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RESUMEN

La Pudricion Helada del Fruto (PHF) del cacao, es una enfermedad causada por el hongo
Moniliophthora roreri, y provoca grandes pérdidas en los cultivares cacaoteros,
perjudicando la econdmica de cientos de familias productoras y exportadores del cacao.
Se ha estudio la genética del patdgeno, para encontrar medidas de control o manejo de la
enfermedad. El estudio fenotipico como la sensibilidad a fungicidas y la virulencia en
campo de este hongo, no ha sido estudiado. El objetivo de esta investigacion fue determinar
la estructura poblacional de M. roreri, en zonas cacaoteras de la region Amazonica,
mediante marcadores fenotipicos y genotipicos. Se evaluo la sensibilidad de 76 aislados
de M. roreri a los fungicidas flutolanil y azoxystrobin, en medio de cultivo suplementado
el fungicida, se estimd la Concentracion inhibitoria media (ICso) y el porcentaje de
inhibicioén de crecimiento (PIC). También se evalud la agresividad de tres aislados en dos
clones de cacao mediante la obtencion de frutos con 15 y 29 dias de edad por medio de la
polinizacion artificial. Se inoculd los frutos mediante la técnica de aspersion y se evalud
la severidad externa e interna. Para el andlisis de diversidad genética de 76 aislados, la
PCR se llevo a cabo con nueve marcadores moleculares Simple Sequence Repeat (SSR), se
generd una matriz con los pesos moleculares (pb) de los aislados. Luego se calculo la
heterocigosidad esperada, indice de diferenciacion por poblaciones, y andlisis de la
varianza molecular para conocer la variacion dentro y entre poblaciones. Para determinar
la relacion existente entre variables ambientales y la diversidad genética, se descargd capas
shapefile de mapas del Ecuador. Los resultados indican que todos los aislados fueron
altamente sensible a los fungicidas, y que 53 cepas fueron estimuladas a bajas
concentraciones con flutolanil y un aislado con azoxystrobin. La severidad interna y
externa del patdgeno no fue significativamente diferente en los clones, pero la intensidad
de dafio fue significativa en frutos de 29 dias de edad. MR59 fue mas agresivo
externamente en EET96, pero se clasifico el clon como resistente; y moderadamente
resistente; y el clon EET103 como moderadamente resistente segin el dafio interno. M.
roreri mostrd alta diversidad genética, y la mayor diferenciacion genética se encontrod
dentro de poblaciones, y entre poblaciones fue diferenciada por el origen geografico
(provincias). Se concluye que M. roreri es susceptible a los fungicidas y que los brotes de
resistencia pueden surgir de las Provincias de El oro y Orellana. Los aislados fueron mas
agresivos en frutos de mayor edad (29 dias). Se sugiere que el origen geografico provincia
puede explicar la estructura poblacional de M. roreri en el Ecuador.

Vi



INDICE GENERAL

RESUMEN ......coomiiiiiiiieeeeeeeee e e vi
INDICE GENERAL .......cooimiiieieieeeeoe oo e, vii
ABREVIATURAS ..ot ix
SIMBOLOGIA ..o X
INDICE DE TABLAS ..o xi
INDICE DE FIGURAS ........oooviviieieeeeeeeee oo, xii
CAPITULO 1 oo, 10
INTRODUCCION Y OBJIETIVOS.......oooiiiieiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 10
REVISION BIBLIOGRAFICA .........c.oouiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 13

Pudricion Helada del Fruto de cacao en el Ecuador..........ccoooooiviiiiieieiiiiiiieeeieeeeiii, 13

BIOLOGIA DEL PATOGENO Y SUS CONSECUENCIAS EN EL CONTROL DE
LA ENFERMEDAD (HEMIBIOTROSICOS).........coiviiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 15

UTILIDAD DE HERRAMIENTAS DE LA GENETICA POBLACIONAL.............. 17

IMPLICACIONES DEL ESTUDIO POBLACIONAL EN EL MANEJO DEL

CULTIVO ..ttt ettt ettt e h et et e et e st e e e ate e e eabeenneeenseea 21
CAPITULO 2 ..ttt ettt st ettt ettt et enaee e 26
METODOLOGIA ...t 26

2.1 Obtencion de material bioldgico y aislados de M. roreri.........cccccevveveeevvninnnnn.n. 26

2.2 Estimacion de la sensibilidad de M. roreri al fungicida flutolanil y Azoxystrobin.

Vi



2.4 Cuantificacion de la diversidad genética y su distribucion intra e interpoblacional

de M. roreri mediante marcadores (SSR)...........cooviiiiiiiiiiiiieer e 32
CAPITULO 3 oo st 37
RESULTADOS ...t ettt e e ettt e ettt e st e e et e e e e beeennneeen 37

3.2. Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Radial (PIC) del flutolanil y

AZOXYSLIODIN CONLIA M. FOFEFI. c.vveeeeiiiie e ettt e et e e naeeee s 38
3.4 Sensibilidad de M. roreri a los fungicidas flutolanil y azoxystrobin ..................... 41

3.5 Determinacion de la agresividad de aislados de M. roreri mediante ensayos in vivo

€N fTULOS A 7. CACAO. ..ot e e 44
3.6. Cuantificacion de la diversidad genética..............eeeevviiiiieniiiiiiiiieeeiieee e 49
3.7 Correlacion fenotipica con la diversidad genética de M. roreri..............ccccuveeennn. 56
CAPITULO 4 ..o s 59
DISCUSION . ...ttt s s 59
4.1 Sensibilidad de M. roreri a fungicidas .........cooeveieeeiiiiieeie e 59

4.2 Efecto de M. roreri en frutos de cacao mediante la agresividad de los aislados a

NIVEL 17 VIVO. .ottt 62
4.3 Cuantificacion de la diversidad genética ............cccueeeeeiiiieeeiiieiiiiieeeeiiee e 64
Correlacion fenotipica con la diversidad genética de M. roreri ..........cccueeeeevuenecnnne. 70
CONCIUSIONES ...ttt ettt ettt e ettt e et e et e et e e e beeesaneeeas 72
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccctiiiiiiiiciieenieisesiesese s ssess e seeseneees 74

viii



ADN
AMOVA
Ap

cm

Cm?
dNTP
Fst

g
GenAlEx
Hs

I

ICso
ICP

m.s.n.m
ml

Ne
PCR
PDA

PIC

r.p.m
SSR
v/v

ABREVIATURAS

Acido Desoxirribonucleico
Analysis of molecular variance
Alelos privados

Centimetros

Centimetros cuadrados
Desoxirribonucledtidos trifosfato
[ndice de diferenciacon

Gramos

Genetic Analysis in Excel.
Heterocigosidad esperada
fndice de Shannon
Concentracion Inhibitoria media
maxima

Indice de Contenido Polimorfico
Metro

Metros sobre el nivel del mar
Mililitro

Numero de muestras

Numero de alelos

Numero de alelos efectivos
Polymerase chain reaction
Potato dextrose agar

Porcentaje de Inhibicion de
Crecimiento

revoluciones por minuto

Simple Sequence Repeats
volumen/volumen



%

ug
mM

Porcentaje
Microlitro
Microgramo
Mili molar
Pares de bases

SIMBOLOGIA



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Caracteristicas de cebadores ISSR con tamafios esperados para M. roreri........ 33
Tabla 2. Frecuencia por PIC de flutolanil para los aislados de M. roreri........................ 38
Tabla 3. Porcentaje del PIC a diferentes concentraciones .............cceeevvveeeevvvieeveeeennnennn. 40
Tabla 4. Clasificacion de la respuesta de los genotipos de cacao frente a M. roreri........ 48

Tabla 5. Caracteristicas de 10 marcadores ISSR segtn informacion esperada y observada,
(ICP) de M. roreri del ECUAOT ..........evviiiiiiiiiiiieic e e 49
Tabla 6. Riqueza alélica, diversidad genética e indices de diferenciacion genética segiin

la subdivision de la poblacion por *origen geografico y variables ambientales®*. ......... 51
Tabla 7. Diversidad genética segun la sensibilidad al flutolanil y azoxystrobin (ICso)....57

Tabla 8. Aislados evaluados en campo experimental ................cccoevvciiiiiiiiiiiiieiieeeeeiees 58

Xi



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. polinizacion de clones EET96 y EET103 con padre CCN-51, e inoculacion de

Figura 2. Distribucion geografica de PHF, puntos de color verde muestra mayor nimero
de AISIAAOS. ... e e 37
Figura 3. Dindmica de inhibicion del crecimiento de M. roreri. Ciertos aislados mostraron
un PIC positivo, indicando que estimulan su crecimiento. Agrupamientos por analisis de
claster usando como variables 1as CONCENIrACIONES. ..........eeeruviiiiiiiiriiiee e 39
Figura 4. Porcentaje de inhibicion de crecimiento de azoxoystrobin contra M. roreri. Todos
los grupos indican un PIC positivo, menos el grupo 3 (1 aislado) que fue estimulado en su
CTECIIMICTIEO. ...ttt ettt ettt ettt e ettt e et e e ettt e bt e e st e e e sabeeesabeee e 40
Figura 5. Agrupamiento de los aislados de M. roreri en funcion de los ICso. Las medias de
cada grupo fueron: grupo 1 (74 aislados) obtuvo una ICso entre 0.003 y 0.08 pg/ml, el
grupo 2 (2 aislados) entre 0.13 a 0.15 pg/ml (A). Muestra la frecuencia relativa en pg/ml
de los aislados en funcion de las concentraciones ICso (B)......ooveeieeiicciiiiiiiiiiieiniiiieee, 42
Figura 6. Distribucion espacial de los aislados en funcion de la sensibilidad al flutolanil.
Con azul indica sensibilidad homogénea que fue entre 0.02 pg/ml y 0.04 pug/ml. El color
rojo muestra los dos aislados que fueron menos sensible pertenecientes a El oro y Orellana
condosis de 0.13 pg/ml y 0.15 g/Ml...cccuviiiiiiiiiiiiee e e 43
Figura 7. Agrupamiento de los aislados de M. roreri en funcion de los ICso. Las medias de
cada grupo fueron: grupo 1 (71 aislados) obtuvo una ICsg entre 0.00002 a 0.01462pg/ml,
el grupo 2 (3 aislados) entre 0.0220 a 0.0364pg/ml (A). Frecuencia relativa de los aislados

en funcion de las concentraciones ICso (B)......cooovviiieeiiiiiieiiiiiiiee e 44

Xii



Figura 8. Efecto de M. roreri sobre frutos de cacao durante ocho semanas de evaluacion.
Primera imagen a izquierda corresponde al momento de la inoculacion. Seguido de los
dafios adquiridos a partir de la tercera a la octava semana............cccoccuveeeevniiieeeieeeninnen. 45
Figura 9. Promedio de los niveles de dafio externo e interno por pudricion helada del fruto
en clones de cacao inoculados con varios aislados de M. roreri. En linea se representa la
severidad externa de (Cardenas y Giraldo,1986) y en barra la severidad interna (Phillips-
Mora, 2005). Sin diferencias significativas entre clones en ninguno de los momentos
(p<0.05, datos N0 MOSLIAAOS). ....ccecuvriiieeiiiiieeeciiiee e e et e et e e e e e e e e e e e e e e araeaeas 45
Figura 10. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) para tres aislados
de M. roreri y el control. Asterisco indica diferencia significativa en el clon EET96 seglin
Kruskal-Wallis (P<0.05). ..eoiiiieiiiee e e et 46
Figura 11. Promedio de la severidad externa de 24 frutos inoculados con M. roreri a 15y
29 dias de edad, y evaluados hasta ocho semanas post inoculacion. .............ccccceeenneennns 47
Figura 12. Severidad de la PHF en dos clones de cacao inoculados con tres aislados de M.
roreri. Asteriscos indican diferencia estadistica significativa segiin Kruskal-Wallis (P<
0.0 ). ettt ettt et h bt ettt bt e eat e e enbe e neeebeeanbeenneeens 48
Figura 13. Visualizacion resumida del analisis de varianza molecular (AMOV A) para M.
roreri mediante el porcentaje de la varianza molecular (AMOVA) explicado por las
PODIACIONES. ...vvvieiiiiee ittt e e e e e e e s e e e e sttt bt e e e e aeeseesnetssnsntnssaeeeaaeens 53
Figura 14. Mapa (heatmap) generado con marcadores moleculares y caracteristicas
fenotipicas de sensibilidad a fungicidas flutolanil y azoxystrobin, realizado con datos
transformados a binarios (AUSENCIa ¥ PrESENCIA). ..ouvvvrreerririiieeeiiiieeeeeeeiiieeeeeninreeeeeeeenens 54
Figura 15. distribucion espacial de los cuatro grupos genéticos determinados para M. roreri
en el Ecuador (I-1V) segun las precipitaciones anuales. Mapa generado con capas shapefile

de isoyetas (SIPA-MAGAP,2019).....cooiiiiiieeeiee et 55

Xiii



10

CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La Pudricion Helada del Fruto (PHF) del cacao (Theobroma cacao), causada por el hongo
basidiomicete Moniliophthora roreri (Cif.) H.C. Evans, Stalpers, Samson & Benny,
provoca pérdidas del 40% en varios paises de América tropical (Phillips-Mora, Aime, &
Wilkinson, 2007). Actuando en conjunto con la escoba de bruja pueden ocasionar pérdidas
del 80% de la produccion (Al et al., 2015b). La PHF es la enfermedad mas destructiva
del cultivo en el Ecuador (H. C. Evans, Holmes, & Reid, 2003). El agente causal es un
hongo hemibiotréfo que ataca primero con una fase biotrofica y luego necrotrofica, en la
fase biotrofica el patégeno coloniza los frutos causando malformaciones, para después
adsorber los nutrientes liberados en una fase necroética (Bailey, Evans, Phillips-Mora, Ali,

& Meinhardt, 2018; Mendgen K, 2002).

La enfermedad continua siendo un problema fitosanitario y el mayor desafio de los
productores desde décadas (Suarez-Capello, 1983). La capacidad de sobrevivencia a
variantes ambientales, rapida dispersion natural, agresividad, dispersion antropogénica y
la alta susceptibilidad de genotipos de cacao representa una importante amenaza (Phillips-
Mora et al, 2007). Actualmente, los manejos tradicionales, han provocado el
fortalecimiento de la resistencia de la enfermedad; esta problematica se debe al manejo
inadecuado de las plantaciones, y por el impacto ambiental generado por acciones

antropogénicas (Alvarez, Martinez, & Coy, 2014).

En este hongo las fuentes de variacion de poblacion mas estudiadas han sido generalmente
el origen geografico y un reporte del papel de la recombinacion genética (H. C. Evans et

al., 2003). El muestreo de varios paises subtropicales identifico cinco grupos genéticos de
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M. roreri: dos de Colombia; Grupo Co-oriente y Grupo Co-central, Grupo Gireli endémico
de Ecuador, Grupo Bolivar (oriente de Colombia-Santander), Grupo Co-occidente en el
oriente de Colombia, centro de Ecuador, y Panama. En el Ecuador existen tres grupos
genéticos de M. roreri, denominados como I (originario de Theobroma gileri en
Imbabura), [IV=CoWest (del oeste colombiano) y el V denominado Bolivar (Phillips-Mora
et al., 2007). Dicho estudio incluyé 36 aislados del Ecuador; y se cree que estos aislados
de M. roreri tienen poca diferenciacion entre las poblaciones, segin Phillip-Mora (2007),
debido a la reducida variabilidad geografica que se muestreo en el pais (Ali et al., 2015b;
Mariduena Zavala, 2015). Pero este estudio podra aportar informacion, realizando

muestreos en la parte amazdnica del Ecuador para complementar los estudios anteriores.

Es poco el reporte de caracteristicas fenotipicas de aislados de M. roreri (Ali et al., 2015b;
Magdiel Torres de la Cruz, 2011a). Curiosamente, la informacion fenotipica asociada a
los grupos genéticos reportados en Colombia, fueron diferenciados por variables
ambientales y genotipos de cacao, lo cual permitiria encontrar el éxito de los programas de
mejoramiento, y la seleccion de materiales resistentes (Jaimes et al., 2016a).

Es factible el uso de modelos con tratamientos de fungicida para estimar las estrategias
claves de la resistencia, y canalizar el manejo adecuado de los fungicidas, salvaguardando
el uso futuro en los cultivos (Lucas, Hawkins, & Fraaije, 2015). En contexto, la
sensibilidad de M. roreri al fungicida flutolanil in vitro, no se ha reportado para M. roreri,
pero se han hecho estudios de sensibilidad a azoxystrobin, lo cual muestra aislados
resistentes que necesitan hasta 500ug/ml de ingrediente activo para la inhibicion de

crecimiento del patdogeno (Torres-de-la-Cruz et al., 2019).

Si bien M. roreri es un hongo de reproduccion clonal (Ali et al., 2015b). Las poblaciones
de hongos que no poseen ciclo sexual atin son capaces de tener una rapida evolucion, estos

rapidos cambios pueden reflejarse en la virulencia, por eso es necesario realizar estudios
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de agresividad in vivo, para estimar la elevada incidencia de M. roreri, baja resistencia o
el nivel de tolerancia de alguno de los genotipos de cacao (Jaimes et al., 2016b;
Michelmore & Hulbert, 1987). En este sentido, la reaccion de M. roreri en campo ha
mostrado genotipos de cacao menos afectados que 7. cacao, pero la severidad y la
incidencia se diferenciaron por el patogeno (Cuéllar et al., 2015).

El estudio de la agresividad ha sido dirigido a la inoculacion de varios genotipos de cacao,
pero sin considerar la utilizacion de varias cepas del patdgeno, para conocer su virulencia
segun su origen y condiciones viables (Gardini Enrique Arévalo,,, Sanchez-Torres Gina
Paola, Eibis, Flores, Kadir, Markes, Betsabe, Leon-Ttacca, Dapeng, Zhang, Lyndel,
Meinhardt, Virupax, 2017).

La estructura genética del patdogeno permite entender la capacidad y adaptabilidad de una
poblacion a cambios climaticos y respuestas a practicas agrondmicas y predecir nuevos
genotipos tolerantes que son liberados por los programas de mejoramiento genético del
hospedante (J. W. Meng et al., 2015). Los ensayos que realizan los fitomejoradores con
respecto de la resistencia a la PHF serian mas efectivos si se conoce la biologia poblacional
del hongo M. roreri, de esta forma no se escogerian de forma empirica las poblaciones del
hongo o los aislados para los enfrentamientos planta-patdgeno, sino en base a las
caracteristicas genéticas y fenotipicas del hongo, y segtn su origen geografico (Ali et al,,

2015b; Phillips-Mora et al., 2007).

Los marcadores microsatélites Simple Sequence Repeat (ISSR), se consideran robustos
para una evaluacion genotipica detallada en poblaciones de hongos, siendo empleados en
el analisis de la diversidad genética (Dutech et al., 2007; Frenkel et al., 2012). Conocer la
estructura genética de uno de los patdogeno mas nocivos del cacao en el Ecuador, es una

actividad pendiente en el manejo integrado de enfermedades.
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Por lo cual este estudio pretende determinar la estructura poblacional de M. roreri, en
zonas cacaoteras de la region Amazonica mediante marcadores fenotipicos y genotipicos.
Los objetivos especificos fueron: 1) Estimar la sensibilidad de M. roreri a fungicidas
flutolanil y azoxystrobin mediante ensayos in vitro. 2) Determinar la agresividad de
aislados de M. roreri mediante ensayos in vivo en frutos de 7. cacao. 3) Cuantificar la
diversidad genética y su distribucion intra e interpoblacional de M. roreri mediante
marcadores simple-sequence repeats (SSR). La comprension y conocimiento de los
mecanismos de patogenicidad y las fuentes de variacion genética es probable que sea

fundamental para el control futuro de la enfermedad fungica.

REVISION BIBLIOGRAFICA

Pudricion Helada del Fruto de cacao en el Ecuador

El primer reporte de la enfermedad en nuestro pais fue en el siglo 20, invadiendo diversas
areas de produccion de cacao de gran importancia, provocando problemas de rendimiento
(Rorer, 1918). La enfermedad tuvo aparicion en la provincia de Los Rios, propagandose al
resto de plantaciones de cacao. En Ecuador desde 1909 M. roreri ha provocado grandes
pérdidas econdmicas, durante el viaje de Van Hall (1914); época de buenas bonanzas en

Suramérica, se encontrd frutos con sintomas de M. roreri (Rorer, 1918).

El Ecuador por 35 afios fue el mayor exportador de cacao a nivel mundial, pero a fines del
afno 1915 se vio altamente afectado por la incidencia de la enfermedad PHF, causada por
M. roreri. Posteriormente la escoba de bruja inducida por M. perniciosa, también se
destaca como problema fitosanitario en el Guayas, causando pérdidas de hasta el 63% de

la produccion. Las enfermedades de monilia (1916) y escoba de bruja (1918) golpearon
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muy fuertes las plantaciones cacaoteras del Ecuador, las grandes haciendas fueron

abandonadas por deudas de hipoteca.

Para los afios 40 por causa de la Segunda Guerra Mundial la produccion se estanco debido
a las limitaciones, se export6 solo el 6% de la produccion. Por ello la enfermedad continu6
expandiéndose y se envejecieron las plantaciones por la falta de manejo (Goldstein et al.,
1996). Para los afios 49s las pérdidas por la enfermedad ascendieron a un 40%, reportando
mayores afecciones en las zonas mas himedas y regiones bajas de Los Rios-Puebloviejo,
Caracol y provincia de Orellana (Fowler, R.L. y Lopez R., 1949). Los andes significaba
una barrera para la dispersion de la enfermedad a la parte amazdnica, pero debido a la
colonizacion y explotacion de Napo, crecio el riesgo de recibir el patdgeno por medio de
material infectado (Henderson, 1997). Por ello para los afios 1982 M. roreri invadio todas
las regiones de nuestro pais tanto costa como Amazonia (Ricardo Antonio Delgado; Zoila

Karina Solis; Carmita Suarez-Capello, Karina Peres Gramacho, 2003).

Problematica: perdidas por PHF en Costa y Amazonia

La produccion de cacao involucra a 100.000 familias de productores en el Ecuador, las
altas temperaturas han provocado pérdidas del 70% de la produccion. En la region
amazonica del norte de nuestro pais se presentan perdidas de un 40% lo que significa 20
millones de dolares por afio (Croplife, 2019). La produccion bajo de 46000 toneladas en
1917 a37.700 en 1918 debido a la PHF (Erneholm, 1948). Para el afio 1922 bajo a 30.000
toneladas menguando aun mas en1925 con 20.000 toneladas (Thorold, 1975).

La enfermedad en la Amazonia no se detectd sino en la década de 1980 debido a la
introduccion de nuevos hibridos mejorados de cacao. Ocurrido esto se detecto la llegada

de M. roreri (H. C. Evans et al., 2003). Las pérdidas se dan cuando los frutos son tiernos;
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es decir menor a 3 meses de edad, pueden ocurrir malformaciones de frutos, aumento de
peso del fruto, ocasionando bajas en la produccion del 40% (Alcides Calva, 2016). El rango
de perdidas segun el tipo de manejo que se realice, fluctua entre el 16 y 80% de la
produccion (H. C. Evans et al., 2003). Pero se esta introduciendo la variedad de cacao
nacional stper arbol “ESS”, la cual posee alta resistencia a PHF, a diferencia de la variedad

CCN-51 que presenta pérdidas significativas (Alcides Calva, 2016).

BIOLOGIA DEL PATOGENO Y SUS CONSECUENCIAS EN EL CONTROL DE
LA ENFERMEDAD (HEMIBIOTROFICOS)

Se conocia que las esporas de M. roreri eran conidios asexuales, después se probd que
existe una meiosis modificada (Harry C Evans, Stalpers, Samson, & Benny, 1978).
También se encontré que la produccion de esporas ha sido de origen mitotico, y se
considera que las células presentes en micelio de fase necrética poseen un tnico nucleo,

por ello son considerados como haploides (Diaz-Valderrama & Aime, 2016).

La dispersion de clones de M. roreri y la deriva genética localizada asociada a ciertos
aislados se cree que son Unicos eventos. Sin embargo se estima que la alta diversidad de
haplotipos sugiere que aparte de las tasas de mutacion en marcadores genéticos SSR y el
posible flujo de genes; M roreri podria ser una especie de reproduccion asexual, sometida
a recombinacion esporadica del ciclo parasexual, que implica cambios en el nimero de
cromosomas de hongos con reproduccion sexual (Jaimes et al., 2016b). Debido a que la
ausencia de heterocigosidad para un numero de 88 marcadores SNP, derivada de
secuenciacion de ARN Seq manifiesta una reproduccion clonal u homotalica en M. roreri;
y una nueva generacion de recombinantes por medio de la propagacion sexual es raro, pero
si ocurre, tiene una gran vinculacion en la estrategia de reproduccion y manejo de la PHF

(Aliet al., 2015a).
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Un estudio en secuenciacion de genoma RNA-Seq para estimar y validar el secretoma y
genoma de M. roreri, indicod una alta identidad entre la secuencia de los genes de M. roreri
y M. perniciosa, respaldando la relacion existente en taxonomia con M. perniciosa y la
estrecha relacion de este patdogeno con otros basidiomicetos (Bailey et al., 2014). El
analisis de datos RNA-Seq realizado de tejidos vegetales infectados con M. roreri mostro
genes expresados de forma distinta en fases biotrofica y necrotrofica; lo cual se relaciona
con la matriz intercelular y la modificacion del micelio, probablemente para camuflaje del

hongo de las defensas de la planta (Bailey et al., 2014).

Los frutos de cacao pueden ser colonizados por esporas que penetran la cuticula,
invadiendo asi los tejidos intercelulares (Bailey et al., 2018). Los sintomas que ocasiona
como biotrofico (micelio grueso) es una enrevesada hinchada, produciendo frutos con
malformaciones, los frutos menores a un mes presentan una mayor susceptibilidad (Bailey
et al., 2018). Esta fase biotrofica puede extenderse entre 45 y 90 dias, después de esto el
patogeno realiza un cambio a fase necrdtica, introduciéndose hacia el interior del fruto, a
través de micelios delgados que producen la muerte celular y tejidos del fruto en términos
de dias (Bailey et al., 2018). Por tal motivo M. roreri es un hongo hemibiotréfico, que
actua como biotrofico durante las primeras fases de infeccion, luego producen la muerte

de tejido y contintian su ciclo como necrotréfico.

Los hongos biotroficos radican una relacion a fin al huésped por medio del desarrollo de
hifas de infeccion en el interior de tejidos vegetales para la toma de nutrientes; ya que los
hongos fitopatdgenos deben crear estrategias de infeccion, penetrando la pared celular y
resistir a las defensas de la planta, liberando nutrientes para su uso. (Mendgen & Hahn,
2002). Por otro lado, los hongos necrdticos pueden secretar enzimas y toxinas que

producen la muerte del huésped, para luego adsorben los nutrientes del tejido muerto. Ya
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que suprimen la actividad inmunologica del huésped, y es asi que los hongos
hemibiotréficos han combinado estas dos estrategias para su beneficio (Horbach, Navarro-

Quesada, Knogge, & Deising, 2011).

Un estudio de transcriptoma supone que las proteinas secretadas en fase necrotica atacan
las paredes celulares de las plantas, resultando en necrosis. Estos genes se utilizan para una
comprension de la interaccion de la enfermedad e identificar objetivos claves para restar

el impacto de la enfermedad (Meinhardt et al., 2014).

UTILIDAD DE HERRAMIENTAS DE LA GENETICA POBLACIONAL

Los alelos medios por poblacion, hetetocigosidad esperada y observada (He y Ho) son
herramientas muy usadas en evaluacion de diversidad. Dentro de ello los pardmetros mas
sencillos para evaluar diversidad son los indices de fijacion o diferenciacion genética;
como el Fst y Gsr, pero el més usado es Fsr (Weir & Basten, 1990). Debido a que pueden
medir el grado de diferenciacion a nivel genético de las subpoblaciones, calculando de esta
forma la varianza de frecuencias alélicas y la significancia estadistica de los valores Fsr
entre los pares de genotipos o poblaciones (Weir & Cockerham, 1984). Para corroborar la
hipotesis nula de alguna falta de diferenciacion genética entre poblaciones existente, se
puede emplear el analisis de la varianza molecular (AMOV A) (Excoffier L, Smouse PE,

1992); asi evaluar como se distribuye la diversidad dentro y entre grupo de poblaciones.

La metodologia mas usada para medir la distancia genética es la distancia genética estandar
de Nei (Nei, 1972). Y para la observacion de relacion genética entre razas existentes se usa
el método de adyecencia (N-J) mediante la reconstruccion de una filogenia (Saitou & Nei,

1987). El método de grupo de pares no ponderados con media aritmética (UPGMA)
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permite construir un arbol filogenético partiendo de una matriz de distancia. UPGMA
considera una tasa de sustitucion constante a lo largo del tiempo y linajes filogenéticos
(Michael WeilMarkus Goker, 2011). El dendrograma UPGMA puede realizar acciones
como célculo de una matriz de similitud, y crear agrupamiento que utiliza el método de
par ponderado con media aritmética (WPGMA) o el grupo de par ponderado con algoritmo

de aritmética media (UPGMA) (Huw A. Ogilvie, 2018).

El coeficiente de Jaccard usado en dendograma UPGMA es una medida del porcentaje de
superposicion entre individuos definidos; el valor de Jaccard puede estar entre O y 1, en lo
cual el cero indica que no existe superposicion y uno significa superposicion completa

entre los conjuntos de individuos (Valerio Arnaboldi, 2015).

Marcadores genéticos en estudio de agentes fitopatogenos (hongos)

Con el Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP), las
endonucleasas de restriccion de bacterias son ampliamente reportadas en investigaciones
mostrando la variacion de la secuencia de ADN en diverso nimero de organismos, entre
ellos, los hongos. Esta técnica explota las variaciones del ADN por la abolicion o creacion
de sitios para el corte de las endonucleasas, provistas por la adicion o delecion de
fragmentos de ADN entre sus sitios. Por tanto un sitio de restriccion polimérfico del ADN
es detectado como RFLP a nivel fenotipico (Tanksley, 1989). El RFLP puede ser muy util
para aislar genes asociados a la patogenicidad y la virulencia, por otra parte el
polimorfismo en el ADNr puede ser informativo hasta un nivel de especies de varios

hongos (Anderson, Bailey, & Pukkila, 1989).

El Polimorfismo en Longitud de los Fragmentos Amplificados (AFLP) ha permitido hacer
la discriminar la variacidbn genética intraespecifica e interespecifica de Cyphomyrmex

minutus, mycorhizas y Fusarium spp (Donaldson, Chopin, & Saunders, 1998). También
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ha sido empleado en estudio de Candida spp y Asperjillus fumigatus, los cuales son hongos
de gran valor para la salud humana (Van der, 1997). El AFLP tiene aplicacion universal
con gran potencial de reproducibilidad y discriminacion, permitiendo la compilacion de

una gran base de datos de genotipos (Savelkoul et al., 1999).

Se ha estudiado la diversidad genética de M. roreri con marcadores RAPD (Random
Amplyfied Polymorphism of DNA) en 12 municipios de Antioquia, mostrando seis
grupos, en los cuales uno de los aislamientos obtuvo un 95% de similitud, con un
coeficiente de similaridad de 0.7, concluyendo que la variacidn mas grande se encontro

dentro de los municipios (75.68%) y 5.94% entre subregiones (Grisales, 2007).

Los microsatélites (SSR) son unidades conformadas de 2 a 6 pb de longitud, con cinco a
ciento de réplicas por locus. Son muy polimorficos y dispersos de forma aleatoria por todo
el ADN cada 30 Kb (promedio), son de gran utilidad para genética poblacional,
identificacion personal, mapeo genético y evolucion. Tienen aplicacion en estudio de
eventos pasados, temporales y presentes que perjudican la diferenciacion de poblaciones,
por lo cual se puede realizar estudio de la asociacién entre estructura geografica y

estructura genética, e inferencias filogenéticas (21,50).

La determinacion de microsatélites polimérficos con alto nimero de loci, podrian ser
perfectos candidatos en estudio poblacional, debido a que son especificos para muchas
especies de hongos. Muchos loci con cinco y siete repeticiones han sido polimérfico dentro
de poblaciones de hongos, siendo actos para evaluacion de especies (Dutech, 2007). Para
el uso de microsatélites es necesario el conocimiento de la secuencia de la region para
adquirir primers especificos (Goldstein et al., 1996). Los microsatélites poseen ventajas
sobre marcadores AFLPs, RAPDs, RFLPs por poseer mayor grado de polimorfismo, son

codominantes, presencia de un locus por microsatélite (Goldstein & Pollock, 1994).
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La variacion que puede existir en el ADN se deben a mutaciones, SNP, insercion o delecion
de fragmentos existentes en el ADN de diversos tamafos, que van de uno a miles de
nucleoétidos, los cual hace que sean mejor que los microsatélites (Hood, Heath, Phelps, &
Lin, 2004). Los marcadores genéticos (SNP) creados para M. roreri se pueden usar de
forma amplia para la genética de poblaciones y analisis evolutivos del patogeno, lo cual

podria ser un gran activo para la obtencion de cacao tolerante a PHF (Ali et al., 2015a).

Los analisis con ITS son considerados muy utiles en evaluaciones moleculares. En Ecuador
se estudi6 la region ITS de aislados de M. roreri pertenencientes a la Costa y Amazonia
mostrando altos niveles de diversidad genética entre aislados (Mariduena-Zavala,

Villavicencio-Vasquez, Cevallos-Cevallos, & Peralta, 2016).

Asociacion de marcadores fenotipicos y genotipicos (vinculacion)

A través de un estudio de diversidad genética de 56 muestras de M. roreri con marcadores
(AFLPs) se encontr6 una alta diversidad genética que podria estar relacionada con la
variabilidad morfologica, suponiendo asi que la variabilidad genética se relaciona con la
diversidad fenotipica (Suarez-Contreras, 2017). Asi también un estudio con plantas de
Henequen se pudo observar un agrupamiento de plantas madre de Henequén e hijas
obtenidas por embriogénesis somaticas; se conservo intacta los patrones de marcadores
moleculares en las hijas micropropagadas, mostrando que la diversidad genética esta
vinculada a la diversidad en los caracteres morfologicos (Gonzalez, Aleman, & Infante,

2003).

Marcadores SNP en levaduras, han mostrado relacion con la variacion fenotipica (Dalman
et al., 2013). Asi también el rendimiento en cacao, y distancia geografica se relacionaron

positivamente con 96 tipos de marcadores SNP (Mustiga et al., 2018). De igual forma la
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asociacion de genoma completo (GMAS) obtuvo varios SNP vinculados con la resistencia
a enfermedades, indicando ser muy util para acelerar la resistencia a enfermedades del

cacao (McElroy et al., 2018).

También se estudiaron las caracteristicas morfologicas y moleculares, de un grupo de
aislados de M. roreri de Ecuador, y se determinod que M. roreri tiene una alta diversidad
molecular y morfologica, y que las caracteristicas como el color de micelio del hongo
patdégeno puede estar asociada con la tasa de crecimiento o ITS — marcador RFLP

(Mariduefia-Zavala et al., 2016).

No obstante, un estudio de diversidad genética de loci de microsatélites con grupos de
compatibilidad micelial de patogeno del suelo (Sclerotinia sclerotiorum), y diversidad
fenotipica (sensibilidad a fungicidas, tasa de crecimiento, color de colonia, produccion de
acido oxalico y virulencia); los resultados mostraron que no se detectd ninguna relacion de
forma aparente entre los rasgos fenotipicos y marcadores genéticos, efectuando una falta
de correspondencia entre ambos marcadores a pesar de existir una alta diversidad genética

(Attanayake, Porter, Johnson, & Chen, 2012).

IMPLICACIONES DEL ESTUDIO POBLACIONAL EN EL MANEJO DEL
CULTIVO

Fitomejoramiento del cacao

Debido a la extension de plantaciones de cacao las enfermedades se dispersaron en todos
los paises productores de cacao, lo cual requirid el establecimiento de programas para
mejorar la resistencia, especialmente para escoba de bruja en nuestro pais. Para lo cual se

obtuvo clones para las zonas mas afectadas. Se ha reportado problemas en la siembra de
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un solo tipo de material o cultivar por razon de ser mas susceptibles a plagas. Para elegir
materiales resistentes se han realizado infecciones de diversas enfermedades en como
(Phytopthora palmivora) escoba de bruja (Crinipellis pernisiosa) y pudricion helada del

fruto (M. roreri), cuyas caracteristicas se usaban en programas de mejoramiento.

Al obtener materiales deseables se elabord bancos de germoplasmas y se distribuyo
haciendo intercambios en paises productores. Las mayores dificultades presentes han sido
la validacion de materiales resistentes en programas de investigacion en mejoramiento de
cacao. Actualmente aun se manifiesta que existe poco interés en introducir caracteristicas
deseadas como alto rendimiento, vigor, precocidad, madurez temprana, resistencia
enfermedades. Las dificultades en arboles perennes en busca de la resistencia genética son
problemas fitosanitarios como factor depresivo de la produccion, en lo cual el
mejoramiento genético ha sido muy lento a pesar de tener mas de 60 aios, debido a factores
financieros decrecientes en esta tematica, descuidando asi materiales diversos como fuente
de germoplasma, lo cual es una base genética fundamental para el mejoramiento (José

Guillermo Rondoén C., 2020).

Para la prevencion de la enfermedad se utiliza materiales resistentes, pero el principal
problema es la variabilidad del hongo fitopatogeno como lo es M. roreri, que adquiere una
adaptacion rapida a las condiciones ambientales, haciendo posible su dispersion y
colonizacion de materiales que presentan caracteristicas de resistencia (Gardini Enrique
Arévalo,,, Sanchez-Torres Gina Paola, Eibis, Flores, Kadir, Markes, Betsabe, Leon-

Ttacca, Dapeng, Zhang, Lyndel, Meinhardt, Virupax, 2017).

Las respuestas de resistencia de ciertos clones de cacao pueden aumentar o disminuir la
incidencia de M. roreri segin las condiciones ambientales. La diferencia de resistencia

entre los clones se debe a los genes de resistencia acumulados, y podria alterarse debido a
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variantes climaticas. El éxito de la resistencia en el cacao contra la germinacion y
penetracion de hongos se da por activacion de la inmunidad activada PAMP (pathogen-
associated molecular pattern), denominada PAMP-triggered immunity (PIT), que se
encuentra en la superficie de células vegetales como sistema de resistencia; y por la
inmunidad activada del efecto ETI (effector-triggered immunity); el efecto favorable de
estos dos eventos es dependiente de la humedad y la temperatura, el mecanismo de
resistencia del hospedante, fruto de la ETI internamente, se activa contra la colonizacion,

donde la temperatura es vital en el éxito de dichas estrategias (B.A. & Ogundeji, 2017).

Generar variedades mejoradas genéticamente ha sido el medio apropiado para controlar
enfermedades, ya que es rentable y no genera costo a los agricultores (63,64). La herencia
resistente de cacao a las distintas enfermedades es variable; y M. roreri es poligénica,
aunque existen diferentes niveles de resistencia basados en sistemas poligénicos. (Phillips
Mora, 1986). Se ha informado cinco loci de rasgos cuantitativos (QTL) de resistencia del
cacao contra PHF, y 873 genes de M. roreri diferentes que son expresados con la diferencia
de que; si la planta de cacao es susceptible o tolerante, identificados mediante el analisis

de RNA.seq (Bailey et al., 2014).

En el fitomejoramiento de cacao se ha estudiado mayormente la incompatibilidad de
materiales. Y dentro de las prioridades esta el mejoramiento de la resistencia a patdgenos,
pero el progreso ha sido limitado por la pérdida de germoplasma de cacao; pruebas
deficientes de seleccion, ausencias efectivas de mejoramiento. Las enfermedades
importantes no pueden ser ignoradas, por ello la resistencia deberia recibir prioridad en los
programas de mejoramiento con el motivo de mejorar ingresos econémicos de pequefos y
grandes productores. Pero en principio, en todo el mundo la prioridad era aumentar la
produccion, pero es necesario adoptar nuevas tecnologias si se quiere optimizar y acelerar

la ganancia genética en el mejoramiento por resistencia.
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El mejoramiento de la resistencia necesita una amplia base de recursos genéticos de cacao
y datos de campo que son vitales para empezar un programa de evaluacion de genotipos
resistentes; en el cual los ensayos de inoculacion artificial son muy esenciales para
conocimiento de progresos satisfactorio en mejoramientos enfocados a la resistencia.
También se debe mejorar la formacion y arquitectura de la planta como un mecanismo de
resistencia, tales como copas abiertas, lo cual ayuda a prevenir mayores impactos de

infeccion (José Guillermo Rondon C., 2020).

Manejo de enfermedades

El manejo del cacao se desarrolla con firmes medidas de cuarentena, destruccion de partes
infectadas de la planta, saneamiento, clones resistentes, uso de fungicidas, antagonistas.
En cuba el manejo y contencion de las enfermedades causadas por M. roreri y M.
perniciosa se realiza con medidas estrictas cuarentena (H C Evans, Evans, & Stahel, 2018).
Las tacticas estratégicas para el control de enfermedades como M. roreri deben ser
disenadas a escala regional para prevenir la diseminacion de este hongo de una localidad

geografica a otra (Jaimes et al., 2016b).

Uso de fungicidas

Para manejo de enfermedades en cacao se usa fungicidas a base de cobre, pero esto podria
traer implicaciones de impacto negativo al acumular residuos de cobre en el suelo y en las
plantas de cacao, andlisis han demostrado que los suelos de plantaciones de cacao, eran
mas altos en cobre de manera significativa, que los suelos forestales adyacentes (P. Addo-

Fordjour, H. Gyimah Gyamfi & Akrofi, 2013).
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El uso de fungicida cuprico ha disminuido la incidencia de M. roreri hasta un 10%,
tradicionalmente se utilizaba fungicidas a base de Clorotalonil y oxido cuproso en
temporadas lluviosas, pero luego fueron reemplazadas por moléculas con menor toxicidad
como el azoxystrobin, hidréxido de cobre, y fluotalonil; el Iniap reporta que en la provincia
de Manabi los agricultores no acostumbran a utilizar fungicidas para el manejo de la

enfermedad, reportandose perdidas de un 60% en la produccion (INIAP-DICYT, 1BC).

El cobre puede reaccionar en la superficie celular, y podria interrumpir la funcion de la
membrana, inhibiendo la obtencidn y produccion de enzimas fingicas extracelulares, pero
no se ha detectado que los hongos hayan desarrollado resistencia ante el cobre (Circabc,

2011).
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CAPITULO 2

METODOLOGIA

2.1 Obtencion de material biologico y aislados de M. roreri

Los aislados de M. roreri se aislaron de plantas de cacao correspondiente a productores de
la Amazonia y Costa. Los clones adquiridos para las pruebas in vivo fueron EET96 y

EET103 ubicados en el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP).

Para la obtencion de cepas del patdogeno se muestreo las provincias de Zamora Chinchipe,
Orellana, Sucumbios, Morona Santiago, Napo, Pastaza, El oro, Los Rios, y Guayas. Cada
coordenada geografica fue asociada con atributos de vegetacion, clima, precipitacion y tipo
de suelo usando las capas de informacion shapefile del Sistema de Informacion de
SIGTIERRRAS, INAMHI y SIPA-MAGAP, para poder asociarlos con las condiciones
ambientales del sitio de colecta (Anexo 1-3). Para definir los atributos de cada punto

geografico se procedié de la siguiente manera:

En cada finca se tomaron entre una y dos mazorcas de cacao con signos de la enfermedad
y con menos del 25% de afectacion, separadas por un minimo 10 km una de otra. En cada
sitio se registraron los siguientes datos: coordenadas geograficas, toponimia, ubicacion
politico-administrativo, y genotipo de cacao reportado por el productor. Se determiné in
situ el porcentaje de incidencia de enfermedad, en base al nimero de frutos totales, y

enfermos en la planta de la que se tomd la muestra, y de las 3 a 4 que la rodeaban.

Los frutos fueron envueltos en papel Kraft y conservados a temperatura ambiente en lugar
fresco por un maximo de 3 dias hasta su procesamiento en el laboratorio. Cada dia se

cambi6 el papel para evitar la rapida afectacion del fruto. Las muestras, y toda la parte
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experimental in vitro se realizd en el Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del

Ecuador (CIBE).

Aislamiento y purificacion. Se aislo el patdogeno de frutos que mostraron sintomas tales
como necrosis o esporulacion de la enfermedad. Se cortaron fragmentos de las mazorcas,
tomando una parte sana y otra parte enferma en segmentos de 0.5 cm? de cada fruto. Los
fragmentos fueron desinfectados en tres tratamientos de solucion: alcohol 70%, cloro al
2%, y agua destilada estéril por 2 min. Después se dejaron secar en papel toalla estéril;
luego se sembro cuatro trozos en una caja Petri en medio de papa dextrosa agar (PDA, BD
Difco™), y fueron incubadas a 27°C por 2-4 dias o hasta verificar el crecimiento del
patogeno, para ser aislado en una nueva caja Petri (Carrera-sanchez, Paredes, & Autora,

2014; Wilbert Phillips-Mora, 2003).

Cultivo monospdrico. Al obtener el aislamiento de colonias fueron sembradas en caja
Petri y se incubaron por 11 dias, después en una camara de flujo, se agreg6 1 mL de agua
estéril sobre la colonia y fue frotada cuidadosamente para obtener el desprendimiento de
los conidios, esta solucion se pasé a un tubo de 15 mL que contenian 8 mL de agua estéril.
Se realiz6 diluciones de 10" a 107 seglin lo necesario para alcanzar una concentracion de
conidios entre 50 y 100 conidios. Después se realizo el conteo de esporas en camara de
Neubauer. De la solucion escogida se tomaron 100 pl y se sembrd en una nueva caja Petri,
esparciéndolo de manera uniforme sobre la caja con un asa estéril. Se dejo incubar a 25°C
por 3 — 5 dias hasta visualizar en el estereoscopio el desarrollo de una espora. Después del
aislamiento se realizd cultivo monospdrico, sembrando un conidio en una caja Petri,
después se dejo incubar a 25°C por 11 dias segun el tamafio de la colonia para realizar la
respectiva conservacion de los aislados en tubos de 1,5 mL con agua destilada estéril. Se

realiz6 este proceso segun el cultivo monosporico de Garzon del aiio 2013 (Garzon, 2013).
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El total de aislados monosporicos se conservan en el CCM-CIBE (Cultivo de colecciones

de microorganismos del CIBE).

2.2 Estimacion de la sensibilidad de M. roreri al fungicida flutolanil y Azoxystrobin.

Se empled la técnica de medicion del crecimiento micelial en medio de cultivo
suplementado con el fungicida. Se utilizé el producto comercial Moncut 20 SC (A4rysta
LifeScience) como fuente del principio activo (flutolanil) y el medio papa dextrosa agar
(PDA, BD Difco™) como sustrato, respectivamente. Se prepard una solucion madre 1:10

(v/v), a partir de la cual se obtuvieron las concentraciones de los experimentos.

Se realiz6 diluciones seriadas preparando 1:10 para adquirir las concentraciones para el
experimento. El medio de cultivo fue (PDA), las soluciones se agregaron cuando el medio
obtuvo una temperatura aproximada de 50°C para evitar que el fungicida pierda su
efectividad, el volumen que se agregd en cada caja Petri fue de 10 ml, la cual tenia un
tamafio de 90 x 15 mm (Magdiel Torres de la Cruz, 2011a). Las concentraciones
preliminares fueron desde 1, 0.1, 0.01, 0.001, y 0.0001 pg/ml y se realizaron evaluaciones

a los 3, 6, y 9 dias. Las cepas para este ensayo fueron dos MR63 y MR85 (Anexo 1).

El tiempo de incubacion de los aislados para el desarrollo de los experimentos fue de 11-
15 dias. De cada aislado se tomd un disco de 0.5cm de diametro con un sacabocado y se
sembro6 en el centro de la caja Petri con el medio envenenado, empleando cinco réplicas
por cada tratamiento. Pero el experimento final se considerd utilizar solo las primeras

cuatro concentraciones, con su respectivo control, el cual no tenia fungicida.

Para el fungicida azoxystrobin se realizd un ensayo preliminar con 10 aislados (MR32,
MR39,MR50,MR53,MR54,MR63,MR73,MR76,MR77,MR85) (Anexo 1). Se utilizd

grado reactivo disuelto con Dimetilsulfoxido (DMSQO). Las concentraciones fueron a 10,
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1,0.1,0.01, y 0.001 pg/ml, con cuatro replicas por tratamiento, las concentraciones finales

del experimento fueron a 1, 0.1, 0.01, 0.001, y 0.0001 pg/ml.

Las cajas fueron incubadas a 27°C por un periodo de 6 dias, después se midio el area de
crecimiento radial (cm?), y se estim6 el Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento micelial
(PIC) para observar la evolucion del crecimiento del patdogeno en cuanto a su uniformidad
(Mohammed Ezziyyani, Consuelo Pérez Sanchez, 2004). El PIC en términos de porcentaje
por cada concentracion, nos permitid generar curvas de crecimiento, para observar la
uniformidad de efecto fingico sobre el crecimiento micelial. También se utilizd para

realizar agrupamientos en base a aislados que indicaron menor susceptibilidad.

Determinacion de la sensibilidad mediante 1Csy.

A partir del promedio de los cuatro puntos leidos en la caja Petri y mediante la formula
A = mr? se estimé el 4rea de la colonia (cm?) (Magdiel Torres de la Cruz, 2011a). Estos
valores se generaron columnas horizontales para todas las cepas evaluadas y se transformé
las concentraciones fungicas a (Logio). Estos datos fueron cargados en el software Graph

Pad Prism v.6 para el calculo de la concentracion inhibitoria media.

2.3 Estimacion de la agresividad de M. roreri

Se realizd el experimento en el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
(INTAP) Boliche, a partir del mes de octubre, presentandose condiciones en el campo de
bajas temperaturas, y el comienzo de las condiciones ambientales adecuadas para

desarrollo de M. roreri en la zona.

Polinizacion e inoculacion de frutos
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Se eligié un genotipo de cacao susceptible a la pudricion helada del fruto: EET-96, y el
EET103 (Clones del INIAP) que presentan una resistencia moderada. Los arboles fueron
sometidos al riego para provocar la floracion, se eliminaron los brotes y chupones de la
planta, limpiando alrededor de la misma. La polinizacion dirigida se realizd mediante la
proteccion de los botones con tubos (Eppendorf de 1.5 mL) para que no ocurra la
fecundacion natural. Al dia siguiente se realizo la polinizacion artificial de forma manual
para la obtencion de frutos con una edad conocida. La edad de los frutos que se obtuvo

para la inoculacion de M. roreri fue de 15 y 29 dias (Fig. 1).

Figura 1. polinizacioén de clones EET96 y EET103 con padre CCN-51, e inoculacion de
M. roreri.

Los frutos fueron protegidos con una funda, evitando asi la contaminacion exterior hasta
el momento de la inoculacion. El nimero de aislados de M. roreri para la inoculacion
fueron tres, los cuales se escogieron de acuerdo con resultados obtenidos de marcadores
fenotipicos (sensibilidad a fungicida), se utilizaron entre 6-8 frutos por arbol. Se empleo
concentraciones de 1 x 10° esporas/ml en un volumen de 0.5-2ml por fruto mediante un

atomizador y fue protegido con una funda plastica de polietileno transparente (Phillips
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Mora, 1986). Se realizaron 4 réplicas por tratamiento mas el control, siendo un total de 8

frutos por aislado.

Caracterizacion patogénica de los aislados

Se determino la severidad externa a partir de la aparicion de los primeros sintomas (3
semanas), y hasta la formacion de esporas (8 semanas), basado en signos del patdégeno;
grado 1 = fruto sano , grado 2= 1-25% con sintomas de protuberancia o Giba; grado 3=
26-50 inicio de mancha; grado 4= 51-75% mancha; grado 5= 76-100% esporulacion
(Cérdenas, 1986). Para comparar la agresividad externa causada por las cepas se calculd
el area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE), por medio de la formula

propuesta por Shaner y Finney 1977 (Shaner et al., 1977):
ABCPE=S ! () (t141 — 1)

Donde yi representa el indice de infeccion (severidad), en diferentes momentos de

evaluacion (ti).

Para la base de datos a analizar se tuvo en cuenta el grado de dafno externo con valores
segun la escala de 1-5, y el tiempo a evaluarse que fue desde de 1a 8 semanas. Al transcurrir
las ocho semanas los frutos se cortaron longitudinalmente para estimar la severidad interna,
la que fue expresada segtin valores de la escala que parten de 0-5 donde: grado 0= 0% area
necrosada, grado 1= 1-20% necrosada, grado 2= 21-40% necrosada, grado 3= 41 — 60%
necrosada, grado 4= 61-80% necrosada, grado 5= >80% necrosada (Phillips-Mora,
Castillo, Krauss, Rodriguez, & Wilkinson, 2005). Se clasificaran los nivel de dafios segun
escala de Phillips-Mora et al 2005, categorizados como resistente (0-1,25), los que son
moderadamente resistente (1,26 - 2,50), los moderadamente susceptible (2,51 — 3,75) y de
(3,76 — 5,0) los susceptible (Phillips Mora, 1986; Sterling Cuéllar et al., 2015).
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2.4 Cuantificacion de la diversidad genética y su distribucion intra e
interpoblacional de M. roreri mediante marcadores (ISSR).

2.4.1 Amplificacion de microsatélites mediante PCR

Extraccion de ADN. A partir de micelio obtenido de colonias de 11 dias, las mismas se
rasparon en flujo laminar, se tritur6 el micelio en eppendorfde 1,5 mL con un pistilo y 350
1L de buffer de extraccion (Tris-HCI). Posteriormente, se agregaron 150 uL de acetato de
sodio, se agitd en vortex (1 min), incubacion (-20 °C/ 20 min) y centrifugacion (10 min).
En tubos nuevos se mezclaron 500 uL del sobrenadante y 500 uL de isopropanol,
centrifugacion (3 min), se lavo el pellet dos veces (40 uL de etanol al 70%) y
centrifugacion. El pellet se seco al vacio en Eppendorf Vacufuge plus (20 min); el ADN
fue hidratado en 40uL de agua destilada estéril, y cuantificado el ADN (Nanodrop 2000),
la concentracion de ADN se ajusto a 60 ng/ uL, la calidad de ADN en geles de agarosa al
2% y se almacend a (-20 °C) (Weiland John J., n.d.).

Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR). Se utilizaron 12 cebadores utilizados para
M. roreri (Tabla 1). El volumen de la reaccion final fue de 25 pl, conteniendo la siguiente
mezcla: 12.5 pl de Go Tag® Green Master mix combinado con 0.5 ul de cada cebador, 2
ul de ADN (30 ng/ul) y 9.5 ul de agua bi-destilada. El programa de PCR consisti6é en una
desnaturalizacion inicial de 94°C a 4 min, seguidos por 12 ciclos touchdown de 40 s a
94°C; 40 s a 60°C; y 1 min a 72°C, disminuyendo 1°C por ciclo hasta 48°C; terminando
con 10 ciclos de 4 min a 94°C; 1 min a 48 °C; y 1 min a 72°C y una extension final de 4
min a 72°C, terminando con 20 ciclos de 4 min a 94°C; 1 min a 48°C; 1 min a 72°C y una
extension final de 4 min a 72°C. Este procedimiento se llevd a cabo con todos los
cebadores, excepto para los cebadores MR10 y MR15 (Tabla 1) que utilizaron una

temperatura de anillamiento de 56°C.
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Las mezclas de reaccion de los cebadores #816 y #890 fueron 12.5 ul de Go Taq®
Green Master mix combinado con 0.75 pul de cada cebador, 2 ul de ADN (30 ng/ul) y 9.75
ul de agua bi-destilada. Las condiciones de PCR fueron: desnaturalizacion a 94°C por 5
min, seguidos de 40 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 52°C para el cebador #816 y 1 min a

56°C para #890, una extension de 72°C por 1 min, y una extension final de 10 min a 72°C

(Melo et al., 2014a; Wang, 2011).

Tabla 1. Caracteristicas de cebadores ISSR con tamafios esperados para M. roreri

Rango
Nombre Temperatura de esperado # Alelos
(locus) anealing (°C) | Tipo de repeticion (bp) (pb) esperados
MR*6 TD 60-48 [AGA]6 127-130 2
MR10 56 [AAC]6 121-133 4
MRI11 TD 60-48 [GAGAA]I2 139-149 3
MR12 TD 60-48 [TCT]5 132-138 2
MR13 TD 60-48 [GAA]5 124-139 4
MRI15 56 [GTG]6 154-160 3
MR22 TD 60-48 [CAAJ3CAG[CAA]3[CAG]3 141-150 3
MR30 TD 60-48 CAA[CAG]6CAA[CAG]3 134-149 5
MR31 TD 60-48 [AGA]5 146-149 2
MR33 TD 60-48 [GAAGGAJ4 101-125 4
#816** 52 (CA)BT 200-1700 9
#890** 56 VHV***(GT)7 310-1575 12

*(Melo, 2014)

#%(Phillips Mora, 2007)
#% B=(C,GoT),H=(A, CoT)yV=(A, CoG)

Para todas las muestras las electroforesis se realizaron en geles de agarosa (Agarose, LE,
Analytical Grade) al 2% preparados con Tris-acetate-EDTA (TAE) en concentracion 1x,
tefiidos con 1uL de SYBR safe DNA gel stain (Invitrogen, USA) por cada mL de TAE. Se
cargd un volumen de 5uL de producto PCR, y se utiliz6 25/100pb Mixed DNA Ladder
(Bioneer) como marcador de peso molecular. Los geles se corrieron a 140 voltios durante

90 minutos. Para una mejor visualizacion de las bandas de ciertos geles que no podian ser
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identificadas, se realizo electroforesis con agarosa de alta resolucion (Agarose SFR™) al
3%, pero para una adecuada manipulacion del gel se agregd 25% de agarosa y 75% de
agarosa de alta resolucion a 140 voltios durante 100 minutos. El programa de analisis
molecular incorporado en el fotodocumentador imager Doc XR (Bio.Rad, California,

USA) se uso6 para el célculo de tamafios de alelos.

2.4.2 Analisis de la diversidad genética

Se determinaron los perfiles de microsatélites de 76 aislados, mediante 12 marcadores
ISSR. Pero segtin el polimorfismo que mostraron los marcadores, se realizé el analisis con
9 marcadores. La base de datos de microsatélites se elabord con el nimero de alelos por
marcador y por muestra, y también con los tamaios en pares de base (pb), se encontraron
entre cero y un maximo de siete alelos en la coleccion analizada. En base a los pesos
moleculares por cada locus (marcador ISSR) se determiné el N° de alelos por marcador y
por muestra (matriz de 0 a 7). Con estos datos se calcularon: la frecuencia alélica f(4), el
Indice de Contenido Polimérfico (ICP), el indice de fijacion (Fsr), la heterocigosidad
esperada de Nei (Hs) (Goudet, 2003). Se hicieron corridas en dos softwares para contrastar
los resultados en dichos programas. En el software GenAlex (ver. 6.51) se calculd6 como
organismo haploide y como diploide en el Fstat (ver. 2.9.4). Aunque Fstat es por defecto
para organismos diploides, se puede usar para haploides siempre que se codifiquen los
genotipos haploides como diploides (detallando dos veces el identificador del alelo). Se
calcul6 la varianza molecular (AMOVA con 9999 permutaciones) para conocer variacion

genética dentro y entre las poblaciones predefinidas.

f(A4) : se estimd por cada muestra y de manera general en la poblacion, obteniéndose el

# alelos observados

nimero de individuos tipeados, siguiendo la ecuacion: f(4) =
# total de alelos
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indice de contenido Polimérfico (ICP): se evalud la informacion de cada marcador o
locus en la poblacion segun la frecuencia de alelos. Se obtiene de multiplicar la
probabilidad de cada posible cruzamiento (estimado a partir de las frecuencias alélicas)
por la probabilidad de que sean informativos, es decir, que se pueda identificar al
progenitor del que procede el alelo (Botstein, et al., 1980). La formula seguida por estos

autores fue la siguiente:

ICP =1 - (X, piH)- X1 ;'l:i+1 2 pi® p’

donde: pi es la frecuencia del alelo I, pj es la frecuencia del alelo J y n es el nimero en un
locus.

Diversidad genética dentro de la poblacion (Hs): nos permite conocer que tan diferente
puede ser dos alelos elegidos al azar asi como el nivel de heterocigosidad esperada para

nuestras poblaciones (Nei, 1987). La ecuacion es la siguiente:

- _n —y.pi2 _Ho
Hs (n—1)[1 lel 2n

Doénde: n=T;—p y pf = Xubiei / np
Zk /nk

indice de fijacién o diferenciacion (Fst)

Expresa la proporcion de la variacion genética total que se mantiene o existe entre las
poblaciones. En las frecuencias alélicas para genotipos que mas se separan deberian ser
mayormente homogéneos que los individuos que se mantienen en su origen territorial. Por
lo cual se espera que Fst sea mas alto para el sexo o genotipo menos dispersos, que los
genotipos dispersos. De los estimadores existentes se escogio Weir y Cockerham,1987, ya

que es imparcial y el mas usado (Weir & Cockerham, 1984). La ecuacion es la siguiente:

__ HT-HS

F
ST T

Hr: diversidad total
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Hs: diversidad genética dentro de la poblacion

Puede existir baja diferencia genética (FST <0.05), moderada (0.05-0.15), grande (0.15-
0.25), y muy grande diferenciacion genética (> 0.25), segin Hartl y Clark 1997
(Charlesworth, 1999).

Determinacion de la relacion entre los aislados. Se realizé sobre la matriz de presencia
y ausencia (matriz binaria) obtenida a partir de la matriz descrita anteriormente. Se realizo
un analisis de conglomerados por el método promedio no ponderado por grupo (UPGMA),
y la métrica Jaccard. El resultado se visualizd6 mediante un dendograma obtenido con el

software XLSTAT.

Analisis de datos

Para el calculo de la ICs se utilizo el software Prism 6 (GraphPad), el cual requirié que
las concentraciones del fungicida sean transformadas a logaritmo base diez (Logio). Los
grupos sensibilidad de M. roreri fueron agrupados tomando la ICso de cada aislado, e
ingresados al software infoStat para ser analizados. Para realizar graficos de severidad y
calculo de diferencias significativas entre variables se utilizo el software SigmaPlot 12.0.
Para obtener la cantidad de alelos por locus, se usoé el software FSTAT version 2.9.3.2 y
se confirm6 los resultados con el software GenAlEx 6.5. Para maximizar la
homogeneidad dentro de grupo, se generd un dendograma heatmap, segun el método de
Ward en el software R. v. 3.6.2. Para relacionar el muestreo de M. roreri segin el clima,
precipitacion y tipo de suelo geografico, se cargaron mapas del Ecuador con imagenes

shapefile, en el software MapWindow 5.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Aislamiento, purificacion y conservacion de aislados

De 76 aislados que se muestrearon, en la provincia de la Costa se aislaron 5 de Los rios, 5
de Guayas, y 14 de El Oro. De la Amazonia se obtuvieron 13 aislados de Sucumbios, 5
de Napo, 9 de Orellana, 4 de Pastaza, 7 de Morona Santiago, y 16 de Zamora Chinchipe

(Anexo 4). La distribucion geografica de los puntos se muestra en la (Fig. 2).
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Figura 2. Distribucion geografica de PHF, puntos de color verde muestra mayor niimero
de aislados.
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3.2. Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Radial (PIC) del flutolanil y
Azoxystrobin contra M. roreri.

3.2.1. Evaluacion del efecto de flutolanil contra M. roreri

Los aislados obtenidos fueron inhibidos en mas del 91% a la maxima concentracion
probada (Tabla. 2), en particular, 76 aislados fueron inhibidos al 100% a concentraciones
de 1pg/ml La concentracion 0.01 fue la que mejor discriminé la muestra de aislados por
su afectacion en el crecimiento micelial, segtn la frecuencia de aislados por las clases de
PIC (Tabla. 2). Al bajar la concentracion la discriminacion entre los aislados disminuy¢ al
mostrarse solo tres clases de PIC en la Tabla 1. Notoriamente, a 0.01 pg/ml y 0.001 pg/ml

aparecen aislados que son estimulados en su crecimiento.

Tabla 2. Frecuencia por PIC de flutolanil para los aislados de M. roreri

PIC % lug/ml 0.1ug/ml  0.01ug/ml 0.001ug/ml
91-100 76 38

81-90 20

71-80 12 2

<70 8 57 40
Estimula 17 36

Al agrupar los aislados por su homologia de crecimiento en respuesta al flutolanil,
observamos que a esas concentraciones hay tres grupos que estimulan (Fig. 3, zona
sombreada). es decir que los PIC con valor inferior a cero indican que los tratamientos con
fungicidas crecen mas que los controles en medio PDA. Vale destacar que la mayoria de
los aislados (Fig. 3, grupo amarillo) nunca estimuld el crecimiento a ninguna de las

concentraciones.
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Figura 3. Dindmica de inhibicion del crecimiento de M. roreri. Ciertos aislados mostraron
un PIC positivo, indicando que estimulan su crecimiento. Agrupamientos por analisis de
claster usando como variables las concentraciones.

3.2.2. Evaluacion del efecto de azoxystrobin contra M. roreri

Todos los aislados fueron inhibidos en mas del 91% a concentraciones de 1 pg/ml. La
concentracion de 0.1 y 0.01 fueron las que mejor discriminaron la muestra de aislados por
su efecto en el crecimiento micelial, segun la frecuencia de aislados por las clases de PIC
(Tabla.3). Al bajar la concentracion la discriminacion entre los aislados disminuyd al
mostrarse tres clases de PIC positivo y un PIC negativo, que corresponde a un solo aislado

(MR41) que fue estimulado en su crecimiento a la concentracion de 0.0001 pg/ml (Fig. 4).



Tabla 3. Porcentaje del PIC a diferentes concentraciones

PIC % 1 pg/ml 0.1 pg/ml  0.01 pg/ml  0.001pg/ml  0.0001pg/ml
91-100 66 63 21 2

81-90 3 25 11 2
71-80 16 12 8
<70 4 41 55
Estimula 1

107,18
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Figura 4. Porcentaje de inhibicion de crecimiento de azoxoystrobin contra M. roreri. Todos
los grupos indican un PIC positivo, menos el grupo 3 (1 aislado) que fue estimulado en su

crecimiento.
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3.4 Sensibilidad de M. roreri a los fungicidas flutolanil y azoxystrobin

3.4.1. Estimacion de la concentracion inhibitoria media (ICso) de M. roreri al
flutolanil

La sensibilidad de los aislados al flutolanil se expresé mediante la ICso, la sensibilidad fue
alta, observandose valores extremos de 0.003 a un maximo de 0.15pg/ml (ver anexo 4 para
detalles de cada aislados). Usando las ICso de cada aislados como variable se formaron dos
grupos de homologia en el analisis de agrupamiento (Fig. SA) de ligamiento promedio
(distancia euclidea). El grupo 1 contenia el 97.36%, el grupo 2 estuvo formado por los
aislados menos sensibles (2.63%) con una ICsp promedio de 0.13pg/ml.
Independientemente de la topologia del dendrograma, se definieron solamente dos grupos
por las siguientes razones practicas: un corte aproximado del dendrograma a la mitad de la
similitud del mismo, por el histograma (Fig. 5B) que muestra una discontinuidad en la
distribucion dentro de la poblacion y por la poca diferenciacion en los valores de ICso de

la mayoria de los aislados.
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Promedio (Average linkage)

Distancia: (Euclidea)
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Figura 5. Agrupamiento de los aislados de M. roreri en funcion de los ICso. Las medias de
cada grupo fueron: grupo 1 (74 aislados) obtuvo una ICso entre 0.003 y 0.08 pg/ml, el
grupo 2 (2 aislados) entre 0.13 a 0.15 pg/ml (A). Muestra la frecuencia relativa en pg/ml
de los aislados en funcion de las concentraciones ICso (B).
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Todos los aislados presentaron una alta sensibilidad al fungicida. Se destaca entre ellos un

aislado de la provincia del Oro y uno correspondiente a la provincia de Orellana que

obtuvieron menor sensibilidad (Fig. 6).
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Figura 6. Distribucion espacial de los aislados en funcion de la sensibilidad al flutolanil.
Con azul indica sensibilidad homogénea que fue entre 0.02 pg/ml y 0.04 pg/ml. El color
rojo muestra los dos aislados que fueron menos sensible pertenecientes a El oro y Orellana

con dosis de 0.13 pg/ml y 0.15 pg/ml.

3.4.2 Estimacion de la concentracion inhibitoria media (ICso) de M. roreri al

fungicida azoxystrobin

La ICso para cada aislado estan detallados en el Anexo 4. Se muestra dos grupos bien

definidos realizados segun la ICso de M. roreri al fungicida. También se describe la
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frecuencia de aislados que obtuvieron una alta sensibilidad, y otros que mostraron una

menor sensibilidad (Fig. 7). Pero en general los aislados fueron altamente sensible a

azoxystrobin.
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Figura 7. Agrupamiento de los aislados de M. roreri en funcion de los ICso. Las medias de
cada grupo fueron: grupo 1 (71 aislados) obtuvo una ICsg entre 0.00002 a 0.01462pg/ml,
el grupo 2 (3 aislados) entre 0.0220 a 0.0364ug/ml (A). Frecuencia relativa de los aislados
en funcion de las concentraciones ICso (B).

3.5 Determinacion de la agresividad de aislados de M. roreri mediante ensayos in
vivo en frutos de 7. cacao.

3.5.1 Evaluacion de los clones de cacao EET96 y EET103 frente a M. roreri
mediante la severidad interna y externa.

La figura 8 describe los efectos de M. roreri, que se originan desde la tercera a octava
semana post inoculacion de frutos. Los dafios causados por M. roreri segun la severidad

externa, no son significativos (P=0.448) entre clones; debido a que el dafio (necrosis), no
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supera el grado dos de la escala (25%). Igualmente, los dafios de severidad interna
provocados por M. roreri en los frutos, tampoco fueron significativos (P=0.082) entre los

dos clones de cacao, ya que el grado de afectacion estuvo entre cero y dos (0-20%) (Fig.
9).

Figura 8. Efecto de M. roreri sobre frutos de cacao durante ocho semanas de evaluacion.
Primera imagen a izquierda corresponde al momento de la inoculacion. Seguido de los
dafios adquiridos a partir de la tercera a la octava semana.

4 —e— EET96
0 EET103
EE EETO6
[ EET103

el

©

2

3 -

2

Q

n

Semanas

Figura 9. Promedio de los niveles de dafio externo e interno por pudricion helada del fruto
en clones de cacao inoculados con varios aislados de M. roreri. En linea se representa la
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severidad externa de (Cardenas y Giraldo,1986) y en barra la severidad interna (Phillips-
Mora, 2005). Sin diferencias significativas entre clones en ninguno de los momentos
(p<0.05, datos no mostrados).

Agresividad de tres aislados de M. roreri en dos clones de cacao

Segun el ABCPE, los valores mas altos indican el mayor dafio causado por el patdogeno.
En este sentido, unicamente en el clon EET96, el aislado MR59 mostré diferencia
significativa (P=0.003) respecto al control; el aislado MR87 y MR75 fueron menos
agresivo que MR59 (Fig. 10). Esta tendencia se mantiene en EET103, sin embargo, no se

encontrd diferencia estadistica (P=0.066) respecto al control (Fig. 10).
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Figura 10. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) para tres aislados
de M. roreri y el control. Doble asterisco indica diferencia significativa en el clon EET96

segun Kruskal-Wallis (P< 0.05).

Efecto de M. roreri en diferentes edades de frutos en clones de cacao
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En el clon EET96, a partir de la séptima a octava semana post inoculacion los dafios son
mas expresivos; los frutos (29 dias) muestran dafios significativos (P=0.001) frente a los
frutos inoculados con 15 dias de edad, segun la severidad externa causada por M. roreri.
Igualmente, en EET103 los frutos (29 dias) muestran dafios externos significativos

(P=0.0001), en relacion de los frutos inoculados con 15 dias de edad (Fig.11).

EET96

—8— 15 dias —o— 15 dias
O~ 29 dias O+ 29 dias

EET103

Severidad externa
@
. o
Severidad externa

Semana Semanas

Figura 11. Promedio de la severidad externa de 24 frutos inoculados con M. roreri a 15y
29 dias de edad, evaluados hasta ocho semanas post inoculacion.

Severidad interna de M. roreri y respuesta de resistencia de dos clones de cacao.

En el clon EET96 se observa, que los dafios (patégeno) de severidad interna en los frutos
(29 dias) fueron significativos (P=0.0001) frente a los frutos inoculados con 15 dias de
edad y control. Este mismo efecto se mostro en EET103, ya que los dafos de severidad
interna en frutos (29 dias) fueron significativos (P=0.001) frente al control y contra los
frutos que fueron inoculados con 15 dias de edad (Fig. 12). Esto sefiala que M. roreri no

afecta los frutos en temprana edad (15 dias), sino después trascurrir otros 15 dias.
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Figura 12. Severidad de la PHF en dos clones de cacao inoculados con tres aislados de M.
roreri. Asteriscos indican diferencia estadistica significativa segiin Kruskal-Wallis (P<

0.05).

Segtin la severidad interna causada por aislados de M. roreri, el clon EET96 fue resistente

y moderadamente resistente, pero de manera general omitiendo el aislado se clasifica al

EET96 como resistente. Mientras que el clon EET103 se mostré moderadamente resistente

independientemente del tipo de aislado (Tabla. 4).

Tabla 4. Clasificacion de la respuesta de los genotipos de cacao frente a M. roreri

Clon aislados Media Min. Max. Clasificacion
MR59  0.63+£1.77 0 5 Resistente

EET96 MR75 1.88+2.59 0 5 Moderadamente resistente
MRR&7 0+0.00 0 0 Resistente
MR59 1.88+2.59 0 5 Moderadamente resistente

EET103 MR75 1.88+2.59 0 5 Moderadamente resistente
MRS87 1.88+2.59 0 5 Moderadamente resistente

Clasificacion segun Sanchez et al., (1987).
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3.6. Cuantificacion de la diversidad genética

3.6.1 Perfiles ISSR

De 10 microsatélites seleccionados, nueve de ellos fueron polimoérficos y inicamente el
marcador mr-12 fue monomorfico. Los marcadores mas informativos segun el ICP fueron
mr-10, mr-11, mr-22, mr-30 (Tabla 5). Con los marcadores mr-6, mr-10, mr-11, mr-12 y
mr-31, no se obtuvieron los alelos y los pesos moleculares esperados. Se observaron 39
alelos en toda la poblacion, con rango de 105 a 183 pb, y frecuencia alélica de 3-7 alelos

por locus (Tabla 5) ver en el Anexo 5y 6.

Tabla 5. Caracteristicas de 10 marcadores ISSR segun informacion esperada y observada,
(ICP) de M. roreri del Ecuador

Tamaiio
N°  Marcadores esperado observado Alelos Alelos indice (.le c'ontenido
esperados  observados polimoérfico
(pb) (pb)
1 mr-10 121-133 108-180 4 7 0.97
2 mr-11 139-149 116-163 3 6 0.97
3 mr-13 124-139 105-123 4 4 0.97
4 mr-30 134-149 121-176 5 5 0.96
5 mr-22 141-150 116-158 3 5 0.95
6 mr-15 154-160 162-183 3 3 0.92
7 mr-33 101-125 100-142 4 4 0.92
8 mr-6 127-130 122-124 2 3 0.89
9 mr-31 146-149 149-176 2 3 0.87
10 mr-12 132-138 0 2 0 0

Melo et al.,2014
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3.6.2 Analisis de la varianza molecular

La informacion sobre la divergencia a nivel molecular de los haplotipos (aislados) se
procesod mediante una particion de varianzas, cuyo calculo se obtiene a partir de distancias
genéticas. Se realizaron particiones de la muestra de los aislados analizados a fin de
encontrar alguna estructuracion dentro de la poblacion causada por algunos factores. Estos
factores fueron: origen geografico (region y provincias), vegetacion, clima,
precipitaciones, y tipo de suelos. El analisis de la variabilidad molecular dentro y entre
aislados de distintos grupos-particiones permite inferir la magnitud de la estructuracion

poblacional que pudiera ser causada por los distintos factores.

La tabla 6 resume parametros de interés de las diferentes poblaciones en que fueron
subdivididas. Las poblaciones en base a regiones y la vegetacion mostraron mayor nimero
de alelos (Na) y alelos efectivos (Ne), la provincia de Los Rios presentd la menor cantidad
de alelos entre las poblaciones. Las poblaciones segun la region, tipo de suelo, clima, y
vegetacion mostraron mayor diversidad de acuerdo con el indice de diversidad de Shannon
(I) y heterocigosidad esperada (Hs), mientras que la poblacion Costa mostré menor
diversidad. En cuanto a la diferenciacion genética dentro y entre poblaciones, las
poblaciones de la Costa, Amazonas y Provincias mostraron gran diferenciacion (<0.25).
Las poblaciones segun clima y la vegetacion mostraron grande diferenciacion (0.15-0.25).
Finalmente, la poblacion segun el tipo de suelo, region, y precipitacion mostraron baja

diferenciacion (<0.15).

En la Amazonia se encontré un total de 43 aislados con alelos privados, mientras que la
Costa obtuvo 13 aislados con alelos privados, en su mayoria el locus mas frecuente con

alelos privados fue el mr-33 seguido de mr-13 y mr-10 (Anexo 7).



Tabla 6. Riqueza alélica, diversidad genética e indices de diferenciacion genética segun
la subdivision de la poblacion por *origen geografico y variables ambientales™*.
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Poblaciones Numero  Alelos  Indice de - Indice de
N de alelos efectivos Shannon Heterocigosidad diferenciacion

(N° aislados) Na)y (N @  operda(Hy (Fs)

REGION (77)

Costa 22 3.56 2.32 0.96 0.54

Amazonia 55 4.22 3.18 1.21 0.66

Subtotal 77 3.89 2.75 1.08 0.60 0.11

AMAZONAS (55)

Morona Santiago 7 2.11 1.81 0.57 0.35

Napo 5 1.78 1.56 0.44 0.30

Orellana 9 2.44 1.85 0.65 0.39

Pastaza 4 1.44 1.40 0.29 0.21

Sucumbios 13 2.22 1.57 0.50 0.29

Zamora 17 2.78 2.21 0.78 0.46

Subtotal 77 2.13 1.73 0.54 0.33 0.37

COSTA

El oro 14 2.33 1.73 0.58 0.35

Guayas 5 2.56 2.23 0.84 0.53

Los rios 3 1.11 1.09 0.07 0.05

Subtotal 22 2.00 1.68 0.50 0.31 0.35

PROVINCIAS

El Oro 14 2.33 1.73 0.58 0.35

Guayas 5 2.56 2.23 0.84 0.53

Los rios 3 1.11 1.09 0.07 0.05

Morona Santiago 7 2.11 1.81 0.57 0.35

Napo 5 1.78 1.56 0.44 0.30

Orellana 9 2.44 1.85 0.65 0.39

Pastaza 4 1.44 1.40 0.29 0.21

Sucumbios 13 2.22 1.57 0.50 0.29

Zamora 17 2.78 2.21 0.78 0.46

Subtotal 77 2.09 1.72 0.53 0.33 0.41

Vegetacion

BOSQUE deciduo Costa 14 2.33 1.73 0.58 0.35

Zﬁig}iigﬁme‘io tropical 46 433 3.32 1.26 0.68

BOSQUE Montano oriental 16 2.78 2.19 0.78 0.46



Subtotal

Clima

humedo con pequefio déficit agua
mesotérmico

humedo sin déficit agua
megatérmico

subhiimedo gran déficit agua en
época seca megatérmico
subhumedo moderado deficiencia
agua epoca seca megatérmico
superhiimedo sin déficit de agua
megatérmico o calido

Subtotal
Precipitacion (mm)
250-500
500-750
750-1000
1500-1750
1750-2000
2000-2500
2500-3000
3000-3500
3500-4000

4000-4500
Subtotal

Suelos
Entisol

Inceptisol
Subtotal

76

11

19
50
69

3.15

2.67

2.44

1.89

1.78

4.22
2.60

2.11
2.22
2.33
2.56
1.78
2.67
2.67
2.33
3.56
1.11
2.33

3.78
4.33
4.06

241

2.28

2.07

1.58

1.56

3.09
2.12

2.02
1.85
2.27
2.07
1.60
2.27
2.38
1.62
2.72
1.11
1.99

2.72
3.45
3.08

0.87

0.79

0.75

0.51

0.44

1.22
0.74

0.65
0.54
0.78
0.79
0.45
0.82
0.86
0.53
1.09
0.08
0.66

1.11
1.29
1.20

0.50

0.47

0.47

0.35

0.29

0.67
0.45

0.42
0.32
0.50
0.49
0.30
0.50
0.53
0.31
0.62
0.06
0.40

0.62
0.70
0.66

0.24

0.20

0.15

0.03
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*QOrigen geografico segin el anexo 4**Vegetacion segun anexo 1. Clima anexo 2.

Precipitacion fig.15, y tipos de suelos anexo 3.

La figura 13 resume el analisis molecular de la varianza (AMOV A); para los haplotipos,

en todos los casos, la varianza fue mayor intrapoblacionalmente con valores entre 7 y 95%.

Las poblaciones segin el tipo de suelo y sensibilidad a flutolanil mostraron baja

diferenciacion con valores 5-7%. La sensibilidad a azoxystrobin, region, precipitacion y

clima mostraron una moderada a alta diferenciacion (17-19%). Mientras que las
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poblaciones segiin la region Costa, Amazonia, y provincias explicaron la estructura
poblacional del patogeno entre 35-39%. (Fig. 13, linea color café). Los valores P (<0.05)
indican que las diferencias son significativas, excepto la sensibilidad a flutolanil (Anexo

11).

= |ntraPob InterPob
Ambiente Clima (7
Tupos)
Region Ecuador (9100%g Ambiente Precipitacion
provincias) 80% (5 grupos)
Region Costa (3 Ambiente Suelos (5
provincias) grupos)

Regién Amazonia (6
provincias)

Ambiente Vegetacion
(3 grupos)

Region (Costa vs.
Amazonia)

Fungicida Azox. IC50
(2 grupos)
Fungicida Fluto. IC50
(2 grupos)

Figura 13. Visualizacion resumida del andlisis de varianza molecular (AMOV A) para M.
roreri mediante el porcentaje de la varianza molecular (AMOV A) explicado por las
poblaciones.

Determinacion de la relacion entre los aislados

La figura 14 muestra la relacion entre 76 aislados, ocho marcadores ISSR, y la sensibilidad
a fungicidas. Los marcadores mr-6, 30, y 33 muestran ser bastante homogéneos entre ellos,
mr-11y mr-15 poseen una discriminacion distinta a los demas marcadores. Los fungicidas
indican una similitud muy homogénea entre la mayor parte de la poblacion. Curiosamente

en la parte inferior izquierda se observa, que el 40.79% (31 aislados) mostraron
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caracteristicas similares en todos los marcadores. Se confirma la presencia de cuatro

grupos que se generd con el dendograma de similitud (Anexo 8).

MR59

Dbservaciones

MR75

MR87
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Figura 14. Mapa (heatmap) generado con marcadores moleculares y caracteristicas
fenotipicas de sensibilidad a fungicidas flutolanil y azoxystrobin, realizado con datos
transformados a binarios (ausencia y presencia).

La figura 15 muestra la distribucion de los grupos genéticos. El grupo II se encontr6 en la

mayor parte de muestreo, tanto Costa como Amazonia. El grupo I se ubicé en las
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Provincias de Zamora Chinchipe y Morona Santiago. El grupo III en Napo y El oro. Y el

grupo IV (un aislado) perteneciente a Guayas.
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Figura 15. distribucion espacial de los cuatro grupos genéticos determinados para M. roreri
en el Ecuador (I-IV) segtn las precipitaciones anuales. Mapa generado con capas shapefile
de isoyetas (SIPA-MAGAP,2019).
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3.7 Correlacion fenotipica con la diversidad genética de M. roreri

3.7.1 Variabilidad genética de los aislados segiin la ICs¢ de Flutolanil y azoxystrobin
contra M. roreri.

El nimero de alelos (Na) y alelos efectivos (Ne) fueron similares segin la poblacion de
los fungicidas. Igualmente, el indice de diversidad de Shannon (I) y La heterocigosidad
esperada (Hs) sefalan una diversidad del 50% para los fungicidas; en ambos fungicidas la
diversidad fue alta (70%) para los grupos de aislados mas sensible; mientras que la
diversidad fue menor (30%) para los aislados menos sensibles. La subpoblacion de alta
sensibilidad no puede relacionarse con la alta diversidad, debido a que agrup6 mas del 90%
de los aislados. El indice de diferenciacion (Fst) nos dice que no son significativamente

diferente (3%) (Tabla 7).

Respecto a los aislados que presentaron una menor sensibilidad (MR68 y MR95) segun el
flutolanil pertenecientes a las provincias de Orellana y El Oro, se observa simililaridad
clonal entre MR95 y MR96 (L). Mientras que MR68 no presenta caracteristica clonal con
ningtn aislado. Los grupos clonales de los 76 aislados pueden ser observados en (Anexo

9).



Tabla 7. Diversidad genética segun la sensibilidad al flutolanil y azoxystrobin (ICso)

Numero Indice Lo
Alelos .. Indice de
de . de Heterocigosidad . Y
. N efectivos diferenciacion
Poblaciones alelos (Ne) Shannon  esperada (Hs) (Fsr)
(N° aislados) (Na) @D ST
ICso
AZOXYSTROBIN
74
Alta sensibilidad
(0.00002 a 0.01462) 71 4.33 3.50 1.30 0.70
baja sensibilidad
(0.0220 a 0.0364) 3 1.67 1.58 0.40 0.27
Subtotal 74 3.00 2.54 0.85 0.49 -0.02
ICso
FLUTOLANIL
(76)
Alta sensibilidad
(0.003 a 0.08) 74 4.33 3.48 1.30 0.70
baja sensibilidad
(0.1320.15) 2 1.56 1.56 0.39 0.28
Subtotal 76 2.94 2.52 0.84 0.49 0.03

Fig. 3. para flutolanil y fig. 6. para azoxystrobin

3.7. 2 relacion de las caracteristicas fenotipicas (agresividad) con la diversidad

genética.

Los tres aislados (M. roreri) que fueron evaluados mediante la inoculacion artificial en
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clones de cacao, los resultados muestran que MRS59 se agrupd en cluster distante

(disimilitud) en relacion MR75 y MR87. Segtn las cualidades fenotipicas de severidad

externa; MR59 causé mayor dafio que MR87, pero la intensidad de dafo interno de MR59

fue menor que MR75. La relacion entre los aislados MR75 y MR87 fue similar, tanto en

la sensibilidad a fungicidas y marcadores genéticos ISSR, pero hubo diferencia entre estos

segun la severidad interna (Fig. 8). Segun el dendograma de Jaccard al 78% de similitud,

los tres aislados evaluados en campo se agruparon en clister distintos ver Anexo 8.
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Tabla 8. Comportamiento patogénico de los aislados evaluados en campo experimental

Agrupamiento en dendograma Promedios
Aislados Grupos
inoculados (Similitud) Severidad externa severidad interna
MR59 2 1,46 1,44
MR75 3 1,44 1,94

MR87 4 1,26 1,19
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CAPITULO 4

DISCUSION

4.1 Sensibilidad de M. roreri a fungicidas

La gran importancia de las moléculas quimicas para el control de hongos fitopatogenos,
implica el modo de accion, la frecuencia y el tiempo de aplicacion (Reuveni & Sheglov,
2002). El flutolanil inhibe el suministro de ATP y es empleado en el control de
basidiomicetes (Universidad Nacional de Costa Rica (UNA), 2019). En estudios anteriores
se ha evaluado sensibilidad de R. solani, patdégeno del cultivo de papa al fungicida
flutolanil, con concentraciones entre 0.01 hasta 1 pg/ml, mostrando que todos los aislados
fueron altamente sensibles ICso 0.05 y 0.50 pg/ml (Campion, Chatot, Perraton, &
Andrivon, 2003). Asi también, la sensibilidad a flutolanil de 119 aislados de Rhizoctonia,
patogeno de plantas de papa a nivel in vitro, mostraron una alta sensibilidad 1Cs0 0.14 a
0.75 pg/ml (Lehtonen, Ahvenniemi, Wilson, German-Kinnari, & Valkonen, 2008). En este
estudio la evaluacion de la sensibilidad de M. roreri al fungicida flutolanil, obtuvo una
ICso entre 0.001 a 0.15 pg/ml para el 100% de los aislados; en los cuales MR39 y
MR71mostraron mayor sensibilidad (susceptibles), y MR68 y MR95 menor sensibilidad,
pero sefialando a los aislados como altamente sensibles < 1 pg/ml (L. V. Edginton, 1971),

lo cual coincide con lo reportado para Rhizoctonia sp.

Sin embargo, en Georgia se ha evaluado también la sensibilidad de 450 aislados Sclerotium
rolfsii al fungicida flutolanil (grado reactivo) sobre la inhibicion de crecimiento micelial,
estimando que los aislados pertenecientes a diferentes localidades variaron en su nivel de
sensibilidad (ED50=0.41 y 17.70 ug/ml), como sensibles y moderadamente resistentes

(Franke, Brenneman, Stevenson, & Padgett, 1998). Estos cambios de sensibilidad pueden
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deberse a la resistencia generada por el patdgeno, cuando se utiliza fungicidas de forma
descuidada al momento de aplicacion, o también respuesta biologica del hongo frente a
condiciones desfavorables. Ademas, la alta sensibilidad podria justificarse por la escaza
utilizacién de fungicidas en el manejo y control de la enfermedad (Lucas et al., 2015). Es
importante tomar en cuenta las dosis de fungicidas a utilizar, ya que aislados de El oro (7
aislados), Zamora (4 aislados), Morona Santiago, Orellana (2 aislados), Sucumbios y
Guayas (un aislado), fueron estimulados a concentraciones de 0.01 pg/ml. Mientras que de
Eloro (10 aislados), Los rios (2 aislados), Morona Santiago (3 aislados), Napo (2 aislados),
Pastaza (3 aislados), Sucumbios (6 aislados), Zamora (8 aislados), Guayas y Orellana (un
aislados) fueron estimulados positivamente a bajas concentraciones de 0.001 pg/ml,
probablemente debido a excipientes del fungicida comercial moncut (Lin & Garry, 2000).
En este sentido, el manejo fingico con flutolanil debe ser aplicado cuidadosamente para
mantener su eficacia. Aunque existe alta sensibilidad de M. roreri, se sugiere realizar
trabajos en campo para conocer si existe una reduccion de la alta sensibilidad determinada

a nivel in vitro.

El fungicida azoxystrobin pertenece al grupo quimico estrobirulinas. El cual inhibe la
respiracion mitocondrial impidiendo la obtencion de ATP, y tiene efectividad sobre
patdgenos basidiomicetes (Bartlett et al., 2002). En Nueva York se estudio la sensibilidad
de 47 aislados de Alternaria brassicola a azoxystrobin, donde el rango de la EC50 fue
entre 0.22 y 14.12 pg/ml, con una media de 2.49 pg/ml; de los cuales, 19 de los aislados
fueron altamente sensible (<1.0 ug/ml), y 20 aislados fueron moderadamente sensible
(<5.0 pg/ml), los aislados restantes se mantuvieron en el rango mencionado (Kreis, Dillard,
& Smart, 2016). Igualmente el fungicida azoxystrobin, usando concentraciones entre 1 y
10.000 pg/ml sobre los conidios de 4. alternata, inhibi6 el 98.94% de crecimiento con la

dosis mas alta; a pesar que la concentracion de la etiqueta del producto fue menor (250-
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300ug/ml), asumen que la presion de seleccion sea el factor que cause la resistencia hacia

azoxystrobin (Utrilla, 2012).

En Cuba un estudio de sensibilidad en aislados de M. fijiensis a azoxystrobin; utilizando
concentraciones entre 0.01 y 10 pg/ml, se determind que el 100% de la inhibicion de
crecimiento fue a 1 ug/ml, considerando estos aislados como altamente sensibles (Pérez,
Luis; Batlle, Alicia; Hernandez, Alexis; Pérez, Michel; Trujillo, Roberto; Alvarez &
Méndez, 2003). Igualmente en Brasil se estudio la sensibilidad de 143 aislados de
Monilinia fructicola, usando concentraciones entre 0.05 y 7.4pg/ml de azoxystrobin; la
CEso promedio para el grupo menos sensible fue 0.35 ng/ml, calificados como aislados de
alta sensibilidad, mientras el grupo con mayor sensibilidad fue 0.17pg/ml, determinando
que la poblacion perteneciente a Sao Paulo fue menos sensible al fungicida, que la

poblacion perteneciente a Parana y Santa Catarina (Pereira et al., 2017).

Lo cual coincide con el presente estudio, donde M. roreri mostr6 alta sensibilidad a
azoxystrobin, con dosis menor a 1pg/ml al igual que el flutolanil. Pero, estos resultados no
concuerdan con lo reportado en México 2011 y 2016, donde el 100% de la germinacion y
crecimiento micelial se inhibié a 450 pg/mly 500 pg/ml respectivamente (Magdiel Torres
de la Cruz, 2011b; Torres-de-la-Cruz et al., 2019). Aunque el control quimico en México
ha sido muy poco usado por la escases de productos compuestos para M. roreri, se utiliza
fungicidas protectantes (cupricos), aplicados en épocas tempranas de desarrollo de la

enfermedad, lo cual podria provocar el aumento de la resistencia (Bateman et al., 2005).

La resistencia no es una problematica exclusiva del control quimico, ya que los hongos
pueden tornarse resistentes a fungicidas por la adaptacion a condiciones adversas; los
fungicidas estrobirulinas poseen alto riesgo de resistencia cruzada, por ello no se debe

enfrentar al fungicida con altas poblaciones del patégeno (Luis F. Gaspar, 2013). Si bien
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M. roreri mostro alta sensibilidad, se deberia disminuir el uso de fungicidas de alto riesgo
de resistencia, e integrar al control quimico otras alternativas que mantengan baja la
poblacion. En nuestro pais no se registra el uso de azoxystrobin para el control de la

enfermedad, esto podria explicar la alta sensibilidad de los aislados fungicidas.

4.2 Efecto de M. roreri en frutos de cacao mediante la agresividad de los aislados a
nivel in vivo.

De manera general, los tres aislados inoculados en dos clones de cacao, no muestran
diferencias seglin la severidad interna y externa; esto mantiene relacion con Phillips Mora,
ya que reportd que la severidad interna de siete aislados en cinco clones comerciales, no
mostraron diferencias entre ellos (Phillips-Mora et al., 2005). No obstante Brenes y
Cuéllar et al, encontraron diferencias significativas entre los materiales de cacao evaluados

(Brenes, 1983; Sterling Cuéllar et al., 2015).

Lareaccion del cacao a M. roreri esta relacionada por el genotipo y la virulencia del aislado
(Phillips-Mora et al., 2005). Si bien la severidad externa no permite estimar precisamente
el dafio interno del fruto, pero contribuye a conocer la tolerancia de los frutos a M. roreri
(Carmen Suarez-Capello,Freddy Amores, 2006; Phillips-Mora et al., 2005). En este
estudio segiin el ABCPE de la severidad externa, MR59 fue mas agresivo en el clon
EET96, mientras que en EET 103 mantuvo tendencias de infeccidon pero no hubo diferencia
significativa entre aislados, observandose interaccion entre patdgeno y material genético

(Phillips-Mora et al., 2005; Sterling Cuéllar et al., 2015).

Nuestros resultados coincide que el valor medio de severidad externa entre clones de cacao
estuvo en el rango entre 0,73-2,46 y que la terminacion de la enfermedad es la formacion
de mancha necrotica y esporulacion (Sterling Cuéllar et al., 2015). Ademas en este estudio

los sintomas de M. roreri fueron débiles en frutos con 15 dias de edad, lo cual es posible,
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ya que se ha evaluado clones comerciales y se encontraron pocos sintomas como la

protuberancia en frutos (Cuéllar et al., 2015; Porras Umana, 1985).

Los frutos con 29 dias de edad fueron mas afectados en ambos clones, sefialando que la
edad del fruto influye en la intensidad de afectacion, similar a lo reportado por Phillips-
Mora (1986) (Phillips Mora, 1986). Pero opuestamente, Sanchez y Aranzazu encontraron
que los primeros sintomas de M. roreri se observan a partir de 35, 54, y 78 dias post
inoculacion (Aranzazu H, 1977; Sanchez Lopez, 1982). Consecuentemente la severidad
interna fue mayor en frutos con 29 dias de edad ambos clones; esto es posible ya que los
frutos son susceptibles en edad de dos y tres meses de edad (Amores Puyutaxi, Agama

Parrefio, Sudrez Capello, Quiroz Vera, & Motato, 2009; Porras, 1988).

En este trabajo la media de la severidad interna fue de 1.17 y 1.88, y la maxima cinco, para
EET96 y EET103 segun el grado de dafo (0 a 5), donde cero es fruto sano y cinco es la
necrosis y esporulacion total del fruto, lo cual concuerda que la severidad interna fue >4
con rangos de severidad entre 2.3 y 5.0, causando un necrosamiento de 60 al 100%
(Phillips-mora, Arciniegas-leal, Mata-quirds, Motamayor-arias, & Motamayor-arias,
2012; Phillips-Mora et al., 2005). Asi también Cuellar et al., (2015) determinaron, que la
media fue de 1.96 oscilando entre grado cero para el 26% de los materiales de cacao, y
grado cinco para selecciones de 7. cacao (Sterling Cuéllar et al., 2015). Mientras que la
menor severidad interna hallada en este estudio oscild entre 0.5 y 1.17, lo cual coincide
que el rango de dafio ha sido de 0.90 a 1.63, lo que representa un 16% de dafio de almendras

(Jesus Sanchez y Aroldo Duboén, 2012; Yeirme Jaimes, 2011).

En este estudio los aislados mantuvieron similar agresividad interna en EET103, excepto
EET96; ya que, de 47 frutos evaluados por clon, el 8.51% indic6 severidad grado cinco, y

el 21.28% de frutos mostraron sintomas grado cinco en ETT103. Asi también en Colombia
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se reportd dos aislados mas agresivos que causaron necrosis interna en el 66% de los
materiales, y el 16% de los materiales mostraron afectacion con medias superior > 4,

necrosis (60-100%) de las almendras en frutos (Sterling Cuéllar et al., 2015).

Se ha reportado que el clon EET103 posee baja resistencia a M. roreri, pero también se ha
encontrado que resistencia natural con buena produccion (Freile-Almeida, Morgado-
Martinez, Jorge Pérez-Garcia, Armando, Demesio, & Reinaldo., 2018; Rafael Alberto
Osorio Sanchez, 2010). Contrariamente, Sanchez y Morgado reportan que M. roreri causo
la mayor incidencia en EET103 y menor incidencia en CCN-51 (Freile-Almeida et al,,
2018; Sanchez-Mora et al., 2015). Esto mantiene cierta similitud con este estudio, ya que
EET103 mostré mayor porcentaje de frutos afectados con moderada resistencia, pero las

diferencias estadisticas no son significativas entre clones.

De 50 materiales genéticos de cacao, el 44% mostro resistencia completa o moderada a
M. roreri y el 21% no mostrd sintomas de la enfermedad (tres de 7. cacao, seis de T.
grandiflorum y cuatro de T. bicolor) (Sterling Cuéllar et al., 2015). En este estudio EET96
mostrd resistencia y moderada resistencia segun los aislados de M. roreri, lo cual deberia
ser evaluado nuevamente para afirmar estos resultados y difundir la informacion a los

productores.

4.3 Cuantificacion de la diversidad genética

Se reportaron cebadores polimoérficos para M. roreri (1,2). De los 10 microsatélites
seleccionados, 9 de ellos fueron polimoérficos y unicamente el marcador mr-12 fue
monomorfico. Se conoce que un microsatélite estd compuesto por un motivo repetitivo

(Chistiakov, Hellemans, & Volckaert, 2006). El marcador mr-12 no presentd valores
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polimorficos, es posible que se deba a regiones flaqueantes incompletas (Melo et al.,
2014b), las cuales deben estar presentes a lado del motivo repetitivo en ambos lados de la
secuencia, ya que un marcador microsatélite debe contener toda la variacion de la

secuencia dentro del motivo repetitivo (Chistiakov et al., 2006).

Con un promedio PIC de 84%, los SSR mostraron alto grado de polimorfismo y son muy
informativos, ya que un PIC mayor a 50% es aceptable, y los mas deseables son los
cercanos a 100% de polimorfismo (Botstein et al., 1980). Estos resultados corroboran que
los SSR son adecuados para analizar el grado existente de variabilidad en poblaciones,

segun la determinacién de microsatélites (Melo et al., 2014b).

Un nivel admisible de polimorfismo con microsatélites polimdrficos en hongos es
complicado, pero oscilan entre 0.4 y 5.4 alelos por /locus (Dutech et al., 2007). En la
determinacion y obtencion de 10 de microsatélites para M. roreri se reportd un promedio
de 3.2 y un maximo 5 alelos por locus (Melo et al., 2014b). En este estudio los aislados

presentaron promedio de 3.28 alelos por /ocus y un maximo de 7 alelos.

La variacion presente en los locus microsatélites podria deberse al tipo de andlisis de
producto PCR, siendo lo ideal utilizar geles de poliacrilamida para una mejor
discriminacion de las bandas; pero no se ha realizado un protocolo para el analisis de M.
roreri en geles de poliacrilamida. Aunque al correr muestras en geles de alta resolucion al
3% (Anexo 6), el cual posee una mejor sensibilidad que agarosa normal al 3%; se observo
caracteristicas similares a la agarosa convencional, pero no se descarta que el tipo de gel

refleje resultados diferentes.
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Analisis de la varianza molecular

Los alelos privados se encuentran en una sola poblacion o en una sola muestra, y son muy
informativos en estudios genéticos (Zachary A. Szpiecha & Noah A. Rosenberg, 2011). A
su vez, permiten determinar el flujo de alelos entre poblaciones (Calafell, Shuster, Speed,
Kidd, & Kidd, 1998). La Amazonia obtuvo 43 aislados con alelos privados, y 13 para la
region Costa. Estos alelos aumentan en funcion de la diferenciacion genética entre
poblaciones (Humedades Temporales Fabiola Magallan Hernandez, Martinez, Hernandez
Sandoval, & Ken Oyama, 2009). La poblacion Amazdnica que mostrd la mayor cantidad
de alelos privados, es probable que haya evolucionado con anterioridad que la region
Costa (Slatkin & Barton, 1989). Y puede deberse a que se encuentran en una region
gendmica altamente mutagénica, o que son originados de sitios heterocigotos, tendiendo a

mutar mayormente que los sitios homocigotos (Li, Korol, Fahima, Beiles, & Nevo, 2002).

La region Costa que obtuvo menos alelos privados, es probable que haya ocurrido una
evolucion reciente, eso quiere decir que presentd un flujo genético hace corto tiempo
(Slatkin & Barton, 1989). Ya que a principio de la aparicion de la enfermedad en la Costa
(Quevedo) en 1918, antes de eso en 1895 ya habia sido reportado de los dafios de “la
mancha” en la parte Norte de Magdalena en Colombia pudiendo existir anteriormente
también en la Amazonia (Rorer, 1918). Aunque en Amazonia ecuatoriana aparece la PHF
por el ano de 1972, por causa de las civilizaciones y explotacion en Napo, y ya para los
anos 1982 M. roreri invadio toda la region Amazodnica y Costera del pais (Ricardo Antonio

Delgado; Zoila Karina Solis; Carmita Suarez-Capello, Karina Peres Gramacho, 2003).

Otro punto es que el centro de origen del cacao es en el Amazona, sur de Ecuador y norte
de Peru. Puede que el hongo haya estado presente junto con el hospedante, y viviendo sin
ser visto en cacao silvestre, pero eso es bastante improbable ya que solo recientemente

(1988) se reporta en Peru (Croplife, 2019). En este contexto, es que la poblacion
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Amazodnica seria mas Antigua que en la Costa. Ademas, sabemos que la separacion
espacial de dos poblaciones de una misma especie durante anos da lugar a novedades
evolutivas por causas ambientales y zona geografica, lo cual es probable ya que las
poblaciones Costa y Amazonia, estdn separadas por la region Sierra. Los alelos promedio
(1.11-4.33) fueron mayores que los alelos efectivos (1.09-3.5), confirmando la existencia
de alelos raros en la poblacion de M. roreri (Humedades Temporales Fabiola Magallan

Hernandez et al., 2009).

En este estudio las poblaciones correspondientes a Costa y Amazonia obtuvo valores de
heterocigosidad esperada (Hs) 0.60. Las variables ambientales como la vegetacion, clima,
precipitacion y suelo dieron valores de 0.50, 0.45, 0.40, y 0.66, expresando una alta
variabilidad genética. Pero para las subpoblaciones definidas como Amazonas (seis
provincias), Costa (tres provincias) y provincias (nueve provincias) mostraron Hs 0.33,
0.31, 0.33 moderadamente alta, lo cual presume que exista mayor homogeneidad entre
estos subgrupos de aislados, y es cercano a lo reportado por Melo et al. (2014), donde
heterocigosis fue 0.43 entre aislados de M. roreri.

También en Colombia se reportd una alta diversidad (SSR) segun el indice de diversidad
de Shannon (0.488), indicando que las altas mutaciones presentes en dichos aislados de M.
roreri se deban al intercambio genético entre y dentro de los diferentes lugares (Jaimes et
al., 2016a). Aunque segun Ali et al. (2015) reportaron ausencia de heterocigosis para cinco
grupos genéticos de M. roreri, utilizando marcadores SNP (Ali et al., 2015a)

La diversidad encontrada es consistente con los microsatélites, ya que cierto SSR pueden
estar presentes en el ADN regulador y provocar cambios fenotipicos (Gymrek et al., 2015).
También podria relacionarse con mutaciones en el gen, perdida nucle6tidos en un gen
(delecion), incorporacion de algun nucleétido (insercion), SNPs en regiones codificantes
del gen, causando la existencia de alelos distintos en el gen del patdogeno (Gupta, Roy, Sci,

& 2001, 2001). Aunque los SNP; no alteran los aminoacidos de forma total, pero pueden
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afectar ciertos rasgos en la sintesis de proteina, provocando alguna variacion en el gen
(Ramirez-Bello & Jiménez, 2017).

Los hongos que adquieren resistencia a fungicida son mas agresivos contra el hospedante,
pero un hongo inofensivo puede mutar y transformarse en daiiino, superando las barreras
de resistencia de hospederos, volviéndolos susceptible (Manzo Sanchez & Canto Canché
Andrew James Kay, 2005). La intervencion antropogénica como el uso de fungicidas,
intercambio de material genético dentro y fuera de localidades puede alterar la diversidad
del patogeno (Jaimes et al., 2016a). Igualmente las propiedades abidticas, ya que la segin
reporte, la humedad y alta temperatura se han correlacionado positivamente con la
virulencia in vivo, y las bajas temperaturas se relacionaron de forma negativa con la
formacion de esporas de M. roreri en cacao (Leandro-Muioz et al., 2017). Al existir
variantes con éxito reproductivo, es un indicativo de presion de seleccion (Haldane J. B.
S., 1957). El hongo M. roreri puede estar interactuando con una presion de seleccion
significativa, haciendo que la poblacion sea poca homogénea, por ello podria tener

cualidades reproductivas de gran éxito en la infeccion de los diferentes materiales de cacao.

El indice de diferenciacion (Fst) permite conocer la historia de las poblaciones, evolucion
del flujo génico y también la deriva génica (Aguirre-Planter, 2007). La alta diferenciacion
es el resultado de poco flujo genético, y por el contrario una baja diferenciacion significa
un alto flujo de genes. En este estudio la variacion genética dentro y entre los niveles
jerarquicos establecidos de la poblacion, examinando regiones (Costa-Amazonia) como
poblacion y los estratos como subpoblaciones (region, Provincias, variables ambientales),
mostraron diferencias significativas en las subpoblaciones estimadas (P=0.001). La mayor
diversidad de haplotipos (85-97%) se encontr6 dentro de las subpoblaciones (region, tipos
de suelo, precipitacion), y una porcion apreciable (35-41%) separa las poblaciones
(regiones). Cuando se considerd la regidon Amazonas, Costa y provincias como

subpoblaciones, se obtuvo valores de PhiPT de 0.368, 0.348, y 0.386 entre las poblaciones
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respectivamente, esto sefiala una gran diferenciacion (>0.25) entre las poblaciones de las
regiones, sugiriendo que existe bajo flujo genético. Ali et al. (2015) manifiestan que la
diferenciacion de las poblaciones se da por la dispersion de esporas de un lugar a otro en
el tiempo, sin embargo la alta diversidad que encontraron sugieren que, ademas de
mutaciones y alto flujo genético puede darse posiblemente una recombinacion esporadica
por parasexualidad (Ali et al., 2015a). El desplazamiento de genes de una poblacion a otra,
puede provocar una metapoblacion de M. roreri, haciendo que se comporte distinta entre
especie, y puede adaptarse debido a su variacion genética, y una poca fragmentacion de la

poblacion (Jing Wen Meng et al., 2018).

Jaime et al., (2016) encontraron que segun el AMOVA de M. roreri, el 68.02% de la
variabilidad genética se produce entre individuos de tres provincias muestreadas de
Colombia, y es atribuido al flujo genético entre los diferentes aislados (Jaimes et al.,
2016a). En este estudio los valores de AMOV A fueron similares a Fsr, lo cual sugiere que,
aunque existe bajo y moderado flujo de genes en este patdogeno, puede aportar a la alta
diversidad encontrada; ya que el flujo genético de M. roreri puede generarse por medio de
la dispersion de agentes reproductores como esporas, actividad humana, viento y el
comercio agricola, provocando poca variacion genotipica (Wilbert Phillips-Mora, 2003).
Si bien cuando se considero el origen geografico (regiones) como poblacion, la estructura
genética no fue diferenciada. Pero cuando se considerd la poblacidon como Amazonas,
Costas, y Provincias (Orellana, Napo, Zamora Chinchipe, Morona Santiago, Pastaza,
Sucumbios, El oro, Guayas, Los rios) las poblaciones fueron diferenciadas hasta un 40%.
Cabe mencionar que los aislados del muestreo no fueron homogéneos por origen
geografico. Pero se sugiere que los controles sean implementados segun el origen

geografico (provincias) para disminuir el riesgo de factores antropogénicos, que alteren la
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diversidad del patégeno. Este estudio coincide que las diferencias ambientales y

geograficas justifican la diferenciacion genética (Jaimes et al., 2016b).

Relacion de distancias entre aislados

El dendograma realizado con 76 aislados confirma la presencia de cuatro grupos bien
definidos para toda la poblacién. Lo cual podria contradecir los cinco grupos genéticos
realizados con un gran nimero de aislados ecuatorianos (36 aislados), donde se concluy6
que el centro de origen de la enfermedad es Colombia y que en el Ecuador existen tres de
dichos grupos (Phillips-Mora et al., 2007).

En este estudio el dendograma de similitud destac6 mayor diversidad de un aislado
correspondiente al Guayas (MRS87), el cual no se agrupd a la mayoria de aislados,
igualmente se observo que un aislado perteneciente a la provincia de El Oro, se agrupo en
uno de los grupos de manera individual. La temperatura y humedad influyen en la
agresividad patogénica del hongo (Leandro-Mufioz et al., 2017). Un clima calido lluvioso
con temperaturas de 22 a 32°C presenta una mayor incidencia de M. roreri en cacao
(Croplife, 2019). En este sentido, el aislado de la provincia de El Oro (arenillas), posee un
clima semiarido caliente con precipitacion media de 773.6 mm y temperatura media de
26.6°C; el aislado correspondiente a Milagro provincia del Guayas posee un clima con
temperatura media de 26.8°C y precipitacion de 1252.5 mm (Inamhi, 2019). Para acertar
las causas puntuales de variacion genética que puedan existir entre aislados, se sugiere

secuenciar el ADN del hongo patégeno (Forin et al., 2018).

Correlacion entre variables fenotipicas y la diversidad genética de M. roreri

En EE.UU se estudi6 la estructura ISSR y fenotipado de Sclerotinia sclerotiorum en

frijol seco, observando que las poblaciones se estructuraron libremente en el espacio y el
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tiempo con base en el analisis de la varianza molecular y el analisis discriminante de los
componentes principales, pero no por cultivar, agresividad o fuente de campo (Kamvar et

al.,, 2017).

En Brasil no se encontr6 mutaciones del gen relacionadas con la resistencia de M.
fructicola a azoxystrobin a pesar de que ciertos aislados presentaron menos sensibilidad al
fungicida (Pereira et al., 2017).Un estudio en EE.UU afirma que mutaciones F129L.
G137R y G143, no fueron detectados en los aislados de Alternaria brassicola; aunque su
diversidad fue alta (ISSR), no se relaciono con la sensibilidad (Kreis et al., 2016). También
los rasgos fenotipicos de Sclerotinia sclerotiorum (sensibilidad a fungicidas, tasa de
crecimiento, color de colonia, produccion de acido oxalico, virulencia) y marcadores
genéticos (ISSR), han mostrado falta de correspondencia entre ambos marcadores a pesar

de existir una alta diversidad genética (Attanayake et al., 2012).

En este estudio tanto el PIC, ICso de M. roreri a flutolanil y azoxystrobin; y las variables
de agresividad de tres aislados, no se correlacionaron de manera positiva con la alta
diversidad. Es probable que un estudio que incluya mas aislados pueda describir dicha

relacion, la cual seria vital en el manejo de la enfermedad.
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Conclusiones

1. La estimacion de la sensibilidad de M. roreri a fungicidas define que el patogeno es
estimulado en su crecimiento in vitro a dosis bajas del flutolanil, probablemente debido a
excipientes; a diferencia del azoxystrobin en grado reactivo que no provoco la estimulacion
de crecimiento.

2. Lapoblacion de M. roreri en Ecuador es altamente sensible al principio activo contenido
en el fungicida flutolanil, y a la molécula azoxystrobin.

3. La agresividad de los aislados de M. roreri no se expresa diferencialmente en los clones
de cacao en condiciones de campo, pero si expresa en la edad del fruto (29 dias). Solo
MR59 fue mas agresivo externamente en EET96. Segin el daio interno, los clones EET96
y EET103 se clasifican como resistente y moderadamente resistente respectivamente.

4. La diferenciacion genética de las poblaciones fue mayor en funcion de la provincia
(39%) de origen. El clima, vegetacion, precipitacion y el tipo suelo no diferenciaron a las
poblaciones.
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RECOMENDACIONES

1. Las dosis minimas en campo nunca deben estar por debajo de 0.000127 kg 1.a/Ha ya
que las dosis bajas estimulan el crecimiento del hongo.

2. Evaluar la agresividad de M. roreri en épocas diferentes de noviembre-enero, para
conocer si existe variacion en ambientes distintos.

3. Considerar el manejo de M. roreri por origen geografico (provincias), para evitar que

la diversidad del patdgeno se incremente.
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ANEXO 1. Vegetacion de las regiones naturales del Ecuador

Fuente: bioweb Ecuador (2019) disponible en:

Legend
Regiones Naturales

B matorral Seco de la Costa

[ Bosque Deciduo de la Costsa

B Bosque Himedo Tropical del Chocd
[ 8osque Piemontano Occidental
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I Bosque Montano Oriental

[ Bosque Piemontano Oriental

B Bosque Humedo Tropical Amazénico

https://bioweb.bio/faunaweb/amphibiaweb/RegionesNaturales
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ANEXO 2. Climas del Ecuador

I Moniliophthors roreri
2 *

Clima superhimedo sin déficit de

agua, megatérmico o calido.

Clima hiimedo con moderado déficit
de agua en época seca, megatérmico o
calido.

Clima hiimedo con pequefio déficit de
agua, mesotérmico templado calido.

Clima subhumedo con gran deficiencia
en la época seca, megatérmico o
calido.

Clima subhiimedo con moderado
déficit de agua en época seca,
megatérmico o calido.
. - 1 -
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Fuente: INAMHI, 2017. Mapa a partir de archivo Shapefile. Disponible en:
http://www.serviciometeorologico.gob.ec/geoinformacion-hidrometeorologica/
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ANEXO 3. Mapa de tipos Suelos del Ecuador

Moniliophthora roreri
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Fuente: MAGAP-SIPA. Taxonomia de suelos version 2002, generado a partir de datos
Shapefile disponible en:
http://geoportal.agricultura.gob.ec/geonetwork/srv/spa/catalog.search#/search?any=t
axonomia%20de%20suelos
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ANEXO 4. Aislados de M. roreri. origen geografico. coordenadas y la ICso a Flutolanil y

azoxystrobin.
. . IC IC
Aislados Origen Latitud Longitud Flutolasl(l)il Azoxystrs(‘))bin

MR24 Morona Santiago -2.3836 -77.50055556 0.019 0.0006
MR25 Morona Santiago -2.3836 -77.50055556 0.023 0.0009
MR26 Morona Santiago -2.3836 -77.50055556 0.029 0.0019
MR28 Morona Santiago -2.3836 -77.50055556 0.032 0.0000
MR29 Morona Santiago -2.3836 -77.50055556 0.032 0.0016
MR31 Zamora Chinchipe -3.5433 -78.53725 0.045 0.0053
MR32 Zamora Chinchipe -3.6445 -78.61041667 0.036 0.0027
MR33 Zamora Chinchipe -3.927 -78.68394444 0.039 0.0004
MR34 Zamora Chinchipe -3.6132 -78.61291667 0.030 0.0009
MR35 Zamora Chinchipe -4.6794 -79.12841667 0.005 0.0010
MR36 Zamora Chinchipe -3.9449 -78.71427778 0.003 0.0043
MR37 Zamora Chinchipe -3.911 -78.678 0.060 0.0006
MR38 Zamora Chinchipe -3.5693 -78.54386111 0.003 0.0002
MR39 Zamora Chinchipe -3.927 -78.68394444 0.003 0.0016
MR40 Zamora Chinchipe -3.9038 -78.86461111 0.003 0.0008
MR41 Zamora Chinchipe -4.1868 -78.64708333 0.041 0.0033
MR42 Zamora Chinchipe -4.3534 -78.66222222 0.024 0.0069
MR43 Zamora Chinchipe -3.5693 -78.54386111 0.060 0.0054
MR45 Zamora Chinchipe -2.1529 -77.702925 0.016 0.0050
MR46 Los Rios -1.0743 -79.48916667 0.059 0.0146
MR47 Los Rios -1.3739 -79.58666667 0.055 0.0111
MR48 Los Rios -0.8968 -79.47433333 0.008 0.0008
MR49 Sucumbios 0.15611 -76.83327778 0.003 0.0033
MR350 Sucumbios 0.23414 -76.8095 0.018 0.0020
MRS51 Sucumbios 0.22483 -76.91155556 0.026 0.0089
MR52 Sucumbios 0.20897 -76.93530556 0.010 0.0009
MR53 Sucumbios 0.21111 -76.96094444 0.032 0.0022
MR54 Sucumbios 0.18358 -76.87647222 0.028 0.0005
MR55 Sucumbios -0.0656 -76.87211111 0.039 0.0018
MRS56 Sucumbios -0.0691 -76.85786111 0.033 0.0146
MR58 Sucumbios -0.1491 -76.83530556 0.048 0.0032
MRS59 Sucumbios -0.1624 -76.81908333 0.017 0.0365
MR60 Sucumbios -0.2062 -76.70947222 0.037 0.0002
MR61 Sucumbios -0.2032 -76.74425 0.028 0.0007
MR62 Sucumbios -0.1751 -76.82188889 0.042 0.0047
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MR65
MR66
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MR71
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Morona Santiago
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El Oro
El Oro
El Oro

-0.3695
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El Oro
Guayas
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ANEXO 5. Lista de alelos para datos haploides de M. roreri por marcador microsatélite

en el Ecuador




ANEXO 6. Gel de agarosa de Alta resolucion
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ANEXO. 7 alelos privados por poblaciones y por marcador molecular

No. Loci alelos Loci con alelos
# de muestras Asilados Region privados privados

1 MR24 Amazonia 1 mr-11

2 MR29 Amazonia 1 mr-33

3 MRS80 Amazonia 2 mr-11 mr-33
4 MRS81 Amazonia 3 mr-10 mr-11 mr-33
5 MR73 Amazonia 1 mr-33

6 MR74 Amazonia 1 mr-11

7 MR75 Amazonia 1 mr-33

8 MR76 Amazonia 1 mr-33

9 MR63 Amazonia 1 mr-33

10 MR64 Amazonia 1 mr-33

11 MR65 Amazonia 1 mr-11

12 MR66 Amazonia 1 mr-33

13 MR69 Amazonia 2 mr-10 mr-11
14 MR70 Amazonia 1 mr-10

15 MR71 Amazonia 1 mr-10

16 MRS§2 Amazonia 1 mr-33

17 MR&3 Amazonia 2 mr-10 mr-33
18 MR84 Amazonia 1 mr-33

19 MRS5S Amazonia 2 mr-10 mr-33
20 MR49 Amazonia 2 mr-30 mr-33
21 MR50 Amazonia 3 mr-11 mr-30 mr-33
22 MRS51 Amazonia 2 mr-30 mr-33
23 MR52 Amazonia 3 mr-11 mr-30 mr-33
24 MRS53 Amazonia 2 mr-30 mr-33
25 MR54 Amazonia 2 mr-30 mr-33
26 MRS55 Amazonia 2 mr-30 mr-33
27 MR56 Amazonia 1 mr-33
28 MRS58 Amazonia 2 mr-30 mr-33
29 MR59 Amazonia 2 mr-30 mr-33
30 MR60 Amazonia 2 mr-30 mr-33
31 MR61 Amazonia 1 mr-33
32 MR31 Amazonia 1 mr-11



33
34
35
36
37
38
39
40
41
4
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

MR32
MR33
MR34
MR36
MR38
MR39
MR41
MR42
MR44
MR45
MR77
MRS89
MR90
MRO1
MR92
MRO5
MR96
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MR99
MR100
MR101
MR102
MRS86
MRS88

Amazonia
Amazonia
Amazonia
Amazonia
Amazonia
Amazonia
Amazonia
Amazonia
Amazonia
Amazonia
Amazonia
Costa
Costa
Costa
Costa
Costa
Costa
Costa
Costa
Costa
Costa
Costa
Costa
Costa
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mr-11 mr-33
mr-33
mr-13
mr-13
mr-13
mr-13
mr-13
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mr-13
mr-13
mr-13
mr-13
mr-13
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ANEXO 8. Dendograma de similitud entre aislados realizado con numeros binarios
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ANEXO 9. Clones de M. roreri pertenecientes a la Costa y Amazonia del Ecuador

100

Aislados Origen mré6 mr10 mr 11 mr 13 mr 15 MR22 mr 30 mr 31 mr 33 Label
Morona
MR24 Santiago 112 142 100 0 0 141 142 161 111 A
MR31 Zamora 112 142 100 130 0 141 142 161 111 A
MR32 Zamora 112 132 100 130 0 141 142 161 111 A
MR38 Zamora 133 108 107 0 0 116 121 161 100 B
MR39 Zamora 133 108 107 0 0 116 121 161 100 B
MR46 Los rios 112 108 130 140 173 116 121 161 111 C
MR48 Los rios 112 108 130 140 173 0 121 161 111 C
MR49 Sucumbios 112 120 107 140 162 116 176 149 100 C
MR50 Sucumbios 112 108 100 0 162 116 176 149 100 C
MRS51 Sucumbios 112 120 107 0 162 116 176 149 100 D
MR52 Sucumbios 112 120 100 0 162 116 176 149 100 D
MR54 Sucumbios 112 120 107 111 162 116 176 149 100 E
MRS55 Sucumbios 112 120 107 111 162 131 176 149 100 E
MR59 Sucumbios 112 132 107 111 173 141 176 149 100 F
MR60 Sucumbios 112 152 107 111 173 141 176 149 100 F
MR63 Orellana 112 132 107 111 183 131 157 149 100 G
MR64 Orellana 112 132 107 0 183 141 157 149 100 G
MR72 Napo 124 0 120 111 173 0 150 161 111 H
MR76 Napo 133 0 120 0 183 0 142 161 100 H
MR77 Zamora 133 0 120 0 183 0 142 161 100 H
MR82 Pastaza 133 0 107 140 173 141 142 161 100 I
MR83 Pastaza 133 180 107 140 173 141 142 161 100 I
MR84 Pastaza 133 0 107 140 162 150 142 161 100 J
MR85 Pastaza 133 171 107 140 162 150 142 176 100 J
MRO91 El Oro 133 120 120 103 173 150 150 176 124 K
MR92 El Oro 133 120 120 103 173 141 150 176 124 K
MRO95 El Oro 133 120 120 103 173 150 150 176 124 L
MR96 El Oro 124 120 138 103 173 150 150 176 124 L
MR99 El Oro 124 120 120 103 173 141 150 176 111 M
MR100 El Oro 124 120 130 103 173 141 150 176 124 M
MR101 El Oro 124 120 130 103 173 150 150 149 124 M
MR102 El Oro 124 120 138 103 173 141 150 149 124 N
MR103 Guayas 124 142 130 111 173 131 150 161 124 N
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ANEXO 10. Medias de ICso de M. roreri a flutolanil segln el origen geografico
(provincias)

Medias
Categoria LS(IC50) Grupos
T1:Oro 0.047 A
T2:Guayas 0.048 A
T3:Lrios 0.040 A
T4:Morona 0.030 A
T5:Napo 0.031 A
T6:Orellana 0.044 A
T7:Pastaza 0.020 A
T8:Sucumbios 0.028 A
T9:Zamora 0.027 A




ANEXO 11. Analisis de varianza molecular

Est.
Fuente df SS MS Var. % PhiPT P
Fungicida IC50 azoxystrobin
Entre poblaciones 1 6,74 6,74 0,59 15% 0,151 0,009
Dentro de
poblaciones 72 239,36 3,32 3,32 85%
Total 73 246,09 3,92 100%
IC50 flutolanil
Entre poblaciones 1 4,34 4,34 0,25 7% 0,071 0,125
Dentro de
poblaciones 74 247,96 3,35 3,35 93%
Total 75 252,30 3,61 100%
Region (Costa vs Amazonia)
Entre poblaciones 1 23,48 23,48 0,65 17% 0,174 0,001
Dentro de
poblaciones 75 231,64 3,09 3,09 83%
Total 76 255,12 3,74 100%
Amazonas
Entre poblaciones 5 66,28 13,26 1,27 37% 0,368 0,001
Dentro de
poblaciones 49 107,00 2,18 2,18 63%
Total 54 173,27 3,45 100%
Costa
Entre poblaciones 2 17,52 8,76 1,15 35% 0,348 0,001
Dentro de
poblaciones 19 40,84 2,15 2,15 65%
Total 21 58,36 3,29 100%
Provincias
Entre poblaciones 8 107,28 13,41 1,37 39% 0,386 0,001
Dentro de
poblaciones 68 147,84 2,17 2,17 61%
Total 76 255,12 3,54 100%
Clima
Entre poblaciones 4 38,4 9,6 0,7 19% 0,190 0,001
Dentro de
poblaciones 64 190,1 3,0 3,0 81%
Total 68 228,5 3,7 100%

Vegetacion
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Entre poblaciones 2 40,88 20,44 0,83 22% 0,223 0,001
Dentro de

poblaciones 73 211,42 2,90 2,90 78%

Total 75 252,30 3,73 100%

Precipitacion

Entre poblaciones 9 60,86 6,762 0,594 17% 0,173 0,001
Dentro de

poblaciones 59 167,66 2,842 2,842 83%

Total 68 228,52 3,436 100%

Suelos

Entre poblaciones 1 8,119 8,119 0,175 5% 0,051 0,003
Dentro de

poblaciones 67 220,40 3,290 3,290 95%

Total 68 228,52 3,465 100%
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df: grados de libertad, SS: fuente de variacion, MS: cuadrado medio, Est. Var: variacion

estandar, Phi PT: valor analogo al FST), P: probabilidad.



