer componente explica el 51% de la variacion, que incluye
el descriptor longitud de hoja (equivalente para nuestro estudio a longitud de raquis) como

una de las caracteristicas que mejor contribuye al modelo.
4.2.1.3 Descriptores cuantitativos evaluados de ACF (Analisis componentes del fruto)

Los componentes del fruto presentaron algunas diferencias estadisticas entre cultivares. El

Cuadro 12 muestra los resultados del analisis de varianza y separacion de medias.

Los cultivares APAN (699.59) y EAM-2 (407.08) tienen el mayor contenido de endospermo
liquido con relacion al resto de los cultivares. Sin embargo, para el grosor del endospermo

solido y grados brix del endospermo liquido no existe una diferenciacion clara. El cultivar
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APAN es superior para cinco descriptores en comparacion al resto, seguido del cultivar EVB

en cuatro descriptores.

Cuadro 12. Analisis de varianza de descriptores cuantitativos evaluados de los componentes del
fruto de los siete cultivares de coco del Banco de Germoplasma en el CDT Kukra

Hill, RACCS.

Cultivar G/E+M  G/E G/EdsS P/EdsS ml/EdsL B°/EdsL mI/A30C RA %
APAN 280 ab 0.46 a 0.82 a 23650 b 69959 a 468 b 2450 a 3142 b
EAM-1 290 a 0.23 d 034 c 103.00 f 31750 ¢ 5.16 ab 1550 b 45.65 a
EAM-2 190 c 0.30 c 0.55 abc 160.00 d 407.08 b 522 ab 1620 b 3071 b
EDM 2.00 ¢ 032 ¢ 0.77 a 14500 e 31459 c 508 ab 1025d 21.44 d
ERC 145 d 038 b 0.60 abc 21750 ¢ 31438 ¢ 5.45 a 1210 ¢ 16.88 e
EVB 250 b 043 a 0.76 ab 300.00 a 347.08 ¢ 5.60 a 1600 b 16.18 e
EVL 1.70 cd 0.34 bc 0.48 bc 7650 g 29917 ¢ 546 a 650 e 25.77 ¢
P-valor <0.0001 ** <0.0001 ** <0.0001** <0.0001** <0.0001** 0.0443 * <0.0001 **  <0.0001 **
cVv 6.61 5.80 17.84 2.63 6.06 4.14 3.59 3.13
R? 0.96 0.96 0.81 0.99 0.98 0.78 0.99 0.99

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05). G/E+M (Grosor epicarpo + mesocarpo),
G/E (Grosor endocarpo), G/EdsS (Grosor endospermo solido), P/EdsS (Peso endospermo sélido), ml/EdsL (ml
endospermo liquido), B°/EdsL (°Brix endospermo liquido), mI/A30C (ml de aceite de 30 cocos), RA% (Porcentaje
de rendimiento en aceite).

La relacion gramo de copra por mililitro de aceite permite determinar que el cultivar EAM-
1 (45.65) produce mas aceite que el Alto de Panama (31.42). Bourdeix et al., (2010) registran
datos de rendimiento en aceite entre 64-70% en dependencia del cultivar. Las diferencias con
los encontrados en el presente estudio pueden deberse a la técnica de extraccion del aceite,

ya que para efectos de este estudio se realizo de forma artesanal.

La condicion heterocigota del EAM-1 podria estar demostrando ventaja sobre el homocigoto,
proveniente del cruzamiento con el Jamaica Tall detectado en las plantaciones de Costa de
Marfil, en el estudio realizado por Baudouin et al., (2008) de donde son originarias estas
plantaciones. Por otro lado, es observable en el cultivar EAM-2 una disminucion en el
rendimiento en aceite (14.94%), que probablemente esté asociada a la heterocigosidad de sus

parentales.

Harries (1970) menciona que con los cultivares enanos, comparados a los altos tienen una
masa y tamafio de nuez mas pequefia, aunque tienen un porcentaje mas alto de endospermo
solido, indicando una produccion mas alta de copra por nuez. Zizumbo et al.. (2005)
encontraron que la cantidad (h?=0.88) y porcentaje de agua (h?=0.83), la masa de la nuez
(h?>=0.82) y carne (h?=0.67) presentan altos valores de heredabilidad (h?>0.5). Esta

caracteristica de los cultivares enanos sumada a una mayor produccién de racimos, mayor
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produccion de nueces por racimos, y mayor precocidad, podrian superar sustancialmente la

produccion total por manzana comparada a los cultivares altos.

La evaluacion de los componentes del fruto por sus altos coeficientes de heredabilidad

pueden ser utilizados en la seleccion de los mejores parentales para la produccion de hibridos.
4.2.2  Descriptores cualitativos

Las descriptores color del fruto, forma de la copa, forma polar del fruto, forma ecuatorial, y
forma polar del endocarpo, son homogéneos intra-cultivar (Cuadro 13), a pesar de lo referido
por Baudouin y Santos (2005) relacionado a estas caracteristicas son altamente influenciadas

por el medio ambiente.

La variacion existente en la coloracion de los frutos en el cultivar APAN puede deberse a su
caracteristica aldgama, resultados consistentes con los estudios de Zizumbo y Pifiero (1998)
y Harries (1978), en la evaluacion de caracteres morfoldgicos del fruto que mostraron menor
nivel de variacién en cultivares de coco enanos por su caracteristica predominantemente

autégama.

El establecimiento de frutos en el cultivar EAM-1 registra que 92% de las palmas producen
cantidades iguales o mayores a 81 frutos, y el 83% en el cultivar EAM-2, valores superiores
al APAN y EVB donde el 67% de las palmas producen entre 51-80 frutos, demostrando

mayor produccion en los cultivares enanos.

La informacion generada del levantamiento de datos morfoldgicos de estos cultivares, tanto
cualitativos como cuantitativos, puede en un futuro inmediato servir de herramienta para la
elaboracion de un catdlogo de la diversidad en los cultivares existentes del Banco de
Germoplasma de cocotero del CDT Kukra Hill.
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4.2.3  Andlisis multivariado de descriptores morfoldgicos cuantitativos

El Analisis de Componentes Principales (PCA) usando la matriz de correlacion con las
descriptores previamente estandarizadas explica el 94% de la variacion en los primeros

cuatro componentes (Cuadro 14).

Cuadro 14. Varianza explicaday cargas factoriales de los descriptores que mas contribuyen
en los primeros cuatro componentes principales de los siete cultivares de coco
del Banco de Germoplasma en el CDT Kukra Hill, RACCS.

Componente 1

Componente 2

Componente 3

Componente 4

Varianza explicada (%0)

58

23

8

5

Varianza acumulada (%) 58 81 89 94

Cargas factoriales Longpec 031 Apalma 0.40 No. Fol  0.52 EndosSol 0.53
Endos Lig 0.31 No.Hoj 040 Apalma 032 Apalma 0.34
Cir20cm 030 G/E+M  0.30
L11Cic 0.30

Long pec (longitud de peciolo), Endos Liq (endospermo liquido), Cir20cm (circunferencia a 20 cm), L11Cic
(Longitud de 11 cicatrices), A palma (altura de la palma), No. Hoj (nimero de hojas), G/E+M (Grosor
epicarpo+mesocarpo), No.Fol (nimero de foliolos), Endos Sol (endospermo sélido).

El componente 1 explica el 58% de la variacion (Cuadro 14), y los descriptores que mejor
contribuyen al modelo (con un coeficiente de la funcion igual o mayor al valor absoluto de
0.30) fueron longitud del peciolo, endospermo liquido, circunferencia a 20 cm, y longitud de
11 cicatrices. El segundo componente explica el 23% de la variacion y los descriptores que
mejor contribuyen al modelo fueron: altura de la palma, numero de hojas, grosor del epicarpo
y mesocarpo (Cuadro 14). Estos resultados coinciden con los reportados por Zizumbo y
Colunga (2001), Zizumbo y Pifiero (1998) y Zizumbo et al., (2005).

Tomando como distancia de corte a 38.81, el analisis de conglomerados (Figura 2) de los
descriptores morfoldgicos cuantitativos nos permite diferenciar dos agrupaciones,
coincidentemente con la categoria enana (Conglomerado 1) y alta (Conglomerado 2) de los
cultivares, y dentro de los cultivares enanos una diferenciacién clara del cultivar EAM-1 con

relacioén al resto.

Al realizar un analisis discriminante lineal (Figura 3), el eje canonico 1 explica el 96.27% de
la variacion entre cultivares (Cuadro 15). A partir de la primera funcién discriminante
estandarizada por las covarianzas comunes puede verse que la altura de la palma es el

descriptor mas importante para la discriminacion sobre este eje.
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Distancia: (Euclidea”2)
EVB !
EVL
:
ERC '
:
EDM !
% Conglomlerado 1
EAM2 |
1
EAM1
APAN Conglom;erado 2
[ T :I | I
0.00 19.41 38.81 58.22 77.63

Figura 2. Dendograma generado del analisis de conglomerados (UPGMA)
de los descriptores cuantitativos de los siete cultivares de coco del
Banco de Germoplasma en el CDT Kukra Hill, RACCS.
Correlacion cofenética= 0.961.

Cuadro 15. Analisis discriminante lineal y valores de las funciones
discriminantes de datos estandarizados con las varianzas comunes
(FD-Varianzas comunes) de los descriptores cuantitativos de los
siete cultivares de coco del Banco de Germoplasma en el CDT
Kukra Hill, RACCS.

Eje canonico 1 Eje canonico 2

Varianza explicada (%0) 96.27 2.56

Varianza acumulada (%) 96.27 98.83

FD-Varianzas comunes Altura palma 0.64 Largo raquis 0.97
Long foliolo 0.44 L 11 cicatrices 0.34
Ancho foliolo 0.28 No foliolos 0.34

Long foliolo (longitud de foliolo), L 11 cicatrices (longitud de 11 cicatrices), No foliolos
(ndmero de foliolos).
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Figura 3. Andlisis discriminante de descriptores cuantitativos de los siete
cultivares de coco del Banco de Germoplasma en el CDT Kukra
Hill, RACCS.

4.3 Percepcion de las caracteristicas organolépticas de los cultivares de coco
4.3.1  Cultivar que produce mas y mejor aceite

Los protagonistas seleccionan a la combinacion de cultivares altos-nuez verde como los
mejores cocos para la produccidn de aceite y los que tienen mas y mejor rendimiento (Figura
4). El 92% de los encuestados no encuentran diferencias entre un aceite producido de una
variedad alta y otro producido de una enana. Solo el 8% menciona que los distinguen por el
olor (4%) y por el color (4%).

Los resultados de la caracterizacion morfologica demuestran que el cultivar que tiene un
mayor rendimiento en aceite por gramo de carne producida es el EAM-1 (45.65), y que la
percepcion en cuanto al rendimiento no estd ligada al tamafio de la nuez, como es lo
expresado por los entrevistados (Cuadro 12).

Dentro de la escala resistencia-susceptibilidad presentada en el articulo de Harries (2001) la
combinacion cultivar alto-nuez verde (Alto del atlantico), es altamente susceptible al ALC.

Baudouin et al., (2009) reportan pérdidas por causa de la enfermedad del 89 al 94% en
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plantaciones de cultivares altos de nuez verde, en comparacion entre 0 y 4% en cultivares

enanos de nuez rojo-naranja, estos ultimos entre los menos favoritos de los entrevistados.

100 , )
Clasificacion del Cultivar Color de la Nuez

A A
80 | | \

60

Porcentaje

40

. e H1D.

Enano Alto Hibrido Verde Amarillo  Rojo/Naranja

O>Produccion O Mas Aceite B Mejor Aceite

Figura4. Preferencias de encuestados en cuanto al cultivar de coco que
produce mas y mejor aceite del Banco de Germoplasma en el
CDT Kukra Hill, RACCS.

4.3.2  Cultivar que produce mas y mejor agua (endospermo liquido)

Los protagonistas seleccionan a la combinacion de cultivares enanos-nuez verde como los
mejores cocos para la produccion de agua y los que tienen mas y mejor rendimiento (Figura
5). 64% de los encuestados encuentran diferencias entre el agua de una variedad alta y otra

de una enana por la dulzura.

Los resultados de la caracterizacion morfologica realizada demuestran que en cuanto al
contenido de agua, los cultivares APAN (699.59) y el EAM-2 (407.08) producen mas,
coincidiendo con la percepcion de los encuestados; para el grado de dulzura (Cuadro 12),
este mismo estudio muestra que no existe diferencia entre los cultivares, demostrando lo

contrario a lo percibido por los entrevistados.

Oropeza (2015) menciona que en el periodo 1995-2010 hubo un incremento en la demanda
de agua de coco de 1000 veces, representando para el 2013, 400 millones de dolares en ventas

de agua de coco en Brasil.

29



100

Clasificacion del Cultivar Color de la Nuez

* A X

60

Porcentaje

40

20

0 .

Enano Alto Hibrido Verde Amarillo  Rojo/Naranja

O>Produccion M Mas Agua

Figura 5. Preferencias de encuestados en cuanto al cultivar de coco que
produce mas y mejor agua del Banco de Germoplasma en el CDT
Kukra Hill, RACCS.

4.3.3  Cultivar que produce mas y mejor carne (endospermo solido)

Los protagonistas seleccionan a la combinacion de cultivares altos-nuez verde como los
cocos que tienen mas y mejor carne (Figura 6). EI 60% de los encuestados pueden diferenciar
la carne de una variedad alta y otra producida de una enana, por el grosor (70%), la dulzura
(24%) y el sabor (6%).

El levantamiento morfoldgico realizado muestra que no existe diferencias en el grosor de la
carne entre los cultivares en estudio, pero si en el peso, siendo el EVB (300.00) el que supera
significativamente al resto de cultivares, aspecto que es contrario a la percepcion de los
entrevistados (Cuadro 12). FUNICA (2000 a, 2000b y 2000c) corrobora estos resultados.
Reportan datos de produccién de copra fresca por nuez de los cultivares enanos (ERC, EVB,
EAM), y los cultivares altos de nuez verde (APAN) que realizandoles el analisis estadistico
demuestran que no existe diferencia significativa, a pesar de las diferencias en el tamafio de

la nuez.
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4.3.4  Preferencias generales por cultivar

Los protagonistas seleccionan a la combinacion de cultivares enanos-nuez verde como los

cocos que producen mas nueces por afio (Figura 7).

100 Clasificacion del Cultivar Color de la Nuez
( | | \
80
¢ 60
©
&
=
@
=
£ 40
20
. N [h =
Enano Alto Hibrido Verde Amarillo Rojo/Naranja
@DMas Carne M Mejor Carne

Figura 6. Preferencias de encuestados en cuanto al cultivar de coco que
produce méas y mejor carne del Banco de Germoplasma en el CDT
Kukra Hill, RACCS.
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Figura 7. Preferencias generales por cultivar del Banco de Germoplasma en
el CDT Kukra Hill, RACCS.
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El 76% de los encuestados escogerian variedades altas o hibridos de nuez verde para
establecerlos en sus parcelas, con los propésitos de vender coco seco (23%), producir y

vender aceite (17%), y para vender coco de agua (10%).

El comportamiento de la biologia floral del cocotero ha favorecido que los cultivares enanos
sean los que produzcan méas nueces por racimo en comparacion a los cultivares altos. Para
los propdsitos de comercializacion de la mayoria de los entrevistados, los enanos son una

alternativa para suplir su necesidad.

Conocer la percepcion de los productores, consumidores y comercializadores de coco es
importante para predecir el nivel de aceptaciéon de las propuestas de hibridos que puedan
generarse en un futuro. Todo plan de mejora genética del cultivo del cocotero debe incluir

estos parametros, a fin de garantizar llenar las expectativas de la poblacion meta.
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V. CONCLUSIONES

El empleo de marcadores moleculares microsatélites revelé una alta diferenciacion
genética intra y entre cultivares de coco (Fst=0.87621), principalmente atribuida a la

condicion heterocigota de los parentales en el lugar de origen.

Las descendencias de los cultivares EDM, EVB y EAM-1 registraron 100% de identidad
genética (Fst = 0.00; | = 1.00) con relacion a sus parentales. Las poblaciones
descendientes de los cultivares EVL (Fst= 0.025; 1=0.997), APAN (Fst= 0.040;
1=0.994), EAM-2 (Fst= 0.012; 1=0.999) y ERC (Fst= 0.030; 1=0.998) registraron 94 al
99% de identidad genética con relacién a sus padres, comportamiento propio de las

poblaciones autdgamas.

La altura de la palma, largo de 11 cicatrices, longitud de raquis y longitud del peciolo
son descriptores morfologicos que mas aportan a la diferenciacion de los cultivares.
Junto con los demas descriptores constituyen una herramienta para la elaboracion de un
catalogo de la diversidad en los cultivares existentes del Banco de Germoplasma de coco
del CDT Kukra Hill.

De acuerdo a la percepcion de los productores, consumidores y comerciantes de coco,
dentro del plan de mejora genética podrian tener una mejor aceptacion las variedades
altas o hibridos de nuez verde, con propoésito de comercializacién de nuez seca, 0
produccion de aceite (endospermo solido grueso, nuez grande, estopa delgada, y un

promedio de produccion >150 nueces/palma/afio).
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VI. RECOMENDACIONES

No producir y/o distribuir hibridos comerciales generados a partir de los cultivares

existentes en el CDT Kukra Hill.

Evaluar el comportamiento de la biologia floral de las variedades en estudio antes de

proponer cualquier método de mejora genética del cultivo.

Utilizar herramientas biotecnolégicas para producir individuos altamente homocigotos

y acortar los periodos en el ciclo del cultivo.
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Anexo 2. Ficha de recoleccién de datos morfoldgicos de tallo y copa por cultivar.

Poblacion: Fecha de Observacion:
Palma Circunferencia del Altura de Largo del Tallo Formade Formadel Formadela
No. tronco la Palma (11 cicatrices de hoja) la copa tallo base del tallo

A20cm Al5m

Anexo 3. Ficha de recoleccién de datos morfol6gicos de hojas por cultivar.

Poblacion: Fecha de Observacion:
Palma No. De Peciolo Raquis No.de Longitud Ancho
No. Hojas ~ Longitud Ancho Color  Longitud  Foliolos  Foliolo  Foliolo
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
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Anexo 5. Listado de descriptores morfoldgicos del tallo evaluados (Santos et al., 1996).

Descriptor a Descripcion Metodo toma de Escala de Medicion/

Medir Comparacion
Perimetro del Medicién del perimetro cm
tallo a 20 cm. del tallo a 20 cm sobre el

nivel del suelo
Perimetro del Medicion del perimetro cm
talloal5m del tallo a 1.5 m de altura.
Longitud entre Longitud (m) del tallo m
cicatrices entre 11 cicatrices de

hojas, medida

comenzando desde la

parte inferior de la cicatriz

de la primera hoja hasta la

parte inferior de la cicatriz

de la undécima hoja.
Altura de la Medicion de altura de la Desde la base del m
palma palma tronco hasta la base de

Forma del tallo

Descripcion visual de
forma vertical del tallo

ERECTO ANGULAR

Forma de la base

del tronco

ARQUEADO CURVO

Descripcion visual de
forma de la base del
tronco

la hoja mas tierna.

De cada palma en
estudio se clasificara
de acuerdo a la escala
establecida para este
descriptor.

De cada palma en
estudio se clasificara
de acuerdo a la escala
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SIN BASE

Forma de la Copa Descripcion visual de la
forma de la copa de las

Esférica

BASE

A

Semiesférica

BAJA

palmas

Forma de X

BASE ALTA

|

I
- ‘L o

Forma deV

establecida para este
descriptor.

De cada palma en
estudio se clasificara
de acuerdo a la escala
establecida para este
descriptor.
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Anexo 6. Listado de descriptores morfoldgicos de la hoja evaluados (Santos et al., 1996).

Descriptor a Medir

Método toma de datos

Escala de
Medicion/Comparacion

Color del peciolo

Numero de hojas
Longitud del peciolo
Ancho del peciolo
Longitud de raquis
Numero de foliolos

Longitud de foliolo

Ancho del foliolo

Apreciacion visual de color de la
hoja //Usando el sistema de color
Munsell

Cuéntese el total de hojas
emergidas completas.

Desde la base del foliolo méas
préximo

Midase como el anterior

Desde la base del peciolo hasta la
punta de la hoja

Cuéntese en un solo lado de la
fronda, la que presente el primer
foliolo en la base

Use cuatro foliolos (dos de cada
lado) cerca del punto medio del
raquis y anote el promedio
Utilice los mismos foliolos del
punto anterior, mida el ancho

maximo y anote el promedio de las

cuatro mediciones

1 Amarillo, 2 Amarillo-rojizo, 3
Rojo-amarillento, 4 Rojo, 5
Rojo-verdoso, 6 Verde-
rojizo, 7 Verde, 8 Verde-
amarillento 9 Amarillo-verdoso,
10 café, 11 Otro (especificar)
Unidades

cm
cm
cm
Unidades

cm

cm
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Anexo 7. Listado de descriptores morfoldgicos del fruto utilizados (Santos et al., 1996).

Descriptor a
Medir

Descripcion

M¢étodo toma de
datos

Escala de
Medicion/Comparacion

Establecimiento
de los frutos

Color del fruto

Forma del
Fruto: Vista
Polar

Redondo
Forma del
Fruto: Vista
Ecuatorial

Estimacion visual en
cada palma muestreada
del nimero de frutos
méas grandes que un
puiio

A menos de 6 meses de
edad

Estimacién visual en
cada palma muestreada
del numero de frutos
méas grandes que un
pufio

Forma de Huevo

Forma de pera

Estimacion visual en
cada palma muestreada
del nimero de frutos
mas grandes que un
pufio

Muestra de 10 frutos
maduros (mas 0 menos
de 12 meses de edad)
por cultivar usando el
sistema de color
Munsell

Muestra de 10 frutos
maduros (mas 0 menos
de 12 meses de edad)

por cultivar
clasificados segun
Escala de

Comparacion visual

Eliptico
Muestra de 10 frutos
maduros (mas o0 menos
de 12 meses de edad)

por cultivar
clasificados segun
Escala de

Comparacion visual

1.0a10

2.11a20

3.21a50

4.51a80

5. 81y més.

1 Amarillo, 2 Amarillo-
rojizo, 3 Rojo-
amarillento, 4 Rojo, 5
Rojo-verdoso, 6
Verde-rojizo, 7 Verde, 8
Verde-amarillento 9
Amarillo-verdoso, 10
Cafe, 11 Otro
(especificar)
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Angular Aplastado

Forma del Estimacion visual en Muestra de 10 frutos
Endocarpo: cada palma muestreada maduros (méas o menos
Vista Polar del ndmero de frutos de 12 meses de edad)
mas grandes que un por cultivar
puiio clasificados segun
Escala de comparacion

visual
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Anexo 8. Descriptores morfolégicos de los componentes del fruto (ACF) evaluados.

Endosperma celular, sdlido
Coco rallado
Endosperma nuclear, liquido

¥
Agua de coco

Cocos rtucifera
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Anexo 9. Metodologia para la toma de datos de descriptores para analisis de los componentes
del fruto (ACF) (Santos et al., 1996).

Para la toma de estos datos se selecciona una muestra de 2 frutos maduros (mas o menos de
12 meses de edad) por palma en estudio y tomese el promedio. No incluir tipos makapuno
(que es un tipo de con endospermo gelatinoso).

Descriptor a Medir

Descripcion

Método toma
de datos

Escala de
Medicion
/Comparacion

Grosor epi y mesocarpo.
Grosor endocarpo
Grosor endospermo solido

Peso endospermo solido

Endospermo liquido

Rendimiento en aceite

Brix

Medicion del grosor de la

estopa del coco.

Medicion del grosor de la
concha del coco.
Medicién del grosor de la

carne del coco.

Peso de la carne del

coco. Utilizar el
promedio de las

mediciones por variedad.
Medicion de la cantidad
de agua de cada coco.
Utilizar el promedio de
las mediciones por

variedad.

Extraer el aceite de 30
cocos por medio de
técnica artesanal.

Realizar tres

repeticiones. Utilizar el

promedio de las

mediciones por variedad.
Realizar la toma de datos
de cada coco. Realizar
tres repeticiones. Utilizar
el promedio de las
mediciones por variedad.

Medir el grosor
con un vernier
Medir el grosor
con un vernier
Medir el grosor
con un vernier
Extraer del
fruto el
endospermo y
pesarlo
Utilizando una
probeta
graduada

Utilizando una
probeta
graduada

Utilizando un
refractébmetro
analogo

mm

mm

mm

ml

ml

°Brix
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Anexo 10. Encuesta realizada a productores innovadores, consumidores y comerciantes para
conocer la percepcion sobre el rendimiento y calidad de los cultivares de coco del Banco de
germoplasma del CDT-Kukra Hill.

Cod.

Nombre completo:

Fecha: Comunidad:

Sexo: F M __ Edad:

Margue con una X en la opcidén que represente mejor su opinion

1.- De los productos del coco, ¢cédmo se califica usted?

Productor Consumidor Comercializador Todas las anteriores

2.- De acuerdo a su experiencia, ¢queé tipo de coco sirven para producir aceite?
Coco Enano Coco Alto Coco Hibrido

Color Verde Color Amarillo Color Rojo

3.- Sabe usted ¢Cuales cocos sirven para el consumo de agua?
Coco Enano Coco Alto Coco Hibrido

Color Verde Color Amarillo Color Rojo

4.- Sabe usted ¢Cuales son los cocos que producen mas aceite?
Coco Enano Coco Alto Coco Hibrido

Color Verde Color Amarillo Color Rojo
5.- Sabe usted ¢ Cuales son los cocos de los que se produce el mejor aceite?

Coco Enano Coco Alto Coco Hibrido

Color Verde Color Amarillo Color Rojo
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6.- Sabe usted ¢Cuales son los cocos que producen mas carne?
Coco Enano Coco Alto Coco Hibrido

Color Verde Color Amarillo Color Rojo

7.- Sabe usted ¢ Cudles son los cocos que produce la mejor carne?
Coco Enano Coco Alto Coco Hibrido

Color Verde Color Amarillo Color Rojo

8.- Sabe usted ¢Cuéles son los cocos que producen mas agua?
Coco Enano Coco Alto Coco Hibrido

Color Verde Color Amarillo Color Rojo

9.- Sabe usted ¢Cuales son los cocos que producen mas frutos por afio?
Coco Enano Coco Alto Coco Hibrido

Color Verde Color Amarillo Color Rojo

10.- Conoce usted cuando un aceite es hecho de cocos enanos, altos o hibridos?

Si No

Escriba en la linea, cémo identifica la diferencia.

11.- Si le dan a tomar agua de coco, puede usted diferenciar si es de cocos enanos, altos o
hibridos?
Si No

Escriba en la linea, cémo identifica la diferencia.
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12.- Si le dan de comer la carne del coco, puede diferenciar si es de una variedad alta, enana
o hibrida?

Si No

Escriba en la linea, cémo identifica la diferencia.

13.- ¢Si tuviera usted que cultivar cocos en su finca de cuales sembraria?
Coco Enano Coco Alto Coco Hibrido

Color Verde Color Amarillo Color Rojo

Escriba en la linea porqué escogid los anteriores.

14.- ;Con qué proposito sembraria usted el coco que escogid antes para su finca?

Producir y vender aceite Producir aceite para cocinar en casa
Vender coco para agua Producir agua para beber en casa
Vender coco seco Producir coco seco para cocinar en casa

GRACIAS POR SU COLABORACION
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