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l. INTRODUCCION

Se registra en el Peru alrededor de 121 000 hectareas, sembradas con
cacao (Theobroma cacao L.), con una produccion de 87 300 toneladas,
ubicandose como el noveno productor en el mundo. Este cultivo tiene
importancia por su facil aprovechamiento y almacenamiento, elevado valor
nutritivo y por su alto valor econémico, ademas de tener un sistema de
comercializaciéon ya consolidado en el mercado nacional e internacional

(ROMERO, 2016).

Entre los diferentes fitopatdbgenos que atacan al cacao se encuentra
Moniliophthora roreri (Cif y Par) Evans et al., también conocido como moniliasis,
la principal enfermedad del cacao en Latinoamérica, causando pérdidas por
encima del 60% en campos comerciales en el Perl, Ecuador y Colombia
(MARIN, 2001). M. roreri afecta directamente a los frutos en cualquier estado de
desarrollo del fruto (IICA, 2006), una vez dentro del fruto, produce toxinas
especificas en su hospedero que causa pudricion y el fruto detiene su desarrollo

segun la etapa en la que es afectado.

La resistencia o tolerancia a monilia de los frutos de cacao, es una
caracteristica poco comun, que sélo se ha encontrado en cinco genotipos de
cacao, entre las mas de 600 accesiones evaluadas en el Programa de
Mejoramiento genético del CATIE (DEBOUCK et al., 2008), por lo tanto, la

seleccién de posibles genes candidatos con resistencia o tolerancia centrado en
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la comprension de la aparicion de los mecanismos de fitopatdogenos y de los
estilos de vida de estos hongos, podrian conducir al desarrollo de nuevas

estrategias de control contra estos microrganismos (TIBURCIO et al., 2010).

La relevancia del estudio de la variabilidad genética se enmarca en dos
aspectos: la biologia del patogeno y la relacién patégeno - hospedero (AIME y
PHILLIPS, 2005). La variacion genética permite a los patdgenos adaptarse
rapidamente al aumento de la resistencia genética en los cultivos; de ahi que,
este conocimiento sea critico cuando se trata de desarrollar un programa de
mejoramiento de cacao y busqueda de clones resistentes (GUTARRA et al.,

2013).

Se han realizado varios estudios de diversidad genética de
Moniliophthora roreri en Colombia y Ecuador (PHILLIPS-MORA, 2006;
GRISALES y AFANADOR, 2007; ARBELAEZ, 2010; VILLAVICENCIO vy
JIMENEZ, 2010; DIAZ y AIME, 2016 y SUAREZ, 2017) y en Perl solo se
muestran dos estudios de diversidad para este patdégeno realizados por
PHILLIPS-MORA, 2007 y GUTARRA et al., 2013, que han dado solo informacion
béasica de la diversidad, ademas no se tiene acceso a los aislamientos de otros
investigadores para realizar estudios de la diversidad de este hongo con
tecnologias mas avanzadas. En ese contexto y con la finalidad de contribuir con

estudios mas profundos, se plantearon los siguientes objetivos:
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Objetivo general

Determinar la diversidad genética de aislamientos de Moniliophthora
roreri “monilia” de cuatro regiones cacaoteras del pais, usando

marcadores microsatélites.

Objetivos especificos

Estandarizar un procedimiento de aislamiento para Moniliophthora
roreri a partir de mazorcas infestadas.

Obtener una micoteca, registrar morfolégicamente las entradas y
determinar el porcentaje de reactivacién de cepas de Moniliophthora
roreri.

Estandarizar un procedimiento de extraccion y amplificacion de ADN

para Moniliophthora roreri.



II.  REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Generalidades del cultivo del cacao

El cacao es un arbol perenne de zonas tropicales humedas.
Actualmente, se ha convertido en un cultivo econédmicamente muy importante
para los pequefos agricultores de las zonas tropicales y subtropicales en el
mundo. Asimismo, es un producto basico agricola negociado en la bolsa de
valores y juega un rol muy importante en el sector exportador e industrial de

varios paises contribuyendo al aumento de sus divisas (GUILTINAN et al., 2008).

Africa es la mayor region productora de cacao, con una participacion
de alrededor del 71,6% del total mundial para el 2013, siendo en su mayoria
exportada a Europa. Entre los paises africanos destacan Costa de Marfil, Ghana,
Nigeria, Camerun, Uganda y Togo. En el caso de Asia, resaltan Indonesia, India
y Papua Nueva Guinea, los cuales representan actualmente el 12,7% de la
produccién mundial. También, en América Latina, resalta la creciente produccion
de cacao ordinario en Brasil, Ecuador, México, Pert, Colombia y Republica
Dominicana, debido a su fortaleza y mayor productividad. En cuanto al Peru, se
estd incrementando paulatinamente su area y volumen de produccion, de
manera que actualmente se ubica en el noveno lugar en importancia en el mundo
(2% de la produccion mundial). Sin embargo, muestra una tasa promedio de
crecimiento de un 8,4% por afio; solo superado por el incremento de México
(8,6%) y Uganda (13,3%). El promedio mundial fue de 2,4% entre los afios 2000

- 2013 (MINAGRI, 2016).



- 15 -

Las principales zonas productoras de cacao en el Pera son: El valle
de La Convencion, en el departamento del Cusco; el valle del rio Apurimac - Ene
(VRAEM), en los departamentos de Ayacucho, Cusco y Junin; el valle del
Huallaga, en los departamentos de Huanuco y San Martin; el valle de
Chanchamayo, en el departamento de Junin; y el valle del Marafion, en los
departamentos de Cajamarca y Amazonas. Ademas, un elemento importante
para el despegue del cacao fue el aumento de las areas de cultivo en regiones
como San Martin y Junin, cuyas hectareas de cacao crecieron un ritmo promedio
anual de 41% y 17.3%, respectivamente. En la primera regidén pasaron de 4, 237
hectareas el 2005 a 46, 915 hectareas el 2012, mientras que en la segunda
pasaron de 6, 753 hectareas a 20, 689 hectareas en el mismo lapso. El
departamento de San Martin es actualmente la principal region productora y
exportadora de cacao en el pais. Igualmente, alrededor de 20,000 hectareas de
cacao en diversas variedades ya fueron sembradas en la region Ucayali y 10,000
hectareas de estas ya se encuentran en produccion, generando desarrollo en las

provincias de Padre Abad, Coronel Portillo, Atalaya y Purts (ALVAREZ, 2018).

El cultivo de cacao en el Perl es significativo, representa a 10
regiones productoras, 90 mil familias cacaoteras, 136, 000 hectareas de cacao,
77, 000 TM de produccion, 7.5 millones de jornales, 234 millones de soles en
exportacion de cacao en grano y chocolate. EI 90% del cacao se exporta y somos
el segundo productor mundial de cacao organico (SIERRA EXPORTADORA,

2018).
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El cultivo del cacao no juega Unicamente un rol econémico, sino que
proporciona beneficios ambientales ya que es considerado uno de los
componentes para el sostenimiento ecoldgico de sistemas agroforestales. Posee
efectos restauradores del suelo porque permite la conservacion del suelo y el
agua, controlando su erosion por medio del acolchado y cobertura de la
hojarasca. Ademas, es habitat temporal de algunas especies migratorias de aves
y provee de sombra y refugio a mucha fauna y microfauna (GUILTINAN et al.,

2007).

Como en otros cultivos de importancia, las enfermedades impactan
negativamente la produccion mundial de cacao, causando pérdidas
considerables que pueden llegar a ser 30% o mas del potencial productivo. En
la actualidad, las enfermedades del cacao con mayor potencial de dafio son las
causadas por hongos basidiomicetes del género Moniliophthora. Estos son M.
roreri (moniliasis) y M. perniciosa (escoba de bruja). La moniliasis afecta
plantaciones de Centro y Sur de América. La moniliasis es la enfermedad que
genera mayor preocupacion, ya que es una gran amenaza para la produccién
mundial; su posible entrada a Africa del este seria desastrosa, ya que
aproximadamente 70% de la producciéon mundial de cacao viene de esa region

(SUAREZ y HERNANDEZ, 2010).

Con respecto a la importancia de la moniliasis, esta es una de las
enfermedades mas destructivas del cacao restringida a 11 paises

latinoamericanos (PHILLIPS-MORA, 2006). En Nicaragua, la moniliasis es uno
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de los principales factores limitantes en la produccion de cacao, causando dafios
desde el 30% hasta el 100% (PHILLIPS-MORA, 2006; NAVARRO Y MENDOZA,
2006). En Colombia esta enfermedad fungosa es el factor mas limitante para la
produccion de cacao en el pais, la cual se encuentra causando graves dafios
(RODRIGUEZ, 2006), llegando hasta el 70% (FEDECACAO, 2004). En Ecuador
los dafios de las cosechas por la presencia de la moniliasis pueden llegar a un
60% (IICA, 2006). En el Peru, esta enfermedad es una de las mas importantes
del cultivo, la cual ataca los frutos en cualquier estado de desarrollo (IICA, 2006),
provocando dafios entre 16 a 80%. La intensidad de la moniliasis varia segun la
zona y época del afio, de acuerdo con las condiciones climaticas
(PROAMAZONIA, 2003). Las provincias de Tocache, Mariscal Céaceres y
Leoncio Prado contienen alta densidad de cultivos de cacao que muestran fuerte
presencia de M. roreri cuya diversidad genética ha sido muy poco estudiada.

(GUTARRA et al., 2013).

2.2. Diversidad genética de Moniliophthora roreri

2.2.1. Estudios de diversidad genética de M. roreri a través de
marcadores moleculares

Un estudio pionero con marcadores moleculares AFLP vy perfiles de

ISSR en cepas de M. roreri provenientes de América Central y Sudamérica,

confirmd que los niveles mas altos de la diversidad genética ocurren en Colombia

y no en el Ecuador como se creia originalmente. Los datos de secuencia de la

region del Espaciador Interno Transcrito (ITS) de la repeticion del ADN nuclear

son congruentes con los resultados de AFLP y ISSR, donde se designaron cinco
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grupos geneéticos para M. roreri en América Latina, dos endémicos de Colombia:
Grupo Co-oriente restringido al oriente, y Grupo Co-central restringido a la region
central, el Grupo Gileri endémico de Ecuador localizado al noroccidente, los dos
restantes se encuentran en fase invasiva, el Grupo Bolivar localizado en el
oriente de Colombia (Norte de Santander), periferia de Ecuador, Venezuela y
Peru, y el Grupo Co-occidente en el occidente de Colombia, centro de Ecuador,

Panama, Costa Rica, Nicaragua y Honduras (PHILLIPS-MORA et al., 2007).

Otro estudio realizado con marcadores moleculares AP-PCR vy
RAPD de aislamientos provenientes de Antioquia, Colombia mostr6 que M. roreri
posee una gran similitud genética, bajos niveles de diversidad y diferenciacion
genética, indicando que su introduccién en Antioquia posiblemente era muy
reciente, con una propagacion de forma clonal, favorecida por la presencia de
condiciones climéticas poco agresivas para el hongo y el tipo de material vegetal
utilizado para el establecimiento de los cultivos, resultando una baja presién de
seleccién, sin embargo M. roreri mostrd variacion genética moderada en dos
lugares de colecta, lo que podria representar sitio de evolucion y focos de
dispersién de nuevas variantes del hongo, y se tendria que realizar estudios de
variabilidad con marcadores moleculares codominantes y que permitan

identificar nuevas variantes (GRISALES y AFANADOR, 2007).

En Perd, el estudio de diversidad genética de M. roreri con
marcadores moleculares RAPD de aislamientos provenientes de zonas

cacaoteras de Tocache, Mariscal Caceres y Leoncio Prado, generé un
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dendograma con el coeficiente de Jaccard con tres grupos diferenciados y con
un indice de similitud de 0,7 mostrando un alto valor de diversidad genética y
plantearon que posiblemente existiria mas de un grupo genético y que estos
grupos pudieron haber ingresado por la provincia de San Ignacio, Cajamarca de
forma natural o por el intercambio de semillas originando nuevos grupos
genéticos y que M. roreri ya habria terminado su fase invasiva ubicando sitios de
evolucion y focos de dispersion de nuevas variantes del hongo (GUTARRA et

al., 2013).

2.2.2. Morfologia de Moniliophthora roreri

Evans y un grupo de investigadores encontraron evidencias que la
meiosis ocurre en las esporas de M. roreri, fenbmeno consistente con su
contenido nuclear variable. De ahi que es incorrecto referirse a estas estructuras
como conidios (por definicion estos provienen del proceso de mitosis). Parece
gue esto se debe a que el antepasado de M. roreri perdié la habilidad de formar
un basidiocarpo, pero no la habilidad de llevar a cabo la division nuclear meiotica
Lo anterior sugiere que los propagulos de monilia se deben llamar esporas y no

conidios (SUAREZ y HERNANDEZ, 2010).

Las esporas provienen de un basidio modificado, con un
seudoestroma denso y carnoso sobre el cual el hongo produce los vestigios del
pileo. Las esporas son multifuncionales, no soélo sirven para el intercambio
genético, sino también para la dispersion, la infeccion y la supervivencia. Estas

pueden ser esféricas u ovaladas y tienen dos formas de germinacion a través del
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poro germinativo o directamente a través de su pared. Las esporas viejas
desarrollan paredes gruesas y se tornan oscuras, las cuales pueden marcar el
inicio de la fase de dormancia. El tubo germinativo presenta en el extremo distal
una estructura similar a un apresorio y la hifa infectiva. Este es Unico y en raras

ocasiones doble (URQUILLAS, 2004).

2.2.3. Cultivo in vitro
En laboratorio, M. roreri crece tanto en medios naturales como

artificiales (SUAREZ y HERNANDEZ, 2010).

Las colonias de M. roreri tienen una considerable variabilidad
morfologica, en cuanto a tonos de coloracion del micelio que varian del blanco,
crema, hasta el pardo (PHILLIPS-MORA, 2006). Este parametro no es un
marcador morfolégico para diferenciar fenotipos entre los aislados

(VILLAVICENCIO y JIMENEZ, 2010).

2.2.4. Epidemiologia, ciclo de viday sintomatologia de Moniliophthora
roreri

Esta enfermedad ha sido relatada a una altitud entre 0 y 1520

m.s.n.m., donde existe precipitacion fluvial anual de 780 - 5,500 mm y una

temperatura de 18 a 28°C (PHILLIPS-MORA, 2006; IICA, 2006).

MELENDEZ (1993) encontr6 que existe una estrecha relacion entre

la humedad relativa y el movimiento de esporas del hongo, indicando que la
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liberacion es realizada entre el 71 y 74% de humedad relativa y las 10:00 a.m.
hasta las 14:00 p.m. aproximadamente. Segun PHILLIPS-MORA (2006),
menciona que las condiciones secas, humedad relativa baja y temperatura
mayor a 26°C favorecen la liberacion y dispersion de los conidios, y las lluvias
intensas y frecuentes favorecen la presencia de agua libre sobre los frutos,
facilitando la germinacién y penetracion de los conidios. La germinacién de las
esporas es favorecida sobre temperaturas medias de 22°C y humedad relativa

del 93 % (ALBUQUERQUE et al., 2005).

Cosecha
Tejidos del

hospedero
v colonizado

Y

Penetraciony
colonizacion

/4

Sobrevivencia

Residuos de cosecha

Fruto infectado mostrando (mazorcas contaminadas).

los signos y sintomas de la
enfermedad

Produce toxinas
especificas en las células
del hospedero

Diseminacion

Deposicién

"' L=
"

; ./ Realizada principalmente por el viento y
4 salpicaduras de lluvia (dentro de la
' L misma planta o hacia ofras).

Figura 1. Ciclo de la moniliasis causada por M. roreri en el cultivo de cacao.

i
Frutos sanos

La sobrevivencia del patégeno (Figura 1) empieza en los residuos
de cosecha, es decir, con las mazorcas contaminadas. Luego, las esporas son
diseminadas por el viento y la lluvia, ocurriendo también contaminacion de frutos
0 mazorcas con moniliasis de una plantacion a otra (NAVARRO y MENDOZA,

2006). Algo similar menciona ALBUQUERQUE et al. (2005), diciendo que la
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diseminacién de las esporas es realizada por el viento, pudiendo el agua de lluvia
tener un papel importante en las infecciones a corta distancia en la copa del
cacao. Ademas, debido al movimiento producido por las labores de cosecha las
esporas se movilizan en el aire y bajo condiciones propicias de humedad y
temperatura, infectan constantemente los frutos que recién estan formandose
(AMORES et al., 2009). Segin MELENDEZ (1993), en su investigacion sobre
microambiente, la mayor cantidad de esporas de moniliasis se encuentran a un

metro de altura en las plantas de cacao.

Las esporas se depositan sobre el fruto, germinan si hay agua o
mueren por la radiacién/desecacion; al germinar pueden penetrar directamente
a la cascara del fruto (PHILLIPS-MORA, 2006). Su penetracion ocurre
directamente a través de las estomas, creciendo entre las células del cortex,
produciendo esporas dentro y en la superficie de los frutos (ALBUQUERQUE et
al., 2005). Una de las caracteristicas del patdégeno es su largo periodo de
incubacion antes de aparecer los sintomas (JOHNSON et al., 2008). El tiempo
de infeccion puede ser de 3 a 8 semanas, pudiendo variar segun la edad del
fruto, la severidad del ataque, la susceptibilidad del arbol y las condiciones de
clima, principalmente presencia de lluvias, mientras que, en frutos tiernos, en
dias lluviosos y calurosos, el periodo de incubacion se acorta a tres semanas
(FHIA, 2003), sin embargo, CRUZ (1993) relata que el periodo de incubacion
(latente) fluctia entre 30 y 70 dias. Finalmente, en la cosecha el agricultor extrae

las almendras de las mazorcas, dejando las cascaras en el suelo y los frutos
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enfermos en la planta lo que influye posteriormente en la sobrevivencia del

patdgeno (SANCHEZ y GARCES, 2012).

En condiciones de campo, la enfermedad se ha encontrado sélo
sobre frutos. La penetracion e infeccion puede ocurrir en cualquier fase de
desarrollo del fruto, pero son mas susceptibles durante los primeros estados de
formacion. La susceptibilidad de los frutos es inversamente proporcional a su
edad, es decir, que a mayor edad los frutos son menos susceptibles (SUAREZ y

HERNANDEZ, 2010).

Se puede encontrar sintomas externos e internos en los frutos en
todas las fases de desarrollo. El dafio externo es caracterizado por una necrosis,
deformacion y pudricion en mazorcas, aunque algunos frutos de 60 y 80 dias
pueden completar su desarrollo sin sintomas externos, pero con el tejido interno
necrosado (REUCK, 1997). Esto conlleva a la muerte del fruto, con un color café
oscuro, para luego cubrirse de una “felpa” de color crema, que son las esporas
del hongo (JOHNSON et al., 2008). El dafio interno causado por la enfermedad
puede ser mas grave que el externo, pudiendo llegar a perderse casi todas las
almendras, sin importar la edad del fruto (FHIA, 2003). Los tejidos centrales,
pulpa, semillas y algunas veces la cascara, forman una sola masa en donde los
tejidos son rodeados por una sustancia acuosa debido a la descomposicion de
ellos, siendo también las almendras destruidas parcial o completamente,

dependiendo del tiempo de infestacién de los frutos (IICA, 2006).
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En los frutos menores de dos meses, la infeccidn aparece primero
como pequefios abultamientos o gibas (protuberancias) en la superficie de la
mazorca, incluso esa area se decolora (se vuelve mas clara); después que
emerge esa giba, se presenta una mancha café (chocolate) que se va
extendiendo (el fruto muere poco después), empezando a aparecer una felpa
blanca correspondiendo al micelio del hongo (filamentos vegetativos), para luego
de tres a siete dias, sobre el micelio blanquecino emerger las esporas del tipo
conidio de color crema (FHIA, 2003). Un sintoma adicional es la llamada
madurez prematura, donde las mazorcas cambian de color dando la apariencia
de madurez en frutos que todavia estan inmaduros (JOHNSON et al., 2008).
Hasta 10 semanas de edad los frutos pequefios son susceptibles (AMORES et

al., 2009).

En frutos infectados a mitad de su desarrollo, la enfermedad aparece
primero en forma de unos pequefios puntos aceitosos (translucidos), en muy
corto tiempo esos puntos se unen formando una mancha café, el borde de la
mancha es irregular y a veces produce un color amarillento por donde va
avanzando la enfermedad, a los pocos dias sobre la mancha café aparece el
micelio y luego las esporas que forman un grupo acumulado abundante de color
crema, las esporas que reproducen el hongo son tan abundantes que en un
centimetro cuadrado, se cuentan desde 7 a 43 millones, bastando sélo una para

iniciar la enfermedad (JOHNSON et al., 2008).



-25 -

2.3. Extraccion de ADN

2.3.1. Extraccion de ADN por método CTAB
Los problemas en el aislamiento de ADN son la presencia de
actividades de enzimas nucleasas tales como ADNasa y de otras
macromoléculas que son aisladas simultaneamente durante el proceso de

purificacion (VALADEZ y KAHL, 2005).

Un reactivo utilizado en varios procedimientos es el bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB), el cual une fuertemente al ADN, desplaza las
proteinasy previene la degradacion. EI CTAB se remueve mediante extracciones
con cloroformo, y el ADN permanece en fase acuosa y listo para ser precipitado

con etanol (VALADEZ y KAHL, 2005).

2.3.2. Cuantificacion de acidos nucleicos

Para cuantificar la cantidad de ADN/ARN, la lectura debe hacerse a
longitudes de onda 260 nm, lo cual permite el calculo de la concentracion de los
acidos nucleicos en la muestra. La relacion entre la lectura de absorbancia a 260
280 nm aporta una estimacion de la pureza de los acidos nucleicos. Las
preparaciones puras de del ADN y del ARN tienen valores que van de 1.8 a 2.0
respectivamente. Si hay contaminacion con proteinas o fenol, el valor obtenido
de esta relacion puede ser significativamente diferente para los valores citados
arriba y no sera posible la cuantificacion correcta de las moléculas (VALADEZ y

KAHL, 2005).
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2.3.3. Determinacion de la calidad de ADN
El grado de degradacion del ADN puede ser estimado por la
electroforesis de una alicuota de la muestra en geles de agarosa. El ADN de
peso molecular alto aparece como una banda definida en la parte superior del
gel a poca distancia de los pozos mientras que el material parcialmente
degradado, forma un barrido de fragmentos pequefios a lo largo del carril
haciendo que la definicién de la banda citada pierda su nitidez o no se aprecie

(VALADEZ y KAHL, 2005).

Algunas veces el ADN puede estar contaminado con otras
substancias que también absorben la radiacion UV, como por ejemplo
compuestos fendlicos y polisacéaridos. La presencia de estos compuestos puede
evitar la interpretacion correcta de la calidad, e incluso la cantidad de acido
nucleico que esta siendo analizado. Una forma répida de estimar la pureza de
estas moléculas, a través de la fluorescencia que emite el bromuro de etidio
cuando estd mezclado con ellas. Este compuesto quimico tiene afinidad por las
moléculas del ADN o ARN de doble cadena entre las que se intercala, de manera
que al irradiar el gel con una fuente de luz UV se puede apreciar la ubicacién,
calidad y cantidad de la molécula en cuestidon. La estimacién puede llevarse a
cabo, debido a que la fluorescencia emitida es proporcional al total de la masa

de ADN o ARN (VALADEZ y KAHL, 2005).

La cantidad de acidos nucleicos en la muestra puede ser estimada

al comparar el campo fluorescente de los mismos respecto a una serie de
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estandares utilizados: ADN del fago lambda o diluciones de ADN cuantificado

previamente en el espectrofotometro (VALADEZ y KAHL, 2005).

2.3.4. Amplificacién de ADN
La reaccion de polimerizacion en cadena PCR (Polymerase Chain
Reaction), es una tecnologia que se utiliza para sintetizar in vitro fragmentos
especificos de ADN con la finalidad de detectar una secuencia o un gen de

interés en el genoma de un individuo (VALADEZ y KAHL, 2005).

Una importante propiedad de la PCR principalmente en aplicaciones
de diagndstico, es la capacidad para amplificar una secuencia blanco a partir de
una separacion cruda de ADN; es decir, ADN obtenido con un método estandar
de extraccion sin recurrir a un protocolo sofisticado de purificacion; asi como a
partir de un molde de ADN degradado; ademas, quiza la justificacion mas
importante es que para un analisis con PCR, se requiera una cantidad
extremadamente pequeiia de ADN, normalmente en el orden de nanogramos, o

que hace a la técnica bastante util (VALADEZ y KAHL, 2005).

2.3.4.1. Componentes y ciclos de amplificacion
Tiene varios requerimientos, entre los cuales es
indispensable un molde de ADN, moléculas iniciadoras llamadas iniciadores, una
enzima Taq polimerasa resistente a fluctuaciones de temperaturas, una mezcla
de desoxirribonucleotidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, y dTPP), un

amortiguador apropiado y un equipo llamado termociclador que tiene la
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capacidad de cambiar temperaturas dependiendo del ciclaje programado. La

PCR consiste en tres pasos esenciales:

a) Desnaturalizacion: sirve para separar mediante temperatura (94°C) la
molécula doble de ADN a cadenas sencillas, que serviran como moldes para

la sintesis del fragmento respectivo.

b) Alineamiento: la temperatura se reduce para permitir el reconocimiento de
las moléculas iniciadoras a la secuencia blanco del ADN molde. Las
moléculas iniciadoras pueden variar en longitud, composicion de bases
nitrogenadas y especificidad para parearse con la secuencia blanco y
dependiendo de esto, la temperatura de alineamiento puede variar desde 25

a 65°C.

c) Alargamiento: es la extension de la molécula iniciadora mediante la enzima
ADN polimerasa a 72°C. Lo mas recomendable es que el ADN polimerasa
seleccionada tolere la temperatura de desnaturalizacién y se mantenga

activa durante el numero de ciclos que se requieran.

Estos tres pasos se repiten en el termociclador,
permitiendo obtener de manera exponencial el fragmento o fragmentos discretos
sintetizados a partir del molde de ADN, las que podran ser visualizadas en un
gel de agarosa con técnicas de tincion convencionales (VALADEZ y KAHL,

2005).
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2.4. Caracterizacion de la diversidad genética

La caracterizacion permite determinar la estructura genética, tanto en las
poblaciones naturales como cultivadas y estudiar el grado de similitud entre y
dentro de las unidades de estudio, evitando el efecto ambiental. Se han
desarrollado proyectos vinculados al uso 0 mejoramiento genético de especies
de importancia, en este contexto, se trabaja caracterizando y utilizando la
diversidad genética de materiales disponibles, la diversidad genética de
poblaciones de ciertas especies que constituyen plagas o producen
enfermedades en estas especies, también ha sido objetivo de estudio; por lo que
esta informacion es de interés a la hora de orientar el mejoramiento de las

especies vegetales (CARUSO et al., 2015).

2.4.1. Marcadores moleculares en estudios de diversidad genética
Los marcadores moleculares permiten estimar la diversidad genética
neutral, hacer comparaciones entre individuos, poblaciones (también variedades
0 razas) y especies 0 grupos taxondmicos mayores y establecer relaciones de
paternidad, parentesco y filogenéticas y analizar procesos de flujo y deriva de
genes en las poblaciones. Entre los mas usados para caracterizar y evaluar la
variabilidad genética se encuentran los RFLP, RAPD, AFLP, SSR, ISSR, SNP

(CUBERO, 2013).

Conocer la similitud genética entre los individuos y las poblaciones
es de gran utilidad en los programas de mejoramiento genético facilitando la

organizaciéon del material, la seleccién adecuada de los genotipos superiores y
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la complementacion con datos fenotipicos y agrondmicos para el desarrollo de

una poblacién mejorada (CARUSO et al., 2015).

Hoy en dia son herramientas de informacién distribuidas
ampliamente y aplicadas segun la necesidad de cada investigacion. Se han
utilizado casi en todas las areas cientificas, cambiando la historia de la biologia
evolutiva y sistematica. Su contribucion al patosistema Cacao - M. roreri, se basa
principalmente en la determinacion del centro de origen, el conocimiento de la
variabilidad de las poblaciones, la distribucidén, estructura genética y la
identificacion de especies y cepas. Asi mismo, su empleo ha permitido la
asociacion de rasgos cuantitativos QTLs con la asociacion rasgo - marcador y la

seleccion asistida por marcadores (MARTINEZ, 2015).

2.4.2. Marcador molecular microsatélite

Los microsatélites SSR, son secuencias simples repetitivas ubicadas
en tindem de 2 a 5 nucle6tidos que se encuentran dispersas en todo el
cromosoma, las cuales pueden o no estar asociadas con los genes.
Generalmente se usan para estudios de diversidad genética y mapeo. Segun su
conformacion tienen la capacidad de identificar polimorfismos en variedades muy
relacionadas y en especies muy similares entre si. Su complementariedad con
otras técnicas la constituyen en una herramienta muy util para establecer
diferencias entre grupos genéticos apoyados en el nUmero de repeticiones que

contiene cada genotipo estudiado (MARTINEZ, 2015).
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La técnica se basa en una herencia de tipo codominante y se usa de
acuerdo a la necesidad de la investigacion, resultando muy adecuada en la
basqueda y esclarecimiento de relaciones genealdgicas. Sus principales
caracteristicas son la alta variabilidad, su aspecto neutral dentro de las
poblaciones, su distribucion y frecuencia, sumada a la poca cantidad de ADN
qgue se requiere para trabajar con ellos los convierten en una técnica adecuada
para trabajos moleculares. Utiliza la PCR para la amplificacion y sus productos
pueden ser visualizados mediante gel de agarosa de alta resolucion o mediante
automatizacion mediante electroforesis multiplex y lectura en secuenciador de

ADN (MARTINEZ, 2015).

Poseen varias ventajas frente a otros marcadores (minisatélites,
RFLP, RAPD, AFLP, etc.); sean 0 no basados en PCR, ya que son altamente
polimdrficos como consecuencia de la alta tasa de mutacién en los loci; pues la
repeticion no codifica para formar ninguna proteina y las secuencias de ADN
repetitivo pueden recombinarse y expandirse con mas frecuencia. Estas
regiones son a menudo altamente variables y consecuentemente Utiles para
medir el polimorfismo entre especies o variedades muy relacionadas
(AZOFEITA, 2006), caracteristica ampliamente deseable en los estudios de

poblaciones para evaluar la diversidad genética.

2.5. Estadistica para el estudio de la diversidad genética
Generalmente, los datos deben analizarse cuantitativamente mediante un

método estadistico. Los patrones fenéticos o también conocidos como
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taxonomia numérica describen las diferencias y parecidos entre los organismos
basandose en muchas caracteristicas hereditarias; es decir, se refiere a la
clasificacion basada en un gran numero de caracteristicas morfolégicas o

moleculares medibles (VALADEZ y KAHL, 2005).

Tres pasos principales conforman el analisis estadistico de datos
moleculares y evalUan en los estudios de diversidad: (1) Obtencién de datos, en
la cual se asignan datos y se ingresa la informacién al computador; (2) Analisis
de los datos usando métodos estadisticos univariados y multivariados; y (3)

Interpretacion de los datos (WARBURTON y CROSSA, 2002).

2.5.1. Anélisis multivariado
Los analisis multivariados son todas aquellas técnicas estadisticas
gue simultAneamente analizan multiples resultados en los individuos u objetos

bajo investigacion (FRANCO e HIDALGO, 2003).

Esta técnica estadistica es una herramienta muy U(til para
caracterizar un germoplasma, debido a que basicamente permite describir o
agrupar un conjunto de accesiones, tomando en cuenta simultdneamente varias
caracteristicas, sin dejar de considerar la relacién existente entre todos los

caracteres en estudio (FRANCO e HIDALGO, 2003).
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2.5.1.1. Distancia genética

En el caso de una coleccion, la diversidad genética se
puede definir como el grado en el cual el material hereditario diferencia una
coleccion, para ello, se utiliza un enfoque multivariado, estimando medidas de
similitud o distancia entre pares de unidades, siendo posible la formacion de
grupos mas o menos homogéneos que comparten un patrén o una estructura de

diversidad particular (DE VICENTE et al., 2004).

2.5.1.2. Indice de similitud Jaccard

El coeficiente de Jaccard cuenta las bandas presentes para
cualquiera de los individuos (‘" 0 J’). Las ausencias dobles se consideran como
datos ausentes. Puede aplicarse con datos de marcadores codominantes como

RFLP y SSR (DE VICENTE et al., 2004).

2.5.1.3. Analisis de agrupamiento

Este andlisis permite la asociacion de individuos en
agrupaciones naturales, los cuales provienen de un conjunto de individuos, razas
o variedades. Coloca conjuntos de individuos en grupos exhaustivos y
mutuamente excluyentes, de tal forma que se puedan hacer inferencias
estadisticas de semejanza o diferencias en y entre los grupos determinados por
el analisis. Mediante los dendogramas se reconocen primero los grandes grupos,

originados a niveles bajos de similitud; luego estos son separados en subgrupos,
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conjuntos y subconjuntos hasta llegar a los nucleos que representan la maxima

similitud (MARTINEZ, 1995).

2.5.2. Andlisis de la poblacién

2.5.2.1. Nimero de alelos

Se puede medir la riqueza de los alelos por cada marcador
o la informacién que cada marcador aporta al estudio. También puede verse
como la medida del poder de cada marcador en distinguir un individuo de otro.
Varios factores afectan esta medida, incluido el nimero de alelos, frecuencia de

estos alelos en el estudio, y otros (WARBURTON y CROSSA, 2002).

2.5.2.2. Numero de alelos efectivos

El nimero de alelos efectivos hace referencia a los alelos
con capacidad de pasar a la siguiente generacioén y resulta buen indicador de los
marcadores que realizan aportes importantes a estudios de diversidad, en la
medida que el valor de ENA (Numero de Alelos Efectivos) se acerque al nUmero

de alelos encontrados (CAUJAPE, 2006).



lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucidn

El presente estudio de investigacion, desde el aislamiento de cepas de M.
roreri hasta la amplificacion de ADN se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia
y Diversidad Molecular (BIODIM) y en el Centro de Investigacion para el
Desarrollo Biotecnoldgico de la Amazonia (CIDBAM) de la Universidad Nacional
Agraria de la Selva (UNAS) — Tingo Maria, ubicado en el distrito de Rupa Rupa,
provincia de Leoncio Prado y departamento de Huanuco, con una altitud de 670
m.s.n.m. y cuyas coordenadas UTM son 1011831 por el Este y 395617 por el

Norte.

El andlisis de variabilidad genética con marcadores microsatélites se realizé
en los laboratorios del departamento de Botanica y Patologia de Vegetales de la

Universidad de Purdue, Estados Unidos.

3.2. Ambito de estudio

Las muestras de mazorcas de cacao infestados con M. roreri fueron
colectadas de diversas zonas productoras de cacao de 04 regiones del Peru:
Huanuco, Junin, San Martin y Ucayali, como se muestra en las Figuras 2, 3, 4,

5, 6 y Cuadro 1.
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Figura 5. Puntos de colecta de muestreo de M. roreri en la region Ucayali.
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Figura 6. Puntos de colecta de muestreo de M. roreri en la region Junin.




Cuadro 1. Lugares de colecta del material genético de M. roreri en las zonas cacaoteras de cuatro regiones del Pera.

Region Provincia Distrito Sector
Daniel Alomia Robles Vista Alegre, Flores de Belén, Las Vegas y La Victoria.
Mariano Damaso Beraun Bella, Bella Alta y Lota.
HUANUCO Leoncio Prado Rupa Rupa Venenillo
Luyando Alto San Juan, Bolaina, Inkari, Merced de Locro y Marona
Pueblo Nuevo San Andrés, Arabe, Sai Paiy Pueblo Nuevo.
Marafion Cholon Paraiso
Tocache Tocache, Nueva Esperanza y Tiesto
San Tocache . Mariategui, Buenos Aires, Union Cadena, Uchiza y Santa
Martin Uchiza Lucia
Lamas Lamas Lamas
Padre Abad Villa El Salvador y Los Vencedores
Ucayali Padre Abad Irazola Nueva Meriba y Nuevo Huanuco
Curimané Curimand y Malvinas
Chanchamayo Pichanaki [poki
Junin _ Mazamari Rio Negro, Los Angeles de Ubiriki y Kapirushari
Satpo Satipo Villa Kapiri, Unién y San Juan de Cheni
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3.3. Material biolégico

El material biolégico colectado consistio en frutos con sintomas infestados
de M. roreri: mancha café, borde de avance irregular y micelio desarrollado,
obtenidas segun muestreo aleatorio sectorizado en cuatro regiones del Perl en

el afo 2015.

3.4. Metodologia

3.4.1. Ensayos de colecta y aislamiento

Diversas colecciones de mazorcas que presentaban caracteristicas
de la enfermedad (puntos aceitosos, con deformaciones o protuberancias,
mazorcas momificadas con mancha de color café chocolate y mazorcas que
mostraban esporulacion de color crema) fueron seleccionadas del banco de
germoplasma de la Universidad Nacional de la Selva. Estas muestras se
sembraron en agar Sabouraud con ceftriaxona (5g/L) y por observacion directa
se evaluaba el desarrollo del hongo para observar las caracteristicas

morfoloégicas y microscépicas del hongo.

Después de varios ensayos de aislamiento de segmentos
provenientes de distintos frutos, se trabajé con el procedimiento modificado
segun PHILLIPS - MORA (2006), en el cual las mazorcas momificadas fueron
lavadas con detergente y abundante agua de cafio, dejandolas secar bajo
sombra fuera del laboratorio. Las mazorcas limpias se enjuagaron con agua
destilada estéril y alcohol comercial de 70% en la sala de preparacion del

laboratorio, trasladandolas inmediatamente a la sala de siembra. Se seccion6 en
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el limite de la parte sana y parte enferma, extrayendo un disco de 2mm de
endocarpio del limite de la parte enferma y se coloco en el medio de cultivo.
Finalmente se sellaron las placas con parafilm y se incubaron en una sala oscura

a 25°C.

3.4.2. Colecta de mazorcas infestadas con Moniliophthora roreri
Se colectaron mazorcas de cacao momificadas con M. roreri
(mancha café, esporulacion crema y pulverulenta) de cuatro regiones del centro
del Pert: Huanuco, San Martin, Ucayali y Junin con significativos cultivos de
cacao, los cuales fueron llenadas en bolsas plasticas identificadas con un cédigo
y una ficha de colecta en los que se registraron la altitud, longitud y altitud con

un GPS.

Los dias de transporte desde el lugar de colecta hasta el laboratorio
fueron desde uno hasta tres dias. Las rutas de colecta en la regién Huanuco por
las carreteras principales de Tingo Maria — Monzén, Las Vegas, Venenillo, Supte
se realizaron en los dias 9,10, 15y 16 de julio del 2015; en la region San Martin
por la carretera Tocache — Santa Lucia se realizaron en los dias 23 y 24 de julio
del 2015; en la region Ucayali por la carretera principal de San Alejandro —
Pucallpa — Curimana en los dias 22, 23 y 24 de agosto del 2015 y en la region
Junin por la carretera principal de Pichanaki — Satipo se realizaron en los dias

29 y 30 del mes de agosto del 2015.



- 44 -

3.4.3. Registro morfoldgico de las colectas
Se trabajo con las 40 colecciones obtenidas durante el aislamiento,
a los cuales se registraron por observacion visual los caracteres de coloracion,
borde, textura, presencia de sectores. Este registro se realiz6 de acuerdo a la
fecha de entrada de las colecciones y el aislamiento y desarrollo exitoso de las

colonias.

Cuadro 2. Registro de las variables morfologicas utilizadas en las entradas de

los aislamientos de M. roreri.

Estado de
descriptor
Entero
Borde de colonia Ondulado
Plumoso
Afelpada
Polvosa
Uniforme
Con anillos
Ausencia

Presencia

Descriptor Codificacion

o

Textura de la colonia

Esporulaciéon

Sectores

P Ok O|Fk O|N B

3.4.4. Conservacion de cepas Moniliophthora roreri
La coleccién se conservo de dos maneras. Se cultivaron cepas en
placas con medio Sabouraud con cinco papeles filtros de 0.5 cm? alrededor de
la porcion de agar crecida de M. roreri, a los 15 dias se obtuvo papeles filtros
crecidos con M. roreri y se guardaron a -20°C en sobres de papel aluminio de 6
X 8 cm estériles rotulados y llenadas en una bolsa con silica gel sellada al vacio.

La otra forma de conservacion fue micelio con agar en crecimiento de 0.5 cm?y
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0.3 cm de espesor en microtubos de tapa rosca con 800 ul de agua
estéril y una semilla de cafiamo, estos tubos fueron colocaron en una caja de
Tecnopor y se guardo en la sala de incubacion a 25°C. Después de 12 meses
se evalud la conservacion a través de la resiembra en placas Petri con Agar

Sabouraud.

3.4.5. Produccion y cosecha de micelio de Moniliophthora roreri

Para el crecimiento de M. roreri en liquido se utilizé medio
Sabouraud liquido en matraces de vidrio en el cual se agregd 0.1125 g de
ceftriaxona a cada matraz con 60 ml de medio estéril. A partir de colonias activas
en crecimiento de medio agar se agreg6 una porciéon de 0.5 mm? y 2 mm de
espesor de hongo en crecimiento, al medio liquido. Se sell6 con parafilm y se
guardo en una sala oscura a 25°C. A las tres semanas de siembra se cosecho
el micelio, utilizando papel filtro y embudos para el lavado del micelio con agua
destilada por cinco veces, luego se pasé el micelio a hojas de papel canson de
10 cm x 15¢cm y se dejo secar por cinco horas en la camara de flujo. Después se
llenaron los micelios en sobres de papel bond previamente etiquetadas con
bolsitas de silica gel, los sobres fueron llenados en una bolsa, sellados al vacio

y guardados a -20°C en la refrigeradora.

3.4.6. Pruebas de Extraccién de ADN y electroforesis
Se realizaron pruebas preliminares de extraccion de ADN con dos

protocolos: QIAGEN Dneasy Plant Mini Kity CTAB.
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3.4.6.1. Protocolo QIAGEN Dneasy Plant Mini Kit

Se realizaron los procedimientos descritos en el protocolo
del Anexo 4, utilizando las soluciones que vienen preparadas de este kit con el

fin de verificar si es viable la extraccion del ADN de micelio de M. roreri.

3.4.6.2. Protocolo CTAB

Para la extraccion de ADN, se utilizé el procedimiento
CTAB propuesto por DOYLE y DOYLE (1987), con algunas modificaciones
(Anexo 5) y con las respectivas soluciones del Anexo 3y 4. Las variantes de este
protocolo se realizaron con nitrégeno liquido para la molienda del micelio y el uso

de 1 ul de ARNasa por muestra en la mezcla del buffer CTAB.

3.4.7. Determinacion de la calidad de ADN
La evaluacion de la calidad de ADN se llevé a cabo a través de una
corrida electroforética en gel de agarosa. Cada muestra se corrié con 10 ul de
ADN stock y 2 ul de Loading Dye en la caAmara electroforética a 70 V por 50
minutos. ElI marcador molecular fue 1Kb Extenssion ladder (Marca Invitrogen,
catalogo numero 10511012). En el transiluminador, se observaron los resultados
y se tomo una fotografia, la cual se guarddé con nombre de ensayo y fecha de

ejecucion.
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3.4.8. Determinacion de la pureza y cuantificacion del ADN
Con cada muestra de ADN puro extraido se realizaron diluciones con
agua destilada en una proporcion 1:150 y se dispensaron en un microtubo de 2.0
ml y se mezclaron en el vortex, las muestras fueron analizadas con el
espectrofotometro UV/VIS Spectronic 60, con un programa personalizado para

leer a absorbancias de 260, 280 y 320 nm.

La pureza del ADN se determiné con la férmula:

Pureza de ADN: (A260-A320) / (A280-A320)

Dénde:
A260 = Lectura de absorbancia de 260 nm
A280 = Lectura de absorbancia de 280 nm

A320 = Lectura de absorbancia de 320 nm

Se considera como buena pureza del ADN cuando

esta entre los valores 1,8 a 2,0.

Para el calculo de la concentracion, se trabajo con la

siguiente formula empirica:

Concentraciéon de ADN (ng/pl) = 50 x A260 x Fd
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Dénde:
A260 = Lectura de absorbancia de 260 nm

Fd = Factor de dilucion

3.4.9. Estandarizacién de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
con iniciadores de Espaciador Interno Transcrito (ITS)

La estandarizacion de la amplificacion de ADN se realiz6 utilizando
diferentes programas en el termociclador y los componentes del PCR. Los
iniciadores usados fueron el ITS4-M13F (5'-
TGTAAAACGACGGCTTATTGATATGC-3) 'y el  ITS5-M13R  (5-
CAGGAAACAGCTAAGTCGTAACAAGG-3’) segun LOPEZ (2001) con la ayuda

de un termociclador Whatman Biometra modelo Tpersonal.

Cuadro 3. Programas utilizados (MON A y MON B) para la Reaccién en Cadena

de la Polimerasa (PCR).

MON A MON B
Proceso Temperatura Tiempo  Temperatura Tiempo
(O (seg) (O (seq)
Desnaturalizacion 94 300 94 120
Desnaturalizacion 94 60 95 45
Alineamiento 52 30 55 40
Extensioén 72 60 72 60

Sintesis 72 300 72 600
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Cuadro 4. Composicién y concentracion de la mezcla de Reaccion en Cadena

de la Polimerasa (PCR) de dos programas (MON Ay MON B).

Concentracion de ADN MON A MON B
(ng/25u) 100 400 200 100 100 100
2X DT 125 125 125 12.5 12.5 12.5
Primer F 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Primer R 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
Betaina 0 0 0 5 0 0
Agua molecular 1 1 4.3 2.5 4.3 4.3
ADN 6.5 6.5 3.2 0 3.2 3.2

En el Cuadro 3 se presenta los programas con un ciclo de

desnaturalizacién, 40 ciclos compuestos por desnaturalizacion, alineamiento y

extension y un ultimo ciclo de termino de sintesis de los productos y en el Cuadro

4 la composicion y concentracion de los ensayos realizados.

Para comprobar el ADN amplificado se realizé electroforesis a 70 V

con los siguientes volumenes de 10 ul de ADN amplificado y 2ul de Loading Dye

por cada pocillo; se trabaj6é con 3 ul de marcador molecular Extenssion ladder

100 pb, registrandola mediante una fotografia. Los amplificados se conservaron

a una temperatura de 4°C, se purificaron mediante un kit y se envié a Eurofins

para su secuenciamiento.
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3.4.10. Analisis con marcadores Microsatélites
Los ADN genomicos de las 40 muestras fueron enviados a EE.UU.
para su analisis, las condiciones fueron de un ciclo inicial de desnaturalizacion
de la cadena de ADN de 1 minuto a 90°C, seguido por 35 ciclos compuestos por:
40 segundos a 94°C (desnaturalizacion), 45 segundos a 52°C (alineamiento) y
45 segundos a 72°C (extension) y finalmente un ultimo ciclo de 10 minutos a

72°C (término de sintesis de los productos).

3.4.11. Andlisis de datos moleculares

3.4.11.1. Asignacioén de datos binarios

A partir de la informacion obtenida de la matriz de loci
versus genotipos se asignaron los valores de uno (1) para presencia, cero (0)
para las ausencias y (9) para datos perdidos. Se determiné el porcentaje de
datos perdidos para cada marcador de la siguiente forma: la cantidad de datos
perdidos por locus se dividi6 entre la cantidad total de genotipos y se multiplico
por cien. Se descartaron los locus y genotipos con un porcentaje mayor a 15%
siguiendo la recomendacién de WARBURTON y CROSSA (2002), lo que permite
incrementar la confiabilidad en el analisis estadistico multivariado; quedando 15

loci y 35 genotipos (Anexo 13).

3.4.11.2. Analisis Multivariado

Para el anélisis de la diversidad molecular de los 35

genotipos de estudio, se realizé el andlisis multivariado de agrupamiento. Para
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ello, se elabor6 una matriz basica de datos, conformada por los loci
(microsatélites) y genotipos u OTUs (Unidad Taxonomica Operativa), siendo las

filas los loci y las columnas las OTUs.

Luego se calculé la similitud entre cada par de genotipos
para calcular la diversidad basada en diferencias cualitativas generada con un
indice de similitud o coeficiente de asociacion Jaccard (CRISCly LOPEZ, 1983).
Esto se realizé con la opcidén “qualitative data” en la seccion “similarity” del
paquete estadistico NTSYS v2.1p (ROHLF, 2000) para la construccion de una
matriz de similitud (Anexo 13), a partir de esta matriz, se construy6 el

dendograma usando la opciéon SAHN de “clustering”.

3.4.11.3. Anélisis Poblacional

Para el estudio de la diversidad genética de los 35
genotipos se investigé la frecuencia de la poblacion con la opcion “haploid
frequency options” del macro GenAlEx 6.503 (PEAKALL y SMOUSE, 2012).
Mediante este software se estimaron los siguientes parametros: frecuencia

alélica por poblacion y el patron de alelos de la poblacion.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Obtencion del material de estudio

A través de varias pruebas se logré6 un procedimiento de aislamiento
modificado de PHILLIPS-MORA (2006) denominado “Procedimiento de
aislamiento de Moniliophthora roreri” (Anexo 1); con la aplicacién de estos pasos
estandarizados se pudo observar un buen desarrollo de la colonia presentando
textura pulverulenta. La desinfeccién de los segmentos con lejia segun el
procedimiento original de PHILLIPS-MORA (2006) no permitié el desarrollo de
M. roreri y esto puede ser atribuido por la accion de la lejia en los segmentos de
endocarpio del cacao, ya que la lejia actia como desinfectante para hongos,
bacterias y virus por su capacidad de oxidacion, en presencia de agua, el
hipoclorito reacciona para dar acido hipocloroso, la forma con mayor potencial

de oxido-reduccién y mas activa como desinfectante.

También se realizé ensayos segun GUTARRA et al. (2013), utilizando la
formacion pulverulenta de las mazorcas momificadas y no dio buen resultado, ya
gue hay muchos hongos pertenecientes a la flora acompafiante, los cuales
podrian antagonizar el crecimiento de M. roreri, ademas en ese estado no se

puede realizar una adecuada desinfeccién resultando dificultoso el aislamiento.

El hongo aislado de acuerdo con el procedimiento y desinfeccion del
protocolo establecido presentd microscépicamente esporas globosas,

observadas en tincion de azul de lactofenol, tal como se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Morfologia microscopica del aislamiento de M. roreri en tincion de

azul de lactofenol.

La forma de las esporas obtenidas en medio solido coincidi6 con lo obtenido
por VILAVICENCIO y JIMENEZ (2010) y SUAREZ y HERNANDEZ (2010),
quienes describen la forma de las conidias de M. roreri desde globosas a

elipsoides.

4.2. Coleccion y caracterizacion de la micoteca
Alrededor de 45 muestras fueron colectadas de zonas cacaoteras de las
regiones de Huanuco, San Martin, Ucayali y Junin, de las cuales 40 muestras

tuvieron éxito desde el aislamiento hasta la conservacién en la micoteca.
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Cuadro 5. Numero de muestras colectadas y codificacion de muestras de M.

roreri.
N® de Regidn Provincia Altitud Codificacion
muestras (m.s.n.m.)
Leoncio Prado AM-HU-1 al
18 Huanuco 520 - 950
Marafion AM-HU-18
Tocache AM-SM-19 al
9 San Martin 480 - 820
Lamas AM-SM-27
AM-UC-28 al
6 Ucayali Padre Abad 170 - 320
AM-UC-33
Chanchamayo AM-JU-34 al
7 Junin 480 - 740
Satipo AM-JU-40

La coleccion de genotipos conformada por 40 mazorcas infestadas de M.

roreri, involucré en su mayoria al grupo zonal de Huanuco a diferencia de las

otras regiones. Otros investigadores como GUTARRA et al. (2013) y SUAREZ

(2017) también trabajaron con muestras relativamente pequefias. Ademas, este

trabajo representaria preliminarmente la diversidad de M. roreri en las regiones

del centro del pais y con mucha importancia para el estudio de Biologia

poblacional de este patdgeno realizado por DIAZ y AIME (2016).

Se realizo6 el registro de caracteristicas morfologicas en las 40 entradas de

la micoteca, como criterios para reconocer M. roreri en cultivo in vitro. Los

resultados se muestran en las Figura 8, 9 y Cuadro 6.



Figura 8. Colonias de M. roreri con variables morfolégicas de color: a) café
claro, b) café, c) café oscuro y de borde: d) entero, e€) plumoso vy f)
ondulado.

Figura 9. Colonias de M. roreri con variables morfol6gicas de sector y textura:
a) con sector-afelpada, b) sin sector-polvosa y esporulacion: c¢) con

anillos y d) uniforme.
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Cuadro 6. Frecuencias absolutas y relativas de variables cualitativas evaluadas

en el registro morfolégico de M. roreri.

. Estado de . L, Frecuencia Frecuencia
Descriptor descriptor Codificacion absoluta relativa (%)
Café claro 0 24 60
Color Café 1 10 25
Café oscuro 2 6 15
Entero 0 16 40
Borde de Ondulado 1 12 30
colonia
Plumoso 2 12 30
Textura de la Afelpada 0 28 70
colonia Polvosa 1 12 30
., Uniforme 0 10 25
Esporulacion .
Con anillos 1 30 75
Ausencia 0 32 80
Sectores ]
Presencia 1 8 20

Las colonias de M. roreri tienen una considerable variabilidad morfol6gica
en cuanto a tonos de coloracion de micelio que varian del blanco, crema hasta
el pardo (PHILLIPS-MORA, 2006) y esto es lo que se observé en la
caracterizacion de la micoteca con la predominancia del color café claro.
ARBELAEZ (2010) reporta que las colonias tienden a presentar una esporulacion
de color café, el cual en algunos casos tiende hacia una tonalidad mas clara u
oscura. De acuerdo con el sistema Munsell, la mayoria de los aislamientos
presento tonalidad café, café claro y café oscuro. El color predominante fue el
café claro (60%) seguido del café (25%). Sin embrago, VILLAVICENCIO vy
JIMENEZ (2010) observaron que las tonalidades de color observados variaban

de color segun los dias de crecimiento y afirman que no debe considerarse como
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un descriptor para diferenciar fenotipos entre los aislamientos ya que esta

especie reporta una gran variabilidad morfologica para esta caracteristica.

Se observo que el borde de colonia predominante fue el entero (40%)
seguido del borde ondulado y plumoso por igual con 30% cada uno; en cuanto a
la textura de la colonia, la mas representativa fue la afelpada (70%) mientras que
la textura polvosa solo presentd un 30%. En lo relacionado a la presencia o0 no
de sectores en la colonia, los resultados indican que en la mayoria de los casos
estos estan ausentes (80%). Tendencias parecidas reporta ARBELAEZ (2010)
donde la textura afelpada fue de 79.3% y textura polvosa de un 16%; borde de
la colonia plumoso 88.18%, borde uniforme 8.44% y ondulado 3.38% y con
presencia de sectores de 86.08%. VILLAVICENCIO y JIMENEZ (2010) alegan
gue no se encontraron diferencias significativas entre los aislados debido a la
homogeneidad de este descriptor morfolégico, presentando borde regular y
textura pulverulenta en todas las colonias; aun asi, la tendencia es similar en los

resultados.

4.3. Conservacion y evaluacion de la micoteca

Se conformd una micoteca de 40 aislamientos de M. roreri, el cual se
encuentra establecido en el laboratorio de Diversidad y Biologia Molecular de la
Universidad Nacional Agraria de la Selva para estudios futuros de
caracterizacion morfolégica y molecular de M. roreri. La evaluacion del
almacenamiento de los dos sistemas, en crioviales a temperatura ambiente y en

papeles filtro a -20°C, arroj6 el resultado que se observa en el Cuadro 7.
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Cuadro 7. Evaluacion de la reactivacion de la micoteca de M. roreri a los 12

meses de almacenamiento.

Cantidad de muestras reactivadas

Region — :
Criovial Papel filtro
Huanuco 13 8
San Martin 2 3
Ucayali 0 0
Junin
Total 22 12

Méas del 50% de muestras provenientes de crioviales se reactivaron,
mientras que en el sistema de papel filtro solo el 30%, mostrandose como el mas
favorable el primer sistema seguido de cuadros de papel filtro colonizados por el
hongo; sin embargo, ARBELAEZ (2010) indica como mejor alternativa de
almacenamiento a largo plazo para M. roreri, en primera instancia a los cuadros
de papel filtro colonizados con el hongo y en segundo lugar a los bloques de agar
extracto de malta en agua ultrapura; lo cual difiere con el resultado obtenido en
la investigacion y puede atribuirse a la semilla de cafilamo que acompafio a los
segmentos de agar con micelio en los crioviales, proveyendo vitaminas y

minerales dando buen resultado.

Ademas, se debe saber que existe una gran variedad de métodos que
tienen ventajas y desventajas, disponibles para la conservacion de
microorganismos, No todas las cepas responden de igual forma al mismo

método, incluso algunas especies son variables al mismo proceso. Es importante
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enfatizar que el éxito o el fracaso de cualquier método, depende de la utilizacion
de un medio adecuado, procedimiento utilizado en la cultivacién y edad del

cultivo (UNIVERSIDAD DE COLOMBIA, 2016).

4.4. Estandarizacién de protocolo de extraccion de ADN

De los micelios obtenidos en medio liquido, se realizaron distintos ensayos
de extraccion de ADN. Con el primer protocolo denominado QIAGEM Dneasy
Plant Mini Kit se logré constatar que la extraccién de ADN del micelio de M. roreri

si es posible, sin embargo, no se trabajo con este protocolo ya que es costoso.

MM café cacao monilia

Figura 10. ADN gendmico de tres muestras con el protocolo QIAGEM Dneasy
Plant Mini Kit en un gel de agarosa al 0.8% a través de luz UV del

transiluminador.

Con el protocolo CTAB original de acuerdo con DOYLE y DOYLE (1987)

no se obtuvieron pellets y se mejord el protocolo utilizando nitrégeno liquido y
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ARNasa, generando resultados de calidad aceptables (Figura 11), a partir del
cual se logro un protocolo de estandarizacion de extraccion de ADN denominado

“Protocolo de extracciéon de ADN Moniliophthora roreri ” (Anexo 4).

Figura 11. ADN gendmico de tres muestras de M. roreri con la variante del
protocolo CTAB en un gel de agarosa al 0.8% a través de luz UV del

transiluminador,

Se comprob6 que el uso de nitrégeno liquido marcé un hito importante en
la estandarizacién del protocolo ya que el nitrdgeno liquido, congela de inmediato
la muestra y evita que se formen cristales en el interior de la célula que rompen

la estructura celular e inicie el proceso de degradacion (ALEJOS et al., 2014).

En el Cuadro 8, se aprecia la frecuencia de genotipos y la escala de pureza.
La pureza y la concentraciéon de ADN para los 40 genotipos se muestran en el

Anexo 8.
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Cuadro 8. Escala de pureza y concentraciones de ADN obtenidas del céalculo

de lecturas espectrofotométricas para las 40muestras.

Frecuencia de Genotipos (%) Escala de pureza
1 <1.8
37 1.8-2.25
2 >2.25

Los valores de pureza favorables para 37 genotipos van desde 1.8 hasta
2.25, aunque el indice de alta pureza recomendado estd entre 1.8 y 2.0
(FERREIRA y GRATTAPAGLIA, 1998). Por otro lado, las concentraciones de
ADN de los 40 genotipos fueron altas, variando entre 547.0 hasta 10357.5 ng/ul,
asegurando una cantidad apropiada para realizar las diluciones para el PCR (4

ng/ul).

La colecciébn de ADN de M. roreri con 40 muestras colectadas en las
regiones de Huanuco, San Martin, Ucayali y Junin esta4 disponible en el
Laboratorio de Biotecnologia y Diversidad Molecular de la Universidad Nacional

Agraria de la Selva a una temperatura de -20°C.

4.5. Estandarizacion de protocolo de amplificacion de ADN con iniciadores
ITS
Con una composicion de 12, 5 ul de Dream Taq, 2.5 ul de Primer F, 2.5 ul
de Primer R, 4,3 ul de agua molecular y 3,2 ul de ADN y con las condiciones de

amplificacion con los procesos de desnaturalizacion por 300 seg y 40 ciclos de
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desnaturalizacion a 90°C a 60 seg, alineamiento a 52°C por 30 seg, extension a
72°C por 60 seg y sintesis a 72°C por 300 seg para un volumen de 25 microlitros
utilizando los iniciadores ITS4 M13F y ITS5 M13R produjeron un buen
resultado en la amplificacion de ADN. A partir de este protocolo estandarizado
para la amplificacion con iniciadores ITS (Anexo 6) se logré amplificar la mayoria

de las muestras, tal como se muestra en la Figura 12.

(-) (+) 01 02 03 04 05 06 O7 08 09 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Figura 12. Amplificacion de los 40 genotipos con iniciadores ITS en un gel de

agarosa al 0.8% a través de luz UV del transiluminador.

Los resultados de la amplificacion realizada presentaron amplificacion
positiva para 20 de 40 muestras (50%). Una de estas amplificaciones fue enviada
a Estados Unidos, donde se obtuvieron secuencias resultantes del
secuenciamiento Sanger (Anexo 6), estas secuencias fueron comparadas

realizando un BLASTn resultando una identidad del 80% con la cepa CBS
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138635 de Moniliophthora roreri Sequence (Anexo 7). Este porcentaje de

identidad nos revela que la cepa corresponderia a M. roreri.

4.6. Microsatélites

El resultado de las amplificaciones de ADN de los genotipos con

microsatélites visualizado en electrofenogramas (Anexo 12), fueron codificados

en una matriz de datos binarios (Anexo 13). En la Figura 13, se muestra uno de

los electrofenogramas.

Picos de amplificacion (k)

42 —
40 -
38—
36—
34 -
32—
30—
28 —
26 -
24 —
22 -
20 -
18 -
14 -
12 -
10 -
08 —
06 —
04 —
02 -
00 -
130 139 145 151 157

Alelos

Figura 13. Electrofenograma mostrando la amplificacién del loci SSR 17 con

picos a 06 k y 09 k para los alelos 139 y 145 respectivamente a

partir de una electroforesis capilar.
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4.7. Analisis multivariado

4.7.1. Agrupamiento
Usando el programa NTSYS v2.1p se gener6 un dendograma para
los 35 genotipos de M. roreri con el coeficiente de asociacion o similitud de

Jaccard (Figura 14).

El dendograma muestra la similitud genética existente entre las cuatro
poblaciones analizadas, observandose que los genotipos de M. roreri, estan
agrupados en un solo cluster a nivel de similitud de 0.84. El cluster muestra
valores relativamente altos para las distancias genéticas entre las poblaciones

estudiadas, generandose 3 cluster a un valor de similitud de 0.9:

- Cluster 1.- La mayoria de las muestras de ADN de M. roreri que
corresponden a Huanuco y San Martin forman parte de este grupo:
UNAS_HU-01, UNAS_HU-02, UNAS_HU-03, UNAS_HU-04,
UNAS_HU-05, UNAS_HU-06, UNAS_HU-09, UNAS_HU-10,
UNAS_HU-11, UNAS_HU-12, UNAS_HU-13, UNAS_HU-14,
UNAS_HU-15, UNAS_HU-17 y UNAS_HU-18; UNAS_SM-19,
UNAS_SM-23, UNAS_SM-24, UNAS_SM-25, UNAS_SM-26 y el

genotipo discordante es UNAS_UC-32 que proviene de Ucayali



UNAS_HU-01
UNAS HU-02
UNAS HU-03
UNAS_HU-04
UNAS_HU-05
UNAS HU-06
UNAS SM-26
UNAS_SM-24
, UNAS SM-23
Claster 1 [UNAS”SM-19
UNAS_ SM-25
UNAS UC-32
UNAS_HU-17
UNAS HU-15
UNAS HU-13
UNAS_HU-11
UNAS HU-10
UNAS HU-09
UNAS HU-12
UNAS HU-14
UNAS HU-18
UNAS HU-07
UNAS JU-34
UNAS UC-33
UNAS_UC-30
UNAS UC-28
Cluster 2 |UNAS_UC-31
UNAS_UC-29
UNAS HU-08
UNAS JU-39
UNAS_JU-37
UNAS JU-36
UNAS JU-35
Claster 3 "UNAS_JU-38
UNAS_SM-27

0.83 0.85 0.87 0.89 0.91 0.93 0.95 0.97 0.99

Figura 14. Dendograma generado con el coeficiente de asociacion Jaccard a un valor de 0,90 de similitud mostrando tres clusteres

en diferentes en colores.
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La similitud entre las muestras de Huanuco y San Martin explicaria
la correspondencia a un solo genotipo de M. roreri que los afecta;
conjuntamente, tanto los frutos de Huanuco y San Martin afectados
por este genotipo probablemente correspondan a la variedad CCN
51 y segregantes (Figura 15), por lo que el ataque seria igual.
Asimismo, se piensa que todos los individuos de este grupo
comparten una misma caracteristica de desarrollo climatico e
introduccién de cultivo; San Martin y Huanuco son mas antiguos que
Ucayali y Junin en la introduccién y expansion de este cultivo,
ademas, comparten climas similares en temperatura (24.4 y 24.7°C)
y precipitacion (2560 y 3042 mm) promedio anual. Este
comportamiento demostraria una especializacion patégeno -

ambiente.

Cluster 2.- Constituido por los genotipos mayormente de Junin y
Ucayali: UNAS_UC-28, UNAS_UC-29, UNAS_UC-30, UNAS_UC-
31, UNAS_UC-33, UNAS_JU-34, UNAS_JU-35, UNAS_JU-36,
UNAS JU-37, UNAS JU-38, UNAS JU-39 y dos genotipos de
Huéanuco: UNAS_ HU-07 y UNAS HU-08. Si bien las muestras de
ADN de M. roreri de Junin y Ucayali son similares al 100%, también
supondria que es el mismo genotipo que ha colonizado la variedad
de CCN 51 u otro cacao criollo o comun (Figura 16), pero que si se
diferencia con la poblacion de M. roreri del cluster 1 a un nivel de

similitud de 0.9. Los genotipos de Junin y Ucayali probablemente
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compartan un origen geografico diferenciado de las regiones mas
cercanas al norte (Huanuco y San Martin), registrando climas
diferentes con temperatura (24.1 y 26.1°C) y precipitacion (1652 y
3329 mm) promedio anual, ademas de que estas regiones serian
mMas jovenes en cuanto a la introduccion y expansion del cultivo, por
lo cual, este comportamiento también demostraria la especializacion

de patdégeno — ambiente.

Cluster 3.- Formado por un solo genotipo: UNAS SM-27, este
genotipo es el mas alejado genéticamente de los cluster 1y 2 a un
nivel de similitud de 0.84, por lo que refleja mayor distancia genética
y por lo tanto de variabilidad con respecto a las poblaciones de los
cluster 1y 2, lo que supone otro genotipo de M. roreri diferente con
origen geografico (Lamas) que esta mas cercano al norte, con un
ambiente de temperatura (23.9°C) y precipitacion (1478 mm)
promedio anual diferenciado de los dos clluster anteriores y que
coloniza a un clon de cacao de tipo criollo o nativo comun (Figura
17), muy diferente al CCN 51, lo que demostraria una cierta
especializacion patdogeno — hospedero — ambiente para el desarrollo

de la enfermedad.



Figura 15. Frutos de cacao con moniliasis del cluster 1 de las variedades: a)
CCN 51 perteneciente a UNAS-SM-25 y b) segregante perteneciente
a UNAS-HU-10.

Figura 16. Frutos de cacao con moniliasis del cluster 2 de las variedades: a)
CCN 51 perteneciente a UNAS-UC-31 y b) criollo perteneciente a
UNAS-JU-36
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Figura 17. Fruto de cacao con moniliasis del cluster 3 de la variedad criollo o

nativo comun perteneciente UNAS-SM-27.

4.5.2. Variacion poblacional

4.5.2.1. Numero de alelos por locus y poblacién
Se identificaron 17 alelos para los 15 locus estudiados, el
namero de alelos encontrados oscil6 entre un numero entre un minimo de 1y un

maximo de 2 en los 35 genotipos de M. roreri evaluados (Cuadro 9).

Los locus SSR17 y SSR5 detectaron dos alelos (alelos
139,145 y 252, 254 respectivamente), mientras que los demas locus detectaron
solo un alelo, lo que significa que para diferenciar genotipos en M. roreri se

utilizaria los locus SSR17 y SSR5.
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Cuadro 9. Frecuencia alélica para 15 locus en las cuatro poblaciones de colecta

de M. roreri.
Poblaciones
Locus Alelos
Huanuco Junin San Martin Ucayali
139 0.000 0.000 0.167 0.000
SSR17
145 1.000 1.000 0.833 1.000
SSR12 225 1.000 1.000 1.000 1.000
SSR27 202 1.000 1.000 1.000 1.000
SSR40 253 1.000 1.000 1.000 1.000
SSR28 182 1.000 1.000 1.000 1.000
SSR30 223 1.000 1.000 1.000 1.000
SSR1 133 1.000 1.000 1.000 1.000
SSR39 257 1.000 1.000 1.000 1.000
SSR38 276 1.000 1.000 1.000 1.000
SSR23 160 1.000 1.000 1.000 1.000
SSR18 209 1.000 1.000 1.000 1.000
SSR37 225 1.000 1.000 1.000 1.000
SSR33 186 1.000 1.000 1.000 1.000
SSR25 222 1.000 1.000 1.000 1.000
SSR5 252 1.000 0.000 1.000 0.167
254 0.000 1.000 0.000 0.833

En el locus SSR17 el alelo predominante es 145 en las
cuatro poblaciones, sin embargo, en el locus SSR5 el alelo 252 es predominante
para Huanuco y San Martin y el alelo 254 es predominante en Junin y Ucayali

(Figura 18), del cual, se desprende que 13 de 15 locus son monomorficos.
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®Huanuco  ®=Junin San Martin ~ mUcayali
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0.300 -

0.200 +

0.100 -

0.000 h T T 1
139 145 225 202 253 182 223 133 257 276 160 209 225 186 222 252 254

Alelos

Figura 18. Frecuencia de alelos en las cuatro poblaciones de colecta de M.

roreri.

4.5.2.2. Promedio de alelos por poblacién
El promedio del niamero de alelos, alelos efectivos y
diversidad de genotipos de M. roreri por cada poblacion se muestra en el Cuadro

10.

Los genotipos de la region de Huanuco presentaron un
promedio de 1.2 alelos, las regiones de San Martin y Ucayali presentaron 1.067

y el menor promedio de 1 alelo fue para la regién de Junin.

En cuanto a los alelos efectivos, los marcadores utilizados

en este estudio presentaron valores de alelos efectivos cercanos o igual al
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namero de alelos leidos para cada locus (Anexo 15). El promedio de alelos
efectivos por poblacién es mayor para Huanuco, seguido por San Martin y
Ucayali y el menor promedio para Junin. Segun estos indices los numeros de
alelos efectivos darian informacion que los genes se van a conservar en las

préximas generaciones.

Cuadro 10. Numero de genotipos por poblacion (N) con promedios de Numero

de alelos (Na), Numero de alelos efectivos (Ne) y Diversidad (h) por

poblacion.
Poblacion N Na Ne h

HUANLCO 17.000 + 1.200 + 1.034 + 0.029 +
0.000 0.107 0.200 0.016

Junin 6.000 + 1.000 + 1.000 + 0.000 +
0.000 0.000 0.000 0.000

San Martin 6.000 + 1.067 + 1.026 + 0.019 +
0.000 0.067 0.026 0.019

Ucavali 6.000 + 1.067 + 1.026 + 0.019 +
y 0.000 0.067 0.026 0.019

En la Figura 19, se observa este patron de alelos (Na y Ne)
y de diversidad (h). La diversidad es mayor para Huanuco y menores para San
Martin y Ucayali, en el caso de Junin no hay diversidad, lo que indica que las
poblaciones mas cercanas a norte de nuestro pais tienen mayor diversidad que

las regiones mas cercanas al centro o sur.
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Figura 19. Patron de alelos con promedios de Numero de alelos (Na), NUmero

de alelos efectivos (Ne) y Diversidad (h) por poblacion.

Los resultados de estructura y diversidad genética coinciden,
confirmando que las poblaciones estudiadas son similares genéticamente,
posiblemente porgue contienen materiales genéticos de igual procedencia. La
moderada variabilidad genética hace pensar en una evolucién incipiente de
variantes de M. roreri y que en estas cuatro regiones estudiadas predomina un
solo clon y se diferencian en tres cllsteres en un indice de similitud de 0.9, quizas
por las condiciones ambientales de su desarrollo y ubicacién geogréfica con
respecto a la linea ecuatorial. Un resultado similar en San Martin y Huanuco
obtuvo GUTARRA et al. (2013), diferenciandose tres grupos a un indice de
similitud de 0.7 y plantean la existencia de mas de un grupo genético de M. roreri,

y que estos grupos, provenientes del Ecuador, posiblemente hayan ingresado
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por el intercambio de semillas entre agricultores de ambos paises y/o de forma
natural por medio de los rios en comun y podrian estar originado nuevos grupos
genéticos al adaptarse a las nuevas condiciones medioambientales de la

Amazonia peruana.

Sin embargo, el resultado de los valores de diversidad obtenidos en
el presente estudio, podrian apoyar a las hipoétesis de que la mayor diversidad
esta en Colombia; los estudios de diversidad demuestran un alto nivel de
diferenciacion de ecotipos de monilia que resultan del proceso de adaptaciéon a
nuevas condiciones ambientales y caracteristicas moleculares que originaron
grupos genéticos diferentes, considerando que el nororiente de Colombia
representa el centro de diversidad mas probable de monilia (GRISALES y
AFANADOR, 2007; ARBELAEZ, 2010 y SUAREZ, 2017) vy la difusién a los
paises del norte o sur solo ha tenido introduccion y reproduccion
predominantemente clonal, y que en el Perl solo exista un clon de M. roreri

(DIAZ y AIME, 2016).

Este tipo de estudios son fundamentales para el disefio de
estrategias encaminadas al control de moniliasis, y programas de mejoramiento
genético de Theobroma cacao con la seleccion de genotipos resistentes a las
variantes de M. roreri, pues la difusion de M. roreri en nuevas areas y paises

mediados por la actividad humana puede incrementarse.



V. CONCLUSIONES

Se ha determinado una baja diversidad para los 35 genotipos de M. roreri,
el andlisis de agrupamiento mostro tres clisteres a 0.9 de similitud,
seflalando minimos niveles de diferenciacion genética entre las cuatro

poblaciones estudiadas.

El procedimiento para el aislamiento de M. roreri modificado de PHILLIS -
MORA, 2006) puede dar mayor rapidez ayudando el estudio de este

hongo patdgeno del cacao.

Se ha logrado el aislamiento de 40 cepas de M. roreri para la micoteca,
sin embargo, solo se pudieron reactivar 55 % en crioviales con semilla de

cafilamo y 30% en papel filtro.

El protocolo CTAB de extraccion de ADN modificado de DOYLE y DOYLE
(1987) resultd eficiente en cuanto a pureza y concentraciéon de ADN. Por
otro lado, la estandarizacion del protocolo de amplificacion tuvo un 50%

de eficiencia.



VI. RECOMENDACIONES

Profundizar el estudio de diversidad genética de M. roreri con una mayor
cantidad de muestras de regiones cacaoteras del norte, centro y sur del
Perd, analizarlos con marcadores SNP que permitan una mayor

diferenciacion genética, de ser posible.

Establecer un protocolo para realizar el aislamiento de cultivos puros de
M. roreri para evitar contaminacion de otras especies u otras cepas de M.

roreri en un mismo aislamiento.

Realizar otras pruebas de conservacion de cepas para M. roreri a largo

plazo.

Realizar ensayos de amplificacion de ADN para obtener mayor porcentaje

de eficiencia en el PCR.



Vil. RESUMEN

La diversidad genética fue evaluada en 35 genotipos de M. roreri,
patégeno causante de la moniliasis, una de las enfermedades limitantes en las
plantaciones de cacao (Theobroma cacao), con el fin de obtener méas informacién
sobre la diversidad de este patdgeno en cuatro regiones del Perd. Se establecio
un protocolo de aislamiento a partir de mazorcas infectadas. Las muestras
colectadas fueron georreferenciadas. Se establecidé una micoteca y las entradas
de esta coleccion fueron caracterizadas con variables morfolégicas de color,
borde, textura y presencia de sectores, como criterios para reconocer M. roreri
en cultivo in vitro. Asimismo, se estandarizd un protocolo de extraccion eficiente
y amplificacion de los ADNs. Una de las muestras amplificadas con iniciadores
ITS se envi6 a Estados Unidos para su secuenciamiento y el resultado se
comparo6 en BLASTn resultando un 80% de identidad con la cepa CBS 138635
de Moniliophthora roreri Sequence ID gb |KU674835.1|, revelando su identidad
con M. roreri. La caracterizacion molecular se realiz6 a través de marcadores
microsatélites; los marcadores SSR17 y SSR5 detectaron dos alelos, los demas
marcadores solo detectaron un alelo, los cuales no fueron representativos para
M. roreri. El promedio de alelos por poblacion, patrén de alelos y curva de
diversidad, asi como el andlisis de agrupamiento con tres clusteres formados a
0.9 de similitud indicaron baja variabilidad genética en las cuatro poblaciones
estudiadas, lo que confirma la hipotesis de que en el Perd hay una sola linea

clonal de M. roreri.

Palabras clave: cacao, diversidad genética, Moniliophthora roreri, marcadores

microsatélites.



ABSTRACT

The genetic diversity was evaluated in 35 genotypes of M. roreri,
causative pathogen of moniliasis, one of the limiting diseases on cacao
(Theobroma cacao) plantations, with the purpose of obtaining more information
about the diversity of this pathogen in the four regions of Peru. An isolation
protocol was established using the infected pods. The samples collected were
georeferenced with the morphological variables of color, border, texture and the
presence of sectors, as criteria for recognizing the M. roreri in vitro in the crop. At
the same time, the protocol for efficient and amplified extraction of the DNA was
standardized. One of the amplified samples with ITS primers was sent to the
United States for sequencing and the results were compared in BLASTN,
resulting in an 80% identification with the CBS 138635 strain of Moniliophthora
roreri, Sequence ID gb |KU674835.1]|, revealing its identification with M. roreri.
The molecular characterization was done using microsatellite markers; the
SSR17 and SSR5 markers detected two alleles, the rest of the markers only
detected one allele, which were not representative of M. roreri. The average of
alleles per population, allele pattern and the diversity curve, as well as the
grouping analysis with three clusters formed at 0.9 similarity, indicated low
genetic variability in the four populations in study, which confirms the hypothesis

that in Peru there is only one cloned line of M. roreri.

Palabras clave: cocoa, genetic diversity, Moniliophthora roreri, microsatellite

markers.
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IX. ANEXOS



Anexo 1. Georreferenciacion de las colectas de muestras de M. roreri.

Codigo Region Provincia Caserio ('?nltsi;urg) I‘(at.:.tl\t;l? L(()S.Ig.,i\glt;d
UNAS-HU-01 Huéanuco Leoncio Prado Alto San Juan 810 9.316765 75.850166
UNAS-HU-02 Huéanuco Leoncio Prado Bolaina 694 9.283350 75.900221
UNAS-HU-03 Huéanuco Leoncio Prado Inkari 669 9.250261 75.966827
UNAS-HU-04 Huénuco Leoncio Prado Vista Alegre 671 9.283534 75.950207
UNAS-HU-05 Huéanuco Leoncio Prado Merced de Locro 614 9.150033 76.050226
UNAS-HU-06 Huéanuco Leoncio Prado Venenillo 587 9.083384 76.083473
UNAS-HU-07 Huanuco Leoncio Prado La Curva 629 9.166728 76.066713
UNAS-HU-08 Huénuco Leoncio Prado Flor de Belén 860 9.200244 75.900091
UNAS-HU-09 Huénuco Leoncio Prado Las Vegas 941 9.183496 75.900097
UNAS-HU-10 Huanuco Leoncio Prado La Victoria 769 9.166928 75.933496
UNAS-HU-11 Huanuco Leoncio Prado Lota 712 9.300029 76.066777
UNAS-HU-12 Huanuco Leoncio Prado San Andrés 734 9.300104 76.100002
UNAS-HU-13 Huénuco Leoncio Prado Tulumayo 620 9.116857 76.033501
UNAS-HU-14 Huénuco Leoncio Prado Arabe 605 9.050168 76.050195
UNAS-HU-15 Huanuco Leoncio Prado Sai Pai 684 9.083489 76.000194
UNAS-HU-16 Huanuco Leoncio Prado Pueblo Nuevo 603 9.066940 76.050006
UNAS-HU-17 Huanuco Leoncio Prado Marona 681 9.228953 75.946243
UNAS-HU-18 Huanuco Chol6n Paraiso 520 8.487221 76.386211
UNAS-SM-19 San Martin Tocache Tocache 497 8.200616 76.558228
UNAS-SM-20 San Martin Tocache Nueva Esperanza 483 8.250067 76.550201
UNAS-SM-21 San Martin Tocache Tiesto 498 8.266864 76.566736
UNAS-SM-22 San Martin Tocache Mariategui 505 8.333356 76.516932
UNAS-SM-23 San Martin Tocache Buenos Aires 523 8.400076 76.450201
UNAS-SM-24 San Martin Tocache Uchiza 544 8.439772 76.462097
UNAS-SM-25 San Martin Tocache Unién Cadena 498 8.350046 76.400254
UNAS-SM-26 San Martin Tocache Santa Lucia 524 8.366918 76.316853
UNAS-SM-27 San Martin Lamas Lamas 814 6.418333 76.538333
UNAS-UC-28 Ucayali Padre Abad Curimana 188 8.435210 75.155458
UNAS-UC-29 Ucayali Padre Abad Malvinas 173 8.412339 75.098843
UNAS-UC-30 Ucayali Padre Abad Nueva Meriba 200 8.488451 75.110376
UNAS-UC-31 Ucayali Padre Abad Nuevo Huanuco 235 8.885031 75.21371
UNAS-UC-32 Ucayali Padre Abad Los Vencedores 313 8.907680 75.196887
UNAS-UC-33 Ucayali Padre Abad Villa El Salvador 307 8.852900 75.173634
UNAS-JU-34 Junin Satipo Kapirushari 663 11.29496 74.548511
UNAS-JU-35 Junin Satipo Los Angeles 682 11.24424 74,672,012
UNAS-JU-36 Junin Satipo Rio Negro 685 11.18511 74.660095
UNAS-JU-37 Junin Satipo Villa Kapiri 735 11.13448 74.672051
UNAS-JU-38 Junin Satipo Unién Kapiri 602 11.09488 74.700369
UNAS-JU-39 Junin Satipo San Juan de Cheni 571 11.08661 74.738120
UNAS-JU-40 Junin Pichanaki Ipoki 485 11.01213 74.750104




Anexo 2. Registro morfolégico de los aislamientos de M. roreri.
Presencia
Cadigo Coloracion Borde Textura Esporulacion de
sectores

UNAS-HU-01 café plumoso afelpada con anillo no
UNAS-HU-02 café claro plumoso afelpada con anillo no
UNAS-HU-03 café claro ondulado afelpada con anillo Si
UNAS-HU-04 café claro ondulado afelpada con anillo no
UNAS-HU-05 café claro ondulado afelpada con anillo no
UNAS-HU-06 café plumoso pulverulenta uniforme no
UNAS-HU-07 café claro ondulado afelpada uniforme no
UNAS-HU-08 café plumoso pulverulenta sin anillo no
UNAS-HU-09 café oscuro entero pulverulenta con anillo no
UNAS-HU-10 café claro entero afelpada con anillo no
UNAS-HU-11 café claro entero afelpada con anillo no
UNAS-HU-12 café claro entero afelpada uniforme si
UNAS-HU-13 café entero pulverulenta uniforme no
UNAS-HU-14 café claro entero afelpada con anillo si
UNAS-HU-15 café claro ondulado afelpada con anillo no
UNAS-HU-16 café claro ondulado afelpada con anillo no
UNAS-HU-17 café claro entero afelpada con anillo no
UNAS-HU-18 café entero pulverulenta uniforme no
UNAS-SM-19 café oscuro entero afelpada uniforme no
UNAS-SM-20 café claro entero afelpada con anillo si
UNAS-SM-21 café plumoso afelpada con anillo si
UNAS-SM-22 café plumoso pulverulenta con anillo si
UNAS-SM-23 café claro entero afelpada con anillo no
UNAS-SM-24 café claro ondulado pulverulenta con anillo si
UNAS-SM-25 café claro ondulado pulverulenta con anillo no
UNAS-SM-26 café plumoso pulverulento uniforme no
UNAS-SM-27 café claro ondulado afelpada con anillos si
UNAS-UC-28 café oscuro entero pulverulenta uniforme no
UNAS-UC-29 café oscuro ondulado afelpada con anillo no
UNAS-UC-30 café entero pulverulenta con anillo no
UNAS-UC-31 café claro ondulado afelpada con anillos no
UNAS-UC-32 café claro ondulado afelpada con anillo no
UNAS-UC-33 café claro plumoso afelpada con anillo no
UNAS-JU-34 café claro plumoso afelpada con anillo no
UNAS-JU-35 café claro entero afelpada con anillo no
UNAS-JU-36 café oscuro entero afelpada con anillo no
UNAS-JU-37 café oscuro entero pulverulenta uniforme no
UNAS-JU-38 café claro plumoso afelpada con anillo no
UNAS-JU-39 café claro plumoso afelpada con anillo no
UNAS-JU-40 café plumoso pulverulenta uniforme no
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Anexo 3. Procedimientos utilizados para el aislamiento, extraccion vy

amplificacion de ADN de M. roreri.

3.1. Procedimiento de aislamiento de Moniliophthora roreri.

=
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»
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3.2.
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9.
1
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Lavar las mazorcas con detergente y escobilla hasta que no quede micelio y
enjuagar con abundante agua.

Secar los frutos bajo sombra y al aire libre.

Enjuagar cada mazorca con agua destilada.

Enjuagar cada mazorca con alcohol comercial de 70%.

Partir la mazorca y eliminar 2cm de las partes cortadas en campo, dejando
una Procion libre de la enfermedad y una porcién infestada.

Esterilizar por flameo una placa Petri grande y colocar en ella la nueva
porcién de mazorca.

Esterilizar por flameo un sacabocado de 5mm de didmetro e introducir en la
nuestra en el limite de la parte infestada y sana del endocarpio de la muestra
y colocarlo en una nueva placa empujando con una varilla.

Con la ayuda de una pinza y bisturi eliminar la parte final e inicial.

Cortar discos de 2mm de espesor y colocarla en placas de medio de cultivo
soélido Sabouraud.

Sellar las placas con cinta parafilm y rotular.

Guardar las placas en un lugar oscuro a 25°C.

Protocolo QIAGEM Dneasy Plant Mini Kit de extraccion de ADN de

Moniliophthora roreri.

Pesar 100 mg de tejido seco de M. roreri, moler con nitrégeno liquido y
traspasar a tubos eppendorf.

Agregar 500 ul de AP1 mas 40 ul de ARNasa.

Incubar por 10 min a 65°C con 1000.

Dejar enfriar y afladir 160 ul de buffer P3.

Centrifugar a 14000 rpm por 5 minutos a 22°C.

Pipetear sobrenadante a los tubos morados y centrifugar con las condiciones
del paso 5.

Pipetear el precipitado a nuevos tubos eppendorf y afladir 1.5 ul d ADN
purification y mezclar.

Centrifugar a 10000 rpm por 1 minuto a 22°C.

Lavar por dos veces con 500 ul de AW1 con las condiciones del paso 8.
Lavar por dos veces con 100 ul de buffer AE con las condiciones del paso 8
e incubar a temperatura ambiente.

Guardar el contenido en los tubos eppendorf a -20°C.
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3.3. Protocolo CTAB de extraccion de ADN de Moniliophthora roreri y

N =

o s

electroforesis.

Pesar 100 mg de micelio seco de M. roreri.

Moler el micelio seco en los morteros con nitrdgeno liquido hasta obtener un
polvo y colocarlas en microtubos eppendorf de 2 ml.

Agregar 800 ul de buffer de extraccion CTAB y 1 ul de ARNasa a cada
microtubo y mezclarlas uniformemente

Incubar por 30 minutos a 65°C y agitar moderadamente cada 10 minutos.
Enfriar por 3 minutos y adicionar 800 ul de cloroformo isoamil (24:1)
mezclando por inversion con cuidado

Centrifugar a 14000 RPM por 10 minutos a 16°C.

Retirar el sobrenadante por pipeteo.

Precipitar con 800 ul de isopropanol 96% helado y mezclar por inversion.
Centrifugar a 10000 RPM por 5 minutos a 16°C.

. Retirar el isopropanol por pipeteo

. Lavar 3 veces con etanol 70%, siguiendo el paso 9.

. Secar los pellets en camara de flujo horizontal.

. Resuspender con 300ul de Buffer TE y disolverlo en bafio Maria por 30

minutos

. Cubrir los microtubos con parafilm y guardar a -20°C.
. Realizar electroforesis con volumenes de 10 ul de ADN resuspendido y 2ul

de Loading Dye por posillo. Utilizar 3ul del marcador Extenssion Ladder 1KB.

3.4. Protocolo de amplificacion de ADN de Moniliophthora roreri con

o a

iniciadores ITS

Preparar la solucion de trabajo (ADN del stock + agua molecular) para un
volumen final de 40 ng/ul.

Preparar el master mix segun el nimero de muestras (15.5 ul de Dream Taq
+ 2.5 ul de Primer F + 2.5 ul de Primer R + 4.3 ul de gua molecular por
microtubo).

Transferir 21.8 ul de master mix a cada tubo PCR mas 3.2 ul de ADN de la
solucion de trabajo.

Colocar los microtubos PCR en el termociclador con un programa
desnaturalizacion a 94°C por 300 seg por un ciclo y 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 60 seg, alineamiento a 52°C por 30 seg,
extension a 72°C por 60 seg y sintesis a 72°C por 300 seg.

Guardar los microtubos PCR con ADN amplificado a -20°C.

Realizar electroforesis con volimenes de 10 ul de ADN amplificado y 2ul de
Loading Dye por posillo. Utilizar 3ul del marcador molecular 100 bp
Extenssion Ladder.



Anexo 4. Composicion de los reactivos usados en extraccion, amplificacion y

electroforesis.

4.1. Solucién Buffer de Extraccion CTAB

Preparacién

Compuesto Concentracion final (100m)
Na CI 1.4 M 23.3ml
Tris — HCI 100 mM (pH 7,5) 10ml
EDTA 20 M (pH 8,0) 2ml
CTAB 2% 19
BME (Beta 0.20% 0.1 ml (agregar
mercaptoetanol) antes de usar)

4.2. Cloroformo - Isoamilalcohol (24:1) para 25ml

Mezcla de 24 ml de cloroformo con 1 ml de alcohol isoamilico.

4.3. Solucién Buffer TE

Componente Concentracion
Tris — Hcl 10Mm
Etilen Diamino tetra acético IMm
(EDTA)
pH 8

4.4. Buffer TAE 10X

Componente Cantidad
Tris 48.5¢g
Acido Acético Glacial 11.4 ml
EDTA (0.5M) pH 8 20 ml

Enrazar con H20d a 1000 ml




Anexo 5. indices de pureza y concentraciones de ADN obtenidas de las

lecturas espectrofotométricas de los 40 genotipos.

Absorbancia Cuantificacion
Cadigo

A260 A280 A320 Pureza Cantidad
UNAS-HU-01 0.505 0.250 0.023 2.1233 3787.5
UNAS-HU-02 0.232 0.135 0.035 1.9700 1740.0
UNAS-HU-03 0.376 0.180 0.009 2.1462 2820.0
UNAS-HU-04 0.228 0.109 0.006 2.1553 1710.0
UNAS-HU-05 0.303 0.152 0.010 2.0634 22725
UNAS-HU-06 0.282 0.134 0.008 2.1746 2115.0
UNAS-HU-07 0.115 0.063 0.011 2.0000 862.5
UNAS-HU-08 0.624 0.315 0.045 2.1444 4680.0
UNAS-HU-09 0.169 0.095 0.014 1.9136 1267.5
UNAS-HU-10 0.149 0.076 0.004 2.0139 1117.5
UNAS-HU-11 0.143 0.086 0.110 -1.375 1072.5
UNAS-HU-12 0.499 0.248 0.015 2.0773 37425
UNAS-HU-13 0.901 0.405 0.011 2.2589 6757.5
UNAS-HU-14 0.801 0.382 0.023 2.1671 6007.5
UNAS-HU-15 0.482 0.221 0.007 2.2196 3615.0
UNAS-HU-16 0.393 0.194 0.017 2.1243 2947.5
UNAS-HU-17 0.498 0.230 0.009 2.2127 3735.0
UNAS-HU-18 0.642 0.290 0.007 2.2438 4815.0
UNAS-SM-19 0.181 0.089 0.005 2.0952 1357.5
UNAS-SM-20 0.196 0.094 0.005 2.1461 1470.0
UNAS-SM-21 1.381 0.641 0.032 2.2151 10357.5
UNAS-SM-22 0.644 0.314 0.022 2.1301 4830.0
UNAS-SM-23 1.250 0.584 0.039 2.2220 9375.0
UNAS-SM-24 0.672 0.345 0.055 2.1276 5040.0
UNAS-SM-25 0.450 0.212 0.011 2.1841 3375.0
UNAS-SM-26 0.832 0.384 0.017 2.2207 6240.0
UNAS-SM-27 1.258 0.590 0.044 2.2234 9435.0
UNAS-UC-28 1.283 0.602 0.042 2.2161 9622.5
UNAS-UC-29 0.680 0.323 0.018 2.1705 5100.0
UNAS-UC-30 0.518 0.244 0.011 2.1760 3885.0
UNAS-UC-31 0.369 0.193 0.021 2.0233 2767.5
UNAS-UC-32 0.331 0.161 0.110 4.3333 2482.5
UNAS-UC-33 0.603 0.283 0.015 2.1940 4522.5
UNAS-JU-34 0.760 0.344 0.009 2.2418 5700.0
UNAS-JU-35 0.132 0.068 0.006 2.0323 990.0
UNAS-JU-36 0.112 0.059 0.006 2.0000 840.0
UNAS-JU-37 0.268 0.138 0.018 2.0833 2010.0
UNAS-JU-38 0.073 0.041 0.005 1.8889 547.5
UNAS-JU-39 0.272 0.151 0.030 2.0000 2040.0

UNAS-JU-40 0.251 0.151 0.039 1.8929 1882.5
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Anexo 6. Secuencias resultantes del secuenciamiento Sanger de los

iniciadores ITS_M13F e ITS_M13R.

ITS4_M13F

NNNNNTNNNNNNNNNNNNNNGNGANATGCGGAAGATNTTATTGAAAACTN
AANNGAGGCCCGAANNNNNCTNTANNTTGGGNNCNNNNTNNNTATTACNN
NCTACNNCNNNNGTNANCCTTTTGNNNNCCCCCCNNCNANGNTNNTANCT
NNCCNTCATTCACNAACANANANNNCAATGTTTNNNCACANNCTTAANNNN
TGNTTANAATGCGNNNTTTATTNNNANTNNNTCTNNNNGNTAATNANTCNT

TATN

ITS5_M13R

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGTGNACNTGCNGGANGATCNTTATTGAAAA
CANTGTAAATGATGTTNNNACACTNNNNATNTATGANNTCGAANCNNNCAA
TTACNNCNTCCACCCCCTGTTNNCNNTTTNCANGNNANCCAGAGAAGANG
NNNCTTNNNCNNNNCCCAATAAACGTANACCAANGCNNNAAANCATANTC
ANAGCNNGTNGGCANANNNNATGNNNTNANNNNGTGNTTGGNNNGGTAG
CNANTNCTTAANTCNAAATCNAGNACCTCTCNNCCCACCNNNCAAACTAGA

NAAAAN
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Anexo 7. Lista de 22 secuencias para M. roreri comparadas en BLASTn.

N° Secuencias en BLASTn

1. Moniliophthora roreri strain CBS 138635 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1,5.8S ribosomal.
2. Moniliophthora roreri Cibe-LR30E 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.
3. Moniliophthora roreri Cibe-LR22B 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.
4. Moniliophthora roreri Cibe-M7C 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.

5. Moniliophthora roreri Cibe-G43E 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.

6. Moniliophthora roreri Cibe-A31B 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.

7. Moniliophthora roreri isolate B3 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.

8. Moniliophthora roreri isolate B1b8S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.

9. Moniliophthora roreri isolate E32 ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.

10. Moniliophthora roreri isolate E18 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.
11. Moniliophthora roreri isolate E16 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.
12. Moniliophthora roreri isolate Co15 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.
13. Moniliophthora roreri isolate Co12 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.
14. Moniliophthora roreri isolate Co6 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.
15. Moniliophthora roreri isolate Co2 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.
16. Moniliophthora roreri isolate C5 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.

17. Moniliophthora roreri isolate SPCL 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.
18. Moniliophthora roreri isolate P1 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.

19. Moniliophthora roreri isolate MRO1 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.
20. Moniliophthora roreri isolate magdiel 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.
21.

Moniliophthora roreri strain Mg_florum 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.

22. Moniliophthora roreri var. gileri 18S ribosomal RNA gene; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal.




Anexo 8. Iniciadores y secuencias utilizadas en el andlisis de microsatélites.
Locus Primer Secuencia m
Mr_SSR1_F 5'-CAATCCAAATCCCCCAAATC-3' 51.7
SSRL Mr_SSR1_R 5-TAGACTTGAGATCTGAAAGCAGGG-3' 56.1
Mr_SSR5_F 5-TTGGTTTGCCAGTAGTATACCTGA-3' 55.7
5SRO Mr_SSR5_R 5-TGGTGTTTCATCACTCTTAGAAGC-3' 55.0
Mr_SSR12_F 5'-CCAGTGCATGAGTAGGGATAAATA-3' 54.1
SRtz Mr_SSR12_R 5-GTTAGAAATGCTGCTAATGGGTCT-3' 55.2
Mr_SSR17_F 5-GCAGTCTAGCCATATCGTGTTGTA-3' 56.5
SSRLY Mr_SSR17_R 5-GTATTTTACTAGGCTTGCTCTCGC-3' 55.6
Mr_SSR18_F 5-AGTTTAAGTCTTGAGGTGAAGCGT-3' 56.4
SSRI8 Mr_SSR18_R 5'-GAACAGTAGCGAAGAATCTAGGGA-3' 55.8
Mr_SSR23_F 5-ATCGTATCTGTATGGTGGTTGTTG-3' 54.8
SSRZ3 Mr_SSR23_R 5-GTGTGTCTTCGTTCTCTCGTTCTA-3' 56.1
Mr_SSR25_F 5'-GAGCCTATATTCCCACATCCATAC-3' 54.6
SSRZ Mr_SSR25_R 5-TGCTGACTGACTTCTTGCTATTTT-3' 54.8
Mr_SSR27_F 5'-AAGAAGGTGAAGAAGAACAAGTGG-3' 55.2
SSRet Mr_SSR27_R 5-GAAATGGATATGGACAATGGGTAT-3' 52.8
Mr_SSR28_F 5-CTTTATTCTTCACGACATGACACC-3' 53.9
SOR28 Mr_SSR28_R 5'-CGTCCGTATAAAAAGACTAGGCAG-3' 55.2
Mr_SSR30_F 5-GGGTTCATCTCCGAACTATCATAC-3' 54.7
SSRE0 Mr_SSR30_R 5-TCCATTCCAAGGGTATCTATCAAT-3' 53.4
Mr_SSR33_F 5-TTGTGCACAGAGCCAAATGCTATT-3' 55.8
SRS Mr_SSR33_R 5'-CCTGCACCCGCACTCCCAAACGAA-3' 54.6
Mr_SSR37_F 5'-ACCTGAAAGAGCGGCAATGATTTT-3 54.8
SSRST Mr_SSR37_R 5-TGATGTCTTCGGTATCGAAGCGTC-3' 54.7
Mr_SSR38_F 5'-ACAGCCAAGAAGCCCAAAGAAAATA3Z' 55.2
SORSE Mr_SSR38_R 5-GAGTTATGAATGAATAAATATCGAC-3' 53.4
Mr_SSR39_F 5-TGGTGCTGTGGTGAGATAGCACGG-3' 55.2
SORS9 Mr_SSR39_R 5-ATGGCAGGGTTGGAGAAGTTGGAA-3' 55.7
Mr_SSR40_F 5'-AGACGAGCACAGAAGACAGCATCA-3' 55.8
SSRA40
Mr_SSR40_R 5'-AAGCAGCTTCACCTTCACTCCACCA-3' 56.1




Anexo 9. Electrofenogramas de 14 microsatélites como resultado de la

electroforesis capilar.
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Matriz de datos binarios (presencia:l, ausencia:0) de 17 loci para 35 genotipos de M. roreri con datos perdidos

Anexo 10.

menores al 15% (dato perdido:9).

SSR27 SSR40 SSR28 SSR30 SR1  SSR39 SSR38 SSR23 SSR18 SSR37 SSR33 SSR25  SSR5 SSR5 a

SSR17 a SSR12

SSR17

Loci
UNAS_HU-01

UNAS_HU-02

UNAS_HU-03

1
1
1

UNAS_HU-04

UNAS_HU-05

UNAS_HU-06

UNAS_HU-07

UNAS_HU-08

UNAS_HU-09

UNAS_HU-10

1
1
1
1

UNAS_HU-11

UNAS_HU-12

UNAS_HU-13

UNAS_HU-14

UNAS_HU-15

UNAS_HU-17

UNAS_HU-18

UNAS_JU-34

UNAS_JU-35

UNAS_JU-36

UNAS_JU-37

UNAS_JU-38

UNAS_JU-39

UNAS_SM-19

UNAS_SM-23

UNAS_SM-24

UNAS_SM-25

UNAS_SM-26

UNAS_SM-27

0

UNAS_UC-28

UNAS_UC-29

UNAS_UC-30

UNAS_UC-31

UNAS_UC-32

1
1

UNAS_UC-33




Anexo 11. Matriz de similaridad de la comparacidén uno a uno entre los 35 genotipos con el coeficiente Jaccard. (parte 1).

Loci UNAS_HU-01 UNAS_HU-02 UNAS_HU-03 UNAS_HU-04 UNAS_HU-05 UNAS_HU-06 UNAS_HU-07 UNAS_HU-08 UNAS_HU-09 UNAS_HU-10 UNAS_HU-11 UNAS_HU-12
UNAS_HU-01 1.0000
UNAS_HU-02 1.0000 1.0000
UNAS_HU-03 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_HU-04 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_HU-05 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_HU-06 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_HU-07 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_HU-08 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_HU-09 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_HU-10 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_HU-11 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_HU-12 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_HU-13 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_HU-14 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_HU-15 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_HU-17 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_HU-18 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_JU-34 0.8750 0.8667 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 0.8750 0.8750 0.8750 0.8667
UNAS_JU-35 0.8750 0.8667 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 0.8750 0.8750 0.8750 0.8667
UNAS_JU-36 0.8750 0.8667 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 0.8750 0.8750 0.8750 0.8667
UNAS_Ju-37 0.8750 0.8667 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 0.8750 0.8750 0.8750 0.8667
UNAS_JU-38 0.8750 0.8667 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 0.8750 0.8750 0.8750 0.8667
UNAS_JU-39 0.8750 0.8667 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 0.8750 0.8750 0.8750 0.8667
UNAS_SM-19 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_SM-23 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_SM-24 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_SM-25 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_SM-26 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_SM-27 0.8750 0.8667 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8667 0.8667 0.8750 0.8750 0.8750 0.8667
UNAS_UC-28 0.8750 0.8667 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 0.8750 0.8750 0.8750 0.8667
UNAS_UC-29 0.8750 0.8667 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 0.8750 0.8750 0.8750 0.8667
UNAS_UC-30 0.8750 0.8667 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 0.8750 0.8750 0.8750 0.8667
UNAS_UC-31 0.8750 0.8667 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 0.8750 0.8750 0.8750 0.8667
UNAS_UC-32 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000

UNAS_UC-33 0.8750 0.8667 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 0.8750 0.8750 0.8750 0.8667




Matriz de similaridad parte 2.

Loci UNAS_HU-13 UNAS_HU-14 UNAS_HU-15 UNAS_HU-17 UNAS_HU-18 UNAS_JU-34 UNAS_JU-35 UNAS_JU-36 UNAS_JU-37 UNAS_JU-38 UNAS_JU-39 UNAS_SM-19
UNAS_HU-01
UNAS_HU-02
UNAS_HU-03
UNAS_HU-04
UNAS_HU-05
UNAS_HU-06
UNAS_HU-07
UNAS_HU-08
UNAS_HU-09
UNAS_HU-10
UNAS_HU-11
UNAS_HU-12
UNAS_HU-13 1.0000
UNAS_HU-14 1.0000 1.0000
UNAS_HU-15 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_HU-17 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_HU-18 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_JU-34 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000
UNAS_JU-35 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000
UNAS_JU-36 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_Ju-37 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_JU-38 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_JU-39 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_SM-19 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000
UNAS_SM-23 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000
UNAS_SM-24 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000
UNAS_SM-25 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000
UNAS_SM-26 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000
UNAS_SM-27 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.7647 0.7647 0.7647 0.7647 0.7647 0.7647 0.8750
UNAS_UC-28 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.8750
UNAS_UC-29 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.8750
UNAS_UC-30 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.8750
UNAS_UC-31 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.8750
UNAS_UC-32 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000

UNAS_UC-33 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.8750




Matriz de similaridad parte 3.

Loci UNAS_SM-23 UNAS_SM-24 UNAS_SM-25 UNAS_SM-26 UNAS_SM-27 UNAS_UC-28 UNAS_UC-29 UNAS_UC-30 UNAS_UC-31 UNAS_UC-32 UNAS_UC-33

UNAS_HU-01

UNAS_HU-02

UNAS_HU-03

UNAS_HU-04

UNAS_HU-05

UNAS_HU-06

UNAS_HU-07

UNAS_HU-08

UNAS_HU-09

UNAS_HU-10

UNAS_HU-11

UNAS_HU-12

UNAS_HU-13

UNAS_HU-14

UNAS_HU-15

UNAS_HU-17

UNAS_HU-18

UNAS_JU-34

UNAS_JU-35

UNAS_JU-36

UNAS_JU-37

UNAS_JU-38

UNAS_JU-39

UNAS_SM-19

UNAS_SM-23 1.0000

UNAS_SM-24 1.0000 1.0000

UNAS_SM-25 1.0000 1.0000 1.0000

UNAS_SM-26 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000

UNAS_SM-27 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000

UNAS_UC-28 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.7467 1.0000

UNAS_UC-29 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.7467 1.0000 1.0000

UNAS_UC-30 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.7467 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_UC-31 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.7467 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000
UNAS_UC-32 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 1.0000
UNAS_UC-33 0.8750 0.8750 0.8750 0.8750 0.7467 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.8750 1.0000




Anexo 12. Numero de alelos (N), Numero de alelos diferentes (Na), Numero de

alelos efectivos (Ne) y Diversidad (h) por locus.

Locus N Na Ne h
Mr_SSR17 17 1 1.000 0.000
Mr_SSR12 17 1 1.000 0.000
Mr_SSR27 17 2 1.125 0.111
Mr_SSR40 17 1 1.000 0.000
Mr_SSR28 17 1 1.000 0.000
Mr_SSR30 17 1 1.000 0.000
Mr_SSR1 17 1 1.000 0.000
Mr_SSR39 17 1 1.000 0.000
Mr_SSR38 17 1 1.000 0.000
Mr_SSR23 17 1 1.000 0.000
Mr_SSR18 17 2 1.125 0.111
Mr_SSR37 17 1 1.000 0.000
Mr_SSR33 17 1 1.000 0.000
Mr_SSR25 17 1 1.000 0.000
Mr_SSR5 17 2 1.262 0.208
Mr_SSR17 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR12 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR27 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR40 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR28 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR30 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR1 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR39 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR38 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR23 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR18 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR37 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR33 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR25 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR5 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR17 6 2 1.385 0.278
Mr_SSR12 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR27 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR40 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR28 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR30 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR1 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR39 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR38 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR23 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR18 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR37 6 1 1.000 0.000
Mr_SSR33 6 1 1.000 0.000



Mr_SSR25
Mr_SSR5

Mr_SSR17
Mr_SSR12
Mr_SSR27
Mr_SSR40
Mr_SSR28
Mr_SSR30
Mr_SSR1

Mr_SSR39
Mr_SSR38
Mr_SSR23
Mr_SSR18
Mr_SSR37
Mr_SSR33
Mr_SSR25
Mr_SSR5

1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
1.385

DD D
NRPRRRRRRPRRPRRRPRPRRPRRRRR

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.278

Anexo 13. Fotografias de la tesis.

Figura 20.

Mazorca con signo de M. roreri colectada en campo.



Figura 21. Siembra de endocarpio de mazorcas infestadas con M. roreri.

Figura 22. Crecimiento de M. roreri en papel filtro en medio Agar Sabouraud.



L

Figura 23. Conservacion de M. roreri en criovial a temperatura ambiente.

Figura 24. Crecimiento de M. roreri en medio liquido Sabouraud.



Figura 25. Microtubo con el pellet de ADN (precipitado blanquecino), obtenido

después del proceso de extraccion.

Figura 26. Espectrofotdmetro Spectronic 60 usado para medir las absorbancias

UV a 260, 280 y 320 nm de las muestras de ADN.



Figura 27. Termociclador Whatman Biometra utilizada para la amplificacion de

las muestras de ADN.

Figura 28. Camara de electroforesis Whatman Biometra utilizada para la

separacion de acidos nucleicos en geles de agarosa.



Figura 29. Transiluminador UV utilizada para la visualizacion del ADN o

amplificaciones en geles de agarosa.



