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DIVERSIDAD GENETICA DE AISLADOS DE Moniliophthora roreri (Cif.) H. C. Evans,
Stalpers, Samson & Benny COLECTADOS EN ZONAS PRODUCTORAS DE CACAO
(Theobroma cacao L.) DEL NORTE Y SUR DE GUATEMALA, C.A.

GENETIC DIVERSITY OF Moniliophthora roreri (Cif.) H. C. Evans, Stalpers, Samson &
Benny ISOLATES COLLECTED FROM CACAO (Theobroma cacao L.) PRODUCING
AREAS OF NORTH AND SOUTHERN GUATEMALA, C.A.

RESUMEN

La moniliasis es una enfermedad que afecta a las plantaciones de cacao (Theobroma cacao
L.) de Guatemala, esta enfermedad es causada por el patbgeno Moniliophthora roreri (Cif.)

H. C. Evans, Stalpers, Samson & Benny.

Esta enfermedad es una de las enfermedades que mas dafio causan en América Latina,
causando pérdidas comerciales mayores al 90 % en producciones de cacao de diversos
paises como Perl, Colombia y Ecuador, siendo estos algunos de los principales paises
productores de cacao en América (Phillips-Mora et al. 2007). La dispersién de este
patdgeno en Guatemala es relativamente reciente, ya que fue reportado por primera vez en

el afio 2002, siendo su dispersién principalmente de forma clonal.

Esta enfermedad no ha sido estudiada en Guatemala a nivel de diversidad, por lo cual se
desconoce la evolucion biolégica del patdégeno. Por lo tanto, para definir la diversidad de
este patégeno se utilizd el marcador molecular amplified fragment length polymorphism
(AFLP), y se analizaron 69 aislados de Moniliophthora roreri (Cif.) H. C. Evans et al.,
provenientes de las zonas productoras de cacao del sur (San Miguel Panan, El Tumbador)
y norte (San Agustin Lanquin, Santa Maria Cahabo6n y Puerto Barrios), para definir la

diversidad genética de las poblaciones de este patdgeno.



Vi

A través de un analisis de agrupaciones unweighted pair group method with arithmetic mean
(UPGMA) y el andlisis de coordenadas principales, agrupo tres grupos con aislados de las
diferentes regiones con una similitud de 0.80. Se determiné a partir del indice Shannon de
0.05, indice de Nei de 0.02, la proporcion genética general de 0.12 y una proporcion de loci
polimorfico de 12.28 %, un nivel bajo de diversidad genética. El andlisis molecular de
varianza mostro una diferencia entre regiones del 3 %, entre poblaciones del 6 % y dentro
de las poblaciones de un 91 %, estos valores confirmaron una baja variabilidad genética
asociada al reciente ingreso del patogeno al pais, dispersion clonal y la transmision de

semilla entre productores de cacao dentro del pais.

Logrando beneficiar a 25 asociaciones productoras de cacao reportadas dentro del pais,
con un total de 2,942 familias socias y aumentando a su vez el area de produccion de este

cultivo que actualmente es de 4,334 ha (Agrocadena de Cacao de Guatemala 2016).

La investigacion fue realizada en el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala durante los meses de noviembre
2020 a marzo del 2021 y es una contribucién para la determinacion de la variabilidad
genética de poblaciones de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al de regiones productoras de
cacao de Guatemala, A su vez es parte del proyecto de investigacion “Resistencia de
genotipos comerciales y criollos de cacao ante Moniliophthora roreri y sensibilidad de este
hongo a fungicidas”, promovida por la Direccion General de Investigacion (DIGI), de la
Universidad de San Carlos de Guatemala.



1 INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie cultivada dentro Guatemala debido a que
es una fuente primaria para elaboracion de chocolate. Segun Say et al. (2013) la generacién
y distribucién de ingresos percibidos en el sector cacao por concepto de empleo, se
aproxima a los Q. 9,340,000 anuales, de ellos alrededor del 45.36 % son distribuidos en el

area rural.

Para el afio 2018, se estimaron 4,334 ha sembradas de cacao en Guatemala, con una
produccion promedio de 2,778.26 kg/ha (FAO 2020). Esta produccidon se encuentra
distribuida en dos regiones geograficas: dentro de la region sur los departamentos de
Suchitepéquez y San Marcos poseen un 31 % y 25 % de la produccion nacional y en la
regién norte el departamento de Alta Verapaz posee un 31 % de la produccién nacional
(MAGA 2017).

Esta produccion se ve gravemente afectada por la moniliasis, enfermedad causada por el
basidiomiceto Moniliophthora roreri (Cif.) H.C. Evans, Stalpers, Samson & Benny. Pese a
que en la década de 1950 se limitaba a Colombia, Ecuador y Venezuela, se ha dispersado
en otros paises de Sudamérica y América Central, llegando a Guatemala en el afio 2002
(Phillips y Cerda 2013).

Esta enfermedad ha causado pérdidas mayores al 90 % de la produccion total en paises
como Colombia. Y en Guatemala, en la regién sur, existen reportes de pérdidas en

produccion, estas alcanzan hasta un 85 % de la produccién para dicha regién (Reyes 2012).

El conocer la variabilidad genética de M. roreri (Cif.) H.C. Evans en Guatemala permite
identificar si existen nuevos grupos con resistencia a la aplicacion de fungicidas y a las
condiciones ambientales diversas. A su vez también es importante conocer la variabilidad
del patdgeno para realizar evaluaciones de materiales de cacao que presentan resistencia

genética ante el ataque de dicho patdégeno.



Por lo que a través del presente estudio se buscé determinar la diversidad genética de las
poblaciones de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al., presentes en las localidades de San Miguel
Panan, El Tumbador, Cahabon, Lanquin y Puerto Barrios pertenecientes a las cuatro
principales regiones productoras del pais (Suchitepéquez, San Marcos, Alta Verapaz e
Izabal) a través del marcador molecular amplified fragment length polymorphism (AFLP), el
cual es uno de los marcadores mas eficientes para los estudios de diversidad genética.

Encontrandose una alta similitud entre los aislados con un coeficiente “Dice” de 0.80
agrupando los aislados en tres grupos. Se determiné a partir del indice Shannon de 0.05,
un indice de Nei de 0.02, la diversidad genética general de 0.12 y una proporcion de loci
polimorfico baja de 12.28 %, indices los cuales aseguraron un nivel bajo de diversidad
genética. En cuanto a la estructura genética, el analisis molecular de varianza indicé una
varianza solo entre poblaciones asociada al reciente ingreso del patégeno del pais y a su

distribucién clonal.

Dicha investigacion se realizé en busqueda de la mejora de estrategias de control para la
enfermedad con lo que se logra a la produccién cacaotera del pais, beneficiando a 25
asociaciones productoras de cacao reportadas dentro del pais, con un total de 2,942 familias

socias (Agrocadena de Cacao de Guatemala 2016).



2 MARCO TEORICO

2.1 Marco conceptual

211 Generalidades del cacao

El cacao (Theobroma cacao L.) es una planta perteneciente a la familia Malvaceae, de la
cual se extrae el grano de cacao como comercialmente se le conoce, esta planta sitla su
origen en la Amazonia, extendiéndose gracias al intercambio comercial entre nativos hasta

el sur de México, encontrandose en toda la region tropical y subtropical (MAGA 2014).

Esta es aparentemente silvestre en el sur de México, Guatemala, Belice y en la cuenca
amazonica, asi mismo actualmente se disponen de variedades, hibridos y clones los cuales

siembran a nivel mundial (Arvelo et al. 2016).

2.1.2 Descripcion morfolégica

Arboles o arbustos de 2 m - 10 m de alto. Hojas ovalado-lanceoladas u ovado-lanceoladas,
18 cm - 34 cm de longitud y 5 cm - 11 cm de ancho, apice agudo, base asimétrica, glabras
0 subglabras, tricomas sobre los nervios principales. Inflorescencias sobre prominencias del
tronco; ldmina de los pétalos obovada-lanceolada: 10 estambres, en cinco haces, dos
anteriferos; estaminodios largamente subulados, de la misma longitud que los pétalos. Fruto
tipo baya, (WFO 2020).

2.1.3 Taxonomia

Las plantas de cacao pertenecen a la familia Malvaceae la cual agrupa al género Theobroma

en la cual se encuentra agrupada la especie (cuadro 1).



Cuadro 1. Clasificacion taxonémica del cacao.

Clasificacion taxondmica

Reino Vegetal
Division Magnoliopsida

Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae

Orden Malvales
Familia Malvaceae
Genero Theobroma
Especie Theobroma cacao L.

Fuente: elaborado con base en WFO, 2020.

2.14 Requerimientos edafoclimaticos

El desarrollo 6ptimo del cultivo se consigue entre los 400 m s.n.m. - 1,000 m s.n.m. a
temperaturas entre 20 °C - 30 °C. La precipitacion optima para el cacao es de 1,600 mm -
2,500 mm. Otro factor importante para su desarrollo es el tipo de suelo, los aluviales, los
francos profundos con subsuelo permeable son los mejores para el cultivo, siendo los suelos
arenosos poco recomendables porque no permiten la retencion de humedad (Arvelo et al.
2017).

2.15 Resistencia enfermedades

Existen diversos clones con resistencia a la moniliasis, CAUCASIA-34, -37, -39, -43, IMC-

67 y EET, a su vez el programa de mejoramiento genético de cacao del Centro Agronomico

Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE) ha desarrollado algunos clones los cuales



provienen de Costa Rica (UF-273, UF-712), Ecuador (EET-75), Pert (PA-169) y Trinidad y
Tobago (ICS-95) (Phillips y Cerda 2013).

2.1.6 Cultivo de cacao en Guatemala

En Guatemala la produccion de cacao se desarrolla en 2 zonas muy especificas, el norte y
sur del pais. Segun FAO (2020) se estimd que para el afio 2018 la produccion de cacao
equivalia a 12,041 T, registrandose en 4,334 ha sembradas del cultivo, registrando un
rendimiento de 2,778.26 kg/ha.

2.1.7 Produccién nacional

La produccion nacional se encuentra distribuida segun MAGA (2017) de la siguiente forma:
Alta Verapaz (31 %), Suchitepéquez (31 %) y el resto del pais suma el 13 % faltante, segun
el mapa de distribucién de cacao a nivel nacional (figura 5A). En cuanto al precio del cacao,
se tiene registros que durante los afios del 2008 al 2016 el precio de la tonelada de cacao
se ha mantenido entre $ 2,195y $ 3,144 (MAGA 2014).

2.1.8 Exportaciones e importaciones del cacao

Segun el periodo de 2010 a 2018 se ha importado el equivalente a $ 6,755,39 de cacao

(BANGUAT 2020b), exportando solamente $ 3,371,547 (BANGUAT 2020a). Segun estos

valores el producto presenta una demanda insatisfecha dentro del pais.



219 Produccién internacional

La produccion mundial de cacao supera las 4,000,000 T de granos, produccion obtenida en
5 paises (Costa de Marfil, Ghana, Indonesia, Nigeria y Camerun) donde se concentra el 84
% de la produccion mundial, segun las producciones promedio de los paises con mayor
produccion a nivel mundial (figura 6A).

2.1.10 Impacto del cacao en Guatemala

La distribucién del cacao desde la produccién agricola hasta el consumidor final toma en
cuenta muchos factores tanto de materia prima como de servicios pasando por
importadores, distribuidores mayoristas y los minoristas que ponen el producto en las manos

de los consumidores.

Considerando el area que actualmente es dedicada a la produccién, segun MARN (2016)
se estima una generacion de empleo de 75,438 jornales anuales, equivalentes a 328
empleos formales. La generacion y distribucion de ingresos pertenecientes al sector cacao
por concepto de empleo, se aproxima a los Q. 9,340,000 anuales, de ellos alrededor del

45.36 % son distribuidos en el area rural.

En la region de la franja Transversal del Norte existen recursos hidricos importantes como
lo son el rio Chixoy, laguna de Lachua, rio Cahabdn, rio Polochic y lago de Izabal, cuyas
areas de recarga pueden ser protegidas por cultivos agroforestales como el cacao (MARN
2016).

2.1.11 Generalidades de la moniliasis

La enfermedad es conocida como moniliasis o pudricion helada de la vaina, la cual ocurre

en las principales areas productoras de cacao del hemisferio occidental.



Es causada por el hongo Moniliophthora roreri (Cif.) H. C. Evans, Stalpers, Samson &
Benny, fitopatdgeno ubicado dentro del phyllum Basidiomycota (cuadro 2) (Fungorum
Species 2020).

Cuadro 2. Clasificacion taxonomica de Moniliophthora.

Clasificacion taxonomica
Reino Fungi
Phyllum Basidiomycota
Clase Agarycomycetes
Subclase Agarycomycetidae
Orden Agaricales
Familia Marasmiaceae
Genero Moniliophthora
Especie Moniliophthora roreri (Cif.) H.C. Evans, Stalpers, Samson & Benny.

Fuente: elaborado con base en Species Fungorum 2020.

Este es un hongo altamente especializado el cual ataca solo a los frutos de las especies de
los géneros Herrania y Theobroma, causando dafio externo e interno provocando la pérdida
total del fruto (Jaimes et al. 2016).

A. Morfologia

Posee micelio septado con doliporos. Las esporas se producen en cadenas con maduracion
basipétala y se desprenden facilmente del micelio, su pared es gruesa y con coloracion

amarilla o café cuando forman masas de esporas.



Las esporas principalmente globosas y elipsoides poseen un didmetro promedio de 9 umy
de 8.6 um x 11.8 um respectivamente (Phillips-Mora et al. 2006).

B. Dispersion

La distribucion de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al. esta actualmente restringida a América,
donde este ha sido sucesivamente reportado en 11 paises sobre un periodo de casi 200
afios, comenzando en Colombia en 1817, Ecuador en 1917, Venezuela en 1941, Peru en
1950, Belice en el 2004, y México en el 2005. A su vez fue reportada en Guatemala en el
2002 (Phillips-Mora et al. 2007).

C. Reproduccién

Aunque se cree que M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al, es un hongo anamorfico, Evans et al.
(2002) informan que puede haber un mecanismo citoldgico que permite que el hongo se

reproduzca sexualmente.

Se ha documentado la aparicién de lo que parecia ser meiosis durante la esporogénesis y
germinacion de los conidios del hongo. Ademas, la hibridacion entre M. roreri (Cif.) H.C.
Evans et al. y el biotipo L de la especie estrechamente relacionada M. perniciosa (Stahel)

Aime & Phillips-Mora también puede ser posible (Phillips-Mora et al. 2007).

D. Hospedantes

Este patdgeno tiene como hospederos unicamente a los frutos de cacao (Theobroma cacao
L.) y de parientes cercanos como el pataste (T. bicolor Humb. & Bonpl.) y el cupuacu (T.
grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum.) y otras especies del género Herrania (Sanchez
y Garcés 2012).



E. Condiciones favorables para el patégeno

Este hongo presenta una esporulacion influenciada por la humedad y temperatura. La
germinacion de las conidias es favorecida sobre temperaturas medias de 22 °C y humedad
relativa superior al 71 % (Leandro-Mufioz et al. 2017). Siendo las temperaturas constantes

inferiores a 18 °C limitantes del crecimiento y la esporulacion del patégeno.

F. Ciclo de la enfermedad

El hongo esta presente durante todo el afio como componente del aire en forma de espora

con frecuencia mas alta durante la temporada de lluvias después de la estacion seca.

Las esporas sobreviven durante 9 meses bayas en la plantacién, pero aproximadamente 1
mes en las bayas cosechadas dejadas en el suelo, estas esporas germinadas penetran en
las bayas a través de la cuticula o las estomas y colonizan tejidos intercelularmente. Se
conoce que la densidad de esporulacién es de 44,000,000 esporas/cm? y una baya madura
puede llegar a producir hasta 7 *10° esporas (Bailey et al. 2018).

Las esporas germinadas penetran a través de la cuticula y las estomas, colonizando los
tejidos intercelularmente. El micelio es monocariético con forma voluminosa y septado. Este
patdogeno causa mayor efecto cuando las bayas de la planta tienen menos de 1 mes de
maduracién expresandose los sintomas con mayor dafio. Este patdgeno es considerado

hemibiotréfico es decir que tiene una fase biotréfica y una fase necrotrofica.

La fase biotrofica dura 45 dias a 90 dias, después el hongo cambia a fase necrotréfica (figura
7A), durante la primera fase abarca desde que las esporas infectan las bayas inmaduras,
creciendo y alimentando del huésped vivo sin activar los mecanismos de defensa del
hospedero, hasta que los frutos desarrollan malformaciones, la segunda fase denominada
necrotrofica empieza con la formacién de una pared delgada intracelular de micelio que

provoca la muerte del tejido en unos dias.
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Las expansiones de las lesiones de color marron se fusionan, cubriendo tipicamente toda
la superficie de la baya, seguida por el pseudoestroma blanco y esporulacion (Bailey et al.
2018). Estas células del micelio necrotréfico son uninucleadas y son consideradas haploides
a pesar de que las esporas fueron inicialmente consideradas conidias producidas

asexualmente, posteriormente encontraron evidencia de una meiosis modificada.

G. Sintomas y signos

Al poseer la fase biotréfica y necrotréfica produce una severa hipertrofia e hiperplasia en los
tejidos del huésped. Los principales sintomas los cuales se encuentran relacionados a la
presencia de deformaciones en el fruto, maduraciéon prematura, manchas irregulares de
color café, micelio en manchas color café, y la modificacion del fruto como tal (figura 8A).
El principal signo de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al., es la presencia de pseudostroma con

coloracién blanca sobre el fruto del cual se esparcen millones de esporas.

H. Control de la enfermedad

Entre las practicas culturales recomendadas se encuentra: realizacion de podas de
rehabilitacion, al final de la época de cosecha, regulacion de sombra, regulando un nivel de
30 % a 50 %, mediante podas, raleos, realizar podas de mantenimiento, manejo de drenaje,
eliminacién de malezas, cosecha de frutos con cuchilla o tijera desinfectada, eliminacion de
todas las los frutos enfermos y sanos al final de la cosecha esto con el fin de eliminar

posibles dispersiones del hongo (Phillips y Cerda 2013).

El control quimico se realiza a partir de la utilizacion de productos con base de cobre (Phillips
y Cerda 2013). Se destaca que las estrategias mas utilizadas para el control de estas
enfermedades son la utilizacion de material con resistencia genética, el empleo de
fungicidas a base de cobre y los controladores biolégicos de los géneros Trichoderma y
Bacillus (Tirado et al. 2016).
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M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al. tiene una larga cantidad de efectores, que actlan para
contrarrestar el sistema inmune de la planta, generalmente son proteinas altas en cisteina,
que se dirigen hacia el apoplasto o nucleo de la célula (Marelli et al. 2019). En diferentes
estudios Bailey et al. (2014) encontr6é que M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al. ataca e infecta
con éxito clones de cacao tolerantes en el campo por lo cual el control genético no reducido

por completo la dispersion de este patdgeno.

l. Dafios

Los brotes de enfermedades graves han provocado el abandono del cacao cultivo en
extensas areas de Perd, Costa Rica, Colombia y México. Se ha informado que esta
enfermedad es 2 veces mas destructiva que la podredumbre de la mazorca negra causada
por Phythopthora y mas peligroso y dificil de controlar la enfermedad de escoba de bruja
causada por Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora (Phillips-Mora et al.
2006).

Las enfermedades del tipo biético son las que causan un mayor impacto en la produccion
de cacao en Latinoamérica y el mundo. Esta enfermedad puede causar pérdidas de hasta
90 % en producciones de cacao (Sanchez et al. 2015) siendo factor importante de la perdida
de &rea para producciéon de esta planta esto debido al abandono ocasionado por el poco

control hacia la enfermedad.

El primer brote bien documentado ocurrié a principios del siglo 20, cuando invadio las areas
productoras de cacao de Ecuador causando devastadoras pérdidas de rendimiento. La
exportacion de cacao de Ecuador cayo de 46,000 T a unas 20,000 T durante el periodo
1917 a 1925 (Phillips-Mora et al. 2007).

Las pérdidas informadas en 2001 fueron de 30 % de la produccién mundial, con un costo
de $ 51,000,000, asi mismo en el afio 2013 existi6 una perdida mas de 50,000 T por la

accion de este hongo (Perez 2018). En Ecuador, después de la aparicion de la moniliasis,
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la produccion declin6 de 50,000 T a 30,000 T. En Costa Rica, declino de 12,000 Ta 708 T
durante el periodo 1962 a 2001.

M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al. tiene una larga cantidad de efectores, que actian para
contrarrestar el sistema inmune de la planta, generalmente son proteinas altas en cisteina,
que se dirigen hacia el apoplasto o nucleo de la célula (Marelli et al. 2019). En diferentes
estudios Bailey et al. (2014) encontroé que M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al. ataca e infecta
con éxito clones de cacao tolerantes en el campo, siendo este factor importante para la

dispersion del patdgeno.

J. Diversidad genética

Se ha determinado que existen 5 agrupaciones principales que tienen una amplia
distribucién en Colombia, Venezuela, Ecuador, Pert y Centroamérica (Gutarra et al. 2013).
Todos los estudios relevantes que utilizan marcadores moleculares indican que el M. roreri
(Cif.) H.C. Evans et al. se propaga clonalmente, por lo cual no tiene tanta diversidad

comparada con otros patégenos (Phillips-Mora et al. 2007).

2.1.12 Marcadores moleculares

Los estudios de variacion genética entre individuos, poblaciones y especies sirven para
explicar patrones y procesos ecoldgico-evolutivos, logrando esto a través del uso de
marcadores moleculares (Cornejo et al. 2014). Un marcador molecular es un fragmento de
ADN, gue tiene una posicion especifica en el genoma de un organismo. Estos fragmentos
pueden localizarse cerca de un gen encargado de codificar un caracter de interés o en

regiones que no son codificantes (Schlotterer 2004).
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A. Marcadores de tipo postranscripcién-traduccion

Los marcadores del tipo postranscripcion-traduccion, llamados también bioguimicos como
las isoenzimas. Estas son formas alternativas de una enzima, caracterizadas para revelar
polimorfismo a nivel de secuencia genética, diferencian homocigotos y heterocigotos, pero
son afectados por modificaciones en los procesos de trascripcion de las proteinas
(Schlbtterer 2004).

B. Marcadores de tipo pretranscripcion-traduccién

Son aquellos capaces de detectar el polimorfismo genético directamente a nivel de acido
desoxirribonucleico (ADN). Segun Schiétterer (2004), en este grupo se encuentran los
restriction fragment lenght polymorphism (RFLP), random amplification of polymorphic DNA
(RAPD), amplified fragment length polymorphism (AFLP), entre otros, funcionando para

identificar y mapear genes Uutiles.

a. AFLP

Los polimorfismos en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP), son un grupo de
marcadores de locus multiple, permiten analizar al azar regiones de ADN, distribuidas en el
genoma sin necesidad de tener conocimiento previo de las secuencias gendémicas (Gril et
al. 2008).

Al usar técnica tiene que existir una digestion completa del ADN gendmico, esto se realiza
con enzimas de restriccion, a lo cual le sigue una amplificacion selectiva con el fin de obtener
polimorfismos, los cuales son derivados de mutaciones en la secuencia de ADN o cerca de
los sitios de restriccion (figura 10A) donde se observa cdmo se logra la amplificacién. El
polimorfismo es detectado a partir de la realizacion de una electroforesis, ya que el patron

de bandas nos indicara los fragmentos amplificando y su tamafio (Schnell et al. 2007).
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Las amplificaciones AFLP repetidas se muestran casi perfectas por lo que su replicabilidad
y sus errores son menores al 2 %. Este marcador requiere una cantidad minima de ADN y
parcialmente se pueden utilizar muestras degradadas. Por lo que permite analizar muestras

a gran velocidad (Gril et al. 2008).

b. RFLPs

Los fragmentos de restriccion de longitud polimorfica (RFLPs), detectan polimorfismos
producidos al digerir ADN con enzimas de restriccion. Si 2 alelos Ay B se diferencian a nivel
de secuencia de ADN, la digestion con dichas enzimas producira fragmentos de ADN de
diferente tamafio y pueden ser detectados con sondas especificas que hibriden con una
parte de estos fragmentos de ADN. Siendo este polimorfismo manifestado por la longitud
de los fragmentos detectados (Michelmore 1987).

C. RAPDs

El ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD), es una técnica la cual se obtienen por medio

de la amplificacién del ADN gendmico, por la técnica de polimerasa chain reaction (PCR).

Esta técnica permite amplificar de manera aleatoria el genoma del individuo en las regiones
gue se alinean los cebadores con el ADN molde en ambas cadenas y en direcciones
opuestas. Por lo general se encuentran varios lugares de amplificaciéon en el genoma, ya
que el cebador es corto y la temperatura de hibridacion es menor a 35 °C (Gutarra et al.
2013).
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2.1.13 Extraccién de ADN

La aplicacion de técnicas moleculares inicia con una extraccion de ADN, para que esta
pueda ser confiable es necesario extraer el ADN lo mas integro y puro. Esta extraccion se
realiza para lograr el aislamiento y purificacion del ADN baséndose en caracteristicas

fisicoquimicas de la molécula (Cornejo et al. 2014).

2.1.14 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR se basa en la replicacion celular, donde intervienen diversas proteinas para
sintetizar nuevas hebras de ADN a partir de una hebra molde. Estas nuevas cadenas son
creadas a partir de la una mezcla del ADN que contiene el fragmento que se van a amplificar;
la polimerasa; los cebadores (fragmento de ADN de 15 nucleétidos - 30 nucleétidos),
desoxinucleétidos (dNTPs), cloruro de magnesio (MgClz), agua y una solucion

amortiguadora que mantenga el pH apropiado para la sintesis (Espinosa 2007).

Esta mezcla se somete a la repeticion de varios ciclos a diferentes temperaturas
denominado ciclo de PCR. Un ciclo de amplificacién consta de 3 etapas: desnaturalizacion,
alineamiento y extension. Cada una de las etapas esta determinada por una temperatura.
Un proceso de 30 ciclos permite amplificar 1,073,741,824 copias de ADN a partir de una

sola molécula (Cornejo et al. 2014).

2.1.15 Electroforesis

La electroforesis es realizada en gel de agarosa o poliacrilamida. Mediante la electroforesis
podemos separar fragmentos de ADN y &cido ribonucleico (ARN) en base a su tamafio y
lograr visualizarlo mediante una tincion, de esta forma determinar la concentracion de ADN
de una muestra. Ademas, es posible extraer del gel fragmentos que sean de interés para

utilizarlos en diferentes aplicaciones (Schiétterer 2004).
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2.1.16 Region ITS

La region denominada internal transcribed space (ITS) es un area particularmente Gtil para
los estudios de caracterizacion molecular en hongos, debido a que las regiones son cortas
(500 pb - 800 pb) y estas pueden amplificarse facilmente mediante PCR. La region ITS
puede ser muy variable entre especies morfologicamente distintas por lo que se puede usar
para estimar distancias genéticas y proporcionar caracteres para analisis sistematico y

filogenético (Suarez 2017).

2.1.17 Estimadores de la diversidad genética

La diversidad genética puede ser determinada a partir de diferentes indices que son

generados a partir de matrices binarias.

A. Coeficiente Dice

Es un estadistico utilizado para comparar la similitud de 2 muestras, su valor se encuentra

entre 0 y 1, donde 1 indica la mayor similitud entre muestras. Se define como:

S=2C/(2A+ B + 0)

Donde: Ay B son el nimero de especies en las muestras A y B, respectivamente, y C es el

namero de especies compartidas por las 2 muestras.

Este indice es considerado el mas adecuado para determinar similitud genética debido a

una mayor eficiencia de proyeccién en un espacio bidimensional (Duarte et al. 1999).
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B. Método de grupos de pares no ponderados con aritmética (UPGMA)

Este es un método para analisis filogenético el cual asume que las especies son grupos por
si mismas, luego relaciona los 2 grupos mas cercanos basado en la matriz de distancias,
recalcula la matriz de distancia y repite el proceso hasta que todas las especies estén

conectadas a un unico grupo (Dawyndt et al. 2006).

C. Andlisis de coordenadas principales

El analisis de coordenadas principales es un andlisis estadistico multivariante que se utiliza

como un método de disminucién de las dimensiones de los datos de un estudio.

En genética de poblaciones se utiliza para reducir el nUmero de variables asignadas a cada
poblacién y/o especie de manera tal que, con la menor pérdida de informacién posible,
puedan ajustarse los resultados a 2 o0 3 dimensiones y lograr asi representaciones graficas
para determinar las relaciones genéticas en el espacio de los individuos, las poblaciones y

especies estudiadas (Correa Londofio et al. 2007).
D. indice de Shannon
El indice de Shannon es uno de los mas cominmente usados en analisis de diversidad.
Este indice de diversidad Shannon mide la probabilidad de seleccionar todas las especies
en la proporcion con que existen en la poblacion. Se define como:

H = =);i_,pilogpi.
Dénde: S es igual al nUmero de especies, i representa cada especie, Pi es la proporcién de

individuos de la especie. El indice aumenta si se incrementa el nimero de especies y los

individuos se distribuyen homogéneamente (Pla 2006).
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E. Diversidad genética media (He)

Expresa la heterocigosidad esperada para el locus medio si el apareamiento fuese al azar.
Si se asume el equilibrio de Hardy Weimberg, la frecuencia del alelo recesivo puede ser
estimada como la raiz cuadrada de la frecuencia de individuos en los que falta la banda
(frecuencia de los genotipos homocigotos recesivos).

F. indice de polimorfismo

Este indice muestra la relacion del nimero de loci polimorficos a nimero de loci totales,

expresado en porcentaje. Se define como:

P = loci polimérfico/loci polimérficos totales * 100.

Un locus se considera polimorfico cuando la frecuencia del alelo mas comun es igual o
inferior a 0.99 (Gonzalez 2008).

G. Diversidad genética de Nei

indice que sirve para medir la heterocigosidad esperada de una poblacién, es la media de
los valores obtenidos para cada locus en dicha poblacién. Cuando las poblaciones estan
equilibrio Hardy-Weinberg, la heterocigosidad puede ser calculada a partir de la frecuencia

alélica. Se define como:
H=3Y1-x*(n/n-1).
Donde x es igual a la frecuencia relativa y n representa el nimero de tipos. Por lo tanto, la

heterocigosidad esperada cuantifica la igualdad de las frecuencias alélicas en los loci
(Gonzalez 2008).
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H. Andlisis molecular de varianza (AMOVA)

La estructura genética de una especie esta relacionada con la distribucion de la diversidad
entre y dentro de las poblaciones. Su estudio se lleva a cabo normalmente mediante un
andlisis de varianza que permite comprobar las diferencias en una estructura genética

jerarquica.

La varianza molecular total es la suma de los componentes de la covarianza debidos por
ejemplo a las diferencias entre los individuos dentro de una poblacion, a las diferencias entre
las distintas poblaciones dentro de un grupo y a las diferencias entre distintos grupos de

poblaciones (Excoffier et al. 1992).

2.2 Marco referencial

2.2.1 Localizaciéon de las muestras

Las areas definidas fueron San Miguel Panan, El Tumbador, Lanquin, Cahabén y Puerto

Barrios (figura 1). Estas areas fueron descritas segun sus factores biofisicos de poblacion,

zonas de vida, suelos, fuentes hidricas y factores climéaticos.



20

. . . . mmnald00_230000_2C0000 _2E)
Mapa de localizacion de las areas de estudio e,
E M r”ﬂ []
360000 450000 540000 630000 720000 \ ] W F
o o ¢ E /B
o o
8 g 3 = i
@ @ y E 9§ B
a o E S ‘ =
¢ :
Q Q 1 i
[=] Qo
o o
Q [=]
=)} (o2}
® w
- Anl
o o
[=] o
=] o
o o
=] =1
g 3
g b g
Q o [=]
[=] Q
o o
Lal -
™~ M~
— —
Leyenda ZV T <M>5
S 3 Cahabén m 7 M,S}/ "
§ P § Puerto Barrios [ | E 7 g
© 9 | Bl Tumbador | ij/
San Miguel Pandn (]
Lanquin [ | A
o ° Cverpos de Agua [ U
s S Limite Departamental (]
3 =1
1) ] : Z
0 i g
360000 450000 540000 630000 720000
1: 2500000 Datum WGS 1984 Zona 15.5 N
0 50 100 150 km Sistema de Coordenadas GTM
e — - Elaborado con base en IGN 2017.
2021

Fuente: elaborado con base en IGN 2017.

Figura 1. Mapa de localizacion de para las areas de estudio.
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Las areas de estudio de la region sur estan comprendidas por los municipios de San Miguel

Panan y El Tumbador (cuadro 3).

Cuadro 3. Descripcion biofisica de las diferentes areas de estudio del area sur.

Descripcion Muestra MZ Muestra SM
Municipio San Miguel Panan El Tumbador
Extension (km?) 40 84
Numero habitantes 10,320 44,395
Departamento Suchitepéquez San Marcos

Fuente: elaborado con base en INE 2018.

Las areas de estudio de la regién norte estan comprendidas por los municipios de Lanquin,

Cahabon y Puerto Barrios (cuadro 4).

Cuadro 4. Descripcion de las muestras del area norte.

Descripcién Muestra LQ Muestra CH Muestra 1Z
Municipio Lanquin Cahabodn Puerto Barrios
Extension (km?) 208 900 1,292
Numero habitantes 24,099 64,911 100,593
Departamento Alta Verapaz Alta Verapaz Izabal

Fuente: elaborado con base en INE 2018.
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Las caracteristicas biofisicas fueron descritas observando diferencias para las muestras
recolectadas en el area norte (cuadro 5), en cuanto al tipo de suelos, altitud, precipitacion y

zonas de vida. En cuanto a la region fisiogréafica las muestras se encontraron en la misma.

Cuadro 5. Descripcion biofisica de las areas de estudio de la region sur.

Descripcion Muestra MZ Muestra SM
_ Bosque muy humedo subtropical Bosque muy humedo
Zona de vida . _
(calido) sur montano bajo
Precipitacion (mm) 1,600 4,100
Biotemperatura (°C) 27 15 -23
Altitud (m s.n.m.) 0a80 2,500 - 3,000

Chuva, Ostunculco,

Serie de suelos Cutzan, Mazatenango, Chocola o
Retalhuleu, Suchitepéquez
Rios: Mopa, La Puerta,
Rios: Bouijilla, Panan, Nahualate, Melendrez, EI Limon, El

Recursos hidricos o ) _
Mixpilla, y Cutzan Triangulo, Nahuatan,

Camaron, Pajapa

o Llanura costera, pendiente Llanura costera, pendiente
Region fisiografica o _ o ]
volcanica reciente volcéanica reciente
Area sembrada de
182 179

cacao (ha)

Fuente: elaborado con base en SEGEPLAN 2002, MAGA 2014.
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Las caracteristicas biofisicas de las muestras de la region norte fueron descritas (cuadro 6),
observando diferencias en cuanto a las zonas de vida y diferentes pardmetros de
precipitacion, altitud, suelos. En cuanto a la region fisiografica las muestras se ubicaron

dentro de la misma categoria.

Cuadro 6. Descripcion biofisica de las areas de estudio de la regidn norte.

Descripcion Muestra LQ Muestra CH Muestra IZ
Bosque muy | Bosque | Bosque muy
Bosque muy ) )
) hamedo muy hamedo Bosque muy
_ himedo _ i . ,
Zona de vida ) subtropical hamedo subtropical hamedo
subtropical . . . .
N (calido) subtropical (calido) tropical
(célido) sur ]
norte frio norte
Precipitacion
1,600 1,430 2,280 2,280 6,000
(mm)
Biotemperatura
R 27 22 16 a 23 16 a 23 24 a 30
°C)
Altitud 1,100 - 1,100 - 1,
0aa80 50 a 275 0-1,267
(ms.n.m.) 1,800 800
_ Tamahu, Sebach, Tamahu,
Serie de suelos | Tamahu, Guapaca, Coban
Guapaca, Chacalte Toltec
_ Rios: Las
Recursos Rios: Cahabon, La Pasion | Rios: Cahabdn, Actela,
_ _ Escobas,
hidricos y Sarstin Chisay, Oxec _
Escondido,
Regién ) ) _ Tierras altas Tierras altas
L Tierras altas sedimentarias _ ) _ )
fisiografica sedimentarias sedimentarias
Area sembrada
90 906 26

de cacao (ha)

Fuente: elaborado con base en SEGEPLAN 2002, MAGA 2014.
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En cuanto al factor suelos se presentan diferentes texturas, pH y profundidades para las
diferentes series de suelos en las zonas de estudio donde se recolectaron las muestras
(cuadro 11A).

2.2.3 Localizacion de la investigacién

La metodologia de laboratorio fue realizada en el laboratorio de biotecnologia de la Facultad
de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, Ciudad Universitaria, zona

12, Ciudad de Guatemala, Guatemala.

2.2.4 Estudios de diversidad genética de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al.

Este patdgeno ha sido estudiado en diversos paises de Latinoamérica, principalmente en
paises como Colombia, Ecuador y Perd, regiones caracterizadas por ser centro de origen

del patégeno.

A. Variabilidad genética en usando AP-PCR y RAPD en Antioquia, Colombia

Un estudio de la variabilidad genética de 170 aislamientos de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et
al. Se realiz6 utilizando marcadores moleculares del tipo RAPD y AP-PCR, colectados en

12 municipios de Antioquia, Colombia.

Segun Ortega y Kafuri (2007) el analisis dividio la poblaciéon en 6 grupos, donde el grupo
principal denominado G1, contuvo el 95 % de los aislamientos con un coeficiente de similitud
de 0.70 - 1. El analisis de componentes principales mostré una alta similitud genética entre
la poblacion excepto entre los aislamientos de Apartado y Dabeiba, que registraron los mas
altos niveles de variabilidad genética con valores altos del indice de Shannony el porcentaje

de loci polimérficos, mientras los otros aislamientos registraron una baja variabilidad
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genética. De acuerdo con el AMOVA, la mayoria de la variacion genética se encontr6 dentro
de los municipios (75.68 %) con solo un 5.94 % presente entre las subregiones (Ortega y
Kafuri 2007).

B. Biodiversidad usando AFLP en América

Los perfiles de AFLP de los 94 aislamientos produjeron 163 bandas. Hubo un alto nivel de
polimorfismo entre perfiles de aislamientos considerando el presunto modo asexual de
reproduccion de este basidiomiceto. De hecho, el 65 % de los productos (106 bandas)

generados fueron polimérficos entre al menos algunos de los aislamientos.

Los aislamientos colombianos incluyeron la mayor diversidad genética y los niveles mas
altos de diversidad genética, medidos utilizando el indice de diversidad de Shannon (0.20 +
0.06) y sobre la base del porcentaje de loci polimérficos (46.60 %) en las muestras. Los
aislamientos ecuatorianos mostraron una menor diversidad genética general medida por el
indice de diversidad de Shannon (0.15) y el porcentaje de loci polimérficos (38.10 %)
(Phillips-Mora et al. 2007).

Los aislamientos centroamericanos exhibieron la menor diversidad, con los 36 aislamientos
que mostraron un alto nivel de similitud (mayor a 0.94), 33 de los cuales eran idénticos en
todos los loci. Todos los aislamientos de esta region pertenecian al grupo Co-West. En
consecuencia, esta regién generd las estimaciones mas bajas de diversidad utilizando el

indice de diversidad de Shannon de 0.01 y el porcentaje de loci polimérficos de 5.60 %.

C. Diversidad genética en Pert usando marcadores RAPD

En Peru se realizé un estudio de diversidad genética de 21 aislamientos de M. roreri (Cif.)

H.C. Evans et al. En 3 zonas cacaoteras. A partir de la utilizacion de marcadores
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moleculares del tipo RAPD, se construy6 un dendrogama usando Jaccard como coeficiente
y el algoritmo UPGMA.

Segun Gutarra et al. (2013), al estimar la estructura genética en funcién del AMOVA y la
diversidad utilizando Shannon y Nej como indices, se obtuvo un 73 % de polimorfismo en
59 bandas obtenidas. ElI dendrogama dividié en 3 grupos principales con una similitud de

0.70, y los indices de Shannon y Nej presentaron una alta variabilidad.

Por lo que se definié que existen mas de un grupo genético en la region estudiada, y que la
diversidad pudo ser causada por haber ingresado o realizado intercambio de semillas de
forma natural por medio de los rios en comun y estarian originando nuevos grupos genéticos

locales.

D. Diversidad genética en el norte de Santander, Colombia usando AFLP

Este estudio muestra los resultados obtenidos utilizando AFLP, en aislados de la region
norte de Santander los cuales fueron analizados con el kit para sistema de andlisis II,
estandarizado y aplicado a 56 muestras de aislados de 9 municipios. Segun Suarez (2017)
el analisis realizado usando un dendrograma de similitud en base a las distancias genéticas
de Nei, definié 5 grupos con una alta variabilidad entre las muestras, el cual se encontro
entre 6.50 % - 58 %.

E. Diversidad genética en Peru, usando microsatélites

La diversidad genética fue evaluada en 35 genotipos de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al.,
patdgeno causante de la moniliasis, una de las enfermedades limitantes en las plantaciones
de cacao, con el fin de obtener mas informacion sobre la diversidad de este patégeno en 4

regiones del Peru.
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La caracterizacion molecular se realiz6 a través de marcadores microsatélites. Usando los
marcadores SSR17 y SSR5. Segun Quispe (2018) el promedio de alelos por poblacion,
patrén de alelos y curva de diversidad, asi como el andlisis de agrupamiento con 3 clUsteres
formados a 0.90 de similitud indicaron baja variabilidad genética en las 4 poblaciones

estudiadas, lo que confirma la hipétesis de que en el Peru hay una sola linea clonal.
Este patdgeno ha sido estudiado en diversos paises de Latinoamérica (cuadro 7), los
diferentes estudios de diversidad usando marcadores moleculares, estudios los cuales

revelan que la mayor parte de los estudios han sido realizados en Sudamérica.

Cuadro 7. Estudios de diversidad genética de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al.

] . . Ndamero de Marcador o
Pais o region | Afio Analisis de resultados
Muestras molecular
UPGMA, andlisis coordenados
_ RAPD Y o o
Colombia 2007 170 principales, indice de Shannon,
AP-PCR _ _
polimorfismo.
Colombia,
Venezuela, UPGMA, andlisis de coordenadas
2007 94 AFLP e ISSR o
Ecuador, Peru, principales
Centroamérica
UPGMA, AMOVA, indice de Nei,
Peru 2013 21 RAPD
Shannon
_ UPGMA, andlisis de coordenadas
Colombia 2017 56 AFLP o o _
principales, indice de Nei
Peru 2018 35 Microsatélites UPGMA, frecuencias alélicas

Fuente: elaborado con base en Phillips-Mora et al. 2007, Ortega y Kafuri 2007, Gutarra et al. 2013, Suarez
2017 y Quispe 2018.



28

2.2.5 Estudios de diversidad genética de fitopatégenos en Guatemala

En Guatemala se realiz6 un andlisis de diversidad genética de aislados de Phytophthora
infestans (Mont.) de Bary colectados en zonas productoras de papa y tomate. Este estudio

determind el nivel de variabilidad genética, a través del marcador molecular AFLP.

Con los 22 aislados se realizo un analisis cluster y un dendrogama con el algoritmo UPGMA
usando el indice Dice. Segun Ruiz et al. (2018) los aislados fueron situados en 3 grupos
principales, los cuales responden al lugar de procedencia y al tipo de planta hospedera. Se
encontré un valor de similitud de 0.49 entre los aislados analizados, por lo que se concluy6

que la variabilidad genética de P. infestans en Guatemala es alta.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la diversidad genética de aislados Moniliophthora roreri (Cif.) H.C. Evans,
Stalpers, Samson & Benny en regiones productoras de cacao (Theobroma cacao L.) del

sur y norte de Guatemala.

3.2 Objetivos especificos

1. Identificar la similitud genética entre aislados de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al,

recolectados de zonas productoras de cacao.

2. Determinar la diversidad genética entre poblaciones de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al,

recolectadas de zonas productoras de cacao.

3. Determinar la variacion molecular entre regiones, poblaciones e individuos de M. roreri

(Cif.) H.C. Evans et al. recolectados de zonas productoras de cacao.

4 HIPOTESIS

Las poblaciones de Moniliophthora roreri (Cif.) H.C. Evans, Stalpers, Samson & Benny,
aisladas de zonas productoras de cacao de San Miguel Panan (Suchitepéquez), El
Tumbador (San Marcos), Cahabén, Lanquin (Alta Verapaz) y Puerto Barrios (Izabal),
presentan baja diversidad genética. Por lo cual existiran al menos de 3 grupos filogenéticos
con una diferenciacion geografica entre poblaciones, pero con similitud mayor 0.70, debido
a su reciente ingreso al pais y el mecanismo de reproduccion asexual que presenta el

hongo.
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5 METODOLOGIA
5.1 Identificacidon de la similitud genética entre aislados de M. roreri (Cif.) H.C.
Evans et al.

5.11 Recoleccidon de muestras

El material recolectado fueron los frutos de la planta de cacao afectado por M. roreri (Cif.)
H.C. Evans et al., estos fueron colectados de arboles de cacao (figura 10A), se llevé a cabo
en los departamentos de Suchitepéquez (San Miguel Panan), San Marcos (El Tumbador),
Alta Verapaz (Cahabdn, Lanquin) e Izabal (Puerto Barrios) (figura 2), por ser de los mayores
productores de cacao, las respectivas muestras fueron identificadas segun su region en la
cual fueron recolectadas (cuadro 12A) donde se encuentran detalladas todas las muestras

recolectadas utilizadas para el estudio.

Para cada localidad se recolectaron alrededor de 12 muestras, siendo este nuamero
dependiente de las observaciones en campo de plantas con dafio del hongo, a su vez el
namero total de muestras basado en otros estudios de diversidad exploratorios como los

presentados por Gutarra et al. (2013) y Suarez (2017).

Se realiz6 una observacion visual buscando directamente crecimiento del hongo sobre el
fruto. Los frutos fueron colectados con sintomatologia tipica de la enfermedad:
deformaciones, manchas irregulares de color café y presencia de micelio sobre el fruto

(figura 11A). En total se recolectaron 69 muestras de las diferentes localidades.

Estas muestras fueron almacenadas en bolsas plasticas, identificadas con la locacion y
trasladadas en condiciones de frio al laboratorio de biotecnologia vegetal de la Facultad de
Agronomia, de la Universidad de San Carlos de Guatemala, lugar donde ser realizo el

aislamiento.
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Mapa de poblaciones de Moniliophthora roreri (Cif.) H.C. Evans, Stalpers, Samson & Benny.
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Figura 2. Mapa de poblaciones de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al.
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5.1.2 Aislamiento y purificacién

Para llevar a cabo el aislamiento, purificacion y conservacion del patégeno se empleé el

medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) suplementado con lacto-fenol y sulfato de

estreptomicina siguiendo el protocolo desarrollado por Carrera-Sanchez et al. (2014).

A.

La muestra fue lavada en agua corriente durante 15 min.

Los fragmentos fueron recolectados de los fragmentos de tejido y se realizé su
colocacién en un erlenmeyer de 100 ml de capacidad con 80 ml de agua desionizada

esteéril.

Se agito por 5 min y se decantd. Este paso anterior fue repetido 3 veces sucesivas
cambiando el agua en cada repeticion.

Se realiz6 la desinfeccion de los fragmentos de tejido con alcohol al 70 % durante 2 min.
Seguido de un lavado de los fragmentos de tejido con agua desionizada estéril durante

2 min.

Se realizo la colocacion de los fragmentos de tejido en un papel de filtro estéril en cabina

de flujo laminar, para eliminar el exceso de humedad.

Se hizo la colocacion de los fragmentos de tejido en cAmaras hiumedas. Se identificaron
las cajas petri con los datos de la muestra (locacién, nimero de la muestra y la fecha
de la recoleccién).

Las cajas petri fueron colocadas en incubadora a 25 °C durante 5 dias.

Se realiz6 la elaboracién el medio de cultivo PDA. Antes de ser vertido en la caja, se

afadio sulfato de estreptomicina a razon de 0.50 g/l de ingrediente activo.
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I. El medio de cultivo fue vertido en cajas petri dentro de la cdmara de flujo laminar,
dejandose reposar hasta su solidificacion. Estas cajas petri fueron colocadas en

incubadora a 25 °C durante 7 dias.

5.1.3 Confirmacion de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al.

Se realizo la extraccion de ADN gendmico a partir del micelio desarrollado en los medios de
cultivo preparados. Para dicha extraccion se utilizo el kit comercial Pure Gene Core Kit A de
QUIAGEN®.

Se tomo micelio de la superficie del medio de cultivo el cual es macerado con micropistilo
agregando 400 uL de amortiguador de extraccion (200 mM de TrisHCI; 250 mM de NacCl;
25 mM de EDTA, SDS al 0.50 %) en un tubo de 1.50 ml, posteriormente se realiz6 la
metodologia descrita por Ruiz et al. (2018).

A. Los tubos fueron incubados a 65 °C durante 1 h.

B. Las muestras se dejaron a temperatura ambiente y se agrega 100 uL de acetato de

amonio (C,H,NO;) 2 M, colocandolas en hielo por 10 min.

C. Posteriormente se centrifugo a 13,000 rpm durante 4 min y la fase liquida fue transferida
a un nuevo tubo al cual se le agrega 300 pL de isopropanol (CsHsO), se centrifugo a

13,000 rpm durante 3 min y se descarto la fase liquida.

D. La pastilla de ADN generada fue lavada con etanol al 70 % y se centrifugo a 13,000 rpm

durante 2 min y se descarto la fase liquida.

E. Tras la evaporacion del etanol se suspendio la pastilla en 50 yL de TE (10 mM Tris-HCI,
1 mM EDTA) y se dejé reposar 1 h a temperatura ambiente.

F. Finalmente se almaceno a -20 °C.
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La calidad y calidad fue evaluada a través de una visualizacion con luz ultravioleta,

posteriormente se procedié con una tincién con bromuro de etidio (C21H20BrNs).

Se utilizaron los siguientes cebadores: ITS4 (5 TCCTCCGCTTATTGATATGC 3’) e ITS5 (5’
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 3'). produciendo fragmentos de 600 pb a 750 pb, estos
se anclan en las regiones ADNr 25S y 18S respectivamente, correspondientes a la especie
M. roreri (Cif.) H. C. Evans et al.

514 Protocolo AFLP

Se tomaron muestras de ADN de los diferentes aislados del patdgeno de cada localidad,
provenientes de medios de cultivo selectivos. Se utilizé el marcador molecular AFLP, a
través de la utilizacion del kit AFLP Andlisis System | de Invitrogen®, realizandose lo

siguiente:

A. Se utiliz6 ADN a una concentraciéon de 25 ng/uL, el cual es digerido con las enzimas de

restriccion EcoR1/ Msel.

B. Seincuba por 2 h a 37 °C, después a 70 °C por 15 min.

C. La ligacion de los adaptadores se llevo a cabo con los reactivos del kit y se incubo
durante 2 h a 20 °C.

D. Seguidamente se realiz6 una preamplificacibn con la reaccion en cadena de la
polimerasa realizando 20 ciclos siguiendo la programacion siguiente de temperatura y

tiempo (cuadro 8), con el fin de lograr la amplificacion esperada.
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Cuadro 8. Ciclo de PCR utilizado durante el protoclo del marcador AFLP.

Temperatura (°C) Tiempo (s)
94 30
56 60
72 60

Fuente: elaborado con base en Ruiz et al. 2018.

Los productos amplificados se visualizan en un gel de agarosa al 2 %. Se realizé una
amplificacion selectiva con los cebadores M-C + E-AC. Los productos de PCR se corrieron

en un gel de poliacrilamida al 5 % observandose las bandas amplificadas.

515 Anélisis de similitud

Con el perfil de bandas se gener6 una matriz binaria de presencia (1) ausencia (0) para
cada uno de los loci amplificados. La matriz se export6 al programa Paleontological Statistics
Software Package for Education and Data Analysis PAST v3.18® (Hammer et al. 2001).

Para generar una matriz de distancias genéticas con el indice de Dice y posterior analisis
con el algoritmo UPGMA generando un dendrograma (Nei y Kumar 2000). El cual fue
exportado hacia el programa FigTree v1.4.3® (Rambaut y Drummond 2008). Para lograr
una mejor visualizacion del dendrograma a nivel de los aislados de M. roreri (Cif.) H.C.

Evans et al.

El analisis de las coordenadas principales de todos los aislados de M. roreri (Cif.) H.C. Evans

et al. Se llevd a cabo utilizando el programa GenAlEx 6.5® (Peakall y Smouse 2012).
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5.2 Determinacion la diversidad genética entre poblaciones de M. roreri (Cif.)
H.C. Evans et al. recolectadas de zonas productoras de cacao

Con la matriz de datos binarios se calcularon varios parametros relacionados con la
diversidad genética. Se calculd la diversidad genética de Nei (Nei 1973), la diversidad
genética total y el promedio de la diversidad genética dentro de las poblaciones con el
programa AFLP-SURYV v.1.0® (Vekemans et al. 2002).

El nimero total de bandas, el nUmero de loci polimérficos, el porcentaje de loci polimorfico
el nimero observado de alelos por loci (Na), el nUmero efectivo de alelos por locus (Ne)
(Kimura 'y Crow 1964). Asi como el indice de informacién de Shannon (l), logrando asi tener
estimadores que ayuden a la determinacién de variabilidad genética de las poblaciones del

patogeno.

5.3 Determinacion de la variacion molecular entre regiones, poblaciones e

individuos de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al.

Con la matriz de datos binarios se calcularon varios pardmetros relacionados con la

variacion genética, realizando un AMOVA.

El analisis de la varianza molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992), se calculé utilizando el
programa GenAlEx 6.5® (Peakall y Smouse 2012). Para esto se tomaron como parametros
las regiones (norte y sur), como poblaciones (San Miguel Panan, EI Tumbador, Cahabdn,
Lanquin, y Puerto Barrios). A su vez también se calculé el flujo genético entre poblaciones
se estimo usando la ecuacion:

Nm = [(1/Fst) — 1] /4.

Donde: fst es el valor que mide la variacion de las frecuencias alélicas entre poblaciones.



37

6 RESULTADOS Y DISCUSION

Este es parte del primer estudio para caracterizar las poblaciones de M. roreri (Cif.) H.C.
Evans et al., en Guatemala. Por lo cual fue necesario la utilizacién de diferentes indices de
biodiversidad, asi como analisis de similitud y coordenadas con el fin de definir la distribucion
espacial de las muestras y su diferenciacion a nivel de asilado, poblacion y region.

6.1 Identificacién de la similitud genética entre aislados de M. roreri (Cif.) H.C.
Evans et al.

El dendrogama basado en la similitud genética de Dice reveld 3 grupos principales con un
coeficiente de similitud de 0.80 (figura 3). Este dendrogama a su vez tuvo diversas
ramificaciones a diferentes niveles de similitud estableciéndose entre una similitud de 0.7 -
0.98, sin embargo, ninguna muestra se agrupo con una similitud de 1, lo cual indicio que

ninguna de las muestras obtenidas era igual genéticamente.
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Figura 3. Dendrogama UPGMA generado a partir del marcador molecular AFLP.
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El grupo A estuvo compuesto por 21 aislados, el grupo B estuvo conformado por 16 aislados
y el grupo C por 32 aislados de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al. En los 3 grupos se identifico

presencia de aislados de las diferentes localidades analizadas.

El mapa de coordinadas principales basado en la matriz de distancia genética también
reveld 3 grupos principales (figura 4). En los 2 grupos mayores se incluyeron aislados de
las 5 poblaciones. EIl tercer grupo estuvo compuesto por aislados de Lanquin (LQ) y
Suchitepéquez (SMC). Los 2 vectores principales revelaron el 21.14 % y 15.99 % de la

variacion, respectivamente.

Coordenadas principales (1vs2)
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Figura 4. Analisis de coordenadas principales.
En cuanto al andlisis de agrupamiento del dendrograma, los resultados indican una alta

similitud (80 %) entre los aislados, valor similar al reportado para otros aislados de

Centroamérica provenientes de Honduras y Costa Rica (94 %) (Phillips-Mora et al. 2007).
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Los valores de similitud genética para la region de Sudamérica son significativamente
menores, reportandose en Colombia y Ecuador valores de 67 % y 60 % respectivamente
(Phillips-Mora et al. 2007), y segun Gutarra et al. (2013) para poblaciones de Colombia fue
de 64 % y segun Suarez (2017) fue de 58 % siempre para el mismo pais, evidenciandose

una amplia diversidad genética en esta region en contraste con los obtenidos en Guatemala.

A pesar de que para Centroamérica se reporta solo un grupo genético segun Phillips-Mora
et al. (2007), tanto el dendrograma como el analisis de coordenadas principales muestran 3
grupos distintos, grupos los cuales presentaron alta similitud genética en base a los 69 los
aislados analizados.

En cuanto a la diferenciacion de los aislados segun el municipio donde fueron extraidos no
se observo ninguna diferenciacion genética, siendo una de las muestras de Lanquin (3_LQ)
y una de las muestras de Puerto Barrios (35_1Z), las que se encontraron segun el

dendrograma a una mayor distancia.

Aun cuando la dispersion del patégeno hacia Centroamérica se haya presentado a partir de
un solo clon de una region de Colombia y la reproduccion del patdégeno se considere
mayormente de forma clonal (Phillips-Mora et al. 2006), los aislados analizados en este

estudio nunca presentaron una similitud genética del 100 %.

Esta diferenciacion genética puede ser atribuida a una alta tasa de mutacion en el genoma
de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al., para responder a la presion de seleccion natural, en
donde nuevos ambientes presionan para enriquecer a poblaciones introducidas con nuevas

variantes genéticas (Jaimes et al. 2016).

Aun cuando se asume una reproduccion predominantemente clonal en M. roreri (Cif.) H.C.
Evans et al., se sabe que las poblaciones de hongos que carecen de un ciclo sexual son
todavia capaces de una rapida evolucioén, la cual se refleja en el incremento de la virulencia
(Phillips-Mora et al. 2007).
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Este factor debe ser considerado seriamente, ya que esto podria explicar situaciones
observadas en Costa Rica como el incremento en la virulencia de los aislados de M. roreri
(Cif.) H.C. Evans et al., provocada por una limitada resistencia o bajos niveles de tolerancia
de materiales genéticos de cacao contra este patdgeno aumentandose las pérdidas por

moniliasis aun con presencia de algunos clones tolerantes en Costa Rica (Ali et al. 2015).

Esta situacion es de especial importancia para Guatemala, ya que la mayoria de los clones
de cacao utilizados en el pais son provenientes del programa de mejoramiento de Centro
Agrondmico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE) en Costa Rica. Esto supone,
que, por un aumento en la virulencia del patégeno, producto de la evolucién por mutacion,
terminaria superando la tolerancia de los clones de cacao, aumentandose las pérdidas por

moniliasis.

Aunque la baja diversidad genética encontrada en los aislados de M. roreri (Cif.) H.C. Evans
et al., es consistente con una rapida y reciente propagacién del hongo de una poblacion,
siendo un hongo que se reproduce de forma asexual, existe una diferenciacién mayor a la

esperada.

Esta situacion puede ser explicada por una rapida tasa de mutacibn como fuente de
diferenciacion genética, o bien, podria ser resultado de la introduccién de un nuevo grupo
genético, ya que las actividades humanas de control quimico y el movimiento de materiales
a zonas con diversidad climatica da lugar a modos naturales de dispersion, los cuales han
sido la principal fuerza responsable de la dispersion de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al., en
las nuevas zonas y paises afectados (Phillips-Mora et al. 2007).
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6.2 Determinacion de la diversidad genética entre poblaciones de M. roreri (Cif.)
H.C. Evans et al.

Las 4 combinaciones de cebadores selectivos de AFLP produjeron un total de 140 loci
amplificados a partir de 69 muestras representativas de 5 poblaciones de M. roreri (Cif.)
H.C. Evans et al. A partir de las cuales se calcul6 el nUmero de loci polimorficos el cual

estuvo entre 14 % - 23 % con un valor promedio de 17.40 % (cuadro 9).

Cuadro 9. Parametros de la variacion genética de las poblaciones.

Poblacién N LP P (%) Na Ne I Hj
LQ 15 15 10.71 0.80 1.23 0.02 0.14
CH 13 16 11.43 1.15 1.24 0.07 0.17
4 15 23 16.42 0.95 1.19 0.06 0.13
MZ 12 19 13.57 1.30 1.27 0.05 0.18

SMC 14 14 10 1.30 1.36 0.07 0.22

Promedio 13 17.40 12.40 1.10 1.25 0.05 0.17

La proporcion de loci polimérficos estuvo en un rango de 10 % a 16.42 %, con un promedio
de 12.40 %. Siendo la poblacién LQ la que presento la menor proporcion de loci polimérfico
y la poblacion 1Z la que presento la mayor proporcion polimorfica. En cuanto a las diferentes
muestras todos estos resultados indicaron que existi6 un bajo polimorfismo en las

poblaciones de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al.

Se determind el numero de aislados por poblacion (N) el cual indica el nimero de muestras
utilizadas presentando valores entre 12 y 15. En cuanto al numero de alelos diferentes (Na),
se encontraron valores entre 0.80 y 1.30, numero de alelos efectivos (Ne) obtenido se

distribuyé entre los valores de 1.19y 1.36.
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La diversidad genética de Nei (Hj) de las diferentes poblaciones oscilé entre 0.13 (1Z) y 0.22
(SMC) con un valor medio de 0.17. El indice de informacion de Shannon (l) estuvo en el
rango de 0.02 (LQ) hasta de 0.07 (SMC) con un valor promedio de 0.058. La diversidad
genética general (Ht) fue de 0.12, la diversidad genética media dentro de las poblaciones
(Hw) fue de 0.13.

Al comparar los valores obtenidos del analisis polimorfico, se observa que estos son
significativamente mas bajos que los reportados por Phillips-Mora et al. (2007), quienes
informan valores de polimorfismo de 46 % y 38.10 % para aislados de Colombia y Ecuador

utilizando el mismo marcador molecular.

De igual forma, en Per, los valores de polimorfismo (73 %) segun Gutarra et al. (2013) (son
mayores a los encontrados en este estudio. Sin embargo, Phillips-Mora et al. (2007) reportan
valores de 5 % de polimorfismo al analizar aislados provenientes de Centroamérica (grupo

Co-Central) lo cual es similar con los valores obtenidos en este estudio.

Es evidente que los niveles de polimorfismo encontrados en aislados originarios de
Sudameérica son significativamente mayores a los de la zona centroamericana. La diversidad
genética, basada en el indice de Shannon, muestra que los niveles encontrados en las

poblaciones de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al, en Guatemala son bajos (0.05).

En Colombia se reportan valores de 0.20 (Phillips-Mora et al. 2007), (0.17) (Ortega y Kafuri
2007) y 4.75 (Jaimes et al. 2016). No obstante, (Phillips-Mora et al. 2007), también reportan
valores en el indice de Shannon sumamente bajos (0.01) para los aislados del grupo Co-
Central, sugiriendo la dispersién del patégeno hacia esta region se dio a partir de un solo
clon del patdgeno, los cuales siguen la relacion obtenida de los aislados analizados en el

presente estudio.

Los altos valores de diversidad genética reportados para Colombia sostienen la teoria de
gue este puede ser considerado como el centro de origen de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et
al, especificamente en el Valle de Magdalena (Ali et al. 2015), desde donde se dispersé
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hacia otras regiones de Sudamérica y Centroamérica. Esta situacién explicaria los bajos
niveles de diversidad encontrados en este estudio para Guatemala, los cuales son
resultados de la reciente introduccion y fase invasiva del hongo desde su identificacion en

el pais en 2002.

A pesar de que la diversidad no es significativa, si se encuentra presente a pesar de su
reproduccion asexual, entre las fuentes que intervienen en la generacion de mutaciones en
los patdgenos se encuentra asociada a errores durante el proceso de replicacion,
provocando que nuevos nucledtidos ingresen en el genoma del patégeno generando las

respectivas mutaciones.

Otro factor que puede ser el origen de esta diferenciacion es el factor climatico,
principalmente contribuida por la precipitacion de las diferentes regiones del pais, la muestra
extraida |1Z, fue la que presento el mayor polimorfismo, siendo a su vez el area donde existia
la mayor precipitacion (6,000 mm), sin embargo en el caso de la muestra MZ, muestra la
cual indico el segundo mayor polimorfismo encontrado, no tuvo correlacibn con la
precipitacion (4,100 mm), ya que esta region presento una de las menores precipitaciones
para las diferentes regiones.

A su vez la muestra SM presento una mayor precipitacion (2,500 mm - 3,000 mm) y tuvo el
menor indice de polimorfismo de las muestras. Por lo cual no se encontré una relacion

directa en cuanto a la diversidad encontrada y la precipitacion de las diferentes localidades.

En cuanto a la biotemperatura la muestra SM que presento el menor polimorfismo fue
aguella obtenida en un area donde la biotemperatura se presentd en los rangos menores
(15 °C - 23 °C), a su vez la muestra I1Z presento el mayor polimorfismo y rango de
biotemperatura (24 °C - 30 °C), por lo cual se considera que el rango de temperatura fue un

factor para el desarrollo de la biodiversidad de las muestras del patégeno.

La muestra LQ presento suelos con pH promedio de 6.34, con textura franca, arcillosa y

limosa a profundidad promedio de 225 cm. La muestra CH presento suelos con pH de 6.34,
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texturas francas, franco arcillosa y arcillosa y profundidad de 47.50 cm. La muestra 1Z
presento suelos francos, franco arcillosos y arcillosos con pH entre los 6.96, a una
profundidad promedio de 40 cm. La muestra SMC presento suelos con pH de 6.35, texturas
franco arenosas, franco limosas y franco arcillosa, con profundidad promedio de 113.33 cm.
Y por ultimo la muestra MZ presento pH de 5.94, texturas franco arenosa, franco arcillosa,
francas y limosas con una profundidad de 240 cm.

Ninguno de estos factores determino un patrén en cuanto a la diversidad, sin embargo, en
cuanto a la diversidad parece que los suelos con menor cambios en cuanto a su textura
(SMC), pudo haber sido un factor importante para la presencia de un menor polimorfismo,
a comparacion de la muestra (IZ) donde las texturas se presentaron con mayor

heterogeneidad.

En cuanto a la combinacion de los factores fisicos de clima y suelos no existe una
correlacion directa en cuanto a la diversidad para las muestras, sino es mas la combinacion

de los factores la cual ha provocado esta diversidad.

6.3 Determinacion de la variaciobn molecular entre regiones, poblaciones e

individuos de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al.

Para determinar la variacion genética entre regiones, poblaciones e individuos fue realizado
un AMOVA (cuadro 10), aqui se observa que la variacion dentro de las poblaciones
representd el 91 % de la variacion total. La variacion entre regiones represento un 3 % y la
variacion entre poblaciones represento un 6 %, siendo solo la variacién dentro de las

poblaciones significativa.
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Cuadro 10. Resumen del anélisis de la varianza molecular.

Fuente de GL Suma de | Mediade los | Varianza | Porcentaje | Valor 5
variacion cuadrados cuadrados estimada (%) Phi

Entre

' 1 2.47 2.47 0.06 3 0.03 | 0.18
regiones

Entre

_ 3 6.77 2.26 0.14 6 0.06 | 0.14
poblaciones
Dentro de

. 64 143.24 2.04 2.24 91 0.23 | 0.001
poblaciones

Se determind el flujo genético (Nm) entre las poblaciones fue de 3.52, lo que revela una

mayor comunicacion genética entre las poblaciones.

Segun los resultados del AMOVA, la mayor fuente de variacion se produjo dentro de las
poblaciones. Por otra parte, la baja diferenciacion y estructura entre poblaciones podria ser
el resultado del flujo de genes entre las poblaciones, ya que, a pesar de existir distancias
entre 150 km - 200 km entre algunas de las poblaciones, la diferenciacion entre estas fue
solo del 6 %. Esto puede ser explicado por el constante intercambio de frutos de cacao entre
los productores, quienes de forma involuntaria estarian siendo el vector de dispersion de las

esporas de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al., favoreciendo el flujo genético.

En este estudio el flujo genético identificado fue de 3.52, este explica el hecho de que las
poblaciones no mantienen un aislamiento por distancia, presentandose una homogeneidad
genética entre las poblaciones. Ademas, segun Allendorf (1983) un Nm mayor a 1 es
suficiente para superar los efectos de la deriva genética, impidiendo asi la disminucién de

la diversidad genética.

Debido al rol humano en la dispersion del patégeno, Jaimes et al. (2016) sugiere que las

medidas de control, como las aplicaciones de fungicidas o la seleccion y utilizacién de los
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principales genes de resistencia, deben aplicarse con precauciones y las medidas de control
deben tratar de reducir al minimo el flujo de genes.

Aunque la baja diversidad genética encontrada en los aislados de M. roreri (Cif.) H.C. Evans

et al. es consistente con una rapida y reciente propagacion del hongo de una poblacion.

Esta situacion puede ser explicada nuevamente por una rapida tasa de mutacidon como
fuente de diferenciacién genética, o bien, podria ser resultado de la introduccién de un nuevo
grupo genético, ya que las actividades humanas, en lugar de los modos naturales de
dispersion, han sido la principal fuerza responsable de la dispersion del patégeno en las
nuevas zonas y paises afectados (Phillips-Mora et al. 2007).

En general los resultados del estudio muestran que existe un bajo nivel de diversidad
genética y una débil estructura genética entre los aislados de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et
al., en Guatemala. Esta situacion es consistente con los informes de una reciente
introduccién y fase invasiva del patégeno en el pais. No obstante, esto no descarta el
aparecimiento de nuevos genotipos mas virulentos que pueden superar la tolerancia de los

clones de cacao actualmente utilizados, incrementando ain mas las pérdidas por moniliasis.

Por esta razén, se sugiere el constante monitoreo de la evolucién biologica del patégeno,
practicas de cuarentena que limiten al minimo la dispersion del patégeno, tanto a zonas con
presencia del hongo como a zonas aun no afectadas, asi como evaluaciones de distintos

clones de cacao tolerantes a los nuevos genotipos de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al.
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CONCLUSIONES

Con una similitud de 0.80 segun el coeficiente Dice, mediante el analisis UPGMA
y el analisis de coordenadas principales, se definieron 3 grupos filogenéticos, sin
diferenciacion geogréfica de los diferentes aislados. Este resultado evidencia una
alta similitud para las poblaciones de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al., dentro de
las regiones de estudio y es asociada a su reciente ingreso al pais y su

reproduccion asexual.

La diversidad obtenida a través del indice de Shannon (0.05) y el indice de Nei
(0.02), la diversidad genética general (0.12), y el polimorfismo presentado (12.28
%), muestran que la diversidad encontrada en las poblaciones de M. roreri (Cif.)
H.C. Evans et al., es baja, debido a que Guatemala no es centro de origen del
patdégeno, este no es el caso de Colombia donde se observa una mayor diversidad.

El analisis basado en la varianza genética presento diferencias entre regiones,
poblaciones y dentro de las poblaciones es de 3 %, 6 % y 91 % respectivamente,
de las cuales solo la variacion entre poblaciones fue significativa, esta
diferenciacion se debe a que los productores de cacao realizan intercambio de
semilla en las diferentes regiones, transmitiendo el patégeno de forma mecanica,
esto se encuentra apoyado con el indice de flujo genético (3.52), el cual indica que

no hay un aislamiento por distancia.
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RECOMENDACIONES

Profundizar el estudio de la diversidad genética de M. roreri (Cif.) H.C. Evans et
al., con una mayor cantidad de muestras en regiones no utilizadas para el estudio
y con esto poder seguir detallando la diversidad en las regiones cacaoteras del

norte y del sur de Guatemala.

Es necesario realizar evaluaciones de resistencia a fungicidas con los diferentes
aislados del patégeno M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al, para desarrollar programas
de control quimico que no generen mutaciones en los aislados debido a la presion

de seleccion.

Es necesario dar seguimiento a la busqueda de clones de cacao resistentes a los
aislados del patégeno M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al., presentes en Guatemala,

con el fin de mejorar las estrategias para control de la enfermedad.
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10 ANEXOS

Mapa de principales zonas de produccién de cacao a nivel nacional y su distribucion (%)
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Fuente: elaborado con base en MAGA 2017 e IGN 2017.

Figura 5A. Mapa de departamentos productores de cacao.
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Produccion mundial promedio de cacao (Tm)
para los afios 2008-2018
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Figura 6A. Produccién promedio de cacao por pais para el periodo 2008 a 2018.
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Figura 7A. Ciclo de la enfermedad causada por M. roreri (Cif.) H.C. Evans et al.
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Micelio incipiente Micelio del hongo sobre fa mancha ificad
en mancha color café café, la etapa mas contagiosa S o

Figura 8A. Sintomas de la enfermedad moniliasis.

Fuente: tomado de Phillips y Cerda 2013:6.
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Cuadro 11A. Caracteristicas fisicas para las diferentes series de suelos.

Serie de suelos Textura pH Profundidad (cm)
Cutzan Franco-arenoso 6.30 40
Mazatenango Franco-limoso 6.50 150
Chocola Franco limosa o arcillosa 6.25 150
Franco arenosa, franco arcillosa,
Chuva franco arcillo 5.78 400
Ostuncalco Franca o arenosa 6.10 10
Franco arenosa a franco arcillosa o
Retalhuleu franco arcillo limosa 5.78 400
Suchitepéquez Franco a limoso 6.10 150 - 200
Tamahu Franca o franca arcillosa 7.83 50
Guapaca Arcillosa 4.86 45
Coban Franco limosa 6.20 300
Sebach Arcillosa 6.30 40
Chacalte Arcillosa 7.10 50
Toltec Arcillosa 6.10 30 - 40

Fuente: elaborado con base en MAGA 2017.
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Fuente: elaboracion propia, 2020.

Figura 10A. Planta de cacao con frutos presentando moniliasis.
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Cuadro 12A. Distribucion de muestras por localidad.

Muestra Poblacion Municipio Departamento Cadigo
1 LQ Lanquin Alta Verapaz 1LQ
2 LQ Lanquin Alta Verapaz 2 LQ
3 LQ Lanquin Alta Verapaz 3_LQ
4 LQ Lanquin Alta Verapaz 4 10Q
5 LQ Lanquin Alta Verapaz 5 LQ
6 LQ Lanquin Alta Verapaz 6_LQ
7 LQ Lanquin Alta Verapaz 7 LQ
8 LQ Lanquin Alta Verapaz 8 LQ
9 LQ Lanquin Alta Verapaz 9 LQ
10 LQ Lanquin Alta Verapaz 10 LQ
11 LQ Lanquin Alta Verapaz 11 LQ
12 LQ Lanquin Alta Verapaz 12 LQ
13 LQ Lanquin Alta Verapaz 13 LQ
14 LQ Lanquin Alta Verapaz 14 LQ
15 LQ Lanquin Alta Verapaz 15 LQ
16 CH Cahabodn Alta Verapaz 16 CH
17 CH Cahabodn Alta Verapaz 17 CH
18 CH Cahabon Alta Verapaz 18 CH
19 CH Cahabon Alta Verapaz 19 CH

20 CH Cahabon Alta Verapaz 20 CH
21 CH Cahabon Alta Verapaz 21 CH
22 CH Cahabon Alta Verapaz 22_CH
23 CH Cahabon Alta Verapaz 23_CH
24 CH Cahabon Alta Verapaz 24 _CH
25 CH Cahabon Alta Verapaz 25 CH
26 CH Cahabon Alta Verapaz 26_CH
27 CH Cahabon Alta Verapaz 27 CH
28 CH Cahabon Alta Verapaz 28_CH
29 1z Puerto Barrios Izabal 29 17
30 1z Puerto Barrios Izabal 30 1Z




Continuacién cuadro 12A.
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Muestra Poblacion Municipio Departamento Cddigo
30 4 Puerto Barrios Izabal 30 1Z
31 4 Puerto Barrios Izabal 31 1Z
32 Iz Puerto Barrios Izabal 32_1Z
33 4 Puerto Barrios Izabal 33 1Z
34 4 Puerto Barrios Izabal 34 1Z
35 V4 Puerto Barrios Izabal 35 1Z
36 4 Puerto Barrios Izabal 36 1Z
37 4 Puerto Barrios Izabal 37 1z
38 V4 Puerto Barrios Izabal 38 1Z
39 4 Puerto Barrios Izabal 39 1Z
40 4 Puerto Barrios Izabal 40 1z
40 1z Puerto Barrios Izabal 40_1Z
41 4 Puerto Barrios Izabal 41 1Z
42 4 Puerto Barrios Izabal 42 1Z
43 1z Puerto Barrios Izabal 43 1Z
44 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 44 MZ
45 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 45 MZ
46 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 46_MZ
47 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 47 _MZ
48 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 48 MZ
49 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 49 MZ
50 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 50 Mz
40 4 Puerto Barrios Izabal 40 1Z
41 1z Puerto Barrios Izabal 41 1Z
42 1z Puerto Barrios Izabal 42 1Z
43 1z Puerto Barrios Izabal 43 1Z
44 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 44 MZ
45 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 45 MZ
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Continuacioén cuadro 12A.

Muestra Poblacion Municipio Departamento Cadigo
46 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 46 _MZ
a7 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 47 Mz
48 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 48 Mz
49 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 49 Mz
50 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 50 Mz
51 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 51 Mz
52 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 52_Mz
53 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 53 Mz
54 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 54 Mz
55 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 55 MZ
56 SMC El Tumbador San Marcos 56_SMC
57 SMC El Tumbador San Marcos 57 SMC
58 SMC El Tumbador San Marcos 58 SMC
59 SMC El Tumbador San Marcos 59 SMC
60 SMC El Tumbador San Marcos 60_SMC
51 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 51 _Mz
52 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 52 Mz
53 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 53 Mz
54 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 54 Mz
55 MZ San Miguel Panan Suchitepéquez 55 Mz
56 SMC El Tumbador San Marcos 56_SMC
57 SMC El Tumbador San Marcos 57 SMC
58 SMC El Tumbador San Marcos 58 SMC
59 SMC El Tumbador San Marcos 59 SMC
60 SMC El Tumbador San Marcos 60 _SMC
61 SMC El Tumbador San Marcos 61 SMC
62 SMC El Tumbador San Marcos 62 _SMC




Continuacién cuadro 12A.
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Muestra Poblacion Municipio Departamento Cddigo
63 SMC El Tumbador San Marcos 63 _SMC
64 SMC El Tumbador San Marcos 64 _SMC
65 SMC El Tumbador San Marcos 65 _SMC
66 SMC El Tumbador San Marcos 66_SMC
67 SMC El Tumbador San Marcos 67 _SMC
68 SMC El Tumbador San Marcos 68 _SMC
69 SMC El Tumbador San Marcos 69 _SMC

Fuente: elaboracion propia, 2021.

Figura 11A. Colecta de material utilizado (frutos de cacao).






UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DEGUATEMALA
FACULTAD DE AGRONOMIA ~FAUSAC-

= INSTITUTO DE INVESTIGACIONES AGRONOMICAS
AGRONOMIA Y AMBIENTALES =11A-

REF. Sem. 17/2021

LA TESIS TITULADA: “DIVERSIDAD GENETICA DE AISLADOS DE
Moniliophthora roreri (Cif) H. C. Evans,
Stalpers, Samson & Benny, COLECTADOS EN
ZONAS PRODUCTORAS DE CACAO
(Theobroma cacao L.) DEL NORTE Y SUR DE
GUATEMALA, C.A."

DESARROLLADA POR EL ESTUDIANTE: DANILO FERNANDO VILLANUEVA OSORIO
CARNE: 201703352 ; -

HA SIDO EVALUADO POR LOS PROFESIONALES: Ing. Agr. Edin Alejandro Gil Esturban
Dr. Gregorio Amilcar Sanchez Pérez

El Asesor y las Autoridades de la Facuitad de Agronomia, hacen constar que ha cumplido con las
Normas Universitarias y Reglamentos de la Facultad de Agronomia de la Universidad de San
Carlos de Guatemala.

ASESOR
Ing. Agr. Carlos Fernando L6
DIRECTOR D
PRIMASE 0 DE SN
/& 7
" | am———
; 'Uv'.:,*s'i)
oy
CFLB/nm
c.c. Archivo

Edificio T-8, Of. A-10y A-15 Ciudad Universitaria, Zona 12,
Guatemala C. A. 01012 Aoartado Postal 1545



