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Resumen

Moniliophthora perniciosas elagente causal de la escoba de bruja del cacao, una de las
enfermedades méas importantes del cultivo en el Fgrabjetivo de este estudio fue
determinar la diversidad genétida Moniliophthora perniciosaen el agroecosistema
cacao dda provincia deBagua, AmazonasEsto incluyo la evaluacion de incidencia, la
caracterizaciormacro y micromorfolégica de 44 aisladads vitro, la caracterizacién
molecular basado en las regiones de ADN ribos@¢AfaNr) ITS, LSU, SSUy el analisis

con once marcadores micrasélites. Los resultados, mostrartan incidencia deM.
perniciosaen el 100% de unidades productivas evaluatasmorfologia macro y
microscopica fue variable. 8acontro diferencias significativas en el crecimiento radial

y seregistr6 nueve patronede crecimientomicelial en medio de cultivo PDAEN
microcultivo, todos los aislados presentafdyulas,micelios de 13,8um de didmetroy

en 13 aisladose observarohifas hinchadas tipo clamidosporas. El analisis filogenético
de lagtresregionesde ADNrno evidencié polimorfismosSin embargo, epolimorfismo
alélico enseis de los once marcadores SSRgvidencid la existencia de diversidad
genética.Los distritos delmaza y Aramango exhibieron los mayores indices
diversidad, y Copallin fue el distritoon los indiceanas bajos. La distribuciode
genotipos multilocusvidencio la dominancia de haplotipos en Im@mmismaq exhibid

la relacion genétican aisladosle BaguaUtcubamba y Condorcanqutinalmente, los
andlisis del indice de asociacion, corroboraron la estrategia de reproduccion homotélica,
y sugierenla existencia de recombinacién genética mediante reproduccion sexual

cruzada.

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

Microsatélites SSR, polimorfismo alélico.
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Abstract

Moniliophthora perniciosas the causal agent of cocoa wigshbroom, one of the most
important diseases of the crop in Peru. The objective of this study was to determine the
genetic diversityof Moniliophthora perniciosain the cacao agroecosysteah the
province of BaguaAmazonas. This included incidence assessmenitro macro and

micro morphological characterization of 44 isolates, molecular characterization based on
ITS, LSU, SSU ribosomal DNA (rDNA) regions, and analysis wilthvenmicrosatellite
markers. The rests showed the incidence Bf. perniciosain 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 mediumln microculture, all the isolates presentdéaimp connectionsnycelia of
1-3,8um in diameter, and in 13 isolates swollen chlamydospme hyphae were
observed. Phylogenetic analysis of the three rDNA regions did not show polymorphisms.
However, the aéllic polymorphism insix of the elevenSSR 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 relationshopisolates from Bagua, Utcubamba and Condorcanqui.
Finally, the index of associationanalysiscorroborated the homothallic reproduction

strategy ad suggested the existence of genetic recombination thauigrossing

Keywordsl nci dence, witchesd6 broom, genetic di

SSRi simple sequence repeatdielic polymorphism
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l.  INTRODUCCION

Moniliophthora pernicios@sel agente causal de la escoba de brug ealtivo del cacao
(Theobroma cacgo(Aime & Phillips-Mora, 2005) Junto aMoniliophthora roreriy
Phytophthoraspp., M. perniciosaes considerad uno de los fitopatbgenosmas
amerazantegara la industria chocolatera a nivel mund@bwers et al., 2001; Ploetz,
2016) Ha sido reportad en paises cacaoteros de América del Sur, parte de centro
América y algunas islas d€aribe (Bowers et al., 2001estando aun ausente gaises
cacaoteros délfrica occidental y el sudeste asiatictmndese producenas deB0 % dd

cacao a nivemundial(DiazValderrama et al., 2020; Meinhardt et al., 2008)

Las primeras observaciongsM. perniciosafueronrealizadagor Alexandre Rodrigues
Ferreira, entre los afios 1785 a 174 i en | o de s cr i(Meinhardteb mo
al., 2008) Estas observaciones se llevaron a cath@reas de la Amazorbeasilera, a
margenes ds afluentes del Rio Branco, Rio Negro y Rio Solim(&krsa, 1987) Sin
embargonofue hastal915cuando se describio al honflymalmentecomoMarasmius
perniciosus (Stahel) Posteriormentefue transferido al génercCrinipellis, como
Crinipellis perniciosgSinger, 1942)nombre con el quee conocidasta el 2005, cuando
nuevamente fue reclasificad, y transferido al género Moniliophthorg como

Moniliophthora perniciosgAime & Phillips-Mora, 2005)

Tras los primeros reporteld,. perniciosgpermanecio desapercibido por varios afsos
embargoa medida que se expandieron las adeasacao, se propago vertiginosamente
a diversos paisede Américaprovocandda pérdida de miles de tonelad#es cacao en
grano (Bowers et al., 2001)Se estima quea nivel mundial M. perniciosaprovo
pérdida de 150000 t en el 2001 y 38000t en el 201ZPloetz, 2016)Ecuadomhastala
primera década del siglo X>eraconsideradcel principal productor de cacao a nivel
mundial Sin embargotras b llegadade M. roreri, otro patdogeno decacao de suma
importanciaen 1916y M. perniciosa en 19%, Ecuadorperdié el puesto que habia
mantenidgpor casi50 afiogBartley, 2005) En Brasil, tras la rapida propagacideM.
perniciosaenel estado de Bahgfines de los afios 8@ produccion brasilefia se redujo
catastroficamenten un 70, pasando de 37800 t en 1990, a menos de 1&ID t en
1999 (Gray, 2001) Pérdidassimilares seénanreportad en Colombia, Perd, Venezuela,
Bolivia, Panama, Guyana, Surinam, Trinidafiobago, entre otrdg8owers et al., 2001;
PérezVicente, 2018; Ploet2016)
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Theobromacacao(Malvaceaeno es el Unico hospedero Nk perniciosa Tambiénse
ha reportad infectando otras especies de la misma y diferentes famitiague ha
conducidaoa su clasificacion ebiotipos(Griffith & Hedger, 1994b; Lisboa et al., 2020)
A la actualidad se han descritmco biotipos El biotipo C que parasita especies de los
génerosTheobromay Herraniaen la familia Malvaceafevans, 1977Meinhardt et al.,
2008) el biotipo L que parasitéianas silvestresgspecialmentérrabidaea verrucosa
(Bignoniaceae) y otras no identificad@&ssans, 1977; Lisboa et al., 202@) biotipo S
gue parasita un amplio numero de especida fiemilia Solaracea (Bastos & Evans,
1985; Lisboa et al., 2020#I biotipo B reportaden una sola oportunidagarasitando
Bixa Orellana(Bastos & Anderbrhan, 1986y el biotipo H que parasita ldeteropterys
acutifoliay otras especiemnasde lafamilia MalpighiaceadLisboa et al., 2020; Resende
et al., 2000)

Moniliophthoraperniciosaes un patégenbemibiotrofico, su ciclo de vida se divide en
dos fasesta fase biotrofica garasitaria monocariética, y la fase necrotica oGsapr
dicariética(Evans, 198Q)El proceso de infeccion solo puedéiarseen tejidos joveng

de crecimient@ctivo, principalmete meristemos apicales, meristemos laterales, cojines
florales,y frutos recién formadgsglonde provoca hipertrofia e hiperplasia casfriomas
principakes (Tovar, 1991) La infeccidbn Unicamente puede ser causada por las
basidbsporasgue sorproducidas en grandes cantidadeks basidiocarpo&ramacho

et al., 2007; Merch&Wargas, 198Q)Los primeros sintomassiblesse manifiestade5

a 6 semanas después de la infegoydie 4 a 6 semanas mas tam@ran en un proceso

de necross (Tovar, 1991) Desde la infeccion Iséa lanecrosisla parte interna de los
tejidos e invadida pomicelio monocaridticoque crecaele manera interceluldGriffith

& Hedger, 1994b; Meinhardt et al., 200Buego, elmicelio monocaridticse convierte

en micelio dicaridtico fibulado que crece de manera intsfular e intracelular
Posteriormente, seorman clamidosporas binucleadasjue dependiendo dda
disponibilidad dehumedady periodos cortos de sequigerminan para nuevamente
producir micelio dicariético y dar paso a lasion de nucleos y emergencia alierpos
fructiferos del hong@Evans, 1980; Tovar, 1991)

En condicionegle laboratoripM. perniciosaha sido estudiadendiferentesmedios de
cultivo como el agar papdextrosa(PDA). Gracias a estos estudiostsa documentado

caracteristicas homogéneas y heterogémeggecto kcrecimiento ymorfologia de
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aislados de uno y varios biotip@idariduefiaZavala et al., 2019; Meinhardt et al., 2006)
Asimisma en medios de cultivo especiasha logrado producir y mantemenr varias
semanagniceliosrepresentativede la fase biotrofi@ monocariotiasin la presencia de
fibulas (Meinhardt et al., 2006)Otra de las caracteristicas encontradas en medios de
cultivo in vitro, es la formacion ddéifas hinchadas, tipolamidosporagEvans, 1980;
Griffith & Hedger, 1994a)

Porotro ladq diversos estudios han demostrado la existencidivdesidad genética de
M. perniciosa basado erl andlisis demarcadores moleculare§n estudio reciente
reportdla existencia den alto grado ddiversidad genética erB@islados del biotipC,

en base a la amplificacion dearcadores de los tipoBolimorfismo Amplificado entre
Retrotransposones (IRARor sus siglas en inghéy Polimorfismo Amplificado por
MicrosatéliteRretrotransposon (REMARMariduefiaZavala et al., 2019Dtro estudio
similar realizado en Brasilnforméla presenciae diversidad genétieantre biotipos 'y a
nivel de un mismo biotipo e@31 aislados basado en el analisis de 14 marcadores
microsatéliteso de Secuencia Simple RepetiddSER (Artero et al., 2017)Similares
resultados se han reportado en otros estudios, que independientemente de las
metodologias utilizadas, refieren la existen@adi/ersidad genética en aisladoshdle
perniciosa(De Arruda et al., 20Q35ramach et al., 2007; Rincones et al., 2006; J. Silva
et al., 2008)

AunqueM. perniciosaes un fitopatbgeno ampliamergstudiadpadnexiste mucho por
haceren paises com@er( donde lainvestigacion al respectslimitada. El Pertesel
octavoproductor de cacao a nivel mundial, el segundo productor de cacao organico y uno
de los principales productores de cacao firde aromaMIDAGRI, 2020) Al mismo
tiempq esuno de logpaisesnas afectados pfitopatdgenos comml. perniciosa A nivel

de pais hasta el momento no existen estudicentundentesde caracterizacion
morfolégicani molecular mucho menos estudio alguno sobre la diversidad gerddica
M. perniciosa En este contexto, se hace oportuno la presente investigagiéntuvo
como principal objetivo determinar la diversidad genéticaMieperniciosaen el
agroecosistemaacao de la provincia de Bagyaregion AmazonasLos objetivos
especificos comprendierpha identificacion de zonasacaoterascon sintomas de
infeccion,la caracterizacion macro y micro morfolégica, la caracterizacion molecular, y

el andlisis de diversidad genétieaaislados dé/. perniciosa
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Il. MATERIAL Y METODOS

2.1. Area de estudio

La investigaciénse realizéen los seis distritosde la provincia de Baguaregion
Amazona, Pera Copallin, La Peca, El Parco, Bagua, Aramango e Infiiza 1l). La
agriculturaesuna delas principales actividadesconomicasle Baguasiendoel cultivo
de cacaano desus cultivos mas importanteen5 288 hacultivadas(DRAA, 2018) y
una producciomnle 29755 toneladas /afgvori, 2018)

Las plantaciones de cacs® encuentran prinagmenteentre los 20§ 1300m.s.n.m, en
condicionestopograficasvariada que vandesde extensos valles hasta empinados y
pendientes montafiosado largodetoda laprovincia Las plantaciones son parte de la
pequefia agricultura, con unidades productivas querau mayoridesde Yde ha a4

ha. Las variedades sembradssn cultivares nativosforasterg y en menor cantidad
clonesde alta producciénomo el CCN51, ICS9QIMC67 (MINAGRI, 2009).

Las condiciones climaticasn altamente variableSegunVargas(2010) d clima es
seco y célido e el distrito de Bagualigeramente humedo y célido e distrito de
Aramangq y super humedo y calido en el distrito de Imaka precipitacidony
temperatura promedio anual varia segun distréstos son dé6735 mm/afioy 26,3 °C
en eldistrito Baguade 17487 mm/afigy 24,3 °C en Aramangpy 30133 mm/afioy 24,7
°C en Imacita (Imaza)No existe registros oficiales para ltistritosde H Parco, La Peca
y Copallin.La temperatura es mayor en las zonas mas [2§:3°C en Bagua, a 434
m.s.n.m), a excepcion de Imaza y patbajasde Aramango que presentan un clima
propio de ceja de selva y selva baja, donde las constantes Hutasabundante
vegetaciérayudan a mantenéa temperaturantre24 °C y 25 °C en altitudes promedio
de H0 m.s.n.m (Vargas, 2010Q)
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2.2. Poblacion, muestra y muestreo

2.2.1. Poblacion

La poblacién se determiren basel Gltimo GensoNacional Agropecuario 204 (INEI,
2012) donde se reporta la existencia d®bBunidades productivas (UP) de cacanla
provincia de BaguéTabla 1)

2.2.2. Muestra

Sedefine como muestrdas unidades productiva@JP) con las que se trabajo paeh
levantamiento de informacignrecoleccion de tejidos de cacao con sintomas de infeccién
por M. perniciosa EI nimero demuestra estuvo conformado por 44 unidades
productivasde cacapdistribuidas geografica y proporcionalmente en todos los distritos
de la provincia (Tabla 1). La muestrafue probabilistica(Beyer et al., 2017)y se

determindaplicando lasiguiene formulade muestreo

Donde:

n = Muestratotal

N = Poblacion tota(Universo= 6505

P = Probabilidad de acierto (Se asum&)0
Q = Probabilidad déracaso (Se asumes)

d = Error maximo enérminos de proporciérsé asume (A5)

Calculadola muestraotal, se procedio a calcular eimero de muestras por distriem
funcion a la representatividad porcentual wedadesproductivasde cacaade cada
distrito respecto & muestraotal (n). Se utilizo la siguiente formula:

b
nd=

Donde:
nd = Muestra distrital
%d = Representacidon porcentudistrital respecto al total en la provincia

n = Muestra toth
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Tabla 1

Detalle del mimero 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 09 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 Informéatica (INEI), 2012)

2.2.3.Muestreo

En las visitas realizadas a cada uno de los disttaed4 unidadegproductivasde cacao
(muestrafueronelegidasacriterio del investigadokEl criterio fue queéstas cuenteoon
aproximadamenten area igual mayora 2500 My guarden distancias geograficas entre

si,deminimol km.

2.3 Metodologia

El estudiocomprendidactividadesde campo y laboratorj@on visitas a las unidades
productivasde cacapy actividadeglesarrolladaen las instalaciones de&boratorio de
Investigacion erBanidadVegetal(LABISANV) del Instituto de Investigacion para el
Desarrollo Sustentable de Ceja 8elva (INDESCES) de la Universidad Nacional
Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazoll®NTRM). Se describea metodologia

utilizada de acuerdo ak objetivos especificos del estudio

2.3.1. Identificacion de las zonas cacaoteras con sintomas de presencia de
Moniliophthora perniciosa
La identificaciébn de zonas cacaoteras con sintomas de presernidiap#gniciosase

realizd mediante lavalwacién deincidencia deM. perniciosaen 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 (T&})la

2.3.12. Evaluacion de incidenca

Para la evaluacion de incidencia &iliz6 el métodozigzag(Murrieta & Palma, 2018)

en el que sevaluaron20 plantasle cacaelegidasal azar en cada unidad productiva

En cada arbdae evaludninuciosamentta presencia o ausencialdenfermedaén base

alos sintomas caracteristicoducidos pola infeccion deVl. perniciosa(Evans, 1980;

Tovar, 1991) Los sintomagomados en cuea 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 pédculos y flores engrosadas; escobas de bruja
necrosadas y cuerpos fructiferos del hongo (basidiocarposp)Fig.

El porcentaje de incidencia determing utilizando la siguiente férmula:

03) 8@mmb

) 0%

Donde:

I = Incidencia

PSMP = Plantas con Sintomas t&eccion deM. perniciosa
PE = Plantagvaluadas
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Figura 2. Sintomas y signos d&loniliophthora perniciosaen Theobroma cacgo
tomadosen cuentaen el proceso de evaluacion de incideneiaTallo joven con

hiperplasia e hipertrofia (Escoba de breaestado verdel. Escoba de bruja en estado
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verde, creciendo en una yema terminal.Cojin floral, con flores de pedunculo
engrosadod. Hipertrofia e hiperplasia en frutos provocado por la infecaénM.
perniciosa. e. Escoba de bruja necrosada pdr perniciosa f. Cuerpo fructifero

(Basidiocarpo) d#. perniciosacreciendo sobre una escoba de bruja necrosada.

2.3.2.Caracterizacion macro y micro morfolégica de aislados dsloniliophthora
perniciosa

Moniliophthora perniciosas un hongo Basidiomycota que no fructifica en cultivos de
agar So6lo presenta hifas con pinzas de conexion (fibulas) e hifas hinchadas tipo
clamidosporaGriffith & Hedger, 1994a)La caracterizacion macro y micro morfolégica

se realiz6 en funciémal crecimientoradial color, forma aspectode la coloniay la
presencia de estructuras microscépicas como fibulas e hifas tipo clamidogstoas.
comprendiduna serie dactividadesque incluyo larecoleccion de tejidos infectadpsr

M. perniciosaaislamiento del fitopatdgeno, cultirovitroy evaluacionesacro y micro

morfolégicasen condiciones de laboratorio.

2.32.1. Rewmleccion detejidos de cacao infectados poMoniliophthoraperniciosa

Se recolectd ejemplares de tejidos de cacao con sintomas de infechopetaiciosa
(escobas de brujancada unidad productivdonde se realiz6 la evaluacion de incidencia
(Fig. 2). Seremlectoprincipalmente escobas de bruja en estado \deldeparte terminal

de ramas puntos de crecimientaxilar (Fig. 2ab). Asimismo,serecolectarorfrutoscon
sintomas dénfecciénconocidos como frutos chirimoyasfrutos zanahoridFig. 2c-d).
Finalmentese colectaroescobas necrosadas yagunasnstancia cuerpos fructiferos
del hongo(Fig. 2e-f). Todo el material colectado fiseparado de los arboles de cacao
utilizando ura tijera de poda desinfectada con alcolel 96° Las colectas fueron
colocads ensobresde papelcodificados ypuestosen un contenedor de enfriamiento
donde permanecierdrasta setransportadoal laboratorio.

2.32.2. Aislamiento e identificacion preliminar de Moniliophthora perniciosa

Una vez tansportados los tejidos de caeanstalaciones ddlABISANV, se realizaron
los aislamients de M. perniciosausando ekiguiente protocolosegments de 37 5cm
de tejido infectaddueron desinfectams sumergiéndals en una solucion de hipoclorito

de sodical 3% durante Bninutos seguido de tres enjuagues de 3 min cadaeuragua
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destilada estéritontenidasen vasosBeaker(Suarez, 2016)Finalmente, el material
desinfectado y enjuagado se sumergiéleahol puro de 96° por 1 segungoon mucho
cuidadoflameadospor unos3 segundoson la finalidad déincrementar la eliminacion de
agents contaminantsy acelerarl secadsuperficialdel tejido tratadoLos segmentos
desinfectados fueron seccionadosfEmgmentos pequefios del@ 0,6 centimetrosde
longitud, y sembrados en placas P&tig. 3ab) que conteniamediode cultivoPDA
concloranfenicol. Elantibiéticofue colocado en el medmrazon d€,02 g disuelto en
0,4 ml dealcoholde 96°paral5,6 g dePDA disueltoy autoclavad@n 400ml de Agua
Todas las placas fueron selladas con cinta de embédajicay encubadaNCUCELL,
LSIS-B2V/IC55) a 27 °C en oscurida@®espués dé diasen incubaciondiscosde los
bordes de las colonian micelio blancoemergidoa partir delos tejidossembrados
fueron transferidog nuevasplacas Petrgue contenian PDAFig. 3c-d) (Mariduefa
Zavala et al., 2019)

Figura 3. Aislamiento deMoniliophthora perniciosaa partir de tejidos infectados de

Theobroma cacaa. Segmentos de tallo con sintomas de infecciénMboperniciosa
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sembrados en medio de cultivo papa dextrosa agar (RbDAegmentos de la parte
interna de un fruto infectado, sembrados en RDMicelio blanco algodonoso creciendo
a partir de los tejidwde cacao, de donde se sacé discos con micelio hacia nuevas placas

con PDA.d. Aislado puro deM. perniciosacreciendo en PDA.

Se obtuvo 44 aisladq3abla2), uno por cada unidad productieaaluada, a excepcion
del aislado MEB52jue fuerecolectado runa parcela del sector La lhuana(distrito

de Copallin)y se incluy6 en el estudio debido a que no se logr6 aiklaerniciosade

los tejidos infectados recolectados en la unidad productiva del sector Palo Grahde en
mismo distrito Todos los aislados fuerorodificados de acuerdo a la codificacion

asignada al momento de la recoleccion de mue@Siedda 2)

La identificacionpreliminar se realiz6 basado en la presencia de fibulas (pinzas de
conexién),estructura microscopica tipica @éggunoshongos Basidiomycota comnid.
perniciosa(Griffith & Hedger, 1994b; Wataree, 2002)Entodos los casos s&ilizd un
microscopio AXIO (ZEISS Lab.Al).a micro evaluacionle aislados obtenidos partir

de tejidos necrosadss realiz6 medianta técnica déa cinta pegant¢Cariedo & Ames,
2004) Se wloco la cara de la cinta con pegamento sobre el micelio de aislados de 15 dias
de edadque luegdue puesto sobre una lamina porta objeto con una pequefa gota de
lactofenol y observaden elmicroscopio. Erla gran mayoriale aislados obtenidos a
partir de segmentode escobas en estado verde, se observo la presencia de fibulas a
los 15 diasPara estos cases realiz6 la técnica de microcultifidernandez & Morsr,

2013) con la finalidad de forzar el crecimiemuacelial con caracteristicas da fase
sapupfita dicaridtica y alos 10 dias de incubacion en microcultisepudieron observar

la presencia déibulas La técnica de microcultivo se detalla mas adelante, en la seccién

fiDescripci-n de caracter?2sticas microsc: pi
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Tabla 2

Datosdela evaluacion de incidencjaecoleccion de tejidos infectadgscodificacion

de aislados.
L Latitud  Longitud u.p Nro de Plantas Tejido vegetal utilizado Codigo de
Distrito Sector . . .
(©) (°) evaluadas evaluadas en el aislamiento aislado
Vista Alegre -5.35513-78.43084 1 20 Escoba verde vegetatva 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 vegetatva MEB3
La Libertad -5.44330-78.48550 1 20 Escoba verde vegetativa MEB34
C. N. Chipe -4.78594-78.28101 1 20 Escoba verde vegetatva MEB4
C. N. Tupac Amarull  -4.86877-78.19133 1 20 Escoba verde Vegetatva MEB5
C. N. Zuwa -4.88533-78.30388 1 20 Escoba necrosada MEB6
C. N. Shushui -4.91507-78.32422 1 20 Escoba verde Vegetatva MEB7
C. N. Pumpu -4,93498-78.33769 1 20 Escoba necrosada MEB8
C. N. Sasa -5.00696 -78.33068 1 20 Escoba verde Vegetatva 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 Vegetatva 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 Vegetatva MEB14
C. N. Puerto Samaren -5.10515-78.36445 1 20 Escoba verde Vegetatva MEB15
Estacion Seis -5.03578-78.25872 1 20 Escoba verde Vegetatva 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 Vegetatva MEB18
Nueva Alianza -4.91465-78.20224 1 20 Escoba verde Vegetatva MEB19
Aguas Turbias -4.96990-78.22210 1 20 Escoba verde Vegetativa MEB20
Mesones Muro -5.06884-78.32129 1 20 Escoba verde Vegetatva MEB21
C. N. Teesh -5.23415-78.24836 1 20 Escoba verde Vegetatva MEB22
C. N. Nayumpin -5.22251-78.25305 1 20 Escoba verde Vegetatva MEB23
C. N. Pacui -5.20412-78.27995 1 20 Escoba verde Vegetatva 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 Vegetatva 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 Vegetatva MEB31
C. N. Wan Entsa -5.14894-78.25527 1 20 Escoba verde Vegetatva 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 Vegetatva MEB36
Copallin La Paima -5.65287-78.38903 1 20 Escoba verde Vegetatva MEB37
Palo Grande -5.67009-78.39742 1 20 Escoba necrosada
Liuhuana -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 Vegetatva MEB40
La Peca Humbate -5.62088-78.41588 1 20 Escoba verde Vegetatva 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 ElParco -5.62464-78.47955 1 20 Escoba verde Vegetatva MEB44

(U.P) UnidadProductiva
(C.N) Comunidad Nativa
(*) Aislado, incluido en el estudio, debido a que no se logr6 aidlamemiciosade

los tejidos recolectados en la UP gettorPalo Grande en Copallin.
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2.32.3. Evaluacion de eecimiento radial

Se evalucel crecimientaadialdelos 44 aislados d&l. perniciosaobtenidos a partir de
escobas dd@. cacaoen estado vegetativo verde, escobas necrosadas Y (ffataa 2).
Discosde PDAcon micelio deM. perniciosaobtenidosde los bordesle cultivos del0

dias de edadiueron sembradode manera invertida en el centro de placas Petri que
contenian medio PDASe realiz&res repeticiones paradaaislado.Las placas fueron
selladas con cintalastificadade embalaje y encubadas a €7 en oscuridaghor un
periodo del6 dias(MariduefiaZavala et al., 2019)

El crecimientoradial se midiéen cuatro direccione®araello en el anverso de la placa
Petri se traz6 undinea horizontaly otra vertical, quese interceptisan de forma
perpendiculaen la parte céntrica ddisco sembradd_a medicion se realizéada 2 dias
en5 momentos diferentesle acuerdo a la metodologia descrita (MariduefiaZavala

et al., 2019)con algunas modificacionggeniendo en cuenta que en el estudio citado

realizaron la mediciéon cada 3 dias, en 4 momentos

Las medidas se realizar@nlos dias 7, 9, 11, 18 15, trazando una pedgie linea
perpendicular las lin@sverticales yhorizontales de acuerdo@kecimiento del micelio
observado a simple vistBosterior da quintamedida, se fotografio la base de las placas
donde se traz laslineaspequefiagn funciéna los momentos evaluaddsn todas las
placasfotografiadasse colocé uninstrumentode medida(Fig. 4) que fueusaa enla
calibraciondel sotware magel version 1.8.qSchneider et al., 2012)as fotografiase
procesarorde maneramanual 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 crecimiemsmlial de Moniliophthora perniciosaen
medio de cultivdPDA. a. Reglagraduadaomo instrumento de medida utilizado para la
calibracion delkoftware Imagedl momento de procesar las fotografiasPlaca Petri
donde se utilizé una franja de papel coalinea graduada de medidas conocidas lgara

calibracién dekoftwarelmageJ al momento geocesatas imagenede registro.

Los resultados obtenidos, fueron sometidos aniisisde varianza (ANOVAY prueba
Tukey (i 10T 0) i v, utilizando el Software InfBtat. Este andlisis se realizé
parael crecimiento radialCR) de los 44 aislados a 15 dias de edadno también para

el crecimiento radiadlos 7, 9, 11, 13 y 15lias de edagara los 44 aislados agrupados
por distritos. Adicionalmentee realizé el ANOVAy prueba Tukeypara el CRa 15dias

de los 44 aislados agrupados seglitejido del que fueron obtenidos, como también en
grupos de acuerdol dntervalo de Tiempo Transcurrido desde el Aislamieato
laboratoriohasta la Siembra Para la Evaluacion (ITTASRjGE fue de 16, 84, 88 y 123
diasdebido a que la recoleccion de tejidofectadosse realiz6 en cuatro momentos

diferentes

2.3.24. Descripcion de caracteristicas macroscopicas

La siembra e incubacion paradascripcionde caracteristicamacroscépicade los 44
aisladosde M. perniciosase realizd bajdas mismas condiciones descritas para la
evaluacion de crecimientmadal, a diferencia que en este cdss aisladosfueron
encubados po?5 dias momentoen queseregistid mediante fotografiasl anverso y

reversode las placas Petri que contenian el homgarecimientoTeniendo como base
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el registro fotografico,esdeschié el colot forma,bordey aspectanicelial de la colonia
dela parte anversa el color de la parteéntrica mitad de radioy borde de la parte
inversa(Pacas&Quisbert et al., 2017; Watanabe, 2002)

2.32.5. Descripcion de caracteristicas microscopicas

La caracterizaciéomicro morfolégica se realizautilizandola técnica de microcultivo
(Hernandez & Mordr, 2013) Estaconsistio en colocaristos de medio de cultivo PDA
de Q7 cm de diametreen los extremos dda cara superiode laminas porta objeto
dispuestasobre dos varillas de vidrimolocadasror i zont al ment e en
interior de placaPetrique conteniapapel toalla humedecida en la hdesteriormente
los discos de medio de cultifaeron inoculado®n la parte superioton pequefos
fragmentos de micelide cada aisladg sobre este se coloata lamina cubre objeto
(Fig. 5a). Todas las placas fuertapadas, selladas con cinta de embalaje y encubadas
27 °C, con umégimende 12 horasleluzy 12 horas de oscurida@iranscurridos 10 dias
despuésle la siembrajempo erel que elmicelio habia colonizado el disco PDA y dieec
adheridaa la carasuperior e inferiode lasldminas portay cubreobjeto(Fig. 5b), se abrid
las placas Petrse desmonttas|aminas cubre objetpse eliminéel disco PDAY oon las
laminas cubre/ porta objeto se reabzonlos montajegjue luego fuerombsenadosal

microscopio(OLYMPUS, modeloBX53) y documentados 40X mediante una camara

incorporada modelo DP74

Figura 5. Proceso de microcultiva. Microcultivo de 0 diash. Microcultivo de 10 dias.
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2.33. Caracterizacion molecularde aislados deMoniliophthora perniciosa

La caracterizacion moleculacomprendié actividades de extraccibn de ADN,
cuantificacion, amplificacion de regiones genéticas, electroforesis, purificacién de
productos amplificados, secuenciacién, edicion de secuembéadificaciony analisis

filogenético.

2.33.1. Extraccion y cuantificacion de ADN

La extraccion de ADNpara la caracterizacion molecular de W% aislados deM.
perniciosase realizo a partir de miceide 15- 20dias de edadultivadosenPDA a 27
°C encondiciones descuridadMariduefiaZavala et al., 2019FEnuna camara de flujo
laminar esterilizadacon radiacion UV, utilizando un bisturi de hoja anchestéri| el
micelio fue raspado y colocado trbosde extraccionde ADNtipo B y Cque contenian
perlas MN(Machereynage). EI ADN fue extraidoutilizando el kit de extracciorde
acidos nucleicode PromegéWizard® Genomic DNA, siguiendo lasnstrucciones del
fabricante La cuantificacion se realiz6 en ngimlediante espectrofotometriatilizando

un espectrof@imetro(Basiceppendorfde cubetade 1 mm.

2.33.2 Amplificacion de regiones del ADNpara delimitacion de especie

Para ladelimitacionde especie se trabajé con tres regiogeséticas:el espaciador
transcrito interno ribosomicdlTS, por sus siglas en ing)ésaproximadamentdas
primerasl250 pares de base de lawidad ribosdmica grande (LSor sus siglas en
Ingléy; y la subunidad ribosomal pequefi@SU por sus siglas en Inglésompuesta por
aproximadament&800 pares de bagaime & Phillips-Mora, 2005)

La reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) para la region ITS se realizdé con los
cebadore ITSIF (5 €TTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3 Y Gardes & Bruns, 1993
ITS4(5-TCCTCCGCTTATTGATATGG3") (White et al., 1990)Para laregion LSUse
utilizaron los cebadores LSU4R5 -CTGGACCGTGTACAAGTCTCCTG3") y LR6
(5"-CGCCAGTTCTGCTTACE3") (Aime & Phillips-Mora, 2005) La region SSU se
amplifico en dos reaccionege PCRpor separadda primeracon los cebadores N$&'-
GTAGTCATATGCTTGTCTG3) y NS4 (5-CTTCCGTCAATTCCTTTAAG-3), y la
segundaon los cebadoradS3 (5-GCAAGTCTGGTGCCAGCAGCE3"),y NS8(5 0
TCCGCAGGTTCACCTACGGA3 (White et al., 1990) Lassecuenciasbtenidas en

ambos PCRde la region SSUperon unificadagnel proceso dedicion de secuencias.
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Todas las PCR se realizaren un termociclador BIO RAD T1008pn un volumemle 25

ul, que consistié eana mezcla dé2,5 ul de PCR MasteMix de PromegaRCR Master
Mix 2X), 1,25 ula 10 uMdel cebador en sentidorward, 1,25 ul a 10 uMdel cebador
en sentidoevers, y 10 pl de ADN diluido al ® ng/ul Los programas de la PCR fueron
diferentes para cada régi, excepto para ITBLSU, donde se utilizé el mismo programa
de amplificaciénLasregionesLSUy SSUfueron amplificadas utilizando Iggogramas
descrite por (Aime & Phillips-Mora, 2005) Laamplificacion ddTSy LSU consistié en
una desaturdizacioninicial de94 °C por 5 minutos30 ciclos dalesiaturdizaciéna 94
°C por 30s, alineamientoa 5 °C por 45s, elongacién a 72C por 1minuto, y una
elongacion finak 72 °C por 7 minutosParala regionSSUla amplificacionconsistio en
una desaturdizacion inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos diesaturdizacion a 94
°C por 30s, alineamientoa 55°C por45 s, elongacion a 72C por 1minuto, y una

elongacion final a 72C por 10 minutos

2.3.3.3 Electroforesis y purificacion de productos PCR

Los productos de la PCR fueron verificados mediahpeoceso delectroforesisl,2 pl

de los productos PCiRezclads con 1ul deDye 6X(Blue/Orange, Promegag cargron
engelesagarosaumergidos en soluciormni$ Acetate EDTA (TAELX. Los geles fueron
preparados razén de 44 g de agarosa, 1581 de solucion TAE 1X y 41l de SYBR

Safe La electroforesicomprendié una corrida de 20 minutos a £0Qios, donde las
moléculasde ADN amplificadas se desplazaron hacia el polo positivo de la cAmara de
electroforesisCabeprecisar que paralelo a las muestras corridas, se corriéscakera
molecular de 1 Kb (Promega)como indicador de tamafio de los productos de PCR
amplificados Las bandas formadas fueron reveladas por la interaccion de SS&€ER
(Invitrogen by Thermo Fisher Scientificpbn el ADN y la iluminaciércon luz azuly
documentadas utilizando uRransiluminadory fotodocumentador de geles (Cleaver
Scientific). Los productos PCR que dieron positivo en la electroforesis fueron purificados
utilizando el kit de purificacion de PromegdeliaPrep™ DNA Cleanup and
Concentration Systeln siguiendo estrictamente las indicaciones del fabricante.
Realizada la purificacion, todos los productos fueron nuevamente sometidos al proceso

de electroforesjgpara comprobar que su purificacion ocurri6 de manera correcta.
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2.3.3.4 Secuencianiento, edicidon y alineamientode secuencia

Tras el proceso de purificaciomsl productos de la PCiReron secuenciad utilizando

la metodologia Sangeusando un servicio de contratacion externa a la universidad
(Macrogen/)aboratorio de biotecnologia de Corea del) Suassecuenciagesultadale

la secuenciacion Sangefueron ensambbias y edtadss utilizando el software
Sequenchev.5.4.6(Gene Codg, Ann Arbor, Michigah Las secuenciseditadagueron
analizadas a traveslel portal web dé NCBI (National Center for Biotechnolgg

Information) usando el programa BLASThttps://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.ggi

doncke por similitud de secuenciaseconfirmo la identificacion de log4 aisladoscomo

M. perniciosa

2.3.3.5. Andlisis filogenético

Se realiz6 ebnalisis filogenético para las 44 secuenciasada una déas regiones
genéticas ITS, LSU y SSU. Adicionalmente, se utilizé6 secuencids gerniciosa, M.
roreri y otras especies dgéneroMoniliophthorageneradagn otras investigacioneg,
disponibles en la base de datos del NCBI. Por separado, las secudnceda una de las
regiones se alinearon utilizando el software MEXAmediante el algoritmo de
MUSCLE. Posteriormente se realizd el analisis filogenético utilizando el método de
maxima veosimilitud (RAxMI-HPCBIlackBox) implementadoen CIPRES Science

Gateway [ittps://www.phylo.org), de donde se obtuvo 3 arboles filogenéticos por

cada region amplificada.

2.34. Evaluacion de diversidad genética en aislados ddoniliophthora perniciosa

Se evalud la diversidad genética, mediante el andlisisnaieadores moleculares
microsatélite de secuena@nple repetidaque comprendié actividades de amplificacion
de 11 marcadores moleculares, electroforesis, analisis de fragmantiisis de
diversidady andlisis delndice de asociacion.

2.3.4.1. Amplificacién de marcadores moleculares

Se analiz@ncemarcadores moleculares microsatélite de secuencia de repstinjdlie
(SSR por sus singlas en inglé&dicional a las 44 muestras con las que se trabaj6 para
el analisis de las regiones ITS, LSU, y SPHra ste andlisise afiadié 6 aislados mas
de M. perniciosa,provenientedd distrito de La Peca(MEB51); y las provincias de
Condorcanqui MIEB45, MEB55 y MEB57) y Utcubamba MIEB50 y MEB53, dos
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provincias limitrofes de la provincia de Bag&e utilizd los cebadores MsCepec_14,
MsCepec_15, MsCepec_16, MsCepec_191§Cepec_8 (Tabla. 3), disefiados por
(Gramacho et al., 2007)y los cebadoresnMpCena4, mMpCena8, mMpCenall,
mMpCenal2, mMpCenal9y mMpCena26 defiados por(Silva et al., 2008) Los
cebadore$orward, fueronmodificadosal momento del diseficplocandounasecuencia
del marcadoruniversalM13 e n e | e (5-TTG& AMMBAACGALCGGCCAGT-3)
(Tabla3), con la finalidadde marcar con fluorescencia los productos de la P& un
etiquetadoecondmio y necesario paral andlisis ddragmentosde ADN (Schuelke,
2000) En la PCRgcadamarcadomolecular fue marcado conno de los cuatra@olores
estandaFAM, azul; NED, amarillo; PET, rojo; y VIC, verde) dgplied Biosystems

de Thermo Fisher Scientific

Todas laPCRpara el analisis con marcadores S®Realiaroncon un volumen total
de 125 ul, que consistié enna mezclade 6,251l de PCR Master Mix (PCR Master Mix
2X - Promega)0,156 ul del cebadoirforward con la secuencia del marcador M13 en el
e Xt r e b6@25ubdél cebadoreverse 0,469l deuno delos cuatro coloresagM13
(FAM, NED, PET o VIC), y 5 ul de ADN a concentracion de3ng/ul. Todos los
cebadores estuvieron a una concentracion de 1EUMograma de la PCR consistié en
dos etapas, cama desnatuliaacion inicial de 94C durante 5 minutoy, 30 cicloscon
desnaturbizacion a 94°C por 30s, alineamienta 56°C por 45s,y elongacion a 72C

por 45s; seguido de una segunda etapddeiclos condesnaturizacion a 94°C por
30s, alineamienta 53°C por 45s, elongacion a 72C por 45s,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 { SO0dzSyOAl 6p bLo U Sizerange (bp Repeattype*

MsCepec_14 M13 F:5-TGTAAAACGACGGCCAGT CAGCTCGTACGGATCAACA,?\_| -03'p CH.  (AGAT)5

MsCepec_Cpl4 R: 5-TACCGATGGTGTGAGGTCAA - 3

MsCepec_15 M13 F:5 -TGTAAAACGACGGCCAGT AAAGGGAGGAAGCGAAGTC“;II'_I: f%_'

MsCepec_Cpl5 R: 5-TGTCGAGCACTAGCATGTGA - 3

MsCepec_16_M13 F:5 -TGTAAAACGACGGCCAGT CGCACTTTGGCTGATGTAAA}\_I -lv:I%'H

MsCepec_Cpl6 R: 5- GTCCCAGAGGGAAAGAGGAT - 3
F
R
F
R

C H. (GAT)7(GAA)

CH (ATG)10

MsCepec_45_M13 F:5 -TGTAAAACGACGGCCAGT ATGACCAGACAAATGAAACH- ?6 n

CH  (AGAT)5
MsCepec_Cp45 : 5-CAAAGAGAAATCACAGAGC - 3

MsCepec_19_M13 F:5 -TGTAAAACGACGGCCAGT TCCCACAACCCCAAAGATA&- 3|_ ¢

89} H. (GAT)8
MsCepec_Cp19 . 5-CCCCTTCAAGGTCGTATCCT - 3'
mMpCenad4_F_M13 F: 5'-TGTAAAACGACGGCCAGT ATTTGGCTTCGTTGCTGGT - 3
Hdog¢H' (CCAILL

mMpCenad_R R: 5 -AATCAGAGGCGGGATAGGG - 3
mMpCena26_F_M13F: 5 -TGTAAAACGACGGCCAGT GGCAACTTCAGAGGCAAC -H3'0
mMpCena26_R R: 5'-CACCAAATCCGCCCATAC- 3

mMpCena8 F _M13 F: 5 -TGTAAAACGACGGCCAGT TCGGAAACCAACCAAGAAGH- C3 hCH (TCA)7
mMpCena8_R R: 5 -AGGAAGGAGTCAGAGAGCA - 3

mMpCenall_F_M13F: 5 -TGTAAAACGACGGCCAGT ATGCTGATGAAGAGGAAGAE p?ﬁ
mMpCenall R R: 5 -TGGAAGAGAAGAGATGATGG - 3

mMpCenal2_F_M13F: 5 -TGTAAAACGACGGCCAGT GGGACCACCACCATAGAGAH -T3'y
mMpCenal2_R R: 5'-AACAACAGCCCTAACAACC -3

mMpCenal9_F _M13F: 5 -TGTAAAACGACGGCCAGT AACAAGGACAGGCACAAC -HS;_I
mMpCenal9 R R: 5 -GGTATCAATGTAGGGGAGGA - 3'

HCH: (GGT)9

CH (ACC)8

G H (ACC)8

ngH (AAC)18

*Fuente: Informacién extraida d&ramacho et al(2007) y J. Silva et al.(2008)

2.3.4.2. Electroforesis de marcadores moleculares amplificados

La correctaamplificacionen losPCRfue verificadamediante el proceso de electroforesis
descrito anteriormentexcepto que en este caso no se utilizé SYBR Safe contenido en el
gel de agarosa; en su lugar se us@B@e Diamond™ Nucleid Acid Dye (Promega),
diluido en 300ml de TAE 1X,en el quesesumergioel gel durante 30 minutos, posterior

a la electroforesis. Las bandas amplificadas fueron reveladas por la interaccion de la luz
azul plue lighd con el Diamond™ Nucleid AcidDye, alojado en las secuencias de ADN
amplificadas y documentadas utilizando un Transiluminagofotodocumentador de

geles (Cleaver Scientific)

2.3.4.3. Andlisis de fragmentog determinacién delongitud de alelos

Los productos déa PCRcorrectamentemplificados fueron sometidos al analisis de
fragmentos, utilizando un servicio de contratacion externa a la UniverdisBASE
Apical Scientific - Malasia). Obtenido los resultados del analisis de fragmeritos,

longitud de alelos s@btuvoen funcion al nimero de nuclettidodimando GeneScan
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500 LIZ como patron de medida, ysaftware Peak Scanner v1.0 (Applied Biosystems)

en la materializacion da data.

2.34.4. Andlisis de dversidad genética

El andlisis dediversidad genéticaerealizbut i | i zando el pampured e ¢
version2.9.3 (Kamvar et al., 20142015)disponible para el software R 4.1(R Core
Team, 2022)Se realiz6 laasignaciorde Genotiposvultilocus (MLG) y determindla
curva informativa del numero dgnotipos multilocusespecto al nimero de marcadores
moleculares utilizados.Se evluo la diversidad alélicamediante el indice de
heterocigosidade Nei(Hexp (Nei, 1978) Asimismq se calculo losindices de diversidad
genotipicamediante eindice de ShannonWiener H) (Shannon, 1948) indice de
Simpson (lambdajSimpson, 1949y el indice de Stoddard y TaylofG) (Stoddart &
Taylor, 1988) Los analisis se realizaromnicialmente con tods los aisladosy
posteriormente aplicando el método atereccion clona(Smith et al., 1993)En este
método seignora datos de clones de un haplotipor poblacién en ungenotipo
multilocus conservando un solo representapt® poblaciénpara evitar sesgogor

poblacbnesclonaks

2.34.5. Andlisis deagrupamientos deGenotipos Multilocus

El analisis de agrupamiento denotipos multilocusse realizé utilizando la funcién
fipoppr.mso del paquetdipoppo que permitié visualizar la distribucion y relacion de
genotipos multilocus basado en la disimilitud alélica, medi@amepresentacion grafica

deuna red de expansion minirt@sardi & Nepusz, 2006)

2.34.6. indice de Asociacion

El indice de asociacibn es un indicador de desequilibrio de ligamig@iniage
desiquilibrium) que ndica kb existencia o no deecombinacién genética mediante
reproduccion sexualruzadaEstese calcuh mediante el Indicé de asociacidn)(que
depende del nimero de muest@own et al.,, 1998)y el Indicé de asociacion
estandarizada ¢ donde se elimina esta dependeriéigapow & Burt, 2001)El analisis
serealiz uti |l i zandanplénentafdaiemd i -pra gfuiedA&Eguadique ppr o
en el andlisis de diversidad genética, este analisis se realizé antes y después de la

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

3.1.Zonas cacaoteras con sintomas de presenciaMeniliophthora perniciosa

La evaluacion de incidenceen las 44 unidades productivasbicadas eros diferentes
distritos de la provincia de Bageaidencidla presencia di#l. perniciosaen el 10046 de
unidades productivasvaluadagFig. 6). El porcentaje de incidencia fue variallaivel

de distritos. El distrito de Aramango presénel porcentaje de incidencia mas attn
97,5 %, seguido de Copallin (8D%), Imaza (78 %), LaPeca(725 %), Bagua (3@
%), y el Parco (10 %), siendo de 782 % el porcentaje de incidencia a nivel de la

provincia(Tabla4).

Tabla 4
Incidencia de Mperniciosa a nivel de distritos y provinaiie Bagua.
% de
i Plantas % de o )
Area de o UP o _ incidenciaa
_ 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 geografica di incidenciade Moniliophthoraperniciosabasado

enlas unidades productivas cacaoteras evaluadas.
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3.2. Caracterizacion macro y micro morfolégica de aislados dévoniliophthora
perniciosa

3.2.1. Evaluacion de cecimiento radial

Crecimiento radial de 44 aislados

El andlisis de varianzgANOVA) paralos 44aislados, rostrédiferencias significativas

(4 i 1T xenel crecimiento radial a los 15 di@Eabla5). Estorevela un alto grado

de heterogeneidad en el crecimiento radial de aisldol@sialindica que al menos uno
de los aislados pres@mnedia de crecimiento radial con diferencia significativa respecto

a los demas aislados.

Tabla 5

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

Fuente de Gradosde Sumade  Cuadrado F calculado  Valor deP

Variacion libertad cuadrados medio
Aislado 43 645851 15020 41,76 <0,0001
Error 88 31652 3,60
Total 131 677503

R2=0,95 CV=8,59%
R2: R cuadrado CV: Coeficiente de Variacion

El analisis de comparacion de medias por Tu| 2y 0,05) para los 44 aislados d\é.

perniciosaal dia 15 de crecimientoostd mas deun grupoestadistico, dondel aislado
MEB39 (grupo A) con 384 mm preserd el mayor crecimiento radigromediq seguido
de los aislados, MEB3¢on 3603 mm, MEB35con 3452 mm, MEB41con 3438 mm,

MEB40 con 3429 mm, MEB43 con 3394 mm, MEB42 con 3108 mmy MEB34 con

30,35mm; losmismos queo difirieronsignificativamentelelaislado MEB39EI aislado
MEB4 (grupo P) presento el crecimiento radiglsbajo, con 98 mm (Fig. 7).
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Figura 7. Grafica del test de Tukelfa = 0,05) para 44 aislados di&¢. perniciosa Comparacion de medias de crecimiento radial a 15 dias.

Letras en comun no difieren estadisticamente entre si
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Crecimiento radial de aislados agrupados por distritos

Crecimiento radial a los 07 diagmm)

El analisis de varianza un nivel de significancia d@ = 0,05), mostro diferencias
significativas p < 0,000)) para aislados agrupados por distritos respecto al crecimiento
radial a los 7 diagTabla6). Estoindica que al menos uno de los distritos present

diferencia significativa respecto a los demas distritos.

Tabla 6

Andlisis de varianzpara aisladosagrupados por distritoa los 7dias de crecimiento

Fuentede Gradosde Sumade Cuadrado F calculado Valor deP

Variacion libertad cuadrados medio
Distrito 5 85283 17057 4303 <0,0001
Error 126 49944 3,96
Total 131 135227

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

El andlisis de comparacién de medias por Tukegtro4 grupos estadisticos (A, AB,
BC, C), donddos distritos de Bagu€l5,75 mm)y La Peca14,44 mm) obtuvieronla
mayormedia decrecimientaradial (GrupoA), seguido de Copallioon 1268 mm (grupo
AB) y El Parcocon 1036 mm (grupoBC). Aramango e ImazafupoC) presentaron el

crecimiento radial mas bajoon 830 mm y 7,56 mm respectivameni@-ig. 8).

17.37+

Crecimiento radial a 7 dias (mm)

Distrito

Figura 8. Test de Tukeyl= 0,05) paramedias de crecimiento radial a 7 diasaislados

agrupados por distritoketras diferentes difieren estadisticamente entre si.
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Crecimiento radial a los 09 diagmm)

El andlisis de varianza a un nivel de significancia| le i ), mostré diferencias
significativas p < 0,000]) para aislados agrupados por distritos respecto al crecimiento
radial a los 9 diag¢Tabla7). Estoindica que al menos uno de los distritos present

diferencia estadistica significativa respecto a los demas distritos.

Tabla 7

Andlisis de varianza para aislados agrupados por distrigo®s 9 dias de crecimiento

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F calculado  Valor de P

Variacion libertad cuadrados medio
Distrito 5 1381,26 27625 37,79 <0,0001
Error 126 921,18 7,31
Total 131 230244

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

El andlisis de comparacion de medias por Tukegtro4 grupos estadisticos (A, AB,
BC, C), donddos distritos de Bagué21,16 mm)y La Peca19,44 mm) obtuvieronel
mayor crecimientoadial(grupoA), seguido de Copallicon 1720(grupoAB) y El Parco
con 1483 (grupoBC). Aramango e ImazayfupoC) presentaron el crecimiento radial

mas bajocon 1174mm y 1970 mm, respectivamentéFig. 9).

23.321

20.02-

16.711

13.41

Crecimiento radial a 9 dias (mm)

10.10+

c Q
= e
g £
o m
Distrito

Figura 9. Testde Tukey(U= 0,05) paramedias de crecimiento radiadalias enaislados

agrupados por distritotetras diferentes difieren estadisticamente entre si.
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Crecimiento radial a los11dias (mm)

El analisis de varianza a un nivel de significancia(de= 0,05), mostro diferencias
significativas p < 0,000]) para aislados agrupados por distritos respecto al crecimiento
radial a los 11 diaéTabla8). Estoindica, que al menos uno de los distritos predent

diferencia estadistica significativa respecto a los demas distritos.

Tabla 8

Andlisis de varianza para aislados, agrupados por distrides11diasde crecimiento

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrado E calculado  Valor de P

Variacion libertad cuadrados medio
Distrito 5 246999 49400 4345 <0,0001
Error 126 143265 11,37
Total 131 390264

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

El andlisis de comparacién de medias por Tukegtro5 grupos estadisticos (A, AB,
BC, CD, D) dondeel distrito de Baguacon 2683 mm (grupo A), y los distritos de la
Peca con 242 mm y Copallin con 298 mm (grupo AB), obtuvieron el mayor
crecimientoradial; seguidade EI Parcocon 1992 mm (grupoBC). Aramangacon 1492
mm (grupoCD) e Imazacon 1318 mm (grupo D, presentaron el crecimiento radial mas
bajo(Fig. 10).

29.56+
26.704
23.844
20.984
18.121

15.261

Crecimiento radial a 11 dias (mm)

12.404

Caopallin
El Parco

Distrito

Figura 10. Test de TukeyU = 0,05) paramedias de crecimiento radial a 11 dies,
aislados agrupados por distrithetras diferentes difieren estadisticamente entre si.
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Crecimiento radial a 13 dias (mm)

El analisis de varianza a un nivel de significancia(de= 0,05), mostro diferencias
significativas p <0,000]) paraaislados agrupados por distritos respecto al crecimiento
radial a los B dias(Tabla9). Estoindica que al menos uno de los distritos prasent

diferencia estadistica significativa respecto a los demas distritos.

Tabla 9

Andlisis de varianza para aislados agrupados por distyides13 diasde crecimiento

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado
F calculado Valor de P

Variacion libertad cuadrados medio
Distrito 5 343445 686,89 43,63 <0,0001
Error 126 198361 1574
Total 131 541806

R2=0,63 CV =2104%

R2: R cuadrado CV: Coeficiente de Variacion

El analisis de comparacion de medias por Tukegtro4 grupos estadisticos (A, AB, B,
C), donde el distritale Baguacon 32,04 mm (grupo A) y los distritos de La Peca con
29,24mm, y Copallincon 2666 mm (grupo AB)obtuvieronel mayor crecimienteadial;
seguido de El Paramon 2474 mm (grupoB). Aramango e Imaz@rupo C)presentaron
el crecimiento radial mas bajoon medias de 191 mm y 1593 mm, respectivamente
(Fig. 11).

35.25

Crecimiento radial a 13 dias (mm)

Distrito
Figura 11. Test de TukeyU = 0,05) paramedias de crecimiento radial a 13 dias
aislados agrupados por distrith®tras diferentes difieren estadisticamente entre si.
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Crecimiento radial a 15 dias (mm)

El analisis de varianza a un nivel de significancia(de= 0,05), mostro diferencias
significativas p <0,000]) para aislados agrupados por distritos respecto al crecimiento
radial a 15 diagTabla D). Estoindica que al menos uno de los distritos prasent

diferencia estadistica significativa respecto a los demas distritos.

Tabla 10
Andlisis de varianza para aisladagrupados podistritos a los 15 dias de

crecimiento.

Fuente de Gradosde Sumade  Cuadrado F calculado  Valor de P

Variacion libertad cuadrados medio
Distrito 5 422262 84452 41,69 <0,0001
Error 126 255241 20,26
Total 131 677503

R2=0,62 CV =2037%
R2: R cuadrado CV: Coeficiente de Variacion

El andlisis de comparacién de medias por Tukegtré2 grupos estadisticos (A, y B)
donde los distritos de Bagean 3634 mm, La Pecacon 3342 mm, Copallincon 3087
mm, y El Parcocon 2980 mm obtuvieron el mayor crecimientoadial (grupoA). Los
distritos Aramango e ImazarupoB) presentaron el crecimiento radial mas bajn
medias d&0,88 mm y 1884 mm, respectivamenté-ig. 12).

39.95

36.26

32,581

28.891

25.20

21.521

Crecimiento radial a 15 dias (mm)

17.831

Distrito

Figura 12. Test de TukeyU= 0,05) paramedias de crecimiento radial a 15 dias, para
aislados agrupados por distrith®tras diferentes difieren estadisticamente entre si
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Crecimiento radial a 15 diagpara los aislados agrupados por elntervalo de tiempo
transcurrido desde el aislamientdhasta la siembra para la evaluaciéfl TTASPE)

El andlisis de varianzenostro diferencias significativasry( it 1t 7t para aislados
agrupados por intervalo de tiempo trascurrido desde el aislamiento hasta la perabra
la evaluacion (ITTASPH)Tabla 11). Estoindicaque al menos uno de los grupos present

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

Tabla 11

Andlisis de varianzpara el efectdTTASPE(crecimiento radial a 15 dids

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrado F calculado  Valor de P

Variaciéon libertad cuadrados medio

ITTASPE 3 463269 154423 92,26 <0,0001
Error 128 214234 16,74
Total 131 677503

R2=0,68 CV =1852%
R2: R cuadrado CV: Coeficiente de Variacion

El andlisis de comparacion de medias por Tukegtro2 grupos estadisticos (A y) Bue
difieren estadisticamentntre sjdonde el grupo de aislados agrupagasa 16 dias
(grupo A), presentaroel crecimiento radiamas altocon una media de 35 mm a los
15 diasAsimismo,los aislados agrupados para 88, 123 y 84(dfapo B), presentaron
la media de crecimiento radial mas baja @22 mm, 1958 mm y 17,78 mm,
respedwvamente(Fig. 14).

34.391
30.911
27.431
23.957

20.471

Crecimiento radial a 15 dias (mm)

16.99+

16 88 123 84
ITTASPE (Dias)

Figura 14. Test de TukeyU= 0,05) para el efecto de (ITTASPE) ehcrecimientaadial

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

El andlisis de varianzaostrédiferenciasno significativas f Thp w § gara aislados
agrupados segun &po detejido infectado del quéueronobtenidos(Tabla R). Esto
indica queel tipo de tejido del que fueron aislados no infllegiadisticanente en el

crecimiento radial

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

fueronobtenidogCrecimiento radial a 15 dias).

Fuente de Gradosde Sumade Cuadrado F Valor de
Variacion libertad cuadrados medio calculado P
Tejidoinfectado 2 38,32 19,16 0,37 0,6936
Error 129 673672 52,22

Total 131 677504

R2=0,01 CV =3271%

El andlisis de comparacion de medias por Tu§ 2y 0,05) presend un solo grupo
estadistico (A) para la categoria tejido infectalbo que indica qudas medias de
crecimiento radial a 15 dias, no difiarestadisticamente a nivel de aislados agrupados

segun el tejido infectado del que fuexstenidoqFig. 15).

28,927
25,94
22,951 A
19.974

16,984

Crecimiento radial a 15 dias (mm)

14.00 1
BVF BV EMNC

Tejido infectado

EWF = Escoba Verde de Fruto
EVY = Escoba Verde Vegetativa
EVF = Escoba Necrosada

Figura 15. Test de Tukeyl= 0,05) para el efectale tejido infectaden el crecimiento

radial (mm) a 15 dias. Letraguales ndifieren estadisticamente entre si.
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3.2.2.Descripcién de caracteristicagnacroscopicas

Se encontrarooaracteristicas macroscopigaspias deM. perniciosaenlos 44 aislados
obtenidogFigs.16-20). A los 25 diagdecrecimientose registréelevada similitucenuna
gran mayoria de aisladasomo tambiémna gran variabilidaohclusve enréplicasde un
mismo aislado(Figs. 19-20). Las caracteristicasnas frecuentegjue marcaron la
diferencias y similitudes entre aisladioeron el aspectocolor, borde y textura de la
colonia en la parte anversael color de la parte céntrica, mitad del radio y bpedeel

reverso.

Las diferencias y similitudesbservadatian permitido establecemueve grupos de
caracteristicasnorfologicas paralos 44 aisladoevaluados(Tabla 13; Figs. 16-18).
Varios de los aisladaomparten caracteristicasacromorfoldgicasde masde un grupo
debido aa heterogeneidachorfolégicapresentada en repeticiones de un mismo aislado
(Figs.19-20).

Adicionalmente se realiz6 observaciones microscépidasaislados representativos de
cada grupoLa presencia de fibulasnlos grupos 1, 2, y 3 fue extremadamente escasa,
mientras quen los grupos 4, 5, 6, 7, 8, y 9 fue muchésabundanteLa presencia de
fibulas se relaciord estrechamente a las caracteristicascro morfologicas
principalmentecon elaspecto micedil. En el caso de los tres primeros grupos, el micelio
fue uniforme abundantey de crecimientanucho masapidq mientrasgque,en los demas

grupos €l micelio fue de crecimiento giersoy muchomaslento.

Para nilguno delos gruposse realizé observacionesicroscopicasespecto al nimero
de nucleos por hifesSinembargopor lapresenciale fibulasse deduce quen todos los
grupos el micelio fuele tipodicariético. Elporquéde la abundancia y escaskesfibulas
son caracteristicas fisiologicas & perniciosaque se discuten mas adelanfn
embargopor la relacion observada con el aspecto micelak macionar que algunos
aislados presentaron los daspectos de micelio antes descria repeticionesde un

mismo aisladdqFig. 19), e inclusive en una misma placa P&ig. 20).
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Tabla 13

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

Grupo Aislados Caracteristicas macroscopicas
Anverso:
Color: Blancointensoen toda la colonia
Grupo 1 MEB22, MEB25, MEB28 Forma y borde: Cirqular_ con borde definido. o _ . _
MEB40 Textura de la colonia:Micelio algodonoso de crecimiento altagiiforme a excepcién de los bordes donde el mic
fue de crecimiento masajo.
Reverso:Color amarillo- naranjehastala parte media del radiseguido délanco amarillosdnacia los borde
Anverso:
MEB7, MEB14, MEB18, Color: Blancointensoen 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 gltmiformey aterciadg aexcepciorde los bordes dond
MEB37, MEB39, MEB40,  g| mjceliofue menos saturadp de crecimientobajo.
MEB41, MEB42, MEB43  peversoColor naranja alrededor del disco de siembeguido demarillo- naranjahada la mitaddel radio, yblanco
amarillosoalos bordes.
Anverso:
Color: Blancoclaro y blanco intensalispuestos edelgadagdranjas circulares.
Forma y borde: Circular con borde definido.
Grupo 3 MEB31, l\l\//léggg, MEB44, Textura de la colonia:Micelio algodonoso de crecimien&dto y bajo, dispuestosn franjas circulares bien definide

conmicelio menos saturady bajohacia los bordes.

Reverso:Color naranja alrededor del disco de siembeguido deun colorblanco pato hacialos bordes de la

colonia Es notabldos anillosconcéntricosormados por la disposicion de franelgadasie zonas de crecimiento
micelial alto y bajo
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Tabla 13

(Continuaion)

Grupo Aislados Caracteristicas macroscopicas
Anverso:
Color: Purpuragranate en la parte céntri¢tdanco intenso de la mitad del radio hacia los bordes.
Forma y borde: Circular con borde irregular.
Textura de la colonia:Micelio aterciopelado rizomorficdecrecimiento superficial medidjspuestoslel centro hacie
Grupo4 MEB12 los bordes | . . : . . . ~ .
, gruesos en la baa@nadosy rizados en sentido antihorario hat# puntascon pequefas y fina
ramificaciones hacia los costados
Reverso:Color lila intenso en la parte céntribasta la mitad del radio, seguido de amarith@ranja, y amarillo débi
hacia los bordes
Anverso:
Color: Blanco intenso en toda la colonia.
Formay borde: Circular con borde irregular.
Grupo 5 MEBS. MEBL1 Tex_tura de la colonia: Micelio aterciopelqd(y rizomérfico de grecimie_znto s_upe_zrﬁcial mediaﬂ,ispuestos{el centro
’ hacia los bordes, gruesos en la base, afinadizados en sentido antihorati@cia las puntagon pequefias y fina
ramificaciones hacia los costados
ReversoColor lila débil alrededor del disco de siembra, seguido de amadltanja hasta la mitad del radydhlanco
amarillosohacia los bordes.
Anverso:
wes2 s, MR Cieutar con borde mregular.
MEBS, MEB9, MEB13, - eLtial LOT _ - o o . _
MEB15, MEB16, MEB17, Textura de la colonia:Micelio aterciopeladae crecimiento superficial medidjspuestoslel centro hacia los borde
Grupo 6 MEB18,MEB23, MEB24, gruesos en la basgafinados hacia las puntason pequefias y finas ramificaciones hacia los costados. A difer

MEB25, MEB 26, MEB27,
MEB28, MEB30, MEB32,
MEB33

de los grupod y 5, estosfueronrizados con mayor inclinacidn en sentido antihorario, ademas pnesepeguenos
puntosy manchasle micelio blanquecino que reséla a lo largo de logerciosmiceliales y toda la colonia.
Reverso:Color naranja débil alrededor del disco de siembra, aman#i@nja hasta la mitad del radydplanco
amarillesohacia los bordes.
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Tabla 13

(Continuacion)

Grupo Aislados Caracteristicas macroscopicas
Anverso:
Color: Blanco transparente en toda la colonia.
MEB3, MEBA4, MEBS, g y borde: Circular con borde irregular.
Grupo 7  MEB9, MEB10, MEB18, T SRV . e - - ,
MEB21 extura de la colonia:Micelio dispersacon finas ramificacionesle crecimientoentoaras de superficie del medic
Reverso:Color naranja débil alrededor del disco de siembra, seguitadeo amarillostacia los bordes.
Anverso:
Color: Cremaen toda la colonia.
Forma y borde: Circular con borde irregular.
Grupo 8 MEB 19 Textura de la colonia:Micelios delgadosabundanteg]ispersa yaterciopeladodispuestoslesde el disco de siemb
hacia los borde<recimientoa rasde superficie del medio
Reverso:Color naranja débil alrededor del disco de siembra, seguido de amaghanja hacia los bordes.
Anverso:
Color: Blanco algodonosaon puntos de blanco intenado largo de lzolonia
Grupo 9 MME%%%'MMEEB%: ':\"AEE%% Forma y borde: Circular, erebriformecon borde irregular.

MEB52

Textura de la colonia:Micelio algodonoso de crecimiento lenptdtura media paturadeen algunas zonas
Reverso:Color naranja alrededor del disco de siembeguido ddlanco amarilloshacia Is bordes.
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Figura 16. Aislados ejemplares ddoniliophthora perniciosg25 dias de edadle los
grupos 1, 2, y 3ay b. Anverso y reverso del aisladMEB25.c.y d. Anverso y reverso
del aislado MEB14e.y f. Anverso y reverso ddislado MEB31En los tres grupos,

microscopicamente, la presencia de fibulas fue escasa
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Figura 17. Aislados ejemplares ddoniliophthora perniciosd25 dias de edadde los
grupos 4, 5y 6ay b. Anverso y reverso del aislado MEBI2y d. Anverso y reverso
del aislado MEB11le.y f. Anverso y reverso del aislado MEB1bn lostresgrupos,

microscépicamente la presencia de fibulasmides abundantgue en los grupas, 2 3.
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Figura 18. Aislados ejemplares ddoniliophthora perniciosg25 dias de edadde los
grupos 7, 8 y 9ay b. Anverso y reverso del aislado MEBIOy d. Anverso y reverso
del aislado MEB19e. y f. Anverso y reverso del aisladdEB8. En los tres grupos,

microscopicamente, la presencia de fibulassioglar que en los grupos 4, 5y 6.

56



Figura 19. Repeticiones de umismo aislado d&. perniciosa(MEB7) de 25 dias de
edad con2 aspectode micelio a.y b. Anversoy reversodel aislado MEB7 coaspecto
de micelio de crecimiento disperso y lentmicroscépicamente se observdé mayor
abundanciale fibulasc.y d. Anversoy reversadel aislado MEB7 coaspecto de micelio
de crecimiento uniforme, abundante nyucho mas rapidomicroscopicamentela

presencia de fibulas fue esaa

Algunos aislados presentaron zonas de crecimient@® cmspectosle mcelio en una
misma placa(Fig. 20). Estos fueron el MEB5, MEB18, MEB23, MEB24, MEB25,
MEB26, MEB29, MEB30 y MEB32. El aisladdlEB29, fue el Unico aislado que sélo

mostro este tipo de crecimiento en todas las repeticiones.
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Figura 20. Aislados deMoniliophthora perniciosale 25 dias de edadreciendacon 2

aspectos micelialeen una misma placa Pettias flechas rojas indican zonas de un
aspecto de micelio de crecimiento disperso y lento, que presentaron abundancia de
fibulas. Las flechas de colarulindican zonas con un aspecto de micelio de crecimiento
uniforme, abundante y mucho mas rapido; daswlebservé essa presencia de fibulas.

a.y b. Anverso y reverso del aisladdEBS. c.y d. Anverso y reverso del aislado
MEB29.
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3.2.3.Descripcion decaracteristicas microscopicas

A los 10 dias de incubacid@n camara deamicro cultivo todos los aislados presentaron
micelio hialinoy ramificadoque varié entrd y 3,8 um de grosor Se observ@presencia
de fibulasen los 44 aisladogFig. 2la-b) y formacion dehifas hinchadas tipo
clamidosporasle 5-7 um de diametraFig. 21c-d) en 13 de los 44 aislados evaluados
(Tabla14). El tamafio de lafibulas fuevariabley estuvorelaciona® directamente la
grosordel miceliodonde se formaron.

Figura 21. Caracteristicas microscopicédrculos rojospbservadas ell. perniciosaa

losdiezdias en microcultivoa. y b.Fibulas,observadas en los 44 aisladosluadosc.
y d. Hifas hinchadas tipo clamidosporadservads enl13 daslados en condiciones de

microcultivo.
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Tabla 14

Caracteristicas microscopicadbservadas elos 44 aislados de M. perniciosa

Cdodigode Presenciade Hifas hinchadas Diametro de

Distrito aislado fibulas tipo clamidosporas  micelio enum
MEB1 si s 1,71-2,83
Aramango MEB2 si -------- 1,75- 3,05
MEB3 si s 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 L 1,66 - 2,63
MEB9 si si 1,71- 2,84
MEB10 si e 1,36-2,71
MEB11 si si 1,83-2,85
MEB12 si s 1,65- 2,87
MEB13 si si 2,13 - 3,00
MEB14 si e 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 e 1,65 - 3,06
MEB20 si s 1,84 - 2,68
MEB21 si si 1,17 - 3,26
MEB22 si si 1,83-3,15
MEB23 si s 1,79- 2,75
MEB24 si e 1,20 - 3,06
MEB25 L 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 st e 1,50- 2,50
MEB33 si e 1,51- 2,63
MEB35 si s 1,49 - 3,20
Copallin MEB36 sf ———————— 1,37- 3,00
MEB37 st e 1,51-2,82
MEB52 si e 1,69 - 2,63
Bagua MEB39 si e 1,05 - 3,06
MEB40 st e 1,33- 3,07
MEB41 si e 2,13- 3,80
La Peca .
MEB42 si s 1,27 - 3,16
MEBA43 si e 1,27 - 3,37
El parco MEB44 si e 1,37 - 2,68
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3.3.Caracterizacion molecularde aislados deMoniliophthora perniciosa
3.3.1.Identificacion y analisis filogenético

Se obtuvieron secuenciadge las regiones ITS, LSU y SSU, de 44 aislados de
Moniliophthora perniciosa. Todas corresponntesa aisladosprovenientes de los 6
distritosde la Provincia de Bagu&0 de Imaza4 de Aramango, 4le La Peca4 de
Copallin, 1 de Bagua, y 1 del Par€babla 2). Las 44 secuenciasTS compartieron
similitud de secuencianun 100%, (cobertura de consulta al 99 y ¥@)con secuencias
de la base de datos d&ICBI. Los codiges de acces de secuenciagon las que se
compartio identidadueron AF335590, MH861049, AY176316, MF49537El arbol
filogenéticomosté todas lasecuenciaagrupadas ean solocladocon soporte d89 %
en el andlisis bootstracon un minimo grado de polimorfism@ig. 22). Los 44
haplotiposse agruparon junta las secuenciade M. perniciosaAF335590, MH861049,
AY176316 y KX913250MF495374, disponibkeen la base de datos ddCBI, incluidas

parael analisis filogenético

Cuarenta y dos (4Xecuenciasle LSU, compartieronsimilitud en un 100% con la
secuencia AY916742; 2 secuencia$MEB40 y MEB42)enun 9989 % (cobertura de
busqueda del 10%). Estas dos ultimas se diferenciaron de las demals poesencia de
una adenina adicionain susecuenciakl arbolfilogenéticono mostro diferenciagara
ninguros de loshaplotipos(Fig. 23). Los 44formaron un claddien soportado (10%
en el andlisis bootstrapunto alas secuenciadY916742, MK78525Q0 AY916768y
AY916737que fuerorincluidasenel analisidilogenético(Fig. 23).

Resultados similares se obieron con las 44 secuencias SSUgue compartieron
similitud de secuenciasnun 100% con lasecuencia A¥16739 del NCB(Cobertura
de busqueda al 99 y 106). Asimismo, ¢ arbol filogenéticano mostro diferencias entre
haplotipos Todos formaron un&o clado (100 % en elandlisis bootstrapjunto las

secuencias AY916738MG717342, incluidapara el analisifilogenético(Fig. 24).
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(*) Secuencias obtenidas de la base de datos del NCBI

Figura 22. Arbol filogenético construido a partir de secuendiBS de M. perniciosa
usando el método de maximarosimilitud. Los rectdngulos de colored lado de los
cbédigosde cada aisladindican la procedencigeogréficade los haplotipos de este
estudio.Todas las secuencias que tienen un asterisco (*) corresponden a secuencias
disponibles erbase de datos del NCBY el cédigoque lo acompafias el niumero de
acceso Los numeros debajo des nodos del que parten los cladosresponden al valor
obtenido del analisiBootstrap
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Figura 23. Arbol filogenético construido a partir de secuencias LSWd@erniciosa

usando el método de maxima esmilitud. Los rectangulos de colores al lado de los
cbdigos de cada aislado indican la procedencia geogréfica de los haplotipos de este
estudio. Todadas secuencias que tienen un asterisco (*) corresponden a secuencias
disponibles en base de datos del NCBI, y el cédigo que lo acompafa es el nimero de
acceso. Los numeros debajo de los nodos del que parten los clados corresponden al valor
obtenido del adlisis Bootstrap.
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Figura 24. Arbol filogenético construido a partir de secuencias SSWdperniciosa
usando el método de maxima esimilitud. Los rectangulos de colores al lado de los
codigosde cada aisladindican la procedencia geografica de los haplotipos de este
estudio.Todas las secuencias que tienen un asterisco (*) corresponden a secuencias
disponibles erbase de datos del NCBY el cédigo que lo acompar&s el nimero de
acceso. Los numeros debdmlos nodos del que parten los cladosresponden al valor

obtenido del analisis Bootstrap.
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3.4.Evaluacién de diversidad genétican aislados deMoniliophthora perniciosa

3.4.1. Polimorfismo alélicoenmarcadores microsatélite SSR

El andlisis de los 1Inarcadoresnolecularesmicrosatélites mostré la existencia de
polimorfismo alélico de tamafio, ¢a poblaciénde M. perniciosaevaluad. Seis loci
(MsCepec_15 MsCepec_19, MsCepec_45, mMpCenad4, mMpCena8, mMpQenal9
fueron polimérficos sin ambigtedades, cuatro lodsCepec_16, mMpCenall,
mMpCenal2, mMpCenap@ieron monomoérficoso informativosy el MsCepec_14e
consider6 polimérfico con ambigliedad debido a la falta de datos para dos aislados
(MEB27, MEB31), situacion quie coloco frente a dos posibilidades, tener el alelo o no
tenerlo (i.e. alelo nulo) Asimismo, se obserd la ocurrencia de loci homocigotos y
heterocigotos. La gran mayoria de aislados fueron homocigotos para casi todos los loci,
a excepcion de algunos mite se observeterocigosidagbara los locimMpCena8y
MsCepec_45Los aislados MEB12, MEB18, MEB20, MEB26lectados en dalistrito
delmaza fueron heterocigotos para mMpCeng8ys aislados MEB11, MEB19 (distrito

de Imaza), y MEB55 (Condorcanqin) fueronparaMsCepec_45

3.4.2.Diversidad genética

En total se identificaro@9 genotipos multilocu$MLG) que agrupeon alos 50 aislados
analizados A nivel poblacional, los aislados de Aramanpgresentarord4 genotipos
multilocus los de Imazd0, los de Copallir2, 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
poblaciones evaluadas. Los resultados del andlisis de diveadédiadsin la correccion

de clonegTabla 5) mostraron valores deterocigosidad esperaddmdicede Nei (Hxp)

total de Q16. A nivel de poblaciones el valor mas alto lo obtuvo Condorcanceb),0
seguido de Aramango ,8), mientras qué&€opallinobtuvo el valor mas baj®,04). La
diversidad genotipica segun la indidesdsidad deShannoAWeiner(H), mostré un valor

total de 236, y a nivel de poblaciones los valores mas altos lo obtuvieron Im&s3, (1
Aramango (139) y Condorcanqui (10). El indice total de diversidad de Simpson
(lambda) fue de 83, y a nivel de paaciones los valoremasaltos lo obtuvieron
Aramango ((75), Imaza (®8) y Condorcanqui (87). El indice de diversidad de

Stoddard y TaylofG), mostd un valor total de §4, y a nivel de poblaciones los valores
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mas altos correspondieron a Aramang0)4maza (3L5) y Condorcanqui (8). En los

tres indices de diversidad evaluados, la poblacién de La Peca, la Poblacién de Bagua, El
Parco y Utcubamba agrupados, y la poldlace Copallin, presentaron los indices de
diversidad mas bajposiendo Copallin la poblacién que obtuvo los valores mas bajos en

los tres indices evaluad@Babla b).

Los resultados para el analisis de datos con correccién de €l@ids 5) mostrarorun

valor total deHexpigual a0,22, y a nivel a de poblaciones el valor mas alto lo obtuvo
Condorcanqui (25), seguido de Imaza,@B); Copallin obtuvo el valor mas bajo,06).

El indice deShannoAWeiner (H) fue de 284 para el total de aislados, y a nivel de
poblaciones Imaza (20) y Aramango (;B9) obtuvieron los valores mas altos. El indice
total de diversidad de Simpson (lambdag fle 093, y a nivel de poblaciones Imaza
(0,90) y Aramango (5) obtuvieron los valores mas altos. Al igual que en los indices
(H) y (lambda), el indice de diversidad 8ddard y Taylo(G), también se incremento
alcanzando un valor total de,2B, y las poblaciones de Imaza (10) y Aramango (4),
obtuvieron los valores més altos. La Peca, Condorcanqui, y los aislados agrupados en la
poblacion de Bagua, El Parco y Utcubamba obtuvieron los mismos valgr@s)@7;

3,00) para los indices d#iversidad (H), (lambda) y (G) respectivamerdi® 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 agrupadias
poblacion de Bagua, El Rary UtcubambaCopallin obtuvo el indice de diversidad mas

bajo en los tres indices de diversidad evaluados.

Tabla 15
Tabla de diversidad por poblacion.
Poblacién Sin correccion de clones Con correccion de clones
N MLG Hexp H lambda G N MLG Hexp H lambda G
Aramango 4 4 0.18 1.39 0.75 400 4 4 0.18 1.39 0.75 4.00
Imaza 30 10 0.12 1.65 0.68 315 10 10 0.23 2.30 0.90 10.00
Copallin 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 S 0.15 0.95 0.56 2.27 & 3 0.19 1.10 0.67 3.00
Condorcanqui S 3 025 1.10 0.67 3.00 & 3 0.25 1.10 0.67 3.00
Total 50 19 0.16 2.36 083 6.04 25 19 0.22 2.84 0.93 15.20

Nota: N = Numero de aislado®LG = Genotipos multilocugdexp = Diversidad de Nei
(Heterocigosidad esperad#&);= Diversidad de ShanneWeiner;lambda = Diversidad

de SimpsonG = Diversidad de Stoddard y Taylor.
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Genotipos multilocus por poblaciones

N=50M.G=19
Aramango Imaza Copallin
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Figura 25. Genotipos multilocus(MLG) por poblaciones.Cada poblacion esta
representada por un coldra altura de barras indica la cantidad de haplotipms

genotipo multilocus

La aurvade genotipos multilocusespecto al nUmero de marcadores moleculalesi
utilizadosindicé que el nimero dgenotipos multilocuaumentaria si se trabajara con un
mayor numero de marcador@sg. 26). De los 11 marcadores moleculares utilizados, 6
fueron los mas informativos, que llevaron a la asignacid®denotipos multilocupara

los 50 aislados evaluados.

3

MLG (Genotipos multilocus)

1 2 3 4 5 6
Numero de Loci

Figura 26. Curvade genotipos multilocus respecto al nUmero derfes informativos
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3.4.3.Red minima de &pansion

La red minima de gpansiérdegenotipos multilocusin correccion de clones mostré que

12 aislados correspondieron g@enotipos multilocusunicos, y los 38 restantes
compartierorgenotiposcon uno a mas aislamientos, y formaron parte de ¢atipos
multilocuscompartidogFig. 27). La gran mayoride genotipos multilocugueron unicos

para cada poblaci¢a excepcion de 4 que fueron compartidos por mas de una poblacion
el MLG.10fuecompartido por 6 aislados (3 de Copallin, 1 de la Peca, 1 del distrito Bagua
y 1 de Utcubamba)l MLG.13 por 18aislados (16 de Imaza, 1 de Aramango, y 1 de
Utcubamba)el MLG.14, por 3 aislados (2 de Imaza, y 1 de Condorcany@)MLG.18

por 2 aislados (1 de Aramango yl& Condorcanqui).

Los aislados de Imaza se extendieron por toda la red mileimgpansiérencontrandose
genotipos de esta poblacidn en los tres extremos de.|&ireembargo, mas del 5

coincidieron en la parte céntrica de la Red (ML® (Fig. 27). Los aislados de
Aramango y Condorcanqui presentaron buena distribuerdra red, y presgaron

genotipos multilocuginiccs, es decir, no se encontraron clones en estos lughoss
aislados de Copallin, La Peca, y los aislados agrumadiaspoblacion dBagua, el Parco
y Utcubamba presentaron la distribucion mas baja, formando parte de genottpos

multilocusentre todos ello§ig. 27).
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Figura 27. Red minima de expansion, basado en el porcentaje de distancia de disimilitud
alélica. Cadaodo representa un genotipo multilocus (MLG), que van desde MLG.1 hasta
MLG.19. Los genotipos multilocugde nodossin divisiones corresponden a un solo
aislado, y los que presentaados cordivisiones corresponderhaplotipos (aisladogje

mas de una pddcion. EI tamafio del nodo, responde al nimero de haplotipos por
genotipo multilocusLos cédigos MEB cercanos a cada nodo indican el cédigo de cada

aisladogue presenta dichdLG. Cada poblacion esta indicada por colores.

3.4.4. indice de asociacion
El analisis de datos sin correccidaclones, mostro valores de indice de asociadign (
e indice de asociacion estandariza@a) (I = 0,4887, i« = 00863 altamente

significativos f = 0,000999 (Fig.28), indicando urdesequilibrio de ligamiento
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Figura 28. Grafica de indice de asociacion sin correccion de clddesompara el valor

del Indice de asociacion estandarizadglinea punteada azubon histogramasjue

muestran los resultaddge 1000 permutacioneseatorias

Losresultados para el analigien correccidon clongFig. 29) mostraron urde indice de
asociacion lp= 0,0727) e indice de asociacion estandarizada-€ 0,0124 no
significativos (p = 0,27), indicando la existencia deequilibrio de ligamiento
(apareamiento aleatojiodemostrandaasi la ocurrencia de recombinacidgenética

mediante reproduccitGexualcruzada
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Figura 29. Grafica de indice de asociacion con correccion de cloBescompara el
valor del Indice de asociacién estandarizagléinea punteada azul) con histogramas que

muestran los resultaddge 1000 permutaciones aleatorias
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IV. DISCUSION

Zonascacaoterascon sintomas dgresenciade Moniliophthora perniciosa

Se encontrd la presencia e perniciosaen el 100% de unidades productivas evaluadas

Sin embargo, el porcentaje de incidencia a nivel de distritos fue altaraarable. Tovar

(1991) refiere que el nivel de incidencia dé. perniciosaen cacao esta sujeto a un
conjunto de factores que influyen en el desarrollo de la infeccion tales zopresion

de indculo, la genética de las plantaciones, fenologia del cultivo, manejo agronémico y
condiciones ambientalef?or su parteMaddison et al. (1995)menciona qa la
agresividad deM. perniciosa esta estrechamente relacionada con las condiciones
climaticas que favorecen el desarrollo de infeccion, principalmente la duracion e

intensidad del periodo hiumeddo largo del afio

Las condiciones climaticas juegan un papel importante en el comportantdenib
perniciosa y determinan los picos de produccion de escobas a lo largo delLafio
infeccion deM. perniciosaprincipalmente inicia con la estacion lluviosa y alcanza los
picos de producciéde escobamsas altos en la estacion s¢tavar et al., 1991)Se sabe
que M. perniciosanecesita periodos alteyade sequia y humedagara fructificar y
producir sus basidiosporasSin embargo es la lumedad el factoindispensableque
desencadena el proceso de fructificaci@emas facilita la liberaciony dispersionde
esporagara darinicio a la infeccion(Tovar , 1991) Por lo tanto, resultafundamental
conocetlas condiciones climaticate unarea de estudiparacomprendetos niveles de

incidencia deM. perniciosaen un cacaotal

La provinciade Baguase encuentra ubicada en zona de ceja de selva y presenta
condiciones climéticas variables a lo largo de todo su territorio. Ausrgiseactualidad

no se cuenta cadastacionedMeteoroldgicagEMSs) activas en todos los distritos, existen
registros de precijtacion, temperaturay otros elementos meteorologicgsra los
periodos del9992003de EMs en Baguay AramangoQy para elperiodode 19671971

de la EstacionMeteoroldgica (EM)de Imacita (Imaza) Gracias a esta informacion,
Vargas (2010) clasific6 comoun clima seco y calidel entorno de la EMBagua
ligeramente hiumedp calidoel entorno de la EMramangoy super humedo y calids
entorno dda EM delmacita (mazg (Tablal6).
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Tabla 16

Condiciones climaticas relacionado al porcentaje de incidencia de cada distrito.

Distrito Climar Precipitacion| Temperatura Incidencia deM.
(mm/ano)* | (Promedio/afio) * | perniciosa(%)
Imaza | Super himeda 30133 24,7 °C 74,3
y calido
Aramango| Muy humedo 17487 243°C 97,5
y calido
Copallin 80,0
La Peca 72,5
Bagua | Secoy calido 6735 26,3°C 30,0
El Parco 10,0

(*)Informacidnextraidade Vargas (201Q)

No se cuenta comegistros de precipitacion, temperaturachasificacion climética
documentada para los distritos de La Peca, Copallin, y El Pémoobstante, en base a

los registros glasificacion climatica antes mencionada, mas las observaciones realizadas
en camppse asumeue zonas por encima de los 1668.n.m en Copallin, y sobre los
800m.s.n.m en la Peca, comparten condiciones climaticas similares al registrado para el
entorno de la EM de Aramanggfonas por debajo de estas altitudes, muy probablemente
presenten un clima semihimedo y calido, con un pequefio déficit de agua, en los meses
de agosto, setiembre y octubre. El distritoedl€®arco comparte condiciones climaticas

muy parecidas con el distritte Bagua, por lo quseadopta la clasificacién climaticel

distrito de Bagu&/argas (201Q)para describir el clima de El Parco

Es notable la estrecha relacién ds lnedices de precipitacion con los porcentajes
incidencia deM. perniciosaencontradasteniendo en cuenta ques distritos que
presentarommayor incidencia(Aramango, Copallin, Imaza y La Pecadrrespondeia
zonasde climas humedosonun totalde precipitacionpor encima de los 170@nvanqg
y los distritoscon un porcentaje de incidencia mas k&bParco y Baguajespondera
climas secos, comiveles de precipitacidmnferiores a los700 mm/afio Similares
resultados se encontraron en un estudio realieadgrasilentre e2002y el 2005 en el
cualsereportan diferenciassignificativasen el nivel de incidencia de escobas de kenja
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frutos y cojines floralgsprincipalmenteen el afio 2003causadas pal elevadandice
de precipitaciones registradas (138&) en solo seis mesgl® que habria provocado
mayor formacién de basidiocarpos, y por ende una mayor cantidad de iqde@jercid

una gran presiédel patdogeno en lasaitaciones de cacébe Almeida et al., 2009)

En QuevedgEcuadorseevalw la importancia de la produccion de cacao en la estacion
seca para evadir la infeccién Wk perniciosay M. roreri (Maddison et al., 19955e
encontréuna reduccion drastica de mazorcas de cacao afectadd& perniciosaen
periodos de estacion secamparado a lasépdidas encontradas en estaciones lluviosas
(Maddison et al., 1995)Resultadosque ampliamentecoinciden con los resultados
encontradopara los distritos delima secoy célido (Bagua y La Pecgaprecipitacion
menor a700 mm/afioy unatemperatura promedio anud¢ alrededor de26,3 °C) que
presentarofos porcentajes de incidencia mas bajestoprobablementdebidoa quelas
condicibnes ambientales de un clima sg@alidono estarian favoreciendo la produccion

optimade basidiocarposy por ende laarga de inoculmicial.

Es evidentequela produccion de basidiocarpos es una de las etapas mas importantes del
ciclo de la enfermedaga que eslonde se produdas basidiosporas, éhico tipo de
espora capaces de producir infeccion Bs tejidos meristematicos del cag®wcha &
Wheeler, 1985)La temperatura no es un factor limitante gpda produccion de
basidiocarpo®n toda la provincige Bagua, ya que esbtaurre en uramplio rango de
temperaturagTovar, 1991) Sin embarge la produccié de basidiocarpos seoptima
siemprey cuando exista periodadternosde humedadPires et al 2009) pues estos
periodogavorecenla germinacién destructuras de resistencia similares a clamidosporas
presenteen lasescobas necrosadd$ovar et al., 1991) Este escenariono estafa
ocurriendode manera Optiman los distritos de BaguaBt Parcg Unicosdistritosdonde

no se logré encontrar cuerpos fructiferos del hongo al momentcedaligcion.

El material genético de las plantaciones también influye en la incidenklainiciosa
(Meinhardt et al., 2008; Sena et al., 2014; To%881) La resistencig toleranciaa M.
perniciosason caracteristicas genéticaportadasen diferentesgenotiposde cacao
(Castro et al., 2015; De Almeida et al., 2009; Sena et al., 2014; Shaw & Vandenbon,
2007) En la provinciade Baguaexiste una gran diversidad genética de cacao

prevalecervariedades de cacaos criollos, forasteros y trinitaiipBNAGRI, 2009)
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donde pobablemente existan clones nativos con lespromisoriosde resistenciague

de alguna manenaueden habenfluido en los porcentajes de incidencia encontrafibs

bien es cierto no se tomo registro de los clonesat®@o presentes das unidades
productivas evaluadagl 95,4 % de estagueron policlonales, a excepcionlde6 %

donde se evalud unidades productivas con elPA@® clones CCM1, ubicadas en los
distritos de Imaza y Aramangsal Peru es uno de los paises donde se han repededs
genotipos con tolerancia y resistencilapemiciosa (Garcia, 201Q)Tal es el caso de

las accesioneSCA6 y SCAl12de lasmas utilizadas en los programas de mejoramiento
gen®t i co ofySagun\labade e datos internacional de germoplasma de cacao,
mas de300 clones mejorados, tienen contribucpgarentaldirecta de estos dos clones
(Meinhardt et al., 2008 Asimismoun estudiorecienterealizadcen la regionSan Martin,

evalud la incidencia de escoba de bruja en 20 accesiones silvestres provenientes de las
cuencas de los Rios Santiago y Moratagontandosediferencias significativas en los
porcentajes de incidencia y niveles sobresalientegesistencia en cuatrgendipos
(Fernandez, 2018Probablemente, estos genotipos no se encuentren como clones en las
zonas evaluadaSin embargoteniendo en cuenta relativacercania con estas cuencas

y el constanteéntercambio de semillas botanicas entre comunidexiégenases wsible

la existencia de genotipos con ascendencia genétigambtipos resistentes

El manejoagronomicoes otro de los factordsfluyentes en el nivel de incidencia,
principalmentea través dgpodasde mantenimiento yodasfitosanitarias(Jaimes &
Aranzzu, 201Q)Cuando la infeccion existe en el cultivo, el nivel de incideaamenta

de un afio a otrsi los tejidos infectados no son removiddea escoba permanente en la
planta significa eincremento de in6culo, ya que posteriormente fructificara y pro&ocar
la infeccién de nuevosjidos Cada escoba puede llegapr@ducir hata 2,5 escobas
nuevas cada affd@ovar et al., 1991)Por lo tantoJa remocioénde escobas en camps

clave para su contrglsu baja incidencia en las siguientes campafas

Entoda la provincia existe una gran diferencia respecto al manejo agronémico del cultivo
Las plantaciones pertenecientes a comunidades nativas de Aramango @Hesaran

un ceficientemanejo agronémicaomparado a plantaciones conducidas por gran parte
de agricultoresle zonas mestizasmazaes un claro ejemplo, donde encontré un alto
grado de incidencia en Uidministradas pocomunidades nativay, un bajo nivel de

incidenciaen sectores mestizogsto se debe probablemergegue en los sectores
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mestizosla gran mayoria deinidades productisason de interés comercigl estan
compuestas por clonesejorados como €ECN51, ylos agricultores refieren que estas
son podadas como minimo 2 vee¢afia Ademasel uso de fertilizantes y plaguicidas

en el cultivo es frecuenteas UP administradas por pobladores natigesieralmentson
pequefias, yon frecuencia presentam defiGente manejo agronomicg@osiblemente
debido a que el poblador indigetiene por cultura comofuente principal de sustenta |
caza y no la agricultura Asimismo, \ale mencionar hallazgos atipicos encontrados en
UPs de todo Imaza principalmente erarboles de cacao CGBI, donde elnivel de
incidenciadeM. perniciosaue notablemente bajo, comparado a la incidencia encontrada

en la mismavariedadenel resto dalistritos

Caracterizacién macro y micro morfolégica

Uno de los factores quafecta el potencial de crecimient® algunoshongossub
cultivadosen condiciones de laboratorio es la senescedehidoa la presencia de
plasmidosen las mitocondrialGriffiths, 1992) El genoma mitocondrial dd. perniciosa
no es ajeno a la presencia de plasmidos. $epuatadda insercién de un plasmido linea
en el ADN mitocondrialde M. perniciosa(Formighieri et al., 2008)pero esta fue
localizada en una sola posicién de la secuencia, por ldogueutores no encontraron
suficientes pruebas paa#ribuir a este como el causal@&nvejecimiento daislados de
M. perniciosa Sin embargoa pesar de haber observagoiossintomas caracteristicos
de envejecimientaen asladosque en un inicio mostraron un aspecto de micelio liso y
blanco de crecimiento continutuego de haber sidsub cultivadosunas 10 veces
obsenaron disminucién de la tasa de crecimientola formacion de hifas aéreas
crecimiento de micelio onduladp aumento de pigmentacigsin mostrarregresion

fenotipica, es decir, regresar a presegtareémiento inicial (Formighieri et al., 2008)

En el presentestudiq la siembrgara medir CRerealiz6a partir de discos deDA con
miceliosde aisladosle 10 dias de edafiin embargo, ndodos tenian el mismo tiempo
de conserveion en el laboratorioEstosse mantuvieron activoson una variacion de
tiempodesdel6 diashasta por 4 mesasediante repicado consecutivo de una placa a
otra(entre2 a8 repique$. Se encontrgue losaisladobtenidos de aisladosas jovenes
(16 dias= 2 a 3 repiqugstuvieron unmayor CR y los aislados d@rovenientes de
aisladogle mayor antigtieda@4, 88, y 123 dias 6 a 8 repiquespresentaromnmenor

CR, resultados que coincidemmpliamentecon lo observado pofFormighieri et al.,
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2008) Sin embargoes contradictorio respecto la regresion fenotipicaegistradan el
mencionado estudjya que en muchos de los aislados agaluadose haobservadda
regresidénfenotipicaluego de que estos habian expresado caracteristicas fenotipicas de
envejecimientoPor otra partelas diferenciasen CRentre repeticiones de un mismo
aislado fueron muy pequefalstos esultadosson similaresa los reportados por
McGeary & Wheeler (1988)quienes encontraron diferencias significativasen

repeticiones de un mismo aislado

El tipo detejido del cual provinieron los aislados twvo influencia enel crecimiento
radial. MariduefiaZavala et al(2019)tampoco encontraron diferenceignificativasen
CRen85aisladogultivados en PDAjue fuerorobtenidosa partir deres tipos de tejidos:
ramas y brotes con hipertrofia, tejidos necrosados y froifpsrtroficos Asimismq
mencionan que todos l@éslados cubrieron la placa de® de diametroa los 35 dias

de donde se puede dedugire el tejido del que fueron obtenidos no influencioé en el

crecimientoradial (MariduefiaZavala et al. 2019)

Las evaluaciones de morfologia en aislados de 25 dias de edad mastpeot® de
colonia altamenteariables, inclusive en repeticiones de un mismo aisl&ioel anverso,

el micelio fue de color blancen la gran mayoria de aislagd@sexcepciorde algunos
pocos que presentaron un color con tendencia a cremaisjaelo MEB12 que presento
un color entreplrpuray granateen elcentrg hastala mitad del radioSegunPurdy &
Schmidt (1996)estos soroloresfrecuentesle coloniasde M. perniciosaen cultivosn

vitro, y menciona queel micelio esgeneralmente de color blanco, con algunas
excepciones donde pueden ser de color crema o rajipuna. Resultados similares
también fueron reportados poMariduefiaZavala et al. (2019)quien evalu6 el
crecimiento micelial d&1. perniciosaen cultivo PDAy reporbt aislados con micelios de
color blanco, y algunos con tonalidades entre rojizérgyra.Por su parteivans (198Q)
refiere observaciones de micelie color blanco y aspecto algodonoso en aislados de
crecimiento rapidpy colores de blanco opaco a gris en aislados con hifas de crecimiento

rizoidal, que posteriormente se tobaa de color amarillo y marrén

El color del reverso de las colonias nosido documentado con frecuencia, a excepcion
de Evans (198Q)quien refirié un color de marron gris en el reverso de algunos aislados

Estacoloraciondifiere al color observado en el reveso de la gran mayoria de aislados aqui
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evaluadosya que estospresentaron un color entre amarillo y anaranjado, seguido de
blanco amarilloso de la mitad del radio hacia los borfkesislado MEB12n el reerso

present@oloracionlila intenso en el centro, seguido de anaranjado y blanco amarilloso.

Por otro lado, sebservé unaamplia relacion @l aspecto miceliakon el ritmo de
crecimiento Los dos tipos de aspecto micel@ie se observaron fuerahp:losaislados
de aspecto micelial saturadizo y/o algodonospde crecimientoelevadoy rapidg con
bordes de coloniaefinidos (Grupo 1, 2 y 3)y ii) los aisladosde aspecto micelial
disper®, aterciado,rizoidal, de crecimiento bajo y lentocon bordes de colonia
irregulareg(grupo 4, 5, 6, 7, 8 y 9)Caracteristicas similares, fueron descréasotros
estudios MariduefiaZavalaet al., (2019Yefiri6 un aspecto micelial aterciopeladon
bordes de colonias regulares para 85 aisladd8. gerniciosa Asimismqg Meinhardt et
al., (2006)menciona que el micelio dd. perniciosacultivado en un medide cultivo
especial denominado LMCp®sblanco y esponjoso de crecimiento lento, y que después
de 4 a 6 semanas cesan su crecimiétaosu partg=ormighieri etal.,( 2008) refiere un
micelio blanco y liso de crecimiento continuo para aisladddl.deerniciosacultivados

enmedios de cultivo enriquecido con nutrientes

Encondiciones de microcultiventodos los aisladose encontréa presencia débulas,
con micelioginosy hialinoscon diametredesde 1 3,8 um. Resultados similares fueron
reportados poEvans (1980juien refiriun micelio fino, hialino y binucleado de3l- 3

um de didmetro con presencia de fibulas, cetonias obtenidasle basidiosporas,
cultivados en agar estanddde igual maneraestos resultados coinciden con las
observaciones d¢Griffith & Hedger, 1994b) quienes informaron la presencia de
micelios estrechos, catidmetros dd-3 um, en aisladosayores & dias de edad.

A pesar de haber observado la presencia de fibulas en todos los aslgukrsjstencia
en los aisladokue variableLa presencia diébulas es una caracteristica tipica de miselio
dicaridticss (McGeary & Wheeler, 1988)Moniliophthora perniciosaen medios de
cultivo in vitro, no necesariamenferma fibulas en cada septopasar deratarse de
micelios dicaridticogDelgado & Cook, 1976A esto se suma, la relacion de la incidencia
de fibulas, con la disponibilidad de nutrientes y condiciones ambien¢gledadasn

algunas especies del ordagaricales comoel caso deCoprinus diseminatuéButler,
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1968) En este estudinose evalué el tipo de miceliogspecto ahimero de nucleoSin
embargo,por la presencia de fibulase asumegue se tr&d de micelie secundarie
binucleads (dicaridticcs). Evans (1980Y)efiere que el micelio prirario de aislados
obtenidos déasidisporases de corta duracion, y la dicariotizacion se produce entre 24
y 48 horaduegode producidala germinaciénPor su partg(Griffith & Hedger, 1994b)
descrilleronhallazgos de condicion binucleartexos losaislados deM. perniciosaque
presentarorhifas con presencia déibulas Asimismoun estudio mas recienteeport6
gue coloniascon micelio de tipomonccariético, germinadasen un medio de cultivo
especialpara mantener la condicibn monocariéticagran alestadodicariético en un
periodode 7 a 10 diagomo maximo al sertraspasados a medio de cultivo PDA
(Meinhardt et al., 2006)

La presencia dmicelioscon hifashinchadasle aspecto similar a clamidospofas otra

de las caracteristicas observadas en 13 de los aislados evalimaftzmacion de estas
estructuras en medios de cultivasvitro tambiénha sidoreportaé en otros estudias
Evans (1980jeporto6 estructuras similares en micelioeciendo sobre agar alrededor de
un callo de cacao, alial denomin como un tipo de clamidospoior su parté€Griffith

& Hedger, 1994ajefierenla presenciae micelioscon hifasseveramente hinchasl(5 -

20 um) sin la presencia débulas en aislados dé/l. perniciosade 4 a 8semanas,
cultivados en mediade cultivo a basede papa.Estos lallazgos coinciden con los
resultados aqui encontrad@mn embargo, vale mencionar gqeediametro de las hifas
hinchadassimilares a clamidospordge mucho menor,g - 7 um) a las descritas por
(Griffith & Hedger, 1994a)Esto se puede debeque elmedio de cultivo y condiciones
de crecimiento fueroriferentes. Cabe resaltaique las observaciones aqui hechas
corresponde a miceliosde hifasde 10 dias de edagroducidasen condiciones de

microcultivo, en discos demm de diametrale PDA

Caracterizacion molecular

La caracterizacion molecular, principalmente la amplificacion de las regio8e&SU

y SSU, permiteron confirmar la identidad de los 44 aislados evaluades.la
identificacion de especiade hongos filamentososn generallas regionesITS y LSU,
son cosideradasaltamente efectivasexistiendo una probabilidad de identificacion
efectiva del 826 con ITS (nasefectiva),y 77,6 % con LSU(Vu et al., 2019)El 100%
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de lbs aisladosidentificadosen el presente estudidueron confirmados coml.
perniciosa valiéndose de estas 2 regiones genétfycds la region SSUutilizadacon
menor frecuenciaSin embargogstaesta Ultima, tambiéresultd sermltamentesfectiva

para la discriminaciode especie M. perniciosa en el presente estudio

El andlisis filogenético de la region IT&rupd en un solo claddas secuencias de los
44 aisladogunto a otros aisladae los biotipo€ y S incluidos para el analis&imilares
resultados fueron reportados platero et al.(2017) quienes encontraron que aislados
de los biotipos C y S formaron urclado filogenético bien soportaga@on muy poco
polimorfismo @ la region ITS De Arruda et al. (2003)ambiénreport resultados
similaresparm laregionlTS, y tras analizar 120 aisladasencionaguela region ITSno

es suficientementepolimérfica para determinar diversidad genética intraespecifica,
guedanddimitada a la utilidad para ladiscriminaciona nivel de especse Asimismo
MariduefiaZavala et al(2019) quien realizé uno de los estudios mas recientes, reportd
homogeneidad en la regidén ITS de €&cuencias daislados deM. perniciosa tras
encontrar que estos formaron un solo clado filogengitto a otas secuencias dd.
perniciosadela base de datos IdSCBI.

No se encontr@olimorfismos genéticosignificativos en las regiones LSY SSU.En
ambos caso®l andlisisfilogenético,agrupdéen un lo cladoa los 44 aislados di.
perniciosaen los arboksfilogenétices. En el caso de LSU, estas agruparon junt@
secuencias del. cacaoy 1 secuencia d&olanum gemelluntipdasincluidas para el
analisis filogenéticy disponibles en la base de datos del NG®Bdsultados similares,
fueron reportados pdiisboa et al. (2020 ondeaislados debiotipo Cy S, se agruparon
en un clado filogenético con valor liemap de 9% en undendogramaonstruido a base

desecuencias concatenadas de ITS, LSU, y RIRBIA polymerase Il large subuhit

Para la regibn SSU no existeeportes basado en una amplizase de secuenciagje
sustenteral grado de polimorfismo genéti@m aislados deM. perniciosa Esta region
evoluciona relativamente lenmomparada a otras regiones como i evoluciona
mucho mas rapidgor lo que la variaciégenéticaa nivelpoblacional de unaspeciees
poco probablepara SSU sucediendo todo lo contrarparal TS donde si puede existir
variacionen poblaciones de una misnegpecieg(White et al., 1990)Aqui, € analisis

filogenético se realizd incluyendo las 2 Unicas secuemnlgds. perniciosadisponibles
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en la base de datos del NCBlcomo era de esperarse, estas formaron un solo clado
filogenética Asimismg vale mencionaque esta fue una de IaS regionesgenéticas
analizadas porAime & Phillips-Mora, (2005) estudio que llevo a la reclasificacion
taxonOmicay por endeal cambio de nombre derinipellis perniciosaa Moniliophthora

perniciosa tal como se conoce a este hoegda actualidad

Diversidad genética

El analisis dell marcadores molecularesicrosatéliteSSR mostio la existencia de
diversidad genétican la poblaciénde M. perniciosaevaluad No existen estudios
previosde diversidad genétiaeM. perniciosapara las zonas muestreadaisiembargo
estudiosrealizados en paises como Brdgittero et al., 2017De Arruda et al., 2003;
Gramacho et al., 2007; J. Silva et al., 20@R)uador(MaridueiiaZavala et al., 2019y
Colombia (OsoricSolano etal., 2012) han evidenciadola ocurrenciade diversidad

genética emoblacionegle M. perniciosadel biotipo C

Los resultadogxhibieronla presencia de polimorfismo alélico éme los marcadores
microsatélite evaluadogMsCepec_15, MsCepec_ 19, MsCepec_45, mMpCena4,
mMpCena8/ mMpCenal). Esta ocurrencia dpolimorfismoen los mismos marcadores
fue reporado previamente pofGramacho et al2007) y J. Silva et a(2008) quienes
disefiaron losprimers para la amplificacion de estos marcadoyegncontraronla
presenciale 2 a 6 alelosncadauno de losnarcadoesmencionadosAsimismo,Osoric
Solano et al(2012) quiénevalw la diversidad genética de una pequefia poblacidnh. de
perniciosaen Colombiagdescrbié al marcador MEepec_15como el mas polimorfico
en su estudid?or su partértero et al(2017)quien evalud la diversidad genética de 131
aislados dévl. perniciosade los biotipos C, S y,lrefirié la presencia dgolimorfismo
alélico enl1de 15marcadores molecularasilizados El polimorfismoalélicopara cada
marcador puede varigr dependeat estrictamente dia existencia de diversidad genética
en la poblaciénPor citar algunos ejemplp®soricSolano et al(2012) reportd como
monomorfico al marcador mMpCel® y MariduefiaZavala et al.,(2019) refiere lo
mismo paral marcadoMsCepec45; sin embargo eal presente estuded mMpCend 9

y MsCepec45 fueron polimorfica.

Tambeén se reportda presencia daleloshomocigotos yheterocigotosel mMpCena8y

MsCepec_45 fueron los Unicos marcadores moleculares donde se observo
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heterocigosidad en algunos aisladas presencia de aislados con alelos homocigotos y
heterocigotos en poblaciones e perniciosa tambiénfue reportada poArtero et al.
(2017) quiéndescribidla existencia déeterocigosidaén aislados del biotipo garael
marcadormMpCena8y otros dos marcadoreso analizadosn el presente estudio
Asimismo, sugrié que la heterocigosidagodria haber surgido luego dwultiples
infecciones dein mismomeristemapor esporas genéticamente diferenegto mediante

un procesade heterocariosi@icariotizacion)entremicelios fenotipicamente primarios
queconlleva a la formacion dmiceliosdicaritticosestablesl entrar en la fasgaprdita

del hongd(Griffith & Hedger, 1994b)

Por otra parte, es observd 13yenotipos multilocuen 50 muestrada gran mayoria
conformadogor 1, 2 y hast8 aisladosgue perteneciam unao mas deuna poblacion
En algunos casoks genotipos multilocusestuvieron constituidopor aisladosque
coincidieron ensu procedencia geograficaal como se observd eparte de ds
poblacionesle Imazay Copallin, donde mas del 360 dela poblacion deadadistrito,
formaron parte ddos MLG.13 y MLG.10 respectivamenteSimilar ocurrenciade
haplotiposrelacionado al origen geografio@m se habiarobservado previamenten
aislados del biotipo @ otros biotipos déM. perniciosa(Artero et al., 2017)De igual
manera la gran mayoria ddos genotipos multilocuspresentaron frecuenciage
ocurrenciebajas a excepcion del MLG3 quepresent@inaalta frecuenciae ocurrencia
con l8aisladosfrecuenciavariablesyareportaégsenM. perniciosaArtero et al., 2017)

y otros fitopatdgenofingicos(Aban, 2019)

El biotipo L ha sido descrito como el de mayor diversidad genética respecto a los biotipos
C y S(De Arruda et al., 2003}kiendcel biotipo C el de menor diversidgdrtero et al.,

2017; Rincones et al., 2008)| comparar los indices de diversidad genotipica a nivel de
poblaciones antes de la correccion clonal, se exhibié los mayalmres dendices de
diversidad para las poblaciones de Aramango, Imazay Condorcanqui. Sin embargo, luego
de la correccién clomgue Imaza la poblacién con mayor indice de diversidad genotipica,
seguido de la poblacién de Aramango. Las poblaciones restantes, mostraron los indices
de diversidad genotipica mas bajos, antes y después de la correccion de clones, siendo
Copallin la pdlacion 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 homotdlica, condicion fisiologica y genética que le permite

82



reproducirse sexlrmente y producir basidiocarpos a partir de una sola espora, sin la
necesidad de apareamiertuzado(Griffith & Hedger, 1994b) Entoncesno resulta
sorprendente ldaja divesidad genétican poblaciones ddbiotipo C, tal como lo
muestran los resultadate este estudioy los hallazgos de unde los estudios mas

recienteslonde también se utiliz6 marcadores moleculares(88Bro et al., 2017)

La red de minimale expansiércorrobord los resultados mostrados en los valores de
diversidad. Aramango y Condorcanqui fueron las Unicas poblaciones cuyos aislados se
distribuyeron en diferentegenotipos multilocusy junto a Imaza fueron las tres
poblaciones que mostraron una mayistribucion en la red minimae expansionSe ha
evidenciado que zonas cacaoteras donde existen grandes areas de unidades productivas
dedicadas a la explotaciébn comercial, presentan una baja variabilidad genotilgica en
perniciosa(Artero et al., 2017De Arruda et al., 2003Pe hecho, esto coincide con lo
mostrado en leed de epansiorminima 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 conlgsareadestinadas a la produccién
cacaoteraAsimismo, esto se ve reflejado en la poblacion de Imaza, donde 16 aislados
coincidieron en el MLA3. Sin duda alguna la estrategia de reproduccion del patdégeno
juega un papel importante en los niveles de diversidad genética de las poblacines en
perniciosa Como ya se mencion0 anteriormenk#, perniciosaes un hongo con
estrategia de reproduccion homotélica primaria que le permite reproducirse sin la
necesidad de apareamiento sextralzado(Griffith & Hedger, 1994b)lo que estaria
facilitando la propagaciérde individuos genéticamente idénticoglonalesen Imaza

como también en las zonas cacaoteras de Bagua, La Peca, Copallin, ElI Parco, y
Utcubambaprovocando bajos niveles de diversidad

A la estrategia de reproduccion se sorws factores que ayudan en la dispersion del
patdogenoSe ha descrito @ hccidonantropogénicaomouno de los factores mas eficaces
en la dispersion de patdgenosaggas distanciaéStukenbrock & Bataillon, 2012) a
llegada deM. perniciosaa la regiérde mayomproducién de cacao en BrasiBahig, a
final es de | ahadid®daunantadeeconoara inBodugcson del patbgeno
desde dos origenes geograficos difere(deslebrhan et al., 1999; MDe Arruda et al.,
2003) atribuidaaun actoantropogeéenio deagroterrorismo(Caldas & Perz, 2013)or

otro ladg se ha informado d& relacion genética en aislados de distintos origenes
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geograficos, como ealepore deascendencia compartida en aislados de la amazonia
Brasilera, en distancias de hasta 137(Antero et al., 2017)

Probablementéa intervencion humana, sea uno de los actores principales en la dispersion
del patégeno en las zonas aqui analizadague explicariala presencia de umismo
haplotipo en varias poblaciondss 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
UtcubambaAsimismo,ayudaria a entendéx presencia de genotipos multilocugn la
poblacién de Aramangale los cuales fueronunicos 1 compartido corun aisladode

Condorcanqui YL compartido con aislados de Imaztgubamba

Moniliophthora perniciosadel biotipo C tiene una estrategia de reproduccion sexual
homotalica(Gramacho et al., 2007; Griffith & Hedger, 1994pdr lo que en campo se
puede encontrar aislados con el mismo genotipo, conf@reero et al., 2017)londe los
autores encontraron varios clones por poblacid¥ deerniciosa Sin embargo,ndicios

de reproduccién sexual @ada (0 heterotalismo) évi. perniciosase habia encontrado
en andalisis bioinformaticos dgjenoma(Kies & NavarreGonzalez, 2010)En este
estudio,se reportgor primera vez la ocurrencia de este tipo de recombinacion genética
a nivel de campo, evidenciada mediaeteandlisis del indice de asociacion realizado
luego de la correccion de clones. Este modo de reprodugei®@® habiadescrito
anteriormentgaraM. perniciosadel biotipo L, que presenta heterotalismo bifactorial y
un grado limitado de homotalisn{@riffith & Hedger, 1994h)

Conocer la estrategia de reproduccion de un patégeno, es de vital importancia al momento
de planificar estrategias y métodos de mitigaadtargo plazo Una poblacion de
patdgenos dondeexiste reproduccion mixta, tiene una mayor probabilidad de
descomponer los genes m@sistenciayenéticadela plantadebido al alto potencial en el

flujo de genegMcdonald & Linde, 2002)Esto sugiere ques planes de mejaraento

genétio del cacaodlirigidos a la busca de resistencid goerniciosadeben de tenataro

los indices de diversidad genéticalymodode reproducciéndd patégeno.
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CONCLUSIONES

Se encontrd la incidencia dd. perniciosaen los seis distritos de Bagua
Aramango presento el porcentaje de incidencia mas alto ¢619®%eguido de
Copallin (800 %), Imaza (78 %), La Peca (7,8 %), Bagua (3@ %), y el Parco
(10,0 %). Los distritos con mayor incidenat@rrespondieroa zonasconindices
de precipitacion por encima de los 1'/th/afio,y los distritos corel porcentaje
de incidencia mas bajd&!l Parco y Baguagorresponiéron azonas corindices
de precipitacion inferiores a 7@m/afio

Se encontra@liferenciasmacranorfolégicasen el crecimientoadialy aspecto de
colonias donde prevalecioi) aislados de aspecto micelial saturado, liso y/o
algodonoso, de crecimientapido yelevado, con boeks de coloniaefinidos y

i) aislados de aspecto micelial disperso, aterciado, rizoidal, de crecimiento bajo
y lento, con bordes de colonia irregular&®especto al color, prevalecieron
colonias de coloblanco,blanco amarillosoy un aislado con colonias @elor

purpuraintensoen la parte céntrica de la colonia.

Microsadpicamenteno seobservadiferencias marcadas entre aislados. En todos
los aislados se encontro la presencia de fibulas, y el diametnicdko oscilo
entrely 3,8 um. Sin embargpen 13 de los 44 aislados se observo la presencia

de estructuras similares a clamidosporas que presentamiametro dé-7 pm.

El andlisis filogenético, ds regiones genéticas del ADN ribosorie, LSUy
SSU de los 44 aislados de la provincia de Bageanitieron la identificacion de
todoslos aislados, sin embargmo mostraronpolimorfismo genéticolo que
corrobora quesl analisis de estas regionpsedalimitado a la identificaciorde

M. perniciosaa nivelde especie

El analisis de los 11 marcadores moleculares microsatélites SSR evidencié la
existencia de diversidad genética en la poblacidvl.dgerniciosade la provincia

de Bagua. Asimismo, exhibio la relacion genética existentaisladoge las
provinciasde Bagua, Utcubamba y Condorcanqui. Finalmente cerroboréla
estrategia de reproduccion homotalica y se sugieeuaencia de recombinacién

genética mediante reproduccion sexual cruzada
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VI. RECOMENDACIONES
1 Se recomiendavaluarM. perniciosaen unidades productivague tengan las
mismas condiciones de manejo agrondmico. Las evaluaciones deleresieias
a lo largo de un periodo diempo establecidalecomo minimo un afio, teniendo
en cuenta el ciclo de la enfermedad y las condiciones clmsatariables en toda

provincia

1 Respecto a la evaluacion de crecimiento radial de colonias, se recomienda hacerlo
inmediatamente después de aislar el patégeno si se trabaja a partir de tejidos
infectados. De lo contraridyl. perniciosapuede experimentar un proceso de

senescencia después de sucesivas siembras en medios de cultivo.

1 Respecto a la recoleccion de muestdagpreferencia el nUmero de muestras debe
ser proporcionalmente igual nivel desubpoblacionespara evitar sesgos po

sobrepoblacioen los andlisis de diversidad genética.

1 En la extraccion de ADN d®l. perniciosa se recomienda utilizar micelio de
aislados que tengan de 15 a 20 dias de edad como mi@eapende del indice de

crecimiento radial)Esto asegura una adexa cantidad y calidad de ADN

1 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 tie perniciosaen el Peru, ya dinamica de dispersion

del patdgena nivel de zonas cacaoteras mas importantes

i 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 emdamental, teniendo en cuenta diieperniciosaes
un patogeno de reproduccion homotalagz indica baja diversidad genétipar
lo tanto, se requerira m mayor numerade marcadores para detectar la baja

variabilidad alélica.
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ANEXOS

Anexo 1. Fotografiasde actividades en campa Recoleccion de tejidos infectaddb.
c,dy e) Tejidos con sintomas y signos aéeicion deM. perniciosatomados en cuenta

la evaluacion de incidencia y recoleccion de muestras infecthd@ajas termoestables
utilizadas en la recoleccion de tejidos infectados.

AT €7 Wal 5
S - B S . \ 3
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Anexo 2.Fotografias de actividades en laboratoaidl ratamiento de tejidos infectados
por M. perniciosab. Tejidos de cacao sembrados en medio P@ADbservacion de
estructurasmicroscopicas d. Preparacion de gel de Agarogara el proceso de

electroforesise. Colocacion de muestran el termocicladoparael proceso d€CR.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.
Productos de PCR de la region IBSProductos de PCR de la region SE8UProductos
de PCR de la region LSU (Purificacion).

Anexo 4.Electroforesis de productos de PCRnaigrcadores moleculares microsatélites
SSR, corridos en geles de agaroga. Marcador mMpCenal2. B. Marcador

MsCepec_19.C. Marcador mMpCenal9
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Anexo 5. Edicion de secuencias de ADN, utilizando el Software Sequencher.

Anexo 6.ldentificacion del patgeno 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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