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Resumen

El propdsito consiste en analizar los patrones de variacion de la forma de la hoja de cacao
mediante la morfometria geométrica para identificar los genotipos tradicionales, dada la
necesidad de identificar los genotipos tradicionales de cacao basado en la forma de la hoja. Se
fotografiaron 490 hojas de siete genotipos y se colocaron 14 puntos clave, se les realizo analisis
Procrustes, un ajuste con el andlisis de componentes principales y un andlisis canonico. Se
observo variabilidad morfoldgica distintiva en cuanto a la forma del cacao tradicional y los
genotipos comerciales analizados, lo cual permite una diferenciacion preliminar entre ellas.

Palabras clave: Componentes principales; Analisis canénico; Morfometria geométrica; Puntos
clave.

Abstract

The problematic analyzed was: How to identify traditional cacao genotypes based on leaf shape?
And the objective was: Analyze the variation patterns of the cacao leaf shape through geometric
morphometry to identify traditional genotypes. A total of 490 leaves of seven genotypes were
photographed and 14 key points were placed. Procrustean analyzes, principal component analysis
and canonical analysis were performed. The distinctive morphological variability in leaf shape of
traditional Cuban cacao and commercial genotypes analyzed, allowing a preliminary
differentiation between themes.

Key words: Principal component; Canonical analysis; Geometric morphometry; Key point
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Introduccion

Con el empleo de la morfometria geométrica se evaltuan, desde una nueva perspectiva, l0s
caracteres méas variables en la sistematica de plantas, segin plantean Siegel &Benson (1982). El
desarrollo de la morfometria en las dltimas décadas alcanza aéreas de la Biologia
tradicionalmente dedicadas al estudio descriptivo, como las ciencias morfoldgicas. La morfologia,
con las nuevas herramientas morfo métricas geométricas, permitié la evaluacion cuantitativa
objetiva de los cambios morfoldgicos, segun postulan Zelditch, Swiderski, Sheets &Fink (2004).
Esto fue posible con técnicas biométricas, instrumentos y programas computacionales que
capturan y analizan datos de matrices de morfo coordenadas que representan la geometria de un
espécimen. Estas técnicas no se limitan a la obtencion de medidas lineales, que carecen de la
precision y el nivel de informacion de los datos geométricos, segln plantean Adams, Rohlf &
Slice (2004).

La morfometria geométrica es el conjunto de métodos y procedimientos, con base geométrica,
para el analisis de los patrones de forma, donde las mediciones usualmente derivan de contornos
y puntos morfologicos claves. El andlisis morfo métrico geométrico consta de tres etapas
fundamentales: (1) obtencion de los datos morfo métricos, (2) obtencion de la informacién de la
forma pura y (3) analisis exploratorios y confirmatorios de covariacion de la forma y factores
causales. El conocimiento de la morfometria geométrica permite su aplicacion a la solucién de
problemas en los que la morfologia juega un rol esencial. La capacidad de extraer informacién
sobre la localizacién espacial de la variacion morfoldgica, su magnitud, posicion y extensién
espacial en el organismo, es uno de los beneficios mas importantes de la morfometria geométrica,

segun describe Bookstein (1991).

Sin embargo, a pesar de sus amplias potencialidades, la aplicacion de la morfometria geométrica
en plantas de cultivo de importancia econdmica es ain poco extendida. En la sistematica de
plantas uno de los principales puntos de ubicacidén y andlisis que se tiene en cuenta, es la
morfologia foliar, la cual se estudia, principalmente mediante morfometria tradicional. En el caso
de la forma de la hoja, esta ofrece un nimero de variantes a considerar para hacer un analisis
biométrico de las partes con mayor variabilidad. Ejemplo de ellas son el apice, la base, el margen

0 las dimensiones lineales (ancho y largo), algunos caracteres cualitativos y cuantitativos
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empleados con mayor frecuencia en la clasificacion de especies, subespecies y variedades de las
plantas, segun plantea Henderson (2006).

Uno de los cultivos que tiene una amplia variabilidad morfoldgica, por lo que potencialmente se
puede aplicar la morfometria geométrica es el cacao, Theobroma cacao L. Este es un arbol de
cultivo que se utiliza fundamentalmente para producir chocolate a partir de las semillas

fermentadas.

La diversidad de las hojas y la compleja distribucion en los cultivares del cacao constituyen la
evidencia fundamental de variacién de las hojas, es una hipotesis para comprobar con dichas
técnicas y andlisis multivariados. A pesar del probable valor fitogeografico de estas, estudiado en
otras especies mediante morfometria geométrica, resulta notable que no se identificaron estudios
publicados en cacao donde se analice el alcance de las diferencias entre genotipos de cacao o en
regiones con caracteristicas edafoclimaticas variables, aunque existen estudios similares en otras

especies de plantas.

Basado en estos antecedentes, la presente investigacion se centra en la manera de identificar los
genotipos tradicionales de Theobroma cacao basado en la forma de la hoja. A partir de esta
problematica se plantea la siguiente hipotesis: Si se analizan los patrones de variacion de la forma
de la hoja de Theobroma cacao mediante la morfometria geométrica seria posible identificar los
genotipos tradicionales.

Para evaluar dicha hipétesis se plante6 como objetivo general: Analizar los patrones de variacion
de la forma de la hoja de cacao mediante la morfometria geométrica para identificar los genotipos

tradicionales.
Para lograr el objetivo se cumplieron los objetivos especificos que siguen:

1. Definir los puntos clave a ubicar en la hoja de Theobroma cacao para el analisis de las

formas.

2. Obtener la forma consenso de las hojas de Theobroma cacao de los genotipos evaluados

del banco de germoplasma.

3. Confirmar las diferencias entre los genotipos de Theobroma cacao evaluado del banco de

germoplasma.
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La investigacion tiene como novedad cientifica, que por primera vez se evalGa en Cuba el alcance
de la variacion de la forma de las hojas de Theobroma cacao y se utiliza la morfometria

geométrica para comprar su variabilidad morfoldgica.
Desarrollo

Obtencion de los datos morfo métricos

Las muestras analizadas se tomaron en el banco de germoplasma de cacao que se localiza en el
Instituto de Investigaciones Agroforestales, Unidad de Ciencia y Técnica de Baracoa. La zona
tiene elevados acumulados de lluvia anual, con un promedio superior a 2200 mm, el mas alto del

pais. Las caracteristicas topogréaficas tienen un 95 % del relieve montafioso.

Se tomaron dos grupos de plantas: dos genotipos tradicionales (K 250 y K 251) y cinco genotipos
comerciales (UF 12, UF 29, UF 221, UF 613 y UF 296). Al azar, fueron seleccionadas 75 hojas
por individuos de hojas maduras sin dafios en el margen, las cuales se digitalizaron con una
camara con resolucion de 18 Mpx, sobre un fondo con papel milimetrado y una regla como
referencia para el tamafio. Las hojas se orientaron con la parte axial hacia el observador y el apice
hacia la parte inferior de la imagen, segin Hearn (2009).

El procesamiento de las imagenes se realizé con los programas de la serie TPS, segun Rohlf &
Marcus (1993). Con el programa TpsUtilsse cred el proyecto y con el programa TpsDigs se
ubicaron en la imagen los puntos clave y se determinaron sus coordenadas cartesianas. En cada
imagen de las hojas se colocaron 14 puntos clave, dos de tipo anatémicos correspondientes al
apice y a la base de la hoja y 12 del tipo 2, segun Bookstein (1991), distribuidos de manera

uniforme en el borde de las hojas (Figura 1).
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Figura 1: Ubicacion de los puntos clave en las hojas de cacao
Fuente: Elaboracién propia
Obtencidn de la informacion que describe la forma pura

Para obtener la forma consenso de las hojas de cacao y el conjunto de puntos que representan la
tendencia central de los puntos clave de las hojas de cacao se utiliz6 el analisis de Procrustes. En
este analisis, los puntos claves dispuestos en el borde, base y apice de las hojas de cacao se

ajustaron por el método de minimos cuadrados y de sus respectivas coordenadas matriciales.

Posteriormente, se redujo la dimensionalidad de los datos mediante un analisis de componentes
principales, lo cual permitié obtener la forma consenso de la hoja de cacao. Los resultados se
representaron mediante una figura con los vectores de movimiento entre la forma consenso y la
media del cambio de la forma de las hojas, una figura con la media del analisis de componentes
principales de los puntos clave de las hojas de cacao y un grafico de dispersion de dos

dimensiones con los componentes principales que explicaron el mayor porcentaje de la varianza.

A partir de los resultados del analisis de componentes principales, se maximizo la separacion
entre los genotipos mediante el analisis candnico. Los resultados obtenidos se representaron
mediante dos graficos de dispersion de los grupos genéticos diferenciados segun la forma de la

hoja y una figura para comparar la forma consenso de la hoja de cacao con el ajuste del analisis
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candnico. Todos los analisis de realizaron con el programa MorphoJ, segun refieren Zelditch et al.
(2004).

Analisis exploratorios y confirmatorios de covariacion de la forma y factores causales

Para maximizar las diferencias, se calculd la media de los andlisis de Procrustes, componentes
principales y anélisis canonicos obtenidos en el epigrafe anterior, mediante 10000 permutaciones
de cadenas de Markov y la distancia de Mahalanobis, segun Jolliffe (2002). La media de estos
analisis se compar06 con los resultados de los mismos analisis y los resultados se representaron
como se explicd en el epigrafe Obtencidn de la forma pura. Todos los analisis se realizaron con el

programa MorphoJ, seguiin Zelditch et al.(2004).
Discusion de la obtencion de los datos morfo métricos

Se obtuvo la forma consenso de la hoja de cacao de los genotipos analizados y el conjunto de
puntos que representan los puntos clave utilizados, segun expresaron Rohlf & Slice (1990) y
Robinson, Blackwell, Stillman & Brook (2001).

En el analisis de componentes principales, los primeros componentes mostraron un alto
porcentaje de correlacion que muestran los valores de correlacion de Pearson. En los
componentes principales del 1 al 10, el grado de correlacion fue superior al 0,7; valor a partir del
cual se consideran altamente correlacionados, segun Zelditch et al. (2004). Con estos diez
primeros componentes principales se obtuvieron los vectores de movimiento entre la forma
consenso de la hoja y formacion de los vectores de movimiento obtenidos en el resultado del
analisis de componentes principales y el desplazamiento de los puntos de tipo 1 y 2 de la muestra
de las hojas analizadas, como argumenta Lattin, Carroll, & Green (2003). Este resultado permite

estimar el desplazamiento horizontal y vertical de cada region en la imagen.

El analisis de componentes principales permite comparar la forma consenso obtenida (linea azul)

con la media del cambio de la forma de la hoja (linea roja) (Figura 2).
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Figura 2: Media de andlisis de componentes principales de los puntos clave de las hojas de cacao
Fuente: Elaboracion propia

Los resultados obtenidos en el analisis de componentes principales se representaron mediante un
grafico de dispersion de los diferentes genotipos evaluados con respecto a la forma de la hoja
(Figura 3).

Los resultados obtenidos muestran un grado elevado de similitud entre grupos, con algunas
diferencias entre grupos, por ejemplo, el grupo K 251 con respecto a los demés. Se observo un
solapamiento entre las formas de las hojas de cacao, aunque con un bajo nivel de variabilidad

entre los genotipos.

Debido a las pequefias diferencias observadas, se realizé un andlisis canonico de las variables
segun analiza Lele & Richtsmeier (2001). Los seis componentes principales que méas aportaron a
la variacion, tuvieron una significacion superior al 0,05. Los resultados del analisis canonico con

estos seis componentes (linea azul) se compararon con la forma consenso (linea roja) (Figura 4).
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Genotipos
k250
0,157
uf12
uf 29

0,10 7 I uf 206
ufE3

=]

[

o
1

Componente Principal 2 19%

-0,10 T T T
-0,20 -0,15 -0,10 -0,08 0,00 0,08 010 015

Componente Principal 1 50%

Figura 3: Grafico de dispersion obtenido mediante el analisis de componentes principales

Fuente: Elaboracién propia

Figura 4: Forma consenso de la hoja de cacao obtenida con el anélisis candnico

Fuente: Elaboracion propia
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Discusion de analisis exploratorios y confirmatorios de covariacion de la forma y factores

causales

La comparacion de la media del andlisis procrustes (linea roja) con la media del analisis

procrustes (linea azul) se muestra en la Figura 5.
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Figura 5: Analisis de los vectores de movimiento de la media Procrustes (a) comparados con la
media procrustes (b)

Fuente: Elaboracién propia

El promedio de la matriz covarianza de los seis componentes principales que mas aportan a la

varianza se muestra en la Tabla 1.

Componentes Principales

Valores Propios

Porcentaje de Varianza

1 0,00105492 57,253
2 0,00042018 22,804
3 0,00024123 13,092
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4 0,00007866 4,269
5 0,00002830 1,536
6 0,00001927 1,046

Tabla 1: Valores promediados de la matriz covarianza

Fuente: Elaboracion propia

Con los dos componentes principales que mas aportan a la varianza se realizd un grafico de

dispersion de los genotipos de cacao analizados (Figura 6).

Genotipos
k 250
0,04 7
uf 29
ui 296
27 uf 613
w00
0
2
©
2
Q
£
S 0,00
o
o
T °® °
@
c
8
-0,02 A
5
O o
-0,04 T T T T T )
-0,04 -0,02 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08

| Componentes Principales 1

Figura 6: Comparacion entre los dos componentes principales y las separaciones por grupos

Fuente: Elaboracion propia

Estos resultados resaltan las diferencias significativas entre los genotipos. Estas diferencias,

aunque existentes, no son completamente evidentes hasta realizar analisis exhaustivos. Los

resultados indican que, aunque baja, existe variabilidad en la forma de las hojas, que
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potencialmente pueden utilizarse para la identificacion de genotipos. Sin embargo, se requieren
tomar muestras mayores y combinarlos con anélisis de otros érganos de la planta, como el fruto

por su alta variabilidad e importancia en la clasificacion de la especie.

El comportamiento solapado de la forma de las hojas de los genotipos se evalud nuevamente,
para demostrar diferencias no evidentes entre los grupos. Los resultados indican que existe
variabilidad en la forma de las hojas, mas evidente con un nuevo analisis de la media Procrustes,

ajuste de la varianza y del analisis de la media de componentes principales (Figura 7).

a b c
Figura 7: Variacion del tamafio de las hojas basada en la media del ajuste Procrustes
Fuente: Elaboracion propia

Los resultados indican que la forma presenta alta variabilidad. Esto podria responder a que los
genotipos estudiados se encuentran diferenciados no solo por sus caracteristicas genéticas, sino
también por caracteres morfolégicos asociados a factores adaptativos, segin Krzanowski (1988).

Respecto al tamafio foliar, los genotipos analizados presentaron marcadas diferencias observadas
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en la figura por la forma consenso de K 250, K 251, presentaron hojas mas grandes, mientras los

otros genotipos comerciales se agruparon con una forma consenso de hojas de menor tamafio.

El hecho de que el tamafio de la hoja se asociara positivamente con la longitud de las hojas de sus

genotipos, apoya la idea de que el tamafio es variable por cada grupo genético.

Los resultados indican la importancia de los caracteres morfo métricos como apoyo a los estudios
interespecificos de cacao. La investigacion combina por primera vez el andlisis de puntos
anatomicos mediante morfometria geomeétrica utilizando caracteres morfo métricos. Este estudio
permitié una comparacion entre el cambio de forma establecido por ordenacion del analisis
canbnico de la variable para inferir el cambio de forma, segin analizan Kaliontzopoulou,
Carretero & Llorente (2007).

Este trabajo documenta que la estimacion del cambio de forma es mas apropiada para enfoque
filogenético, para el analisis de las configuraciones de coordenadas después de la superposicion
Procrustes y el célculo de las deformaciones relativas, como aseveran Viscosi, Lepais, Gerber &
Fortini (2009). Los resultados descritos, indican que la morfometria geométrica de las hojas de
cacao es una herramienta idonea en la discriminacion de genotipos, ademas de un método de facil
aplicacién y con validacion estadistica. Con 14 puntos anatomicos en las hojas, se diferencian los
genotipos de cacao comercial y tradicional, aunque las diferencias no son grandes. Debido a este
resultado, aun es necesario realizar andlisis adicionales que incluyan otros grupos geneticos, con

el fin de evaluar los cambios de forma de las hojas para los 10 genotipos existentes de cacao.

Aunque se han publicado estudios con métodos morfo métricos en las hojas de varias especies
vegetales, hasta la fecha no se ha hecho nada con hojas de cultivares de cacao, los resultados
obtenidos representan un paso para la identificacion de genotipos por medios morfo geométricos.
Por primera vez se mostré la aparicion de diferencias en las formas de las hojas mediante la

morfometria geométrica.

Estos resultados constituyen una primera aproximacion a la utilizacién de la morfometria
geométrica para la identificacion de cultivares de cacao. Esta técnica presenta ventajas debido a
la obtencion de resultados de forma rapida y con bajo coste, de esta manera puede ser una
primera aproximacion para caracterizar la biodiversidad de un grupo de especies. Puede constituir

una herramienta Gtil para este objetivo, teniendo en cuenta las dificultades para identificar los
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cultivares, debido a las semejanzas que existen entre ellos. Ademés, pueden ampliarse para
utilizarse a otras especies de interés agricola o forestal.

Conclusiones

Los 14 puntos claves identificados en las hojas de cacao de los genotipos evaluados permitieron
realizar el analisis de la forma de las hojas. A partir de estos puntos clave se obtuvo la forma
consenso de las hojas de cacao evaluadas, donde se resumio la informacion de la forma. Estos
resultados permitieron mostrar variabilidad morfoldgica distintiva en cuanto a la forma del cacao
tradicional, distintivo en comparacion con los genotipos comerciales analizados, lo cual permitio

una diferenciacién preliminar entre ellos.
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