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Resumen

Moniliophthora perniciosa es el agente causal de la escoba de bruja del cacao, una de las
enfermedades mas importantes del cultivo en el Perl. El objetivo de este estudio fue
determinar la diversidad genética de Moniliophthora perniciosa en el agroecosistema
cacao de la provincia de Bagua, Amazonas. Esto incluyo la evaluacion de incidencia, la
caracterizacion macro y micro morfoldgica de 44 aislados in vitro, la caracterizacion
molecular basado en las regiones de ADN ribosomal (ADNr) ITS, LSU, SSU, y el analisis
con once marcadores microsatélites. Los resultados, mostraron la incidencia de M.
perniciosa en el 100% de unidades productivas evaluadas. La morfologia macro y
microscopica fue variable. Se encontro diferencias significativas en el crecimiento radial,
y se registrd nueve patrones de crecimiento micelial en medio de cultivo PDA. En
microcultivo, todos los aislados presentaron fibulas, micelios de 1-3,8um de diametro, y
en 13 aislados se observaron hifas hinchadas tipo clamidosporas. El anélisis filogenético
de las tres regiones de ADNr no evidencio polimorfismos. Sin embargo, el polimorfismo
alélico en seis de los once marcadores SSR, evidencio la existencia de diversidad
genética. Los distritos de Imaza y Aramango exhibieron los mayores indices de
diversidad, y Copallin fue el distrito con los indices mas bajos. La distribucion de
genotipos multilocus evidencié la dominancia de haplotipos en Imaza. Asimismo, exhibio
la relacion genética en aislados de Bagua, Utcubamba y Condorcanqui. Finalmente, los
andlisis del indice de asociacion, corroboraron la estrategia de reproduccion homotélica,
y sugieren la existencia de recombinacion genética mediante reproduccién sexual

cruzada.

Palabras clave: Incidencia, escoba de bruja, diversidad geneética, ITS, LSU, SSU,

Microsatélites SSR, polimorfismo alélico.
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Abstract

Moniliophthora perniciosa is the causal agent of cocoa witches’ broom, one of the most
important diseases of the crop in Peru. The objective of this study was to determine the
genetic diversity of Moniliophthora perniciosa in the cacao agroecosystem of the
province of Bagua, Amazonas. This included incidence assessment, in vitro macro and
micro morphological characterization of 44 isolates, molecular characterization based on
ITS, LSU, SSU ribosomal DNA (rDNA) regions, and analysis with eleven microsatellite
markers. The results showed the incidence of M. perniciosa in 100% of productive units
evaluated. The macro and microscopic morphology was variable. Significant differences
were found in radial growth, and nine mycelial growth patterns were recorded in PDA
culture medium. In microculture, all the isolates presented clamp connections, mycelia of
1-3,8um in diameter, and in 13 isolates swollen chlamydospore-type hyphae were
observed. Phylogenetic analysis of the three rDNA regions did not show polymorphisms.
However, the allelic polymorphism in six of the eleven SSR markers evidenced the
existence of genetic diversity. The districts of Imaza and Aramango exhibited the highest
rates of diversity, and Copallin was the district with the lowest rates. The distribution of
multilocus genotypes evidenced the dominance of haplotypes in Imaza. Likewise, it
exhibited the genetic relationship of isolates from Bagua, Utcubamba and Condorcanqui.
Finally, the index of association analysis corroborated the homothallic reproduction

strategy and suggested the existence of genetic recombination through outcrossing.

Keywords: Incidence, witches’ broom, genetic diversity, ITS, LSU, SSU, Microsatellites

SSR — simple sequence repeats, allelic polymorphism.
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I.  INTRODUCCION

Moniliophthora perniciosa es el agente causal de la escoba de bruja en el cultivo del cacao
(Theobroma cacao) (Aime & Phillips-Mora, 2005). Junto a Moniliophthora roreri y
Phytophthora spp., M. perniciosa es considerado uno de los fitopatdgenos mas
amenazantes para la industria chocolatera a nivel mundial (Bowers et al., 2001; Ploetz,
2016). Ha sido reportado en paises cacaoteros de América del Sur, parte de centro
América y algunas islas del Caribe (Bowers et al., 2001), estando aun ausente en paises
cacaoteros del Africa occidental y el sudeste asiatico, donde se produce mas del 80 % del

cacao a nivel mundial (Diaz-Valderrama et al., 2020; Meinhardt et al., 2008).

Las primeras observaciones de M. perniciosa fueron realizadas por Alexandre Rodrigues
Ferreira, entre los afios 1785 a 1787, quien lo describié como “lagartdo” (Meinhardt et
al., 2008). Estas observaciones se llevaron a cabo en areas de la Amazonia brasilera, en
margenes de los afluentes del Rio Branco, Rio Negro y Rio Solimoes (Silva, 1987). Sin
embargo, no fue hasta 1915 cuando se describié al hongo formalmente como Marasmius
perniciosus (Stahel). Posteriormente fue transferido al género Crinipellis, como
Crinipellis perniciosa (Singer, 1942), nombre con el que se conoci6 hasta el 2005, cuando
nuevamente fue reclasificado, y transferido al género Moniliophthora, como

Moniliophthora perniciosa (Aime & Phillips-Mora, 2005).

Tras los primeros reportes, M. perniciosa permanecié desapercibido por varios afios. Sin
embargo, a medida que se expandieron las areas de cacao, se propagd vertiginosamente
a diversos paises de Ameérica, provocando la pérdida de miles de toneladas de cacao en
grano (Bowers et al., 2001). Se estima que, a nivel mundial, M. perniciosa provoco
pérdidas de 150 000 t en el 2001 y 380 000 t en el 2012 (Ploetz, 2016). Ecuador hasta la
primera década del siglo XX, era considerado el principal productor de cacao a nivel
mundial. Sin embargo, tras la llegada de M. roreri, otro patdégeno del cacao de suma
importancia en 1916, y M. perniciosa en 1917, Ecuador perdid el puesto que habia
mantenido por casi 50 afios (Bartley, 2005). En Brasil, tras la rapida propagacion de M.
perniciosa en el estado de Bahia a fines de los afios 80, la produccion brasilefia se redujo
catastréficamente en un 70 %, pasando de 378 000 t en 1990, a menos de 120 000 t en
1999 (Gray, 2001). Pérdidas similares se han reportado en Colombia, Pert, Venezuela,
Bolivia, Panama, Guyana, Surinam, Trinidad y Tobago, entre otros (Bowers et al., 2001,
Pérez-Vicente, 2018; Ploetz, 2016).
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Theobroma cacao (Malvaceae) no es el Gnico hospedero de M. perniciosa. También se
ha reportado infectando otras especies de la misma y diferentes familias, lo que ha
conducido a su clasificacion en biotipos (Griffith & Hedger, 1994b; Lisboa et al., 2020).
A la actualidad se han descrito cinco biotipos: El biotipo C que parasita especies de los
géneros Theobroma y Herrania en la familia Malvaceae (Evans, 1977; Meinhardt et al.,
2008); el biotipo L que parasita lianas silvestres, especialmente Arrabidaea verrucosa
(Bignoniaceae) y otras no identificadas (Evans, 1977; Lisboa et al., 2020); el biotipo S
que parasita un amplio nimero de especies de la familia Solanaceae (Bastos & Evans,
1985; Lisboa et al., 2020); el biotipo B reportado en una sola oportunidad parasitando
Bixa Orellana (Bastos & Anderbrhan, 1986); y el biotipo H que parasita a Heteropterys
acutifolia y otras especies més de la familia Malpighiaceae (Lisboa et al., 2020; Resende
et al., 2000).

Moniliophthora perniciosa es un patdégeno hemibiotrofico, su ciclo de vida se divide en
dos fases: la fase biotréfica o parasitaria monocariotica, y la fase necrotica o saprofita
dicaridtica (Evans, 1980). El proceso de infeccidn solo puede iniciarse en tejidos jovenes
de crecimiento activo, principalmente meristemos apicales, meristemos laterales, cojines
florales, y frutos recién formados, donde provoca hipertrofia e hiperplasia como sintomas
principales (Tovar, 1991). La infeccion Unicamente puede ser causada por las
basidiosporas, que son producidas en grandes cantidades en los basidiocarpos (Gramacho
et al., 2007; Merchan-Vargas, 1980). Los primeros sintomas visibles se manifiestan de 5
a 6 semanas después de la infeccion, y de 4 a 6 semanas mas tarde entran en un proceso
de necrosis (Tovar, 1991). Desde la infeccion hasta la necrosis, la parte interna de los
tejidos es invadida por micelio monocari6tico que crece de manera intercelular (Griffith
& Hedger, 1994b; Meinhardt et al., 2008). Luego, el micelio monocaridtico se convierte
en micelio dicaridtico fibulado que crece de manera intercelular e intracelular.
Posteriormente, se forman clamidosporas binucleadas, que dependiendo de la
disponibilidad de humedad y periodos cortos de sequia, germinan para nuevamente
producir micelio dicaridtico y dar paso a la fusion de nlcleos y emergencia de cuerpos
fructiferos del hongo (Evans, 1980; Tovar, 1991).

En condiciones de laboratorio, M. perniciosa ha sido estudiado en diferentes medios de
cultivo como el agar papa dextrosa (PDA). Gracias a estos estudios se ha documentado

caracteristicas homogéneas y heterogéneas respecto al crecimiento y morfologia de
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aislados de uno y varios biotipos (Mariduefia-Zavala et al., 2019; Meinhardt et al., 2006).
Asimismo, en medios de cultivo especiales se ha logrado producir y mantener por varias
semanas, micelios representativos de la fase biotr6fica monocariética sin la presencia de
fibulas (Meinhardt et al., 2006). Otra de las caracteristicas encontradas en medios de
cultivo in vitro, es la formacién de hifas hinchadas, tipo clamidosporas (Evans, 1980;
Griffith & Hedger, 1994a).

Por otro lado, diversos estudios han demostrado la existencia de diversidad genética de
M. perniciosa, basado en el analisis de marcadores moleculares. Un estudio reciente
reportd la existencia de un alto grado de diversidad genética en 63 aislados del biotipo C,
en base a la amplificacién de marcadores de los tipos, Polimorfismo Amplificado entre
Retrotransposones (IRAP, por sus siglas en inglés) y Polimorfismo Amplificado por
Microsatélite Rretrotransposon (REMAP) (Mariduefia-Zavala et al., 2019). Otro estudio
similar realizado en Brasil, informé la presencia de diversidad genética entre biotiposy a
nivel de un mismo biotipo en 131 aislados, basado en el analisis de 14 marcadores
microsatélites o de Secuencia Simple Repetida (SSR) (Artero et al., 2017). Similares
resultados se han reportado en otros estudios, que independientemente de las
metodologias utilizadas, refieren la existencia de diversidad genética en aislados de M.
perniciosa (De Arruda et al., 2003; Gramacho et al., 2007; Rincones et al., 2006; J. Silva
et al., 2008).

Aunque M. perniciosa es un fitopatogeno ampliamente estudiado, aun existe mucho por
hacer en paises como Per(, donde la investigacion al respecto es limitada. EI Peru es el
octavo productor de cacao a nivel mundial, el segundo productor de cacao organico y uno
de los principales productores de cacao fino y de aroma (MIDAGRI, 2020). Al mismo
tiempo, es uno de los paises mas afectados por fitopatdgenos como M. perniciosa. A nivel
de pais, hasta el momento no existen estudios contundentes de caracterizacién
morfoldgica ni molecular, mucho menos estudio alguno sobre la diversidad genética de
M. perniciosa. En este contexto, se hace oportuno la presente investigacion, que tuvo
como principal objetivo determinar la diversidad genética de M. perniciosa en el
agroecosistema cacao de la provincia de Bagua, region Amazonas. Los objetivos
especificos comprendieron, la identificacion de zonas cacaoteras con sintomas de
infeccion, la caracterizacién macro y micro morfologica, la caracterizacion molecular, y

el andlisis de diversidad genética en aislados de M. perniciosa.
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. MATERIAL Y METODOS

2.1.  Area de estudio

La investigacion se realizd en los seis distritos de la provincia de Bagua, region
Amazonas, Peru: Copallin, La Peca, El Parco, Bagua, Aramango e Imaza (Fig. 1). La
agricultura es una de las principales actividades econdmicas de Bagua, siendo el cultivo
de cacao uno de sus cultivos mas importantes con 5 288 ha cultivadas (DRAA, 2018), y

una produccidn de 2 975,5 toneladas /afio (Mori, 2018).

Las plantaciones de cacao se encuentran principalmente entre los 200 y 1300 m.s.n.m, en
condiciones topograficas variadas que van desde extensos valles hasta empinados y
pendientes montafiosas a lo largo de toda la provincia. Las plantaciones son parte de la
pequefa agricultura, con unidades productivas que van en su mayoria desde ¥ de ha a 4
ha. Las variedades sembradas son cultivares nativos, forasteros y en menor cantidad
clones de alta produccion como el CCN51, ICS95, IMC67 (MINAGRI, 2009).

Las condiciones climaticas son altamente variables. Segin Vargas (2010), el clima es
seco y cdlido en el distrito de Bagua, ligeramente humedo y célido en el distrito de
Aramango, Yy super himedo y calido en el distrito de Imaza. La precipitacion y
temperatura promedio anual varia segun distritos: estos son de 673,5 mm/afio y 26,3 °C
en el distrito Bagua; de 1748,7 mm/afio y 24,3 °C en Aramango; y 3013,3 mm/afio y 24,7
°C en Imacita (Imaza). No existe registros oficiales para los distritos de El Parco, La Peca
y Copallin. La temperatura es mayor en las zonas mas bajas (26,3 °C en Bagua, a 434
m.s.n.m), a excepcién de Imaza y partes bajas de Aramango que presentan un clima
propio de ceja de selva y selva baja, donde las constantes lluvias y la abundante
vegetacion ayudan a mantener la temperatura entre 24 °C y 25 °C en altitudes promedio
de 350 m.s.n.m (Vargas, 2010).
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Figura 1. Localizacion geografica del area de estudio.
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2.2.  Poblacion, muestra y muestreo

2.2.1. Poblacién

La poblacion se determind en base al ultimo Censo Nacional Agropecuario 2012 (INEI,
2012), donde se reporta la existencia de 6505 unidades productivas (UP) de cacao en la
provincia de Bagua (Tabla 1).

2.2.2. Muestra

Se define como muestra, las unidades productivas (UP) con las que se trabajé para el
levantamiento de informacion y recoleccion de tejidos de cacao con sintomas de infeccion
por M. perniciosa. EI nimero de muestras estuvo conformado por 44 unidades
productivas de cacao, distribuidas geografica y proporcionalmente en todos los distritos
de la provincia (Tabla 1). La muestra fue probabilistica (Beyer et al., 2017), y se

determind aplicando la siguiente férmula de muestreo.

4PQ
_ d?
N~ 4pPQ
> —1
d +1
N
Donde:

n = Muestra total

N = Poblacion total (Universo = 6505)

P =Probabilidad de acierto (Se asume 0,5)
Q =Probabilidad de fracaso (Se asume 0,5)

d = Error madximo en términos de proporcién (Se asume 0,15)

Calculado la muestra total, se procedié a calcular el nGmero de muestras por distrito, en
funcion a la representatividad porcentual de unidades productivas de cacao de cada

distrito respecto a la muestra total (n). Se utilizo la siguiente formula:

%d xn
nd=
100

Donde:
nd
%d

n

Muestra distrital

Representacion porcentual distrital respecto al total en la provincia

Muestra total
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Tabla 1l

Detalle del nimero de muestras por distrito.

Unidades Representacion NUmero
Distrito Productivas porcentual (%) por muestra por

(up) * distritos distrito
Aramango 601 9,2 4
La Peca 615 9,5 4
El Parco 60 0,9 1
Copallin 540 8,3 4
Imaza 4651 71,5 30
Bagua 38 0,6 1
TOTAL 6505 100 44

* Fuente: (Instituto Nacional de Estadistica e Informética (INEI), 2012)

2.2.3. Muestreo

En las visitas realizadas a cada uno de los distritos, las 44 unidades productivas de cacao
(muestra) fueron elegidas a criterio del investigador. El criterio fue que éstas cuenten con
aproximadamente un area igual o mayor a 2500 m? y guarden distancias geograficas entre

si, de minimo 1 km.

2.3. Metodologia

El estudio comprendi6 actividades de campo y laboratorio, con visitas a las unidades
productivas de cacao, y actividades desarrolladas en las instalaciones del Laboratorio de
Investigacion en Sanidad Vegetal (LABISANV) del Instituto de Investigacion para el
Desarrollo Sustentable de Ceja de Selva (INDES-CES) de la Universidad Nacional
Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas (UNTRM). Se describe la metodologia

utilizada, de acuerdo a los objetivos especificos del estudio.

2.3.1. ldentificacion de las zonas cacaoteras con sintomas de presencia de
Moniliophthora perniciosa
La identificacion de zonas cacaoteras con sintomas de presencia de M. perniciosa se

realizd mediante la evaluacion de incidencia de M. perniciosa en las 44 unidades
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productivas, ubicadas en diferentes sectores cacaoteros de los distritos, Imaza, Aramango,

Bagua, El Parco, Copallin y La Peca (Tabla 2).

2.3.1.2. Evaluacién de incidencia

Para la evaluacion de incidencia sé utilizé el método zigzag (Murrieta & Palma, 2018),
en el que se evaluaron 20 plantas de cacao elegidas al azar, en cada unidad productiva.
En cada arbol se evalu6 minuciosamente la presencia o ausencia de la enfermedad en base
a los sintomas caracteristicos producidos por la infeccion de M. perniciosa (Evans, 1980;
Tovar, 1991). Los sintomas tomados en cuenta fueron: tallos jévenes con hipertrofia e
hiperplasia creciendo en las partes terminales de ramas y puntos de crecimiento axilar;
frutos con hipertrofia e hiperplasia conocidos comunmente como frutos zanahoria o frutos
chirimoya; cojines florales con pedunculos y flores engrosadas; escobas de bruja
necrosadas y cuerpos fructiferos del hongo (basidiocarpos) (Fig. 2).

El porcentaje de incidencia se determind, utilizando la siguiente formula:

[ = PSIMP X 100%

PE
Donde:
I = Incidencia
PSIMP = Plantas con Sintomas de Infeccion de M. perniciosa
PE = Plantas Evaluadas
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Figura 2. Sintomas y signos de Moniliophthora perniciosa en Theobroma cacao,

tomados en cuenta en el proceso de evaluacion de incidencia. a. Tallo joven con

hiperplasia e hipertrofia (Escoba de bruja en estado verde). b. Escoba de bruja en estado

24



verde, creciendo en una yema terminal. c¢. Cojin floral, con flores de pedinculo
engrosado. d. Hipertrofia e hiperplasia en frutos provocado por la infeccion de M.
perniciosa. e. Escoba de bruja necrosada por M. perniciosa. f. Cuerpo fructifero

(Basidiocarpo) de M. perniciosa creciendo sobre una escoba de bruja necrosada.

2.3.2. Caracterizacion macro y micro morfolégica de aislados de Moniliophthora
perniciosa

Moniliophthora perniciosa es un hongo Basidiomycota que no fructifica en cultivos de
agar. Sélo presenta hifas con pinzas de conexién (fibulas) e hifas hinchadas tipo
clamidosporas (Griffith & Hedger, 1994a). La caracterizacion macro y micro morfologica
se realiz6 en funcion al crecimiento radial, color, forma, aspecto de la colonia y la
presencia de estructuras microscopicas como fibulas e hifas tipo clamidosporas. Esto
comprendi6 una serie de actividades, que incluyo la recoleccién de tejidos infectados por
M. perniciosa, aislamiento del fitopatdgeno, cultivo in vitro y evaluaciones macro y micro

morfoldgicas en condiciones de laboratorio.

2.3.2.1. Recoleccion de tejidos de cacao infectados por Moniliophthora perniciosa
Se recolectd ejemplares de tejidos de cacao con sintomas de infeccion de M. perniciosa
(escobas de bruja) en cada unidad productiva donde se realizd la evaluacion de incidencia
(Fig. 2). Se recolectd principalmente escobas de bruja en estado verde de la parte terminal
de ramas y puntos de crecimiento axilar (Fig. 2a-b). Asimismo, se recolectaron frutos con
sintomas de infeccion conocidos como frutos chirimoyos o frutos zanahoria (Fig. 2c-d).
Finalmente, se colectaron escobas necrosadas y en algunas instancias cuerpos fructiferos
del hongo (Fig. 2e-f). Todo el material colectado fue separado de los arboles de cacao
utilizando una tijera de poda desinfectada con alcohol de 96°. Las colectas fueron
colocadas en sobres de papel, codificados y puestos en un contenedor de enfriamiento,
donde permanecieron hasta ser transportados al laboratorio.

2.3.2.2. Aislamiento e identificacion preliminar de Moniliophthora perniciosa

Una vez transportados los tejidos de cacao a instalaciones del LABISANV, se realizaron
los aislamientos de M. perniciosa usando el siguiente protocolo: segmentos de 3 — 5 cm
de tejido infectado fueron desinfectados sumergiéndolos en una solucion de hipoclorito

de sodio al 3 % durante 5 minutos, seguido de tres enjuagues de 3 min cada uno en agua
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destilada estéril contenidas en vasos Beaker (Suarez, 2016). Finalmente, el material
desinfectado y enjuagado se sumergio en alcohol puro de 96° por 1 segundo y con mucho
cuidado flameados por unos 3 segundos con la finalidad de incrementar la eliminacion de
agentes contaminantes y acelerar el secado superficial del tejido tratado. Los segmentos
desinfectados fueron seccionados en fragmentos pequefios de 0,4 a 0,6 centimetros de
longitud, y sembrados en placas Petri (Fig. 3a-b) que contenian medio de cultivo PDA
con cloranfenicol. El antibiético fue colocado en el medio a razén de 0,02 g disuelto en
0,4 ml de alcohol de 96° para 15,6 g de PDA disuelto y autoclavado en 400 ml de Agua.
Todas las placas fueron selladas con cinta de embalaje plastica y encubadas (INCUCELL,
LSIS-B2V/IC55) a 27 °C en oscuridad. Después de 6 dias en incubacion, discos de los
bordes de las colonias con micelio blanco emergido a partir de los tejidos sembrados
fueron transferidos a nuevas placas Petri que contenian PDA (Fig. 3c-d) (Mariduefa-
Zavala et al., 2019).

Figura 3. Aislamiento de Moniliophthora perniciosa a partir de tejidos infectados de

Theobroma cacao. a. Segmentos de tallo con sintomas de infeccion por M. perniciosa,
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sembrados en medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA). b. Segmentos de la parte
interna de un fruto infectado, sembrados en PDA. c. Micelio blanco algodonoso creciendo
a partir de los tejidos de cacao, de donde se sacé discos con micelio hacia nuevas placas

con PDA. d. Aislado puro de M. perniciosa creciendo en PDA.

Se obtuvo 44 aislados (Tabla 2), uno por cada unidad productiva evaluada, a excepcion
del aislado MEB52 que fue recolectado en una parcela del sector La Lluhuana (distrito
de Copallin), y se incluy6 en el estudio debido a que no se logro aislar M. perniciosa de
los tejidos infectados recolectados en la unidad productiva del sector Palo Grande en el
mismo distrito. Todos los aislados fueron codificados de acuerdo a la codificacion

asignada al momento de la recoleccion de muestras (Tabla 2).

La identificacion preliminar se realiz6 basado en la presencia de fibulas (pinzas de
conexion), estructura microscopica tipica de algunos hongos Basidiomycota como M.
perniciosa (Griffith & Hedger, 1994b; Watanabe, 2002). En todos los casos se utilizé un
microscopio AXIO (ZEISS Lab.Al). La micro evaluacién de aislados obtenidos a partir
de tejidos necrosados se realizé mediante la técnica de la cinta pegante (Cafiedo & Ames,
2004). Se colocd la cara de la cinta con pegamento sobre el micelio de aislados de 15 dias
de edad, que luego fue puesto sobre una lamina porta objeto con una pequefia gota de
lactofenol y observado en el microscopio. En la gran mayoria de aislados obtenidos a
partir de segmentos de escobas en estado verde, no se observo la presencia de fibulas a
los 15 dias. Para estos casos se realizd la técnica de microcultivo (Hernandez & Monter,
2013), con la finalidad de forzar el crecimiento micelial con caracteristicas de la fase
saprofita dicaridtica; y a los 10 dias de incubacion en microcultivo, se pudieron observar
la presencia de fibulas. La técnica de microcultivo se detalla mas adelante, en la seccion

“Descripcion de caracteristicas microscopicas”.
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Tabla 2

Datos de la evaluacion de incidencia, recoleccion de tejidos infectados y codificacion

de aislados.
L Latitud Longitud u.p Nro de Plantas  Tejido vegetal utilizado Codigo de
Distrito Sector . X .
() (°) evaluadas evaluadas en el aislamiento aislado
Vista Alegre -5.35513 -78.43084 1 20 Escoba verde vegetativa MEB1
Aramango Mirana -5.33230 -78.42488 1 20 Escoba verde vegetat?va MEB2
C. N. Tutumberos -5.33471 -78.45115 1 20 Escoba verde vegetativa MEB3
La Libertad -5.44330 -78.48550 1 20 Escoba verde vegetativa MEB34
C. N. Chipe -4.78594 -78.28101 1 20 Escoba verde vegetativa MEB4
C. N. Tupac Amaru Il -4.86877 -78.19133 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB5
C. N. Zuwa -4.88533 -78.30388 1 20 Escoba necrosada MEB6
C. N. Shushui -4.91507 -78.32422 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB7
C. N. Pumpu -4.93498 -78.33769 1 20 Escoba necrosada MEBS8
C. N. Sasa -5.00696 -78.33068 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB9
C. N. Yamayakat -5.05229 -78.33709 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB10
C. N. Yupicusa -5.18998 -78.38204 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB11
C. N. Tsamarem -5.18225 -78.37910 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB12
C. N. San Ramén -5.16732 -78.36656 1 20 Escoba necrosada MEB13
C. N. San Rafael -5.15436 -78.34487 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB14
C. N. Puerto Samaren -5.10515 -78.36445 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB15
Estacion Seis -5.03578 -78.25872 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB16
Nuevo Chota -5.07129 -78.30230 1 20 Escoba verde de fruto MEB17
Imaza Nuevo Huancabamba -4.88708 -78.20707 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB18
Nueva Alianza -4.91465 -78.20224 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB19
Aguas Turbias -4.96990 -78.22210 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB20
Mesones Muro -5.06884 -78.32129 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB21
C. N. Teesh -5.23415 -78.24836 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB22
C. N. Nayumpin -5.22251 -78.25305 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB23
C. N. Pacui -5.20412 -78.27995 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB24
Durand -5.23841 -78.36301 1 20 Escoba necrosada MEB25
Shushunga -5.20901 -78.32861 1 20 Escoba verde de fruto MEB26
C. N. Nasareth -5.13858 -78.31696 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB27
Chiriaco -5.15554 -78.29013 1 20 Escoba necrosada MEB28
Inayo -5.19024 -78.28996 1 20 Escoba verde de fruto MEB29
Nuevo Horizonte -5.08823 -78.34078 1 20 Escoba verde de fruto MEB30
C. N. Wawin -5.14341 -78.23509 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB31
C. N. Wan Entsa -5.14894 -78.25527 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB32
C. N. Wachapea -5.14626 -78.27432 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB33
Lluhuana -5.68025 -78.40404 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB35
Pan de Azucar -5.66687 -78.40061 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB36
Copallin  La Palma -5.65287 -78.38903 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB37
Palo Grande -5.67009 -78.39742 1 20 Escoba necrosada
Lluhuana -5.67009 -78.39742 Escoba necrosada MEB52*
Bagua Alenya -5.67240 -78.47741 1 20 Escoba verde de fruto MEB39
Chonza Alta -5.62281 -78.40519 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB40
La Peca Humbate -5.62088 -78.41588 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB41
Nueva Florida -5.60303 -78.44024 1 20 Escoba verde de fruto MEB42
San Francisco -5.62045 -78.44945 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB43
El Parco El Parco -5.62464 -78.47955 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB44

(U.P) Unidad Productiva
(C.N) Comunidad Nativa

(*) Aislado, incluido en el estudio, debido a que no se logro aislar a M. perniciosa de

los tejidos recolectados en la UP del sector Palo Grande, en Copallin.
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2.3.2.3. Evaluacion de crecimiento radial

Se evaluo el crecimiento radial de los 44 aislados de M. perniciosa obtenidos a partir de
escobas de T. cacao en estado vegetativo verde, escobas necrosadas y frutos (Tabla 2).
Discos de PDA con micelio de M. perniciosa obtenidos de los bordes de cultivos de 10
dias de edad, fueron sembrados de manera invertida en el centro de placas Petri que
contenian medio PDA. Se realiz6 tres repeticiones por cada aislado. Las placas fueron
selladas con cinta plastificada de embalaje y encubadas a 27 °C en oscuridad por un
periodo de 16 dias (Mariduefia-Zavala et al., 2019).

El crecimiento radial se midi6 en cuatro direcciones. Para ello en el anverso de la placa
Petri se traz6 una linea horizontal y otra vertical, que se interceptaban de forma
perpendicular en la parte céntrica del disco sembrado. La medicidn se realiz6 cada 2 dias
en 5 momentos diferentes, de acuerdo a la metodologia descrita por (Mariduefia-Zavala
et al., 2019) con algunas modificaciones, teniendo en cuenta que en el estudio citado

realizaron la medicion cada 3 dias, en 4 momentos.

Las medidas se realizaron a los dias 7, 9, 11, 13 y 15, trazando una pequefia linea
perpendicular a las lineas verticales y horizontales de acuerdo al crecimiento del micelio
observado a simple vista. Posterior a la quinta medida, se fotografié la base de las placas
donde se trazo las lineas pequefias en funcion a los momentos evaluados. En todas las
placas fotografiadas se coloc6 un instrumento de medida (Fig. 4) que fue usado en la
calibracién del software ImageJ version 1.8.0 (Schneider et al., 2012). Las fotografias se
procesaron de manera manual con la finalidad de materializar las medidas registradas a

lo largo del periodo de crecimiento de los aislados.
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Figura 4. Proceso de registro del crecimiento radial de Moniliophthora perniciosa en

medio de cultivo PDA. a. Regla graduada como instrumento de medida utilizado para la
calibracién del software ImageJ al momento de procesar las fotografias. b. Placa Petri
donde se utiliz6 una franja de papel con una linea graduada de medidas conocidas para la

calibracion del software ImageJ al momento de procesar las imagenes de registro.

Los resultados obtenidos, fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA) y prueba
Tukey (p < 0,05; a = 0,05), utilizando el Software InfoStat. Este analisis se realizé
para el crecimiento radial (CR) de los 44 aislados a 15 dias de edad, como también para
el crecimiento radial a los 7, 9, 11, 13 y 15 dias de edad para los 44 aislados agrupados
por distritos. Adicionalmente, se realiz6 el ANOVA 'y prueba Tukey para el CR a 15 dias
de los 44 aislados agrupados segun el tejido del que fueron obtenidos, como también en
grupos de acuerdo al Intervalo de Tiempo Transcurrido desde el Aislamiento en
laboratorio hasta la Siembra Para la Evaluacion (ITTASPE), que fue de 16, 84, 88y 123
dias debido a que la recoleccion de tejidos infectados se realizé en cuatro momentos
diferentes.

2.3.2.4. Descripcion de caracteristicas macroscopicas

La siembra e incubacién para la descripcion de caracteristicas macroscopicas de los 44
aislados de M. perniciosa se realizd bajo las mismas condiciones descritas para la
evaluacion de crecimiento radial, a diferencia que en este caso los aislados fueron
encubados por 25 dias, momento en que se registrO mediante fotografias el anverso y

reverso de las placas Petri que contenian el hongo en crecimiento. Teniendo como base
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el registro fotografico, se describio el color, forma, borde y aspecto micelial de la colonia
de la parte anversa, y el color de la parte céntrica, mitad de radio y borde de la parte
inversa (Pacasa-Quisbert et al., 2017; Watanabe, 2002).

2.3.2.5. Descripcion de caracteristicas microscopicas

La caracterizacion micro morfoldgica se realizé utilizando la técnica de microcultivo
(Hernandez & Monter, 2013). Esta consistio en colocar discos de medio de cultivo PDA
de 0,7 cm de diametro en los extremos de la cara superior de ld&minas porta objeto
dispuestas sobre dos varillas de vidrio colocadas horizontalmente en forma de “V” en el
interior de placas Petri que contenian papel toalla humedecida en la base. Posteriormente,
los discos de medio de cultivo fueron inoculados en la parte superior con pequefios
fragmentos de micelio de cada aislado y sobre este se colocé una lamina cubre objeto
(Fig. 5a). Todas las placas fueron tapadas, selladas con cinta de embalaje y encubadas a
27 °C, con un régimen de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Transcurridos 10 dias
después de la siembra, tiempo en el que el micelio habia colonizado el disco PDAy crecia
adherido a la cara superior e inferior de las ldminas porta y cubre objeto (Fig. 5b), se abrio
las placas Petri, se desmont6 las ldminas cubre objeto, se elimind el disco PDA, y con las
laminas cubre y porta objeto se realizaron los montajes que luego fueron observados al
microscopio (OLYMPUS, modelo BX53) y documentados a 40X mediante una camara

incorporada modelo DP74.

Figura 5. Proceso de microcultivo a. Microcultivo de 0 dias. b. Microcultivo de 10 dias.
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2.3.3. Caracterizacion molecular de aislados de Moniliophthora perniciosa

La caracterizacion molecular comprendié actividades de extraccion de ADN,
cuantificacion, amplificacion de regiones genéticas, electroforesis, purificacion de
productos amplificados, secuenciacion, edicion de secuencias, identificacion y andlisis

filogenético.

2.3.3.1. Extraccion y cuantificacion de ADN

La extraccion de ADN para la caracterizacion molecular de los 44 aislados de M.
perniciosa se realiz6 a partir de micelios de 15 - 20 dias de edad, cultivados en PDA a 27
°C en condiciones de oscuridad (Mariduefia-Zavala et al., 2019). En una camara de flujo
laminar esterilizada con radiacion UV, utilizando un bisturi de hoja ancha estéril, el
micelio fue raspado y colocado en tubos de extraccion de ADN tipo B y C que contenian
perlas MN (Macherey-nagel). EI ADN fue extraido utilizando el kit de extraccion de
acidos nucleicos de Promega (Wizard® Genomic DNA), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La cuantificacion se realiz6 en ng/pl mediante espectrofotometria, utilizando

un espectrofotometro (Basic eppendorf) de cubeta de 1 mm.

2.3.3.2. Amplificacion de regiones del ADN para delimitacion de especie

Para la delimitacion de especie se trabajé con tres regiones genéticas: el espaciador
transcrito interno ribosomico (ITS, por sus siglas en inglés); aproximadamente las
primeras 1250 pares de base de la subunidad ribosémica grande (LSU, por sus siglas en
Inglés); y la subunidad ribosomal pequefia (SSU, por sus siglas en Inglés) compuesta por
aproximadamente 1800 pares de base (Aime & Phillips-Mora, 2005).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la region ITS se realizd con los
cebadores ITS1F (5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’) (Gardes & Bruns, 1993) e
ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al., 1990). Para la region LSU se
utilizaron los cebadores LSU4B (5"-CTGGACCGTGTACAAGTCTCCTG-3") y LR6
(5"-CGCCAGTTCTGCTTACC-3") (Aime & Phillips-Mora, 2005). La region SSU se
amplifico en dos reacciones de PCR por separado, la primera con los cebadores NS1 (5-
GTAGTCATATGCTTGTCTC-3) y NS4 (5-CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3), v la
segunda con los cebadores NS3 (5"-GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCC-37), y NS8 (5’-
TCCGCAGGTTCACCTACGGA-3’) (White et al., 1990). Las secuencias obtenidas en

ambos PCRs de la region SSU, fueron unificadas en el proceso de edicidn de secuencias.
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Todas las PCR se realizaron en un termociclador BIO RAD T100, con un volumen de 25
ul, que consistié en una mezcla de 12,5 pl de PCR Master Mix de Promega (PCR Master
Mix 2X), 1,25 ul a 10 uM del cebador en sentido forward, 1,25 pl a 10 uM del cebador
en sentido reverse, y 10 pl de ADN diluido al 0,5 ng/ul. Los programas de la PCR fueron
diferentes para cada region, excepto para ITS y LSU, donde se utilizé el mismo programa
de amplificacion. Las regiones LSU y SSU fueron amplificadas utilizando los programas
descritos por (Aime & Phillips-Mora, 2005). La amplificacion de ITS y LSU consistio en
una desnaturalizacién inicial de 94 °C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94
°C por 30 s, alineamiento a 50 °C por 45 s, elongacién a 72 °C por 1minuto, y una
elongacion final a 72 °C por 7 minutos. Para la region SSU la amplificacion consistio en
una desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacién a 94
°C por 30 s, alineamiento a 55 °C por 45 s, elongacién a 72 °C por 1minuto, y una

elongacion final a 72 °C por 10 minutos.

2.3.3.3. Electroforesis y purificacién de productos PCR

Los productos de la PCR fueron verificados mediante el proceso de electroforesis: 1,2 pl
de los productos PCR mezclados con 1 pl de Dye 6X (Blue/Orange, Promega) se cargaron
en geles agarosa sumergidos en solucion Tris Acetate EDTA (TAE) 1X. Los geles fueron
preparados a razon de 1,44 g de agarosa, 150 ml de solucion TAE 1X y 4 pl de SYBR
Safe. La electroforesis comprendié una corrida de 20 minutos a 100 voltios, donde las
moléculas de ADN amplificadas se desplazaron hacia el polo positivo de la cAmara de
electroforesis. Cabe precisar que paralelo a las muestras corridas, se corrié una escalera
molecular de 1 Kb (Promega) como indicador de tamafio de los productos de PCR
amplificados. Las bandas formadas fueron reveladas por la interaccion de SYBER Safe
(Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) con el ADN vy la iluminacion con luz azul, y
documentadas utilizando un Transiluminador y fotodocumentador de geles (Cleaver
Scientific). Los productos PCR que dieron positivo en la electroforesis fueron purificados
utilizando el kit de purificacion de Promega (ReliaPrep™ DNA Clean-up and
Concentration System), siguiendo estrictamente las indicaciones del fabricante.
Realizada la purificacion, todos los productos fueron nuevamente sometidos al proceso

de electroforesis, para comprobar que su purificacion ocurrié de manera correcta.
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2.3.3.4. Secuenciamiento, edicion y alineamiento de secuencias

Tras el proceso de purificacion, los productos de la PCR fueron secuenciados utilizando
la metodologia Sanger, usando un servicio de contratacion externa a la universidad
(Macrogen, laboratorio de biotecnologia de Corea del Sur). Las secuencias, resultado de
la secuenciacion Sanger, fueron ensambladas y editadas utilizando el software
Sequencher v.5.4.6 (Gene Codes, Ann Arbor, Michigan). Las secuencias editadas fueron
analizadas a través, del portal web del NCBI (National Center for Biotechnology

Information) usando el programa BLAST (https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),

donde por similitud de secuencias, se confirmo la identificacién de los 44 aislados, como

M. perniciosa.

2.3.3.5. Analisis filogenético

Se realizo el analisis filogenético para las 44 secuencias de cada una de las regiones
genéticas ITS, LSU y SSU. Adicionalmente, se utiliz secuencias de M. perniciosa, M.
roreri y otras especies del género Moniliophthora generadas en otras investigaciones, y
disponibles en la base de datos del NCBI. Por separado, las secuencias de cada una de las
regiones se alinearon utilizando el software MEGA-X, mediante el algoritmo de
MUSCLE. Posteriormente se realizo el andlisis filogenético utilizando el método de
maxima verosimilitud (RAxMI-HPCBIlackBox), implementado en CIPRES Science

Gateway (https://www.phylo.org/), de donde se obtuvo 3 arboles filogenéticos, uno por

cada region amplificada.

2.3.4. Evaluacion de diversidad genética en aislados de Moniliophthora perniciosa
Se evalud la diversidad genética, mediante el analisis de marcadores moleculares
microsatélite de secuencia simple repetida, que comprendi6 actividades de amplificacion
de 11 marcadores moleculares, electroforesis, andlisis de fragmentos, anélisis de
diversidad y analisis del indice de asociacion.

2.3.4.1. Amplificacion de marcadores moleculares

Se analiz6 once marcadores moleculares microsatélite de secuencia de repeticion simple
(SSR, por sus singlas en inglés). Adicional a las 44 muestras con las que se trabajo para
el analisis de las regiones ITS, LSU, y SSU, para este analisis se afiadi6 6 aislados mas
de M. perniciosa, provenientes del distrito de La Peca (MEB51); y las provincias de
Condorcanqui (MEB45, MEB55 y MEB57) y Utcubamba (MEB50 y MEB53), dos
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provincias limitrofes de la provincia de Bagua. Se utilizd los cebadores MsCepec_14,
MsCepec_15, MsCepec_16, MsCepec_19 y MsCepec_45 (Tabla. 3), disefiados por
(Gramacho et al., 2007), y los cebadores mMpCena4, mMpCena8, mMpCenall,
mMpCenal2, mMpCenal9 y mMpCena26, defiados por (Silva et al., 2008). Los
cebadores forward, fueron modificados al momento del disefio, colocando una secuencia
del marcador universal M13 en el extremo 5’ (5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3)
(Tabla 3), con la finalidad de marcar con fluorescencia los productos de la PCR para un
etiguetado econdmico y necesario para el andlisis de fragmentos de ADN (Schuelke,
2000). En la PCR, cada marcador molecular, fue marcado con uno de los cuatro colores
estandar (FAM, azul; NED, amarillo; PET, rojo; y VIC, verde) de Applied Biosystems

de Thermo Fisher Scientific.

Todas las PCR para el analisis con marcadores SSR se realizaron con un volumen total
de 12,5 pl, que consistié en una mezcla de 6,25 pl de PCR Master Mix (PCR Master Mix
2X - Promega), 0,156 pl del cebador forward con la secuencia del marcador M13 en el
extremo 5°, 0,625 pl del cebador reverse, 0,469 pl de uno de los cuatro colores_tag-M13
(FAM, NED, PET o VIC), y 5 ul de ADN a concentracion de 0,5 ng/ul. Todos los
cebadores estuvieron a una concentracion de 10 uM. El programa de la PCR consistio en
dos etapas, con una desnaturalizacion inicial de 94 °C durante 5 minutos, y 30 ciclos con
desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, alineamiento a 56 °C por 45 s, y elongacion a 72 °C
por 45 s; seguido de una segunda etapa de 10 ciclos, con desnaturalizacion a 94 °C por
30 s, alineamiento a 53 °C por 45 s, elongacién a 72 °C por 45 s, y una elongacion final
de 72 °C por 10 minutos.
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Tabla 3
Cebadores utilizados para la amplificacion de 11 marcadores moleculares

microsatélite.

Cebador Secuencia (5'-3') Size range (bp)* Repeat type*
MsCepec_14 M13 F: 5-TGTAAAACGACGGCCAGT CAGCTCGTACGGATCAACAA-3 235-239 (AGAT)S
MsCepec_Cpl4 R: 5'-TACCGATGGTGTGAGGTCAA - 3'

MsCepec_15_M13 F:5'-TGTAAAACGACGGCCAGT AAAGGGAGGAAGCGAAGTCT-3 177-200 (GAT)7(GAA)6
MsCepec_Cpl15 R: 5'-TGTCGAGCACTAGCATGTGA - 3'
MsCepec_16_M13 F:5'-TGTAAAACGACGGCCAGT CGCACTTTGGCTGATGTAAA -3 212-221 (ATG)10
MsCepec_Cpl6 R: 5'- GTCCCAGAGGGAAAGAGGAT - 3'
MsCepec_45_M13 F:5'-TGTAAAACGACGGCCAGT ATGACCAGACAAATGAAAC-3 234-266 (AGAT)S
MsCepec_Cp45 R: 5'-CAAAGAGAAATCACAGAGC - 3'
MsCepec_19 M13 F:5'-TGTAAAACGACGGCCAGT TCCCACAACCCCAAAGATAG-3' 197-200 (GAT)8
MsCepec_Cp19 R: 5'-CCCCTTCAAGGTCGTATCCT - 3'
mMpCenad_F_M13 F:5' -TGTAAAACGACGGCCAGT ATTTGGCTTCGTTGCTGGT -3 293-299 (CCA)11
mMpCenad_R R: 5'-AATCAGAGGCGGGATAGGG - 3'
mMpCena26_F_M13 F:5'-TGTAAAACGACGGCCAGT GGCAACTTCAGAGGCAAC- 3' 232-238 (GGT)9
mMpCena26_R R: 5'-CACCAAATCCGCCCATAC- 3'
mMpCena8 F_M13 F:5' -TGTAAAACGACGGCCAGT TCGGAAACCAACCAAGAAG-3 269-275 (TCA)7
mMpCena8_R R: 5'-AGGAAGGAGTCAGAGAGCA - 3'
mMpCenall F_M13 F:5'-TGTAAAACGACGGCCAGT ATGCTGATGAAGAGGAAGAG-3 250-259 (ACC)8
mMpCenall_R R: 5'-TGGAAGAGAAGAGATGATGG - 3'
mMpCenal2_F_M13 F:5' -TGTAAAACGACGGCCAGT GGGACCACCACCATAGAGA -3' 278-284 (ACO)8
mMpCenal2 R R: 5'-AACAACAGCCCTAACAACC- 3'
mMpCenal9 F_M13 F:5'-TGTAAAACGACGGCCAGT AACAAGGACAGGCACAAC-3'

ptenald_r_| . ' 244-250 (AAC)18
mMpCenal9 R R: 5'-GGTATCAATGTAGGGGAGGA - 3

*Fuente: Informacidn extraida de Gramacho et al., (2007) y J. Silva et al., (2008)

2.3.4.2. Electroforesis de marcadores moleculares amplificados

La correcta amplificacion en los PCR fue verificada mediante el proceso de electroforesis
descrito anteriormente, excepto que en este caso no se utilizé SYBR Safe contenido en el
gel de agarosa; en su lugar se usé 30 pl de Diamond ™ Nucleid Acid Dye (Promega),
diluido en 300 ml de TAE 1X, en el que se sumergid el gel durante 30 minutos, posterior
a la electroforesis. Las bandas amplificadas fueron reveladas por la interaccion de la luz
azul (blue light) con el Diamond ™ Nucleid Acid Dye, alojado en las secuencias de ADN
amplificadas, y documentadas utilizando un Transiluminador y fotodocumentador de

geles (Cleaver Scientific).

2.3.4.3. Andlisis de fragmentos y determinacion de longitud de alelos

Los productos de la PCR correctamente amplificados, fueron sometidos al analisis de
fragmentos, utilizando un servicio de contratacion externa a la Universidad (1st BASE
Apical Scientific - Malasia). Obtenido los resultados del analisis de fragmentos, la

longitud de alelos se obtuvo en funcién al nmero de nucleétidos utilizando GeneScan
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500 LIZ como patron de medida, y el software Peak Scanner v1.0 (Applied Biosystems)

en la materializacién de la data.

2.3.4.4. Analisis de diversidad genética

El analisis de diversidad genética se realizd utilizando el paquete estadistico “poppr”
version 2.9.3, (Kamvar et al., 2014, 2015) disponible para el software R 4.1.2. (R Core
Team, 2022). Se realizo la asignacion de Genotipos Multilocus (MLG) y determind la
curva informativa del nimero de genotipos multilocus respecto al nimero de marcadores
moleculares utilizados. Se evlué la diversidad alélica mediante el indice de
heterocigosidad de Nei (Hexp) (Nei, 1978). Asimismo, se calcul6 los indices de diversidad
genotipica, mediante el indice de Shannon - Wiener (H) (Shannon, 1948) , indice de
Simpson (lambda) (Simpson, 1949) y el indice de Stoddard y Taylor (G) (Stoddart &
Taylor, 1988). Los andlisis se realizaron inicialmente con todos los aislados vy
posteriormente aplicando el método de correccion clonal (Smith et al., 1993). En este
método se ignora datos de clones de un haplotipo por poblacion en un genotipo
multilocus, conservando un solo representante por poblacion para evitar sesgos por

poblaciones clonales.

2.3.4.5. Analisis de agrupamientos de Genotipos Multilocus

El andlisis de agrupamiento de genotipos multilocus, se realizé utilizando la funcion
“poppr.msn” del paquete “poppr”” que permitio visualizar la distribucién y relacién de
genotipos multilocus basado en la disimilitud alélica, mediante la representacion grafica

de una red de expansion minima (Csardi & Nepusz, 2006).

2.3.4.6. Indice de Asociacion

El indice de asociacion es un indicador de desequilibrio de ligamiento (linkage
desiquilibrium) que indica la existencia 0 no de recombinacién genética mediante
reproduccion sexual cruzada. Este se calcula mediante el Indicé de asociacion (1) que
depende del nimero de muestras (Brown et al., 1998) y el Indicé de asociacién
estandarizado (r4) donde se elimina esta dependencia (Agapow & Burt, 2001). El analisis
se realizo, utilizando la funcién “ia” implementada en el paquete “poppr”. Al igual que
en el andlisis de diversidad genética, este analisis se realizd antes y después de la

correccion de clones, con 1000 permutaciones de muestreo en cada analisis.
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I1l. RESULTADOS

3.1. Zonas cacaoteras con sintomas de presencia de Moniliophthora perniciosa

La evaluacion de incidencia en las 44 unidades productivas ubicadas en los diferentes
distritos de la provincia de Bagua evidenci la presencia de M. perniciosa en el 100 % de
unidades productivas evaluadas (Fig. 6). El porcentaje de incidencia fue variable a nivel
de distritos. El distrito de Aramango presento el porcentaje de incidencia mas alto con
97,5 %, seguido de Copallin (80,0 %), Imaza (74,3 %), La Peca (72,5 %), Bagua (30,0

%), y el Parco (10,0 %), siendo de 74,32 % el porcentaje de incidencia a nivel de la

provincia (Tabla 4).
Tabla 4
Incidencia de M. perniciosa a nivel de distritos y provincia de Bagua.
% de
i Plantas % de o ]
Area de o UP o ) incidencia a
) Distritos Evaluadas incidencia )
Estudio evaluadas o nivel de
por UP por distritos o
provincia
Aramango 4 20 97,5
Imaza 30 20 74,3
Provincia  Copallin 4 20 80,0 74,32
Bagua Bagua 1 20 30,0
La Peca 4 20 72,0
El Parco 1 20 10,0

(UP) = Unidad Productiva.
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Figura 6. Distribucion geogréafica de la incidencia de Moniliophthora perniciosa basado

en las unidades productivas cacaoteras evaluadas.
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3.2. Caracterizacion macro y micro morfologica de aislados de Moniliophthora
perniciosa

3.2.1. Evaluacién de crecimiento radial

Crecimiento radial de 44 aislados

El andlisis de varianza (ANOVA) para los 44 aislados, mostré diferencias significativas
(p < 0,0001) en el crecimiento radial a los 15 dias (Tabla 5). Esto revela un alto grado
de heterogeneidad en el crecimiento radial de aislados, lo cual indica que al menos uno
de los aislados presentd media de crecimiento radial con diferencia significativa respecto

a los demas aislados.

Tablas

Anélisis de varianza para 44 aislados de M. perniciosa, a 15 dias de crecimiento.

Fuentede  Gradosde  Sumade  Cuadrado calculado Valor de P

Variacion libertad cuadrados medio
Aislado 43 6458,51 150,20 41,76 < 0,0001
Error 88 316,52 3,60
Total 131 6775,03

R2=0,95 CV =859 %
R2: R cuadrado CV: Coeficiente de Variacion

El andlisis de comparacion de medias por Tukey (a = 0,05) para los 44 aislados de M.
perniciosa al dia 15 de crecimiento mostré méas de un grupo estadistico, donde el aislado
MEB39 (grupo A) con 36,34 mm present6 el mayor crecimiento radial promedio, seguido
de los aislados, MEB36 con 36,03 mm, MEB35 con 34,52 mm, MEB41 con 34,38 mm,
MEB40 con 34,29 mm, MEB43 con 33,94 mm, MEB42 con 31,08 mm y MEB34 con
30,35 mm; los mismos que no difirieron significativamente del aislado MEB39. El aislado
MEB4 (grupo P) presento el crecimiento radial mas bajo, con 9,98 mm (Fig. 7).
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Figura 7. Grafica del test de Tukey (Alfa = 0,05) para 44 aislados de M. perniciosa. Comparacion de medias de crecimiento radial a 15 dias.

Letras en comun no difieren estadisticamente entre si

41



Crecimiento radial de aislados agrupados por distritos

Crecimiento radial a los 07 dias (mm)

El anélisis de varianza, a un nivel de significancia de (a = 0,05), mostrd diferencias
significativas (p < 0,0001) para aislados agrupados por distritos respecto al crecimiento
radial a los 7 dias (Tabla 6). Esto indica que al menos uno de los distritos presentd

diferencia significativa respecto a los demas distritos.

Tabla 6

Analisis de varianza para aislados agrupados por distritos a los 7 dias de crecimiento.

Fuentede  Grados de Suma de Cuadrado F calculado  Valor de P

Variacion libertad cuadrados medio
Distrito 5 852,83 170,57 43,03 < 0,0001
Error 126 499,44 3,96
Total 131 1352,27

R2=0,63 CV=2220%
R2: R cuadrado CV: Coeficiente de Variacion

El analisis de comparacion de medias por Tukey mostro 4 grupos estadisticos (A, AB,
BC, C), donde los distritos de Bagua (15,75 mm) y La Peca (14,44 mm) obtuvieron la
mayor media de crecimiento radial (Grupo A), seguido de Copallin con 12,68 mm (grupo
AB) y EIl Parco con 10,36 mm (grupo BC). Aramango e Imaza (grupo C) presentaron el

crecimiento radial mas bajo, con 8,30 mmy 7,56 mm respectivamente (Fig. 8).

17.37+

Crecimiento radial a 7 dias (mm)

Distrito
Figura 8. Test de Tukey (« = 0,05) para medias de crecimiento radial a 7 dias, en aislados

agrupados por distritos. Letras diferentes difieren estadisticamente entre si.
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Crecimiento radial a los 09 dias (mm)

El anélisis de varianza a un nivel de significancia de (@ = 0,05), mostré diferencias
significativas (p < 0,0001) para aislados agrupados por distritos respecto al crecimiento
radial a los 9 dias (Tabla 7). Esto indica que al menos uno de los distritos presentd

diferencia estadistica significativa respecto a los demas distritos.

Tabla 7

Analisis de varianza para aislados agrupados por distritos, a los 9 dias de crecimiento.

Fuentede  Grados de Suma de Cuadrado F calculado  Valor de P

Variacion libertad cuadrados medio
Distrito 5 1381,26 276,25 37,79 <0,0001
Error 126 921,18 7,31
Total 131 2302,44

R2=0,60 CV =21,61 %
R2: R cuadrado CV: Coeficiente de Variacion

El analisis de comparacion de medias por Tukey mostro 4 grupos estadisticos (A, AB,
BC, C), donde los distritos de Bagua (21,16 mm) y La Peca (19,44 mm) obtuvieron el
mayor crecimiento radial (grupo A), seguido de Copallin con 17,20 (grupo AB) y El Parco
con 14,83 (grupo BC). Aramango e Imaza (grupo C) presentaron el crecimiento radial
mas bajo, con 11,74 mm y 10,70 mm, respectivamente (Fig. 9).
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Figura 9. Test de Tukey (a = 0,05) para medias de crecimiento radial a 9 dias, en aislados

agrupados por distritos. Letras diferentes difieren estadisticamente entre si.
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Crecimiento radial a los 11 dias (mm)

El anélisis de varianza a un nivel de significancia de (« = 0,05), mostré diferencias
significativas (p < 0,0001) para aislados agrupados por distritos respecto al crecimiento
radial a los 11 dias (Tabla 8). Esto indica, que al menos uno de los distritos presentd

diferencia estadistica significativa respecto a los demas distritos.

Tabla 8

Analisis de varianza para aislados, agrupados por distritos, a los 11dias de crecimiento.

Fuente de  Grados de Suma de Cuadrado
Valor de P
Variacion libertad cuadrados medio F calculado
Distrito 5 246999 49400 4345 <0,0001
Error 126 1432,65 11,37
Total 131 3902,64

R2=0,63 CV =2154%
R2: R cuadrado CV: Coeficiente de Variacion

El analisis de comparacion de medias por Tukey mostrd 5 grupos estadisticos (A, AB,
BC, CD, D), donde el distrito de Bagua con 26,83 mm (grupo A), y los distritos de la
Peca con 24,72 mm y Copallin con 22,08 mm (grupo AB), obtuvieron el mayor
crecimiento radial; seguido de El Parco con 19,92 mm (grupo BC). Aramango con 14,92
mm (grupo CD) e Imaza con 13,18 mm (grupo D), presentaron el crecimiento radial mas
bajo (Fig. 10).

29.56+
26.704
23.844
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Figura 10. Test de Tukey (o = 0,05) para medias de crecimiento radial a 11 dias, en

aislados agrupados por distritos. Letras diferentes difieren estadisticamente entre si.
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Crecimiento radial a 13 dias (mm)

El anélisis de varianza a un nivel de significancia de (« = 0,05), mostré diferencias
significativas (p <0,0001) para aislados agrupados por distritos respecto al crecimiento
radial a los 13 dias (Tabla 9). Esto indica que al menos uno de los distritos presentd

diferencia estadistica significativa respecto a los demas distritos.

Tabla9

Analisis de varianza para aislados agrupados por distritos, a los 13 dias de crecimiento.

Fuentede  Grados de Suma de Cuadrado
F calculado Valor de P

Variacion libertad cuadrados medio
Distrito 5 3434,45 686,89 43,63 <0,0001
Error 126 1983,61 15,74
Total 131 5418,06

R2=0,63 CV =21,04%

R2: R cuadrado CV: Coeficiente de Variacion

El andlisis de comparacion de medias por Tukey mostré 4 grupos estadisticos (A, AB, B,
C), donde el distrito de Bagua con 32,04 mm (grupo A) y los distritos de La Peca con
29,24 mm, y Copallin con 26,66 mm (grupo AB) obtuvieron el mayor crecimiento radial;
seguido de El Parco con 24,74 mm (grupo B). Aramango e Imaza (grupo C) presentaron
el crecimiento radial méas bajo, con medias de 17,91 mm y 15,93 mm, respectivamente
(Fig. 11).

35.25

Crecimiento radial a 13 dias (mm)

Distrito
Figura 11. Test de Tukey (a« = 0,05) para medias de crecimiento radial a 13 dias, en
aislados agrupados por distritos. Letras diferentes difieren estadisticamente entre si.
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Crecimiento radial a 15 dias (mm)

El anélisis de varianza a un nivel de significancia de (« = 0,05), mostré diferencias
significativas (p <0,0001) para aislados agrupados por distritos respecto al crecimiento
radial a 15 dias (Tabla 10). Esto indica que al menos uno de los distritos presentd

diferencia estadistica significativa respecto a los demas distritos.

Tabla 10
Analisis de varianza para aislados agrupados por distritos, a los 15 dias de

crecimiento.

Fuentede  Grados de Suma de Cuadrado F calculado  Valor de P

Variacion libertad cuadrados medio
Distrito 5 4222,62 844,52 41,69 <0,0001
Error 126 2552,41 20,26
Total 131 6775,03

R2=0,62 CV =20,37 %
R2: R cuadrado CV: Coeficiente de Variacion

El analisis de comparacion de medias por Tukey mostrd 2 grupos estadisticos (A, y B),
donde los distritos de Bagua con 36,34 mm, La Peca con 33,42 mm, Copallin con 30,87
mm, y El Parco con 29,80 mm obtuvieron el mayor crecimiento radial (grupo A). Los
distritos Aramango e Imaza (grupo B) presentaron el crecimiento radial méas bajo, con
medias de 20,88 mm y 18,84 mm, respectivamente (Fig. 12).
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Figura 12. Test de Tukey (a = 0,05) para medias de crecimiento radial a 15 dias, para
aislados agrupados por distritos. Letras diferentes difieren estadisticamente entre si.
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Crecimiento radial a 15 dias para los aislados agrupados por el Intervalo de tiempo
transcurrido desde el aislamiento hasta la siembra para la evaluacion (ITTASPE)

El andlisis de varianza mostr6 diferencias significativas (p < 0,0001) para aislados
agrupados por intervalo de tiempo trascurrido desde el aislamiento hasta la siembra para
la evaluacion (ITTASPE) (Tabla 11). Esto indica que al menos uno de los grupos presentd

media de crecimiento con diferencia estadistica significativa respecto a los demas grupos.

Tabla 11

Analisis de varianza para el efecto ITTASPE (crecimiento radial a 15 dias).

Fuente de Gradosde Suma de Cuadrado F calculado  Valor de P

Variacién libertad cuadrados medio

ITTASPE 3 4632,69 1544,23 92,26 <0,0001
Error 128 2142,34 16,74
Total 131 6775,03

R2=0,68 CV =18,52 %
R2: R cuadrado CV: Coeficiente de Variacion

El anélisis de comparacidn de medias por Tukey mostrd 2 grupos estadisticos (A'y B) que
difieren estadisticamente entre si, donde el grupo de aislados agrupados para 16 dias
(grupo A), presentaron el crecimiento radial mas alto con una media de 32,85 mm a los
15 dias. Asimismo, los aislados agrupados para 88, 123 y 84 dias (grupo B), presentaron
la media de crecimiento radial més baja con 20,22 mm, 19,58 mm y 17,78 mm,
respectivamente (Fig. 14).
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Figura 14. Test de Tukey (a = 0,05) para el efecto de (ITTASPE) en el crecimiento radial

(mm) a 15 dias. Letras diferentes difieren estadisticamente entre si.
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Crecimiento radial a 15 dias de aislados agrupados segun el tejido infectado del que
fueron aislados

El anélisis de varianza mostro diferencias no significativas (p = 0,6936) para aislados
agrupados segun el tipo de tejido infectado del que fueron obtenidos (Tabla 12). Esto
indica que el tipo de tejido del que fueron aislados no influy6 estadisticamente en el

crecimiento radial.

Tabla 12
Analisis de Varianza para aislados agrupados segun el tipo de tejido infectado del que

fueron obtenidos (Crecimiento radial a 15 dias).

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrado F Valor de
Variacion libertad cuadrados medio calculado P
Tejido infectado 2 38,32 19,16 0,37 0,6936
Error 129 6736,72 52,22
Total 131 6775,04

R2=0,01 CV=32,71%

El andlisis de comparacion de medias por Tukey (a = 0,05) presentd un solo grupo
estadistico (A) para la categoria tejido infectado, lo que indica que las medias de
crecimiento radial a 15 dias, no difieren estadisticamente a nivel de aislados agrupados

segun el tejido infectado del que fueron obtenidos (Fig. 15).
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Figura 15. Test de Tukey (o = 0,05) para el efecto de tejido infectado en el crecimiento

radial (mm) a 15 dias. Letras iguales no difieren estadisticamente entre si.
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3.2.2. Descripcion de caracteristicas macroscépicas

Se encontraron caracteristicas macroscépicas propias de M. perniciosa en los 44 aislados
obtenidos (Figs. 16-20). A los 25 dias de crecimiento se registro elevada similitud en una
gran mayoria de aislados, como también una gran variabilidad inclusive en réplicas de un
mismo aislado (Figs. 19-20). Las caracteristicas mas frecuentes que marcaron la
diferencias y similitudes entre aislados fueron el aspecto, color, borde y textura de la
colonia en la parte anversa; y el color de la parte céntrica, mitad del radio y borde, en el

reverso.

Las diferencias y similitudes observadas han permitido establecer nueve grupos de
caracteristicas morfologicas para los 44 aislados evaluados (Tabla 13; Figs. 16-18).
Varios de los aislados comparten caracteristicas macro morfoldgicas de mas de un grupo
debido a la heterogeneidad morfoldgica presentada en repeticiones de un mismo aislado
(Figs. 19-20).

Adicionalmente, se realiz6 observaciones microscopicas de aislados representativos de
cada grupo. La presencia de fibulas en los grupos 1, 2, y 3 fue extremadamente escasa,
mientras que en los grupos 4, 5, 6, 7, 8, y 9 fue mucho mas abundante. La presencia de
fibulas se relaciond estrechamente a las caracteristicas macro morfologicas
principalmente con el aspecto micelial. En el caso de los tres primeros grupos, el micelio
fue uniforme, abundante, y de crecimiento mucho mas rapido, mientras que, en los demas

grupos, el micelio fue de crecimiento disperso y mucho mas lento.

Para ninguno de los grupos se realizd observaciones microscopicas respecto al nimero
de nucleos por hifa. Sin embargo, por la presencia de fibulas, se deduce que en todos los
grupos el micelio fue de tipo dicaridtico. El porqué de la abundancia y escases de fibulas
son caracteristicas fisiologicas de M. perniciosa que se discuten mas adelante. Sin
embargo, por la relacion observada con el aspecto micelial, vale mencionar que algunos
aislados presentaron los dos aspectos de micelio antes descrito, en repeticiones de un

mismo aislado (Fig. 19), e inclusive en una misma placa Petri (Fig. 20).
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Tabla 13

Aislados agrupados por similitud en caracteristicas de color, borde de colonia y aspecto micelial.

Grupo Aislados Caracteristicas macroscopicas
Anverso:
Color: Blanco intenso en toda la colonia.
Grupo 1 MEB22, MEB25, MEB28, Formay borde: Cir_cular con borde definido. o _ 3 o
MEB40 Textura de la colonia: Micelio algodonoso de crecimiento alto y uniforme, a excepcidn de los bordes donde el micelio
fue de crecimiento més bajo.
Reverso: Color amarillo - naranja hasta la parte media del radio, seguido de blanco amarilloso hacia los bordes.
Anverso:
MEB7, MEB14, MEBIS, Color: Blanco intenso en toda la colonia.
MEB20, MEB21, MEB30, Formay borde: Circular con borde definido.
Grupo 2 MEB31, MEB35 MEB36, Textura de la colonia: Micelio algodonoso de crecimiento alto, uniforme y aterciado, a excepcion de los bordes donde
MEB37, MEB39, MEB40,  ¢| micelio fue menos saturado y de crecimiento bajo.
MEB41, MEB42, MEB43  Reverso: Color naranja alrededor del disco de siembra, seguido de amarillo - naranja hacia la mitad del radio, y blanco
amarilloso a los bordes.
Anverso:
Color: Blanco claro y blanco intenso, dispuestos en delgadas franjas circulares.
Formay borde: Circular con borde definido.
Grupo 3 MEB3L, I\,\//IlEEBBSéAé, MEB44, Textura de la colonia: Micelio algodonoso de crecimiento alto y bajo, dispuestos en franjas circulares bien definidas,

con micelio menos saturado y bajo hacia los bordes.
Reverso: Color naranja alrededor del disco de siembra, seguido de un color blanco palido hacia los bordes de la

colonia. Es notable los anillos concéntricos formados por la disposicion de franjas delgadas de zonas de crecimiento
micelial alto y bajo.
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Tabla 13

(Continuacion)

Grupo Aislados Caracteristicas macroscopicas
Anverso:

Color: Purpura-granate en la parte céntrica, blanco intenso de la mitad del radio hacia los bordes.
Formay borde: Circular con borde irregular.

Grupo4 MEBL2 Textura de la colonia: Micelio ater_ciopelado r_izomérfico de grecimignto SL_Jperfic_iaI medio, dispuestos del CNentro hgcia
los bordes, gruesos en la base, afinados y rizados en sentido antihorario hacia las puntas; con pequefias y finas
ramificaciones hacia los costados.

Reverso: Color lila intenso en la parte céntrica hasta la mitad del radio, seguido de amarillo - naranja, y amarillo débil
hacia los bordes.

Anverso:

Color: Blanco intenso en toda la colonia.

Formay borde: Circular con borde irregular.

Textura de la colonia: Micelio aterciopelado y rizomérfico de crecimiento superficial medio, dispuestos del centro

Grupo 5 MEBS5, MEB11 haci . . . . . . ' ~ .

acia los bordes, gruesos en la base, afinados y rizados en sentido antihorario hacia las puntas; con pequefias y finas
ramificaciones hacia los costados.
Reverso: Color lila débil alrededor del disco de siembra, seguido de amarillo- naranja hasta la mitad del radio, y blanco
amarilloso hacia los bordes.
Anverso:
MER2 MESS, MEB? e Cirutarcon borde reguiar.
MEB8, MEB9, MEB13, - i wol s . o . o )
MEB15, MEB16, MEB17, Textura de la colonia: Micelio aterciopelado de crecimiento superficial medio, dispuestos del centro hacia los bordes,
Grupo 6 MEBI18, MEB23, MEB24, gruesos en la base, y afinados hacia las puntas, con pequefias y finas ramificaciones hacia los costados. A diferencia

MEB25, MEB26, MEB27,
MEB28, MEB30, MEB32,
MEB33

de los grupos 4 y 5, estos fueron rizados con mayor inclinacion en sentido antihorario, ademas presentaron pequefios
puntos y manchas de micelio blanquecino que resaltaban a lo largo de los tercios miceliales y toda la colonia.
Reverso: Color naranja débil alrededor del disco de siembra, amarillo- naranja hasta la mitad del radio, y blanco
amarilloso hacia los bordes.
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Tabla 13

(Continuacion)

Grupo Aislados Caracteristicas macroscopicas

Anverso:
Color: Blanco transparente en toda la colonia.

Grupo 7 MME'E'Z&MNQE?S‘ mgg% Formay borde: Cirgular gon.bor-de irregular. . - o N _

" MEB21 " Textura de la colonia: Micelio disperso con finas ramificaciones, de crecimiento lento a ras de superficie del medio.

Reverso: Color naranja débil alrededor del disco de siembra, seguido de blanco amarilloso hacia los bordes.
Anverso:
Color: Crema en toda la colonia.
Formay borde: Circular con borde irregular.

Grupo 8 MEB19 Textura de la colonia: Micelios delgados, abundantes, dispersos y aterciopelado, dispuestos desde el disco de siembra
hacia los bordes. Crecimiento a ras de superficie del medio
Reverso: Color naranja débil alrededor del disco de siembra, sequido de amarillo - naranja hacia los bordes.
Anverso:
Color: Blanco algodonoso, con puntos de blanco intenso a lo largo de la colonia

MEB1, MEB2, MEBS, Formay borde: Circular, cerebriforme con borde irregular.
Grupo9  MEBS, MEB13, MEB23

MEB52

Textura de la colonia: Micelio algodonoso de crecimiento lento, altura media y saturado en algunas zonas.
Reverso: Color naranja alrededor del disco de siembra, seguido de blanco amarillos hacia los bordes.
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Figura 16. Aislados ejemplares de Moniliophthora perniciosa (25 dias de edad) de los
grupos 1, 2,y 3. ay b. Anverso y reverso del aislado MEB25. c. y d. Anverso y reverso
del aislado MEB14. e. y f. Anverso y reverso del aislado MEB31. En los tres grupos,

microscopicamente, la presencia de fibulas fue escasa.
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Figura 17. Aislados ejemplares de Moniliophthora perniciosa (25 dias de edad), de los
grupos 4,5y 6. ay b. Anverso y reverso del aislado MEB12. c. y d. Anverso y reverso
del aislado MEB11. e. y f. Anverso y reverso del aislado MEB15. En los tres grupos,

microscopicamente la presencia de fibulas fue mas abundante que en los grupos 1, 2, 3.
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Figura 18. Aislados ejemplares de Moniliophthora perniciosa (25 dias de edad), de los
grupos 7,8y 9. ay b. Anverso y reverso del aislado MEB10. c. y d. Anverso y reverso
del aislado MEB19. e. y f. Anverso y reverso del aislado MEBS8. En los tres grupos,

microscopicamente, la presencia de fibulas fue similar que en los grupos 4, 5y 6.
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Figura 19. Repeticiones de un mismo aislado de M. perniciosa (MEB7) de 25 dias de

edad, con 2 aspectos de micelio. a. y b. Anverso y reverso del aislado MEB7 con aspecto
de micelio de crecimiento disperso y lento; microscopicamente se observd mayor
abundancia de fibulas. c. y d. Anverso y reverso del aislado MEB?7 con aspecto de micelio
de crecimiento uniforme, abundante y mucho mas rapido; microscépicamente, la

presencia de fibulas fue escasa.

Algunos aislados presentaron zonas de crecimiento con 2 aspectos de micelio en una
misma placa (Fig. 20). Estos fueron el MEB5, MEB18, MEB23, MEB24, MEB25,
MEB26, MEB29, MEB30 y MEB32. El aislado MEB29, fue el Unico aislado que s6lo

mostro este tipo de crecimiento en todas las repeticiones.
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Figura 20. Aislados de Moniliophthora perniciosa de 25 dias de edad, creciendo con 2

aspectos miceliales en una misma placa Petri. Las flechas rojas indican zonas de un
aspecto de micelio de crecimiento disperso y lento, que presentaron abundancia de
fibulas. Las flechas de color azul indican zonas con un aspecto de micelio de crecimiento
uniforme, abundante y mucho mas rapido; donde se observo escasa presencia de fibulas.
a. y b. Anverso y reverso del aislado MEB5. c. y d. Anverso y reverso del aislado
MEB29.
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3.2.3. Descripcion de caracteristicas microscopicas

A los 10 dias de incubacion en camara de micro cultivo todos los aislados presentaron
micelio hialino y ramificado que vario entre 1y 3,8 um de grosor. Se observd presencia
de fibulas en los 44 aislados (Fig. 2la-b) y formacion de hifas hinchadas tipo
clamidosporas de 5-7 um de diametro (Fig. 21c-d) en 13 de los 44 aislados evaluados
(Tabla 14). EI tamafio de las fibulas fue variable y estuvo relacionado directamente al
grosor del micelio donde se formaron.

Figura 21. Caracteristicas microscépicas (circulos rojos) observadas en M. perniciosa a

los diez dias en microcultivo. a. y b. Fibulas, observadas en los 44 aislados evaluados. c.
y d. Hifas hinchadas tipo clamidosporas, observadas en 13 aislados, en condiciones de

microcultivo.
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Tabla 14

Caracteristicas microscopicas observadas en los 44 aislados de M. perniciosa.

L. Codigo de Presenciade  Hifas hinchadas Diametro de
Distrito . , ) . L

aislado fibulas tipo clamidosporas  micelio en um

MEB1 si e 1,71-2,83

Aramango MEB2 sf -------- 1,75- 3,05

MEB3 si - 2,50-3,34

MEB34 si e 1,27-2,68

MEB4 si si 2,24 - 3,49

MEB5 si si 1,68- 2,96

MEB6 si e 1,57-2,74

MEB7 si si 1,94- 2,55

MEBS8 si e 1,66- 2,63

MEB9 si si 1,71- 2,84

MEB10 T —— 1,36- 2,71

MEB11 si Si 1,83-2,85

MEB12 si e 1,65-2,87

MEB13 si si 2,13-3,00

MEB14 si s 1,83-3,39

MEB15 si si 1,83-2,83

MEB16 si si 1,71- 2,86

MEB17 si si 1,37-2,32

Imaza MEB18 sf si 1,88- 2,66

MEB19 si - 1,65- 3,06

MEB20 si - 1,84-2,68

MEB21 si si 1,17- 3,26

MEB22 si si 1,83-3,15

MEB23 si e 1,79-2,75

MEB24 si s 1,20- 3,06

MEB25 si e 1,51-2,95

MEB26 si e 1,33-2,83

MEB27 si e 1,70- 2,83

MEB28 si si 1,17 - 3,27

MEB29 si e 1,37-2,53

MEB30 si e 1,90- 2,75

MEB31 si e 1,17-3,13

MEB32 si e 1,50- 2,50

MEB33 si e 1,51-2,63

MEB35 si e 1,49- 3,20

Copallin MEB36 sf -------- 1,37 - 3,00

MEB37 si e 1,51-2,82

MEB52 si e 1,69- 2,63

Bagua MEB39 si e 1,05 - 3,06

MEB40 si e 1,33- 3,07

La Peca MEB41 sf ———————— 2,13-3,80

MEB42 L] T 1,27-3,16

MEB43 si e 1,27 - 3,37

El parco MEB44 si e 1,37-2,68
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3.3. Caracterizacion molecular de aislados de Moniliophthora perniciosa

3.3.1. Identificacion y analisis filogenético

Se obtuvieron secuencias de las regiones ITS, LSU y SSU, de 44 aislados de
Moniliophthora perniciosa. Todas correspondientes a aislados provenientes de los 6
distritos de la Provincia de Bagua: 30 de Imaza, 4 de Aramango, 4 de La Peca, 4 de
Copallin, 1 de Bagua, y 1 del Parco (Tabla 2). Las 44 secuencias ITS compartieron
similitud de secuencias en un 100 %, (cobertura de consulta al 99 y 100 %) con secuencias
de la base de datos del NCBI. Los cddigos de acceso de secuencias con las que se
compartié identidad fueron, AF335590, MH861049, AY176316, MF495374. EIl arbol
filogenético mostrd todas las secuencias agrupadas en un solo clado con soporte de 99 %
en el andlisis bootstrap, con un minimo grado de polimorfismo (Fig. 22). Los 44
haplotipos se agruparon junto a las secuencias de M. perniciosa AF335590, MH861049,
AY176316 y KX913250, MF495374, disponibles en la base de datos del NCBI, incluidas

para el analisis filogenético.

Cuarenta y dos (42) secuencias de LSU, compartieron similitud en un 100 % con la
secuencia AY916742, y 2 secuencias (MEB40 y MEB42) en un 99,89 % (cobertura de
busqueda del 100 %). Estas dos Gltimas se diferenciaron de las demas por la presencia de
una adenina adicional en su secuencia. El arbol filogenético no mostro diferencias para
ningunos de los haplotipos (Fig. 23). Los 44 formaron un clado bien soportado (100 %
en el analisis bootstrap), junto a las secuencias AY916742, MK785250, AY916768 y
AY916737 que fueron incluidas en el analisis filogenético (Fig. 23).

Resultados similares se obtuvieron con las 44 secuencias SSU, que compartieron
similitud de secuencias en un 100 % con la secuencia AY916739 del NCBI (Cobertura
de busqueda al 99 y 100 %). Asimismo, el arbol filogenético no mostro diferencias entre
haplotipos. Todos formaron un so6lo clado (100 % en el analisis bootstrap) junto las
secuencias AY916739, MG717342, incluidas para el andlisis filogenético (Fig. 24).
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Figura 22. Arbol filogenético construido a partir de secuencias ITS de M. perniciosa
usando el método de méaxima verosimilitud. Los rectangulos de colores al lado de los
cddigos de cada aislado indican la procedencia geografica de los haplotipos de este
estudio. Todas las secuencias que tienen un asterisco (*) corresponden a secuencias
disponibles en base de datos del NCBI, y el cddigo que lo acomparia es el nimero de
acceso. Los numeros debajo de los nodos del que parten los clados corresponden al valor

obtenido del andlisis Bootstrap.
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Figura 23. Arbol filogenético construido a partir de secuencias LSU de M. perniciosa
usando el método de méaxima verosimilitud. Los rectangulos de colores al lado de los
cddigos de cada aislado indican la procedencia geogréfica de los haplotipos de este
estudio. Todas las secuencias que tienen un asterisco (*) corresponden a secuencias
disponibles en base de datos del NCBI, y el codigo que lo acomparia es el nimero de
acceso. Los nimeros debajo de los nodos del que parten los clados corresponden al valor
obtenido del andlisis Bootstrap.
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Figura 24. Arbol filogenético construido a partir de secuencias SSU de M. perniciosa
usando el método de maxima verosimilitud. Los rectangulos de colores al lado de los
codigos de cada aislado indican la procedencia geografica de los haplotipos de este
estudio. Todas las secuencias que tienen un asterisco (*) corresponden a secuencias
disponibles en base de datos del NCBI, y el cddigo que lo acompafia es el nimero de
acceso. Los numeros debajo de los nodos del que parten los clados corresponden al valor

obtenido del analisis Bootstrap.
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3.4. Evaluacion de diversidad genética en aislados de Moniliophthora perniciosa
3.4.1. Polimorfismo alélico en marcadores microsatelite SSR

El analisis de los 11 marcadores moleculares microsatélites mostro la existencia de
polimorfismo alélico de tamafio, en la poblacién de M. perniciosa evaluada. Seis loci
(MsCepec_15, MsCepec 19, MsCepec_45, mMpCena4, mMpCena8, mMpCenal9)
fueron polimérficos sin ambiguedades, cuatro loci (MsCepec_16, mMpCenall,
mMpCenal2, mMpCena26) fueron monomorficos no informativos y el MsCepec_14 se
considerd polimorfico con ambigiliedad debido a la falta de datos para dos aislados
(MEB27, MEB31), situacion que lo colocé frente a dos posibilidades, tener el alelo 0 no
tenerlo (i.e. alelo nulo). Asimismo, se observd la ocurrencia de loci homocigotos y
heterocigotos. La gran mayoria de aislados fueron homocigotos para casi todos los loci,
a excepcion de algunos donde se observé heterocigosidad para los loci mMpCena8 y
MsCepec_45. Los aislados MEB12, MEB18, MEB20, MEB26 colectados en el distrito
de Imaza, fueron heterocigotos para mMpCena8; y los aislados MEB11, MEB19 (distrito
de Imaza), y MEB55 (Condorcanqui) lo fueron para MsCepec_45.

3.4.2. Diversidad genética

En total se identificaron 19 genotipos multilocus (MLG) que agruparon a los 50 aislados
analizados. A nivel poblacional, los aislados de Aramango presentaron 4 genotipos
multilocus, los de Imaza 10, los de Copallin 2, los de La Peca 3, los de Condorcanqui 3,
y los aislados agrupados de los distritos de Bagua, el Parco y la provincia de Utcubamba
3 (Fig. 25).

Los indicadores de diversidad demostraron la existencia de diversidad genética en las 6
poblaciones evaluadas. Los resultados del analisis de diversidad alélica sin la correccién
de clones (Tabla 15) mostraron valores de heterocigosidad esperada o indice de Nei (Hexp)
total de 0,16. A nivel de poblaciones el valor mas alto lo obtuvo Condorcanqui (0,25),
seguido de Aramango (0,18), mientras que Copallin obtuvo el valor méas bajo (0,04). La
diversidad genotipica segun la indice diversidad de Shannon-Weiner (H), mostr6 un valor
total de 2,36, y a nivel de poblaciones los valores mas altos lo obtuvieron Imaza (1,65),
Aramango (1,39) y Condorcanqui (1,10). El indice total de diversidad de Simpson
(lambda) fue de 0,83, y a nivel de poblaciones los valores mas altos lo obtuvieron
Aramango (0,75), Imaza (0,68) y Condorcanqui (0,67). El indice de diversidad de

Stoddard y Taylor (G), mostré un valor total de 6,04, y a nivel de poblaciones los valores
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mas altos correspondieron a Aramango (4,0), Imaza (3,15) y Condorcanqui (3,0). En los
tres indices de diversidad evaluados, la poblacion de La Peca, la Poblacién de Bagua, El
Parco y Utcubamba agrupados, y la poblacion de Copallin, presentaron los indices de
diversidad mas bajos, siendo Copallin la poblacion que obtuvo los valores mas bajos en

los tres indices evaluados (Tabla 15).

Los resultados para el andlisis de datos con correccion de clones (Tabla 15) mostraron un
valor total de Hexp igual a 0,22, y a nivel a de poblaciones el valor més alto lo obtuvo
Condorcanqui (0,25), seguido de Imaza (0,23); Copallin obtuvo el valor méas bajo (0,06).
El indice de Shannon-Weiner (H) fue de 2,84 para el total de aislados, y a nivel de
poblaciones Imaza (2,30) y Aramango (1,39) obtuvieron los valores mas altos. El indice
total de diversidad de Simpson (lambda) fue de 0,93, y a nivel de poblaciones Imaza
(0,90) y Aramango (0,75) obtuvieron los valores mas altos. Al igual que en los indices
(H) y (lambda), el indice de diversidad de Stoddard y Taylor (G), también se incrementd
alcanzando un valor total de 15,20, y las poblaciones de Imaza (10) y Aramango (4),
obtuvieron los valores mas altos. La Peca, Condorcanqui, y los aislados agrupados en la
poblacion de Bagua, El Parco y Utcubamba obtuvieron los mismos valores (1,10; 0,67;
3,00) para los indices de diversidad (H), (lambda) y (G) respectivamente, sin embargo,
por la diversidad alélica observada mediante en el indice de Nei, fue Condorcanqui la
poblacion con mayor diversidad, seguido de La Peca y los distritos agrupados en la
poblacion de Bagua, El Parco y Utcubamba. Copallin obtuvo el indice de diversidad méas

bajo en los tres indices de diversidad evaluados.

Tabla 15
Tabla de diversidad por poblacion.
., Sin correccion de clones Con correccion de clones
Poblacion
N MLG Hexp H lambda G N MLG Hexp H lambda G
Aramango 4 4 0.18 1.39 0.75 4.00 4 4 0.18 1.39 0.75 4.00
Imaza 30 10 0.12 1.65 0.68 3.15 10 10 0.23 2.30 0.90 10.00
Copallfn 4 2 0.04 0.56 0.38 1.60 2 2 0.06 0.69 0.50 2.00
Bagua, El Parcoy 3 014 104 063 267 3 3 017 110 067  3.00
Utcubamba
La Peca 5 3 0.15 0.95 0.56 2.27 3 3 0.19 1.10 0.67 3.00
Condorcanqui 3 3 0.25 1.10 0.67 3.00 3 3 0.25 1.10 0.67 3.00
Total 50 19 0.16 2.36 0.83 6.04 25 19 0.22 2.84 0.93 15.20

Nota: N = Numero de aislados; MLG = Genotipos multilocus; Hexp = Diversidad de Nei
(Heterocigosidad esperada); H = Diversidad de Shannon-Weiner; lambda = Diversidad

de Simpson; G = Diversidad de Stoddard y Taylor.
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Genotipos multilocus por poblaciones
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Figura 25. Genotipos multilocus (MLG) por poblaciones. Cada poblaciéon esta
representada por un color. La altura de barras indica la cantidad de haplotipos por

genotipo multilocus.

La curva de genotipos multilocus respecto al nimero de marcadores moleculares o loci
utilizados indic6 que el numero de genotipos multilocus aumentaria si se trabajara con un
mayor numero de marcadores (Fig. 26). De los 11 marcadores moleculares utilizados, 6
fueron los mas informativos, que llevaron a la asignacién de 19 genotipos multilocus para

los 50 aislados evaluados.

0-

MLG (Genotipos multilocus)

1 2 3 4 5 6
Numero de Loci

Figura 26. Curva de genotipos multilocus respecto al nimero de loci mas informativos.
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3.4.3. Red minima de expansion

La red minima de expansion de genotipos multilocus sin correccion de clones mostré que
12 aislados correspondieron a genotipos multilocus Unicos, y los 38 restantes
compartieron genotipos con uno a mas aislamientos, y formaron parte de los 7 genotipos
multilocus compartidos (Fig. 27). La gran mayoria de genotipos multilocus fueron Gnicos
para cada poblacion, a excepcion de 4 que fueron compartidos por mas de una poblacion:
el MLG.10 fue compartido por 6 aislados (3 de Copallin, 1 de la Peca, 1 del distrito Bagua
y 1 de Utcubamba); el MLG.13 por 18 aislados (16 de Imaza, 1 de Aramango, y 1 de
Utcubamba); el MLG.14, por 3 aislados (2 de Imaza, y 1 de Condorcanqui); y el MLG.18,

por 2 aislados (1 de Aramango y 1 de Condorcanqui).

Los aislados de Imaza se extendieron por toda la red minima de expansion, encontrandose
genotipos de esta poblacidn en los tres extremos de la red. Sin embargo, méas del 50 %
coincidieron en la parte céntrica de la Red (MLG.13) (Fig. 27). Los aislados de
Aramango y Condorcanqui presentaron buena distribucion en la red, y presentaron
genotipos multilocus Unicos, es decir, no se encontraron clones en estos lugares. Los
aislados de Copallin, La Peca, y los aislados agrupados en la poblacion de Bagua, el Parco
y Utcubamba presentaron la distribucion mas baja, formando parte de solo 6 genotipos

multilocus entre todos ellos (Fig. 27).
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Figura 27. Red minima de expansion, basado en el porcentaje de distancia de disimilitud
alélica. Cada nodo representa un genotipo multilocus (MLG), que van desde MLG.1 hasta
MLG.19. Los genotipos multilocus de nodos sin divisiones corresponden a un solo
aislado, y los que presentan nodos con divisiones corresponden a haplotipos (aislados) de
méas de una poblacién. EIl tamafo del nodo, responde al numero de haplotipos por
genotipo multilocus. Los cédigos MEB cercanos a cada nodo indican el codigo de cada

aislado que presenta dicho MLG. Cada poblacidn esta indicada por colores.

3.4.4. Indice de asociacion

El analisis de datos sin correccion de clones, mostro valores de indice de asociacion (1a)
e indice de asociacion estandarizado (ra) (Ia = 0,4887, ra = 0,0863) altamente
significativos (p = 0,000999) (Fig.28), indicando un desequilibrio de ligamiento.

69



Poblacion
N: 50
Data: Mp_SSR
Muestras bootstrap:1000

7,:00863)
p=0000399
100-

- —
|1 1B I 0w v (01T
106 i . a
T4
Figura 28. Gréfica de indice de asociacion sin correccion de clones. Se compara el valor

del Indice de asociacion estandarizado 7« (linea punteada azul) con histogramas que

muestran los resultados de 1000 permutaciones aleatorias.

Los resultados para el analisis con correccion clonal (Fig. 29) mostraron un de indice de
asociacion (la= 0,0727) e indice de asociacion estandarizado (r« = 0,0124) no
significativos (p = 0,27), indicando la existencia de equilibrio de ligamiento
(apareamiento aleatorio), demostrando asi la ocurrencia de recombinacion genética

mediante reproduccion sexual cruzada.
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Figura 29. Grafica de indice de asociacion con correccion de clones. Se compara el
valor del Indice de asociacion estandarizado rq (linea punteada azul) con histogramas que

muestran los resultados de 1000 permutaciones aleatorias.
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IV. DISCUSION

Zonas cacaoteras con sintomas de presencia de Moniliophthora perniciosa

Se encontr la presencia de M. perniciosa en el 100 % de unidades productivas evaluadas.
Sin embargo, el porcentaje de incidencia a nivel de distritos fue altamente variable. Tovar
(1991) refiere que el nivel de incidencia de M. perniciosa en cacao estd sujeto a un
conjunto de factores que influyen en el desarrollo de la infeccién tales como: la presion
de inéculo, la genética de las plantaciones, fenologia del cultivo, manejo agronémico y
condiciones ambientales. Por su parte, Maddison et al. (1995) menciona que la
agresividad de M. perniciosa esta estrechamente relacionada con las condiciones
climaticas que favorecen el desarrollo de infeccion, principalmente la duracion e

intensidad del periodo humedo a lo largo del afio.

Las condiciones climaticas juegan un papel importante en el comportamiento de M.
perniciosa, y determinan los picos de produccion de escobas a lo largo del afio. La
infeccion de M. perniciosa principalmente inicia con la estacion lluviosa y alcanza los
picos de produccion de escobas més altos en la estacion seca (Tovar et al., 1991). Se sabe
que M. perniciosa necesita periodos alternos de sequia y humedad, para fructificar y
producir sus basidiosporas. Sin embargo, es la humedad el factor indispensable que
desencadena el proceso de fructificacion, ademas, facilita la liberacion y dispersion de
esporas para dar inicio a la infeccién (Tovar , 1991). Por lo tanto, resulta fundamental
conocer las condiciones climaticas de un &rea de estudio para comprender los niveles de

incidencia de M. perniciosa en un cacaotal.

La provincia de Bagua se encuentra ubicada en zona de ceja de selva y presenta
condiciones climaticas variables a lo largo de todo su territorio. Aunque en la actualidad
no se cuenta con Estaciones Meteoroldgicas (EMs) activas en todos los distritos, existen
registros de precipitacion, temperatura y otros elementos meteoroldgicos para los
periodos de 1999-2003 de EMs en Bagua y Aramango, Yy para el periodo de 1967-1971
de la Estacion Meteoroldgica (EM) de Imacita (Imaza). Gracias a esta informacion,
Vargas (2010) clasifico como un clima seco y célido el entorno de la EM Bagua;
ligeramente himedo y célido el entorno de la EM Aramango; y super himedo y calido el

entorno de la EM de Imacita (Imaza) (Tabla 16).
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Tabla 16

Condiciones climéticas relacionado al porcentaje de incidencia de cada distrito.

Distrito Clima Precipitacion Temperatura Incidencia de M.
(mm/afio) * | (Promedio/afio) * | perniciosa (%)
Imaza Super hiimedo 3013,3 24,7 °C 74,3
y célido
Aramango | Muy himedo 1748,7 243 °C 97,5
y célido
Copallin 80,0
La Peca 72,5
Bagua Seco y calido 673,5 26,3 °C 30,0
El Parco 10,0

(*)Informacién extraida de Vargas (2010).

No se cuenta con registros de precipitacion, temperatura y clasificacion climatica
documentada para los distritos de La Peca, Copallin, y El Parco. No obstante, en base a
los registros y clasificacion climatica antes mencionada, mas las observaciones realizadas
en campo, se asume que zonas por encima de los 1000 m.s.n.m en Copallin, y sobre los
800 m.s.n.m en la Peca, comparten condiciones climaticas similares al registrado para el
entorno de la EM de Aramango. Zonas por debajo de estas altitudes, muy probablemente
presenten un clima semihumedo y célido, con un pequefio déficit de agua, en los meses
de agosto, setiembre y octubre. El distrito de EI Parco comparte condiciones climaticas
muy parecidas con el distrito de Bagua, por lo que se adopta la clasificacion climatica del

distrito de Bagua Vargas (2010), para describir el clima de El Parco.

Es notable la estrecha relacion de los indices de precipitacion con los porcentajes de
incidencia de M. perniciosa encontrados, teniendo en cuenta que los distritos que
presentaron mayor incidencia (Aramango, Copallin, Imaza y La Peca), corresponden a
zonas de climas humedos con un total de precipitacion por encima de los 1700 mm/afio;
y los distritos con un porcentaje de incidencia mas bajo (El Parco y Bagua) responden a
climas secos, con niveles de precipitacion inferiores a los 700 mm/afio. Similares
resultados se encontraron en un estudio realizado en Brasil entre el 2002 y el 2005, en el
cual se reportan diferencias significativas en el nivel de incidencia de escobas de bruja en
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frutos y cojines florales, principalmente en el afio 2003, causadas por el elevado indice
de precipitaciones registradas (1382 mm) en solo seis meses, lo que habria provocado
mayor formacién de basidiocarpos, y por ende una mayor cantidad de indculo que ejercid

una gran presién del patdgeno en las plantaciones de cacao (De Almeida et al., 2009).

En Quevedo, Ecuador se evalu6 la importancia de la produccion de cacao en la estacion
seca para evadir la infeccion de M. perniciosa y M. roreri (Maddison et al., 1995). Se
encontr6é una reduccion drastica de mazorcas de cacao afectadas por M. perniciosa en
periodos de estacion seca comparado a las pérdidas encontradas en estaciones lluviosas
(Maddison et al., 1995). Resultados que ampliamente coinciden con los resultados
encontrados para los distritos de clima seco y calido (Bagua y La Peca; precipitacion
menor a 700 mm/afio y una temperatura promedio anual de alrededor de 26,3 °C) que
presentaron los porcentajes de incidencia mas bajos. Esto probablemente debido a que las
condiciones ambientales de un clima seco y calido no estarian favoreciendo la produccién

optima de basidiocarpos, y por ende la carga de indculo inicial.

Es evidente, que la produccion de basidiocarpos es una de las etapas mas importantes del
ciclo de la enfermedad, ya que es donde se produce las basidiosporas, el Unico tipo de
esporas capaces de producir infeccion en los tejidos meristematicos del cacao (Rocha &
Wheeler, 1985). La temperatura no es un factor limitante para la produccion de
basidiocarpos en toda la provincia de Bagua, ya que esta ocurre en un amplio rango de
temperaturas (Tovar, 1991). Sin embargo, la produccion de basidiocarpos sera optima
siempre y cuando exista periodos alternos de humedad (Pires et al., 2009), pues estos
periodos favorecen la germinacion de estructuras de resistencia similares a clamidosporas
presente en las escobas necrosadas (Tovar et al., 1991). Este escenario no estaria
ocurriendo de manera éptima en los distritos de Bagua y El Parco, Unicos distritos donde

no se logré encontrar cuerpos fructiferos del hongo al momento de la evaluacion.

El material genético de las plantaciones también influye en la incidencia de M. perniciosa
(Meinhardt et al., 2008; Sena et al., 2014; Tovar, 1991). La resistencia y tolerancia a M.
perniciosa son caracteristicas genéticas reportadas en diferentes genotipos de cacao
(Castro et al., 2015; De Almeida et al., 2009; Sena et al., 2014; Shaw & Vandenbon,
2007). En la provincia de Bagua existe una gran diversidad genética de cacao, Yy

prevalecen variedades de cacaos criollos, forasteros y trinitarios (MINAGRI, 2009),
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donde probablemente existan clones nativos con niveles promisorios de resistencia, que
de alguna manera pueden haber influido en los porcentajes de incidencia encontrados. Si
bien es cierto no se tomd registro de los clones de cacao presentes en las unidades
productivas evaluadas, el 95,4 % de estas fueron policlonales, a excepcion del 4,6 %
donde se evalud unidades productivas con el 100 % de clones CCN-51, ubicadas en los
distritos de Imaza y Aramango. El Per( es uno de los paises donde se han reportado varios
genotipos con tolerancia y resistencia a M. perniciosa (Garcia, 2010). Tal es el caso de
las accesiones SCA6 y SCAL2, de las mas utilizadas en los programas de mejoramiento
genético “SCAVINO”, y segun la base de datos internacional de germoplasma de cacao,
mas de 300 clones mejorados, tienen contribucion parental directa de estos dos clones
(Meinhardt et al., 2008). Asimismo un estudio reciente realizado en la region San Martin,
evaluo la incidencia de escoba de bruja en 20 accesiones silvestres provenientes de las
cuencas de los Rios Santiago y Morona, encontrandose diferencias significativas en los
porcentajes de incidencia y niveles sobresalientes de resistencia en cuatro genotipos
(Fernandez, 2018). Probablemente, estos genotipos no se encuentren como clones en las
zonas evaluadas. Sin embargo, teniendo en cuenta la relativa cercania con estas cuencas,
y el constante intercambio de semillas botanicas entre comunidades indigenas, es posible

la existencia de genotipos con ascendencia genética de genotipos resistentes.

El manejo agronémico es otro de los factores influyentes en el nivel de incidencia,
principalmente a través de podas de mantenimiento y podas fitosanitarias (Jaimes &
Aranzzu, 2010). Cuando la infeccion existe en el cultivo, el nivel de incidencia aumenta
de un afo a otro si los tejidos infectados no son removidos. Una escoba permanente en la
planta significa el incremento de indculo, ya que posteriormente fructificard y provocara
la infeccion de nuevos tejidos. Cada escoba puede llegar a producir hasta 2,5 escobas
nuevas cada afio (Tovar et al., 1991). Por lo tanto, la remocidn de escobas en campo es

clave para su control y su baja incidencia en las siguientes campafias.

En toda la provincia existe una gran diferencia respecto al manejo agronémico del cultivo.
Las plantaciones pertenecientes a comunidades nativas de Aramango e Imaza presentan
un deficiente manejo agrondémico, comparado a plantaciones conducidas por gran parte
de agricultores de zonas mestizas. Imaza es un claro ejemplo, donde se encontro un alto
grado de incidencia en UP administradas por comunidades nativas, y un bajo nivel de

incidencia en sectores mestizos. Esto se debe probablemente a que en los sectores
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mestizos la gran mayoria de unidades productivas son de interés comercial y estan
compuestas por clones mejorados como el CCN51, y los agricultores refieren que estas
son podadas como minimo 2 veces al afio. Ademas, el uso de fertilizantes y plaguicidas
en el cultivo es frecuente. Las UP administradas por pobladores nativos generalmente son
pequefias, y con frecuencia presentan un deficiente manejo agronémico, posiblemente
debido a que el poblador indigena tiene por cultura, como fuente principal de sustento la
caza, y no la agricultura. Asimismo, vale mencionar hallazgos atipicos encontrados en
UPs de todo Imaza, principalmente en arboles de cacao CCN-51, donde el nivel de
incidencia de M. perniciosa fue notablemente bajo, comparado a la incidencia encontrada

en la misma variedad en el resto de distritos.

Caracterizacién macro y micro morfolédgica

Uno de los factores que afecta el potencial de crecimiento de algunos hongos sub
cultivados en condiciones de laboratorio es la senescencia, debido a la presencia de
plasmidos en las mitocondrias (Griffiths, 1992). EI genoma mitocondrial de M. perniciosa
no es ajeno a la presencia de plasmidos. Se ha reportado la insercion de un plasmido lineal
en el ADN mitocondrial de M. perniciosa (Formighieri et al., 2008), pero esta fue
localizada en una sola posicion de la secuencia, por lo que los autores no encontraron
suficientes pruebas para atribuir a este como el causal del envejecimiento de aislados de
M. perniciosa. Sin embargo, a pesar de haber observado varios sintomas caracteristicos
de envejecimiento en aislados que en un inicio mostraron un aspecto de micelio liso y
blanco de crecimiento continuo, luego de haber sido sub cultivados unas 10 veces,
observaron disminucion de la tasa de crecimiento y la formacion de hifas aéreas,
crecimiento de micelio ondulado y aumento de pigmentacién, sin mostrar regresion

fenotipica, es decir, regresar a presentar el crecimiento inicial (Formighieri et al., 2008).

En el presente estudio, la siembra para medir CR se realiz6 a partir de discos de PDA con
micelios de aislados de 10 dias de edad. Sin embargo, no todos tenian el mismo tiempo
de conservacion en el laboratorio. Estos se mantuvieron activos con una variacion de
tiempo desde 16 dias hasta por 4 meses mediante repicado consecutivo de una placa a
otra (entre 2 a 8 repiques). Se encontrd que los aislados obtenidos de aislados mas jovenes
(16 dias = 2 a 3 repiques) tuvieron un mayor CR, y los aislados de provenientes de
aislados de mayor antigiiedad (84, 88, y 123 dias = 6 a 8 repiques) presentaron un menor

CR, resultados que coinciden ampliamente con lo observado por (Formighieri et al.,
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2008). Sin embargo, es contradictorio respecto la regresion fenotipica no registrada en el
mencionado estudio, ya que en muchos de los aislados aqui evaluados se ha observado la
regresion fenotipica luego de que estos habian expresado caracteristicas fenotipicas de
envejecimiento. Por otra parte, las diferencias en CR entre repeticiones de un mismo
aislado fueron muy pequefias. Estos resultados son similares a los reportados por
McGeary & Wheeler (1988), quienes encontraron diferencias no significativas en

repeticiones de un mismo aislado.

El tipo de tejido del cual provinieron los aislados no tuvo influencia en el crecimiento
radial. Mariduefia-Zavala et al. (2019) tampoco encontraron diferencias significativas en
CR en 85 aislados cultivados en PDA que fueron obtenidos a partir de tres tipos de tejidos:
ramas y brotes con hipertrofia, tejidos necrosados y frutos hipertréficos. Asimismo,
mencionan que todos los aislados cubrieron la placa de 9 cm de didmetro a los 35 dias,
de donde se puede deducir que el tejido del que fueron obtenidos no influencio en el

crecimiento radial (Mariduefia-Zavala et al. 2019).

Las evaluaciones de morfologia en aislados de 25 dias de edad mostraron aspectos de
colonia altamente variables, inclusive en repeticiones de un mismo aislado. En el anverso,
el micelio fue de color blanco en la gran mayoria de aislados, a excepcion de algunos
pocos que presentaron un color con tendencia a crema, y el aislado MEB12 que presento
un color entre purpura y granate en el centro, hasta la mitad del radio. Segin Purdy &
Schmidt (1996), estos son colores frecuentes de colonias de M. perniciosa, en cultivos in
vitro, y menciona que el micelio es generalmente de color blanco, con algunas
excepciones donde pueden ser de color crema o rojizo parpura. Resultados similares
también fueron reportados por Mariduefia-Zavala et al. (2019), quien evalué el
crecimiento micelial de M. perniciosa en cultivo PDA, y report6 aislados con micelios de
color blanco, y algunos con tonalidades entre rojizo y pdrpura. Por su parte, Evans (1980),
refiere observaciones de micelio de color blanco y aspecto algodonoso en aislados de
crecimiento rapido, y colores de blanco opaco a gris en aislados con hifas de crecimiento

rizoidal, que posteriormente se tornaban de color amarillo y marrén.

El color del reverso de las colonias no ha sido documentado con frecuencia, a excepcion
de Evans (1980), quien refirio un color de marron gris en el reverso de algunos aislados.

Esta coloracion difiere al color observado en el reveso de la gran mayoria de aislados aqui
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evaluados, ya que estos presentaron un color entre amarillo y anaranjado, seguido de
blanco amarilloso de la mitad del radio hacia los bordes. El aislado MEB12 en el reverso

presento coloracion lila intenso en el centro, seqguido de anaranjado y blanco amarilloso.

Por otro lado, se observd una amplia relacion del aspecto micelial con el ritmo de
crecimiento. Los dos tipos de aspecto micelial que se observaron fueron: i) los aislados
de aspecto micelial saturado, liso y/o algodonoso, de crecimiento elevado y rapido, con
bordes de colonia definidos (Grupo 1, 2 y 3); y ii) los aislados de aspecto micelial
disperso, aterciado, rizoidal, de crecimiento bajo y lento, con bordes de colonia
irregulares (grupo 4, 5, 6, 7, 8 y 9). Caracteristicas similares, fueron descritas en otros
estudios. Mariduefia-Zavala et al., (2019) refirié un aspecto micelial aterciopelado con
bordes de colonias regulares para 85 aislados de M. perniciosa. Asimismo, Meinhardt et
al., (2006) menciona que el micelio de M. perniciosa cultivado en un medio de cultivo
especial denominado LMCpS+ es blanco y esponjoso de crecimiento lento, y que después
de 4 a 6 semanas cesan su crecimiento. Por su parte, Formighieri et al.,( 2008), refiere un
micelio blanco y liso de crecimiento continuo para aislados de M. perniciosa cultivados

en medios de cultivo enriquecido con nutrientes.

En condiciones de microcultivo, en todos los aislados se encontro la presencia de fibulas,
con micelios finos y hialinos con didmetros desde 1 — 3,8 um. Resultados similares fueron
reportados por Evans (1980) quien refirié un micelio fino, hialino y binucleado de 1,5 - 3
um de diametro con presencia de fibulas, en colonias obtenidas de basidiosporas,
cultivados en agar estandar. De igual manera, estos resultados coinciden con las
observaciones de (Griffith & Hedger, 1994b), quienes informaron la presencia de
micelios estrechos, con didmetros de 1-3 um, en aislados mayores a 2 dias de edad.

A pesar de haber observado la presencia de fibulas en todos los aislados, su persistencia
en los aislados fue variable. La presencia de fibulas es una caracteristica tipica de micelios
dicarioticos (McGeary & Wheeler, 1988). Moniliophthora perniciosa en medios de
cultivo in vitro, no necesariamente forma fibulas en cada septo, a pesar de tratarse de
micelios dicarioticos (Delgado & Cook, 1976). A esto se suma, la relacién de la incidencia
de fibulas, con la disponibilidad de nutrientes y condiciones ambientales reportadas en

algunas especies del orden Agaricales, como el caso de Coprinus diseminatus (Butler,
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1968). En este estudio no se evalud el tipo de micelio, respecto al nimero de nucleos. Sin
embargo, por la presencia de fibulas se asume que se traté de micelios secundarios
binucleados (dicaridticos). Evans (1980) refiere que el micelio primario de aislados
obtenidos de basidiosporas, es de corta duracion, y la dicariotizacion se produce entre 24
y 48 horas luego de producida la germinacién. Por su parte, (Griffith & Hedger, 1994b)
describieron hallazgos de condicidn binuclear en todos los aislados del M. perniciosa que
presentaron hifas con presencia de fibulas. Asimismo un estudio mas reciente, reporto
que colonias con micelio de tipo monocarioético, germinadas en un medio de cultivo
especial para mantener la condiciébn monocaridtica, migran al estado dicari6tico en un
periodo de 7 a 10 dias como maximo al ser traspasados a medio de cultivo PDA
(Meinhardt et al., 2006).

La presencia de micelios con hifas hinchadas de aspecto similar a clamidosporas fue otra
de las caracteristicas observadas en 13 de los aislados evaluados. La formacion de estas
estructuras en medios de cultivos in vitro también ha sido reportada en otros estudios.
Evans (1980) report6 estructuras similares en micelios creciendo sobre agar alrededor de
un callo de cacao, al cual denomin6 como un tipo de clamidospora. Por su parte (Griffith
& Hedger, 1994a) refieren la presencia de micelios con hifas severamente hinchadas (5 -
20 um) sin la presencia de fibulas en aislados de M. perniciosa de 4 a 8 semanas,
cultivados en medio de cultivo a base de papa. Estos hallazgos coinciden con los
resultados aqui encontrados. Sin embargo, vale mencionar que el diametro de las hifas
hinchadas, similares a clamidosporas fue mucho menor, (6 - 7 um) a las descritas por
(Griffith & Hedger, 1994a). Esto se puede deber a que el medio de cultivo y condiciones
de crecimiento fueron diferentes. Cabe resaltar que las observaciones aqui hechas,
corresponden a micelios de hifas de 10 dias de edad, producidas en condiciones de

microcultivo, en discos de 7 mm de didmetro de PDA.

Caracterizacion molecular

La caracterizacion molecular, principalmente la amplificacion de las regiones ITS, LSU
y SSU, permitieron confirmar la identidad de los 44 aislados evaluados. En la
identificacion de especies de hongos filamentosos en general, las regiones ITS y LSU,
son consideradas altamente efectivas, existiendo una probabilidad de identificacion
efectiva del 82 % con ITS (mas efectiva), y 77,6 % con LSU (Vu et al., 2019). EI 100 %
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de los aislados identificados en el presente estudio, fueron confirmados como M.
perniciosa, valiéndose de estas 2 regiones geneticas y de la region SSU utilizada con
menor frecuencia. Sin embargo, esta esta ultima, también result6 ser altamente efectiva

para la discriminacién de especie (M. perniciosa) en el presente estudio.

El analisis filogenético de la region ITS, agrupd en un solo clado a las secuencias de los
44 aislados junto a otros aislados de los biotipos C y S incluidos para el analisis. Similares
resultados fueron reportados por Artero et al. (2017), quienes encontraron que aislados
de los biotipos C y S formaron un clado filogenético bien soportado, con muy poco
polimorfismo en la region ITS. De Arruda et al. (2003) también reportd resultados
similares para la region ITS, y tras analizar 120 aislados menciona que la regiéon ITS no
es suficientemente polimorfica para determinar diversidad genética intraespecifica,
guedando limitada a la utilidad para la discriminacion a nivel de especies. Asimismo
Mariduefia-Zavala et al. (2019), quien realizd uno de los estudios mas recientes, reporto
homogeneidad en la region ITS de 65 secuencias de aislados de M. perniciosa, tras
encontrar que estos formaron un solo clado filogenético junto a otras secuencias de M.

perniciosa de la base de datos del NCBI.

No se encontrd polimorfismos genéticos significativos, en las regiones LSU y SSU. En
ambos casos, el andlisis filogenético, agrupd en un sélo clado a los 44 aislados de M.
perniciosa en los arboles filogenéticos. En el caso de LSU, estas se agruparon junto 3
secuencias del T. cacao y 1 secuencia de Solanum gemellum, todas incluidas para el
analisis filogenético y disponibles en la base de datos del NCBI. Resultados similares,
fueron reportados por Lisboa et al. (2020), donde aislados del biotipo C y S, se agruparon
en un clado filogenético con valor bootstrap de 99 % en un dendograma construido a base

de secuencias concatenadas de ITS, LSU, y RPB1 (RNA polymerase Il large subunit).

Para la region SSU no existen reportes basado en una amplia base de secuencias, que
sustenten al grado de polimorfismo genético en aislados de M. perniciosa. Esta region
evoluciona relativamente lento comparada a otras regiones como ITS que evoluciona
mucho mas rapido, por lo que la variacidn genética a nivel poblacional de una especie es
poco probable para SSU, sucediendo todo lo contrario para ITS donde si puede existir
variacion en poblaciones de una misma especie (White et al., 1990). Aqui, el analisis

filogenético se realizd incluyendo las 2 Unicas secuencias de M. perniciosa disponibles
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en la base de datos del NCBI, y como era de esperarse, estas formaron un solo clado
filogenético. Asimismo, vale mencionar que esta fue una de las 5 regiones genéticas
analizadas por Aime & Phillips-Mora, (2005), estudio que llevo a la reclasificacion
taxondmica, y por ende al cambio de nombre de Crinipellis perniciosa a Moniliophthora

perniciosa, tal como se conoce a este hongo en la actualidad.

Diversidad genética

El analisis de 11 marcadores moleculares microsatélite SSR mostré la existencia de
diversidad genética en la poblacién de M. perniciosa evaluada. No existen estudios
previos de diversidad genética de M. perniciosa para las zonas muestreadas. Sin embargo,
estudios realizados en paises como Brasil (Artero et al., 2017; De Arruda et al., 2003;
Gramacho et al., 2007; J. Silva et al., 2008), Ecuador (Mariduefia-Zavala et al., 2019) y
Colombia (Osorio-Solano et al., 2012), han evidenciado la ocurrencia de diversidad

genética en poblaciones de M. perniciosa del biotipo C.

Los resultados exhibieron la presencia de polimorfismo alélico en 6 de los marcadores
microsatélite evaluados (MsCepec_15, MsCepec_19, MsCepec_45, mMpCena4,
mMpCena8 y mMpCenal9). Esta ocurrencia de polimorfismo en los mismos marcadores
fue reportado previamente por Gramacho et al. (2007) y J. Silva et al.(2008), quienes
disefiaron los primers para la amplificacion de estos marcadores y encontraron la
presencia de 2 a 6 alelos en cada uno de los marcadores mencionados. Asimismo, Osorio-
Solano et al. (2012), quién evaluo la diversidad genética de una pequefia poblacion de M.
perniciosa en Colombia, describié al marcador MsCepec_15, como el mas polimorfico
en su estudio. Por su parte Artero et al (2017) quien evalud la diversidad genética de 131
aislados de M. perniciosa de los biotipos C, Sy L, refirio la presencia de polimorfismo
alélico en 11 de 15 marcadores moleculares utilizados. El polimorfismo alélico para cada
marcador puede variar, y dependera estrictamente de la existencia de diversidad genética
en la poblacion. Por citar algunos ejemplos, Osorio-Solano et al. (2012) reportd6 como
monomorfico al marcador mMpCenal9, y Mariduefia-Zavala et al., (2019) refiere lo
mismo para el marcador MsCepec_45; sin embargo en el presente estudio el mMpCenal9

y MsCepec_45 fueron polimorficos.

Tambien se reporta la presencia de alelos homocigotos y heterocigotos. EI mMpCena8 y

MsCepec_45 fueron los U(nicos marcadores moleculares donde se observé
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heterocigosidad en algunos aislados. La presencia de aislados con alelos homocigotos y
heterocigotos en poblaciones de M. perniciosa, también fue reportada por Artero et al.
(2017), quién describi6 la existencia de heterocigosidad en aislados del biotipo C para el
marcador mMpCena8 y otros dos marcadores no analizados en el presente estudio.
Asimismo, sugirié que la heterocigosidad podria haber surgido luego de mdltiples
infecciones de un mismo meristema por esporas genéticamente diferentes. Esto mediante
un proceso de heterocariosis (dicariotizacion) entre micelios fenotipicamente primarios,
que conlleva a la formacion de micelios dicarioticos estables al entrar en la fase saprofita
del hongo (Griffith & Hedger, 1994b).

Por otra parte, se observo 19 genotipos multilocus en 50 muestras, la gran mayoria
conformados por 1, 2 y hasta 3 aislados que pertenecian a una o0 mas de una poblacion.
En algunos casos los genotipos multilocus, estuvieron constituidos por aislados que
coincidieron en su procedencia geografica, tal como se observd en parte de las
poblaciones de Imaza y Copallin, donde mas del 50 % de la poblacién de cada distrito,
formaron parte de los MLG.13 y MLG.10 respectivamente. Similar ocurrencia de
haplotipos relacionado al origen geogréafico ya se habian observado previamente en
aislados del biotipo C y otros biotipos de M. perniciosa (Artero et al., 2017). De igual
manera, la gran mayoria de los genotipos multilocus presentaron frecuencias de
ocurrencia bajas, a excepcion del MLG.13 que presentd una alta frecuencia de ocurrencia
con 18 aislados; frecuencias variables ya reportadas en M. perniciosa (Artero et al., 2017),

y otros fitopatdgenos fangicos (Aban, 2019).

El biotipo L ha sido descrito como el de mayor diversidad genética respecto a los biotipos
Cy S (De Arruda et al., 2003), siendo el biotipo C el de menor diversidad (Artero et al.,
2017; Rincones et al., 2006). Al comparar los indices de diversidad genotipica a nivel de
poblaciones antes de la correccion clonal, se exhibié los mayores valores de indices de
diversidad para las poblaciones de Aramango, Imaza y Condorcanqui. Sin embargo, luego
de la correccidn clonal, fue Imaza la poblacion con mayor indice de diversidad genotipica,
seguido de la poblacion de Aramango. Las poblaciones restantes, mostraron los indices
de diversidad genotipica mas bajos, antes y después de la correccion de clones, siendo
Copallin la poblacion con el menor indice de diversidad genotipica. Una de la
caracteristicas mas resaltantes del biotipo C, relacionado a su baja diversidad, es su

estrategia de reproduccion homotalica, condicion fisioldgica y genética que le permite
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reproducirse sexualmente y producir basidiocarpos a partir de una sola espora, sin la
necesidad de apareamiento cruzado (Griffith & Hedger, 1994b). Entonces no resulta
sorprendente la baja diversidad genética en poblaciones del biotipo C, tal como lo
muestran los resultados de este estudio, y los hallazgos de uno de los estudios mas

recientes donde también se utilizé marcadores moleculares SSR (Artero et al., 2017).

La red de minima de expansion corrobord los resultados mostrados en los valores de
diversidad. Aramango y Condorcanqui fueron las Unicas poblaciones cuyos aislados se
distribuyeron en diferentes genotipos multilocus y junto a Imaza fueron las tres
poblaciones que mostraron una mayor distribucion en la red minima de expansion. Se ha
evidenciado que zonas cacaoteras donde existen grandes areas de unidades productivas
dedicadas a la explotacion comercial, presentan una baja variabilidad genotipica en M.
perniciosa (Artero et al., 2017; De Arruda et al., 2003). De hecho, esto coincide con lo
mostrado en la red de expansién minima y los indices de diversidad genotipica mas bajos
observados en aislados de las poblaciones de Bagua, La Peca, Copallin, El Parco, y
Utcubamba, zonas poco distantes entre si, y con grandes areas destinadas a la produccion
cacaotera. Asimismo, esto se ve reflejado en la poblacion de Imaza, donde 16 aislados
coincidieron en el MLG.13. Sin duda alguna la estrategia de reproduccion del patégeno
juega un papel importante en los niveles de diversidad genética de las poblaciones en M.
perniciosa. Como ya se mencioné anteriormente, M. perniciosa es un hongo con
estrategia de reproduccion homotalica primaria que le permite reproducirse sin la
necesidad de apareamiento sexual cruzado (Griffith & Hedger, 1994b), lo que estaria
facilitando la propagacién de individuos genéticamente idénticos o clonales en Imaza,
como también en las zonas cacaoteras de Bagua, La Peca, Copallin, ElI Parco, y
Utcubamba, provocando bajos niveles de diversidad.

A la estrategia de reproduccién se suman los factores que ayudan en la dispersion del
patogeno. Se ha descrito a la accion antropogénica como uno de los factores mas eficaces
en la dispersion de patogenos a largas distancias (Stukenbrock & Bataillon, 2012). La
Ilegada de M. perniciosa a la region de mayor produccion de cacao en Brasil, (Bahia), a
finales de la década de los 80’s, ha sido documentada como una introduccion del patégeno
desde dos origenes geogréaficos diferentes (Andebrhan et al., 1999; M. De Arruda et al.,
2003), atribuida a un acto antropogenico de agro-terrorismo (Caldas & Perz, 2013). Por

otro lado, se ha informado de la relacion genética en aislados de distintos origenes
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geograficos, como el reporte de ascendencia compartida en aislados de la amazonia

Brasilera, en distancias de hasta 137 km (Artero et al., 2017).

Probablemente la intervencion humana, sea uno de los actores principales en la dispersién
del patégeno en las zonas aqui analizadas, lo que explicaria la presencia de un mismo
haplotipo en varias poblaciones. Los aislados de Bagua, La Peca, Copallin, El Parco, y
Utcubamba, se agruparon en 6 genotipos multilocus distribuidos cercanamente entre si,
de los cuales uno (MLG.13) fue compartido por aislados de Imaza, Aramango y
Utcubamba. Asimismo, ayudaria a entender la presencia de 4 genotipos multilocus en la
poblacion de Aramango, de los cuales 2 fueron unicos, 1 compartido con un aislado de

Condorcanqui y 1 compartido con aislados de Imaza y Utcubamba.

Moniliophthora perniciosa del biotipo C tiene una estrategia de reproduccion sexual
homotalica (Gramacho et al., 2007; Griffith & Hedger, 1994b), por lo que en campo se
puede encontrar aislados con el mismo genotipo, como en (Artero et al., 2017) donde los
autores encontraron varios clones por poblacién de M. perniciosa. Sin embargo, indicios
de reproduccion sexual cruzada (o heterotalismo) en M. perniciosa se habia encontrado
en analisis bioinformaticos del genoma (Kles & Navarro-Gonzalez, 2010). En este
estudio, se reporta por primera vez la ocurrencia de este tipo de recombinacion geneética
a nivel de campo, evidenciada mediante el analisis del indice de asociacion realizado
luego de la correccion de clones. Este modo de reproduccion ya se habia descrito
anteriormente para M. perniciosa del biotipo L, que presenta heterotalismo bifactorial y
un grado limitado de homotalismo (Griffith & Hedger, 1994b).

Conocer la estrategia de reproduccion de un patdgeno, es de vital importancia al momento
de planificar estrategias y métodos de mitigacion a largo plazo. Una poblacion de
patdgenos donde existe reproduccion mixta, tiene una mayor probabilidad de
descomponer los genes de resistencia genética de la planta, debido al alto potencial en el
flujo de genes (Mcdonald & Linde, 2002). Esto sugiere que los planes de mejoramiento
genético del cacao, dirigidos a la busca de resistencia a M. perniciosa deben de tener claro

los indices de diversidad genética y el modo de reproduccién del patdgeno.
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CONCLUSIONES

Se encontro la incidencia de M. perniciosa en los seis distritos de Bagua.
Aramango presentd el porcentaje de incidencia mas alto con 97,5 %, seguido de
Copallin (80,0 %), Imaza (74,3 %), La Peca (72,5 %), Bagua (30,0 %), y el Parco
(10,0 %). Los distritos con mayor incidencia correspondieron a zonas con indices
de precipitacion por encima de los 1700 mm/afio, y los distritos con el porcentaje
de incidencia mas bajo (El Parco y Bagua) correspondieron a zonas con indices

de precipitacion inferiores a 700 mm/afio.

Se encontro diferencias macromorfoldgicas en el crecimiento radial y aspecto de
colonias, donde prevalecio: i) aislados de aspecto micelial saturado, liso y/o
algodonoso, de crecimiento rapido y elevado, con bordes de colonia definidos; y
i) aislados de aspecto micelial disperso, aterciado, rizoidal, de crecimiento bajo
y lento, con bordes de colonia irregulares. Respecto al color, prevalecieron
colonias de color blanco, blanco amarilloso, y un aislado con colonias de color

purpura intenso en la parte céntrica de la colonia.

Microscopicamente, no se observo diferencias marcadas entre aislados. En todos
los aislados se encontrd la presencia de fibulas, y el didmetro de micelio oscilo
entre 1y 3,8 um. Sin embargo, en 13 de los 44 aislados se observé la presencia

de estructuras similares a clamidosporas que presentaron un diametro de 5-7 pm.

El analisis filogenético, de las regiones genéticas del ADN ribosomal ITS, LSU y
SSU de los 44 aislados de la provincia de Bagua, permitieron la identificacién de
todos los aislados, sin embargo, no mostraron polimorfismo genético, lo que
corrobora que el analisis de estas regiones queda limitado a la identificacion de

M. perniciosa a nivel de especies.

El andlisis de los 11 marcadores moleculares microsatélites SSR evidencio la
existencia de diversidad genética en la poblacién de M. perniciosa de la provincia
de Bagua. Asimismo, exhibid la relacion genética existente en aislados de las
provincias de Bagua, Utcubamba y Condorcanqui. Finalmente, se corrobord la
estrategia de reproduccion homotalica y se sugiere la ocurrencia de recombinacion

genética mediante reproduccion sexual cruzada.
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VI.

RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar M. perniciosa en unidades productivas que tengan las
mismas condiciones de manejo agrondmico. Las evaluaciones deben ser repetidas
a lo largo de un periodo de tiempo establecido, de como minimo un afio, teniendo
en cuenta el ciclo de la enfermedad y las condiciones climaticas variables en toda

provincia.

Respecto a la evaluacion de crecimiento radial de colonias, se recomienda hacerlo
inmediatamente después de aislar el patdgeno si se trabaja a partir de tejidos
infectados. De lo contrario, M. perniciosa puede experimentar un proceso de

senescencia después de sucesivas siembras en medios de cultivo.

Respecto a la recoleccion de muestras, de preferencia el nimero de muestras debe
ser proporcionalmente igual a nivel de subpoblaciones, para evitar sesgos por

sobrepoblacion en los anélisis de diversidad genética.

En la extraccion de ADN de M. perniciosa, se recomienda utilizar micelio de
aislados que tengan de 15 a 20 dias de edad como méaximo (depende del indice de

crecimiento radial). Esto asegura una adecuada cantidad y calidad de ADN.

Para futuras investigaciones, se recomienda hacer un muestreo mas representativo
con aislados de las regiones cacaoteras mas importantes del pais. Esto daria luces
de la diversidad genética de M. perniciosa en el Per(, y la dindmica de dispersion

del patégeno a nivel de zonas cacaoteras mas importantes.

Para futuras investigaciones, utilizar un mayor numero de marcadores
moleculares microsatélites SSR, ya que probablemente aumentaria la informacion
de polimorfismo alélico, tal como lo sugiere la curva de genotipos multilocus del
presente estudio. Esto es fundamental, teniendo en cuenta que M. perniciosa es
un patdégeno de reproduccion homotalica, que indica baja diversidad genética, por
lo tanto, se requerird un mayor numero de marcadores para detectar la baja

variabilidad alélica.
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ANEXOS

Anexo 1. Fotografias de actividades en campo. a. Recoleccidn de tejidos infectados. (b
c, dy e) Tejidos con sintomas y signos de infecion de M. perniciosa tomados en cuenta
la evaluacion de incidencia y recoleccion de muestras infectadas. f. Cajas termoestables

utilizadas en la recoleccion de tejidos infectados.
=) = AR 3 3 Pz 3] '“ y
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Anexo 2. Fotografias de actividades en laboratorio. a. Tratamiento de tejidos infectados
por M. perniciosa. b. Tejidos de cacao sembrados en medio PDA. c. Observacion de
estructuras microscopicas. d. Preparacion de gel de Agarosa para el proceso de

electroforesis. e. Colocacion de muestras en el termociclador para el proceso de PCR. f.

Llenado de placas, con muestras amplificadas para el envio a secuenciamiento.
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Anexo 3. Fotografias de electroforesis de productos de PCR en geles de agarosa. A.
Productos de PCR de laregion ITS. B. Productos de PCR de la region SSU. C. Productos
de PCR de la region LSU (Purificacion).

Anexo 4. Electroforesis de productos de PCR de marcadores moleculares microsatélites
SSR, corridos en geles de agarosa. A. Marcador mMpCenal2. B. Marcador
MsCepec_19. C. Marcador mMpCenal9
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Anexo 6. Identificacion del patogeno mediante el analisis de secuencias de las regiones
ITS, LSU y SSU utilizando el programa BLAST, del portal web del NCBI (National

Center for Biotechnology Information).
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Anexo 7. Alineamiento de secuencias usando el software MEGA-X.
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Anexo 8. Enrraizamiento de un arbol filogenético utilizando el Software Fig Tree.
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Anexo 9. Lectura de resultados del analisis de fragmentos de la amplificacion de

marcadores SSR, utilizando el Software Peak Scanner v1.0. Se muestra polimorfismo

alélico de tamafio en aislados para el marcador mMpCena4.
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Anexo 10. Lectura de resultados del andlisis de fragmentos de la amplificacion de

marcadores SSR, utilizando el Software Peak Scanner v1.0. Se muestra alelos

heterocigotos en 2 aislados para el marcador mMpCenas.
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Anexo 11. Lectura de resultados del analisis de fragmentos de la amplificacion de
marcadores SSR, utilizando el Software Peak Scanner v1.0. Se muestra alelos

homocigotos (picos de color azul) en aislados para el marcador mMpCenal2.
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Anexo 12. Tabla de longitud de alelos por cédigo de aislados, para cada marcador molecular SSR.

mMpCena8 mMpCenal9 MsCepec_15 MsCepec_45
MEB1 249 249 288, 288 266 266 289 289 261 261 258 258 216 216 242 242 241 241 221 221 298| 298
MEB2 249 249 288, 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218| 218 298| 298
MEB3 249 249 285 285 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218 218 298| 298|
MEB4 249 249 297 297 266 266 289 289 258 258 258 258 216 216 242 242 285 285 221 221 298| 298|
MEBS 249 249 288 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242| 242 285 285 218| 218 298| 298
MEB6 249 249 288| 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285) 218 218 298| 298|
MEB7 249 249 288 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 286 286 218 218 300, 300
MEB8 249 249 288, 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 241 241 218| 218 298| 298
MEB9 249 249 288 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218| 218 298| 298|
MEB10 249 249 297 297 266 266 289 289 258 258 258 258 216 216 242 242 285 285 221 221 298| 298|
MEB11 249 249 288 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 241 218| 218 298 298
MEB12 249 249 288, 310 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218| 218 298| 298
MEB13 249 249 288| 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218 218 298| 298|
MEB14 249 249 288 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218 218 298| 298|
MEB15 249 249 288 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218| 218 298| 298
MEB16 249 249 288| 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 241 218 218 298| 298|
MEB17 249 249 288 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218 218 298| 298|
MEB18 249 249 288, 310 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218| 218 298| 298
MEB19 249 249 297 297, 266 266 289 289 258| 258 258 258 216 216 242 242 285 241 221 221 298| 298|
MEB20 249 249 288 310 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218 218 298| 298|
MEB21 249 249 297 297 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218 218 298| 298|
MEB22 249 249 288, 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242| 242 285 285 218| 218 298| 298
MEB23 249 249 288| 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285) 218 218 298| 298|
MEB24 249 249 288 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218 218 298| 298|
MEB25 249 249 288, 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218 218 298| 298
MEB26 249 249 288 310 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218| 218 298| 298|
MEB27 249 249 288 288 266 266 289 289 255 255 500 500 216 216 242 242 241 241 218 218 298| 298|
MEB28 249 249 288 288 266 266, 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218 218, 298| 298|
MEB29 249 249 288, 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218| 218 298| 298
MEB30 249 249 288| 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218 218 298| 298|
MEB31 249 249 288 288 266 266 289 289 261 261 500 500 216 216 242 242 285 285 221 221 298| 298|
MEB32 249 249 288 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218| 218 298| 298
MEB33 249 249 288| 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285) 218 218 298| 298|
MEB34 249 249 288 288 266 266 289 289 261 261 258 258 216 216 242 242 285 285 221 221 298| 298|
MEB35 249 249 288, 288 266 266 289 289 258| 258 258 258 216 216 242 242 285 285 218| 218 298| 298
MEB36 249 249 288 288| 266 266 289 289 258| 258 258 258 216 216 242 242 285 285 218| 218 298| 298|
MEB37 249 249 288 288 266 266 289 289 258 258 258 258 216 216 242 242 285 285 218 218 298| 298|
MEBS3 249 249 288 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 285 218 218 298| 298|
MEB39 249 249 288 288 266 266 289 289 258| 258 258 258 216 216 242 242 285 285 218| 218 298| 298
MEB40 249 249 288| 288 266 266 289 289 258 258 258 258 216 216 242 242 285 285 218 218 298| 298|
MEB41 249 249 288 288 266 266 289 289 258 258 258 258 217, 217, 242 242 285 285 218 218 298| 298|
MEB42 249 249 288, 288 266 266 289 289 258| 258 258 258 217 217, 242 242 285 285 218| 218 298| 298
MEB43 249 249 288 288| 266 266 289 289 258| 258 258 258 217 217, 242 242 285 285 218| 218 298| 298|
MEB44 249 249 288 288 266 266 289 289 261 261 258 258 217 217, 242 242 285 285 221 221 298| 298|
MEB45 249 249 288 288 266 266 289 289 261 261 258 258 216 216 242 242 285 285 221 221 298| 298
MEBS50 249 249 288 288 266 266 289 289 258| 258 258 258 216 216 242 242 285 285 218| 218 298| 298
MEBS51 249 249 285 285 266 266 289 289 261 261 258 258 216 216 242 242 285 285 500 500 298| 298|
MEBS52 249 249 288 288 266 266 289 289 258 258 258 258 216 216 242 242 285 285 500 500 298| 298|
MEBS55 249 249 288, 288 266 266 289 289 255 255 258 258 216 216 242 242 285 241 218| 218 298| 298
MEBS7 249 249 297 297, 266 266 289 289 258 258 258 258| 216 216 242 242 285 285 221 221 300, 300
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