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Abstract

The objective of the work was focused on studying the biodiversity of ecotypes and aggressiveness ranges of Moniliophthora perniciosa,
in Theobroma cacao. Plant material with the presence of the pathogen from 12 plantations of T. cacao L Nacional was sampled, analyzing
its morphological characteristics, identification by PCR and the aggressiveness of the disease in national cacao EET-19. The basidiocarps
differ in size and basidiospore production considering the strain MpLRBF-105 with the largest diameter of basidiocarp and basidiospore
discharge. The basidiocarps differ in size and basidiospore production considering the strain MpLRBF-105 with the largest diameter of
basidiocarp and basidiospore discharge. The content of lamelulas would be adding the increase of basidiospores in the strains (MpLRBF105
and MpBOLNT107), with the largest dimensions between lengths of (11.58 to 12.01 um) and width (6.23 and 5.95 pym) in the strains (MpLRBA-
101, MpLRVE-102, MpLRMO-103, MpGUBA-104, MpLRBF-105 and MpBOLN-107). The genetic characterization of the ITS region of M.
perniciosa showed genetic variability with the formation of three Sub-groups, this corresponds to their different agroecological zones of
the Ecuadorian Coast. The highest degree of aggressiveness due to M. perniciosa infection gave rise to cotyledonal brooms with (4 to 11
axillary brooms) for the MpLRBF-105, MpGUBA-104, MpLRMO-103, and MpLRVE-102 strains. With 68% inhibition in fresh root weight, strain
MpGUBA-104 (Balao). Consequently, the climatic conditions and the pressure to increase commercial plantations of 7. cacao CCN-51, are
generating changes in the ecology of M. pernciosa.
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Resumen

El objetivo del trabajo se enfocd en estudiar la biodiversidad de ecotipos y rangos de agresividad de Moniliophthora perniciosa, en
Theobroma cacao. Se muestreo material vegetal con presencia del patégeno de 12 plantaciones de T. cacao L Nacional, analizando sus
caracteristicas morfoldgicas, identificacion por PCR y la agresividad de la enfermedad en cacao nacional EET-19. Los basidiocarpos difieren
en dimensiones y produccion basidiosporas considerando la cepa MpLRBF-105 de mayor @ de basidiocarpo y descarga de basidiosporas.
El contenido de lamélulas estarfa adicionando el incremento de basidiosporas en las cepas (MpLRBF105 y MpBOLN107), con dimensiones
entre longitudes de (11,58 a 12,01 um) y ancho (6,23 y 5,95 um) en las cepas (MpLRBA-101, MpLRVE-102, MpLRMO-103, MpGUBA-104,
MPpLRBF-105 y MpBOLN-107). La caracterizacion genética a la region ITS de M. perniciosa mostrd variabilidad genética con la formacion
de tres Sub-grupos, esto corresponde a sus distintas zonas agroecoldgicas del Litoral Ecuatoriano. El mayor grado de agresividad por
infeccion de M. perniciosa dieron origen formacién de escobas cotiledonales con (4 a 11 escobas axilares) por las cepas MpLRBF-105,
MpGUBA-104, MpLRMO-103, MpLRVE-102. Con el 68% de inhibicién en peso fresco radicular cepa MpGUBA-104 (Balao). Por consiguiente,
las condiciones climaticas y la presion al incremento de plantaciones comerciales de T. cacao CCN-57, estan generando cambios en la
ecologia de M. pernciosa.
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1. Introduccion

En Ecuador la produccién de almendra de cacao es limi-
tada por la presencia de factores bioldgicos a enfermeda-
des como: a) Mazorca negra, causado por Phytophthora
spp; b) Podredumbre de mazorca, Moniliophthora roreri;
c) Escoba de bruja, Moniliophthora perniciosa (Aime &
Phillips, 2005; Guest, 2006). Este Ultimo patdgeno inte-
rrumpe el equilibrio hormonal del huésped, provocando
hipertrofias e hiperplasia seguido de necrosis tisular
(Holliday, 1995), siendo clasificado como Marasmius
perniciosa Stahel en 1915, posterior nombrado como
Crinipellis perniciosa en 1956 y hasta el 2005 por estudios
de secuenciacion al ADN-ribosomal se clasifica como
Moniliophthora perniciosa (Stahel) (Aime y Phillips, 2005;
Baker y Holliday, 1956; Stahel, 1915). Es un hongo
basidiomiceto hemibiotréfico causante de la enfermedad
(Escoba de Bruja) en cacao, con la proliferacion de brotes
verticales, con una gama de sintomas que varian en
intensidad al tipo y la edad del tejido involucrado y la
constitucion genética del arbol (Baker & Crowdy, 1944).
M. perniciosa es hospedero para Theobroma spp,
Herrania spp y biotipos especificos que ocasionan infec-
ciones en especies de Solandceas, Bixdceas 'y
Malpighiaceas, donde su patogenicidad de cada biotipo
no ha sido comprobada en T. cacao (Griffith et al., 2003;
Griffith & Hedger, 1994b). Los factores que involucran al
cambio de biotréfico a necrotrofico en M. perniciosa, de-
pende a la disponibilidad de nutrientes solubles y fuentes
de carbono especificas (Meinhardt et al., 2006). Donde las
proteinas secretadas por el hongo son de importancia en
las interacciones planta-patdgeno, especialmente de hon-
gos biotréficos (Allen et al, 2004). Estudios en M.
perniciosa determinan una diversidad de sintomas en fun-
cién de la biodiversidad de los ecotipos, con altos grados
de patogenicidad y virulencia al hospedero (Wheeler &
Mepsted, 1988). Por lo tanto, es necesario estudiar y
monitorear la variabilidad de M. perniciosa en los sitios de
programas de mejora genética y en los sitios donde se
introducen cultivares resistentes (Neto et al.,, 2005).

Tabla 1
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La caracterizacion a la variabilidad de M. perniciosa se ha
basado en caracteristicas morfoldgicas, analisis molecula-
res y relaciones bioquimicas con T. cacao (Griffith &
Hedger 1994a; Lana et al., 2011). Cepas de M. perniciosa
son analizados al empleo de polimorfismo de longitud de
fragmento de restriccién (RFLP), secuenciacion del ADN
ribosomico y al espacio de transcrito interno (ITS), donde
estos han revela una alta variabilidad genética (Griffith &
Hedger, 1994a). Esta region ITS es de gran interés para
estudios de poblaciones vy tipificacion genética en M.
perniciosa, de diferentes areas de muestreo. También se
ha amplificado las regiones consenso intergénicos
repetitivos enterobacterianos (ERIC-PCR) (De Arruda et
al., 2003; Osorio et al., 2012).

Este trabajo se enfoco al estudio de la biodiversidad de
ecotipos de M. perniciosa con respecto a su distribucion
de distintos pisos altitudinales de zonas productoras de T.
cacao del Ecuador. Informacion de importancia para en-
tender la dinamica epidemioldgica y sus niveles de agre-
sividad de los aislados a su habitat especifico. Orientando
el objetivo en caracterizar la biodiversidad de ecotipos y
rangos de agresividad de Moniliophthora perniciosa, en
Theobroma cacao L.

2. Materiales y métodos

La investigacion se ejecutd en el Laboratorio de
Microbiologfa y Biologia Molecular de la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo (UTEQ), localizado en el
Campus Universitario “Manuel Haz Alvarez” ubicado en el
km 1.5 via Quevedo — Santo Domingo. Sus coordenadas
geograficas 01° 01" de latitud Sur y 79° 47" de longitud
Occidental, ubicada a 73 msnm.

Muestreo y caracterizacién morfolégica de M. perniciosa
De plantaciones de huertas T. cacao L Nacional, se
recolectd material vegetal con sintomas a la enfermedad
por M. perniciosa (escobas secas), las muestras de tejido
provenian de distintos  pisos  altitudinales.  Se
georreferencié y codificé su procedencia (Tabla 1).

Codificacion a los ecotipos de M. perniciosa y su distribucion altitudinal en Ecuador

Altura

Piso Rango Caédigo Coordenada Cantén Provincia
(m.s.n.m)

8 MpLRBA-101  194040,4S; 79°38'37° W Los Rios Baba

32 MpLRVE-102  192122,4'S; 79°24'04" W Los Rios Ventanas
1 MpLRMO- g g )

0-100 74 103 1°05'0,4"S; 79°29'54" W Los Rios Mocache

80 MpWGOU‘tBA‘ 1°4040,4'S; 79°3837" W Guayas Balao
7 MpLRBF-105  192122,4'S; 79°2404" W Los Rios Buena Fe
2 100-200 140 MPLRBF-106  1905'0,4"S; 79°29'54" W Los Rios Buena Fe
193 MpBOLN-107  1916'20,5'S; 79°1920" W Bolivar Las Naves

299 MpSDSD-108  0°2418,0°; 79°1810,0 W >2nio Domingo de los santo
3 200- Tsachilas Domingo

400 358 MpSDSD-100  0°2138,3'S; 79°15'55,1 W ~2nto Domingo de los santo
Tséchilas Domingo

455 MpSDSD-10  0°20'40,4'S; 79°15'55,1+ W >onto Domingo de fos santo
Tséchilas Domingo

4 A0 470 MpSDSD-TH  0°19'59,3"S; 79e1410,2" W ~anto Domingo delos Santo
500 Tsachilas Domingo

518 MpSDSD-112  0°18'46,1°S; 79°13435" W >2nto Domingo de fos santo
Tséchilas Domingo
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El aislamiento del hongo se ejecutd segun al protocolo
descrito por Rocha & Wheeler (1985), las (escobas secas)
se sumergieron en Benomyl al 2% por 24 h. Material
vegetal se almacend en un umbraculo a (8 h de humedad
/16 h de sequia por un mes) para estimular la produccion
de basidiocarpos y evaluar el @ de basidiocarpos en los
12 ecotipos. Los experimentos contenfan cuatro replicas y
cada una con cuatro unidades experimentales.

Los basidiocarpos se extrajeron cuidadosamente y se
fijaron desde su pileo al interior de la placa Petri superior
para su descarga de basiodiosporas, las placas se agitaron
por 24 h a 50 rpm/25 °C en oscuridad. Recuperando las
basidiosporas en la solucion colectora MES A [(g/L): 2-
NMorpholinoethanensulfonic acid, 1,95; glicerol, 160 mL;
agua destilada, 840 ml; 0,01% Tween-20 (pH 6,2)].
Estableciendo la concentracion de las basidiosporas por la
solucién colectora (A), para establecer la produccion de
basidiosporas/ml. Con 10 plL de esta solucidn se ubico en
camara de recuento Neubauer, para el conteo en cinco
de los cuadrantes de 0,20 mm?, para determinar la
concentracién de basidiosporas= (nUmero de células x
10.000) / (nimero de cuadros). 20 uL se ubicaron en
portaobjeto para su visualizacién al microscopio
OLYMPUS (ocular 10X y objetivo 40X). Ademas, se registro
longitud y ancho de las basidiosporas en (um) por el
software IScapture. Los experimentos contenian cuatro
replicas y cada una con cuatro unidades experimentales.
Los valores a cada condicion estan representados por la
desviacion estandar promedio individual (%), los
tratamientos fueron sujetos al anélisis de varianza por
ANOVA, y separados por procedimiento de comparacion
multiple de Tukey SD, al nivel de significancia de (p <
0,05), empleando Statgraphics.

Caracterizacion genética por amplificacién de la regién
ITS y la generacién de perfiles moleculares por ERIC-PCR
Los basidiocarpos frescos se pulverizaron en N2 liquido,
obteniendo entre 400 mg, para iniciar con la extraccion
de ADNg, siguiendo las intrusiones del fabricante por
DNeasy Plant Mini Kit de (QIAGEN-Start EE.UU.), la
muestra se diluyé en 50 uL del tampon TE (Acido tris-
etilendiaminotetraacético 10 mMy EDTA pH 8,2). El ADNg
se visualizd en geles de agarosa al 0,9 % tefiidos en
bromuro de etidio. Se realiz6 la identificacion por PCR de
los aislados de M. perniciosa empleando los
oligonucledtidos universales ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAA
CCTGCGG-3') e ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3))
(White et al, 1990), que amplifican las regiones
ribosomales, ITS (espacios de transcripto interno) que
corresponde al gen del ADNr constituido por (ITST— 5.85
- ITS2) para su identificacion. La PCR se realizd en un
volumen de 20 pL con: 4 pL Buffer (1X), 1,2 uL de MgClz (6
mM), T uL de DNTP's (0,2 mM), 1 uL / cada primer (0,2
mM), 0,2 uL de Taqg pol (Promega®), 1 uL de ADN (60
ng/mL), 10,6 pL de H20. La reaccién de PCR se desarrolld
en el termociclador (TECHME®). El perfil térmico de: 94
°C por 2 min; 35 ciclos a 94 °C por 1 min; 60 °C por 1 min;
72 °C por 1 min; extension final de 72 °C por 10 min. Los
productos amplificados se verificaron por electroforesis en
gel de agarosa al 2% y tefiidos en bromuro de etidio. Los
fragmentos se determinaron por comparacion con el
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marcador de peso molecular 100 bp (Invitrogen®). Al
producto de amplificacién obtenida para M. perniciosa se
purificd  empleando el kit Invitrogen  PurelLink™
(GERMANY®), siguiendo el protocolo descrito por el
fabricante. El fragmento fue secuenciado por MACROGEN
y comparado con la base de datos de GenBank de NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), empleando Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST). El arbol filogenético se
construyd empleando el método Maximun Likelihood y
alineados con mdltiples secuencias a M. perniciosa
disponible en NCBI. El porcentaje de la réplica del arbol
se obtuvo con ‘bootstrap’ de valores de 1000 (Felsenstein,
1985). Se eligié el mejor modelo de acuerdo al criterio de
informacion Bayesian (BIC), con el programa MEGA 6.06
(Tamura et al., 2013).

El protocolo de ERIC-PCR se realizé a lo descrito por
Louws et al. (1994), con el empleo de los partidores ERIC-
1R (5'ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3") 'y ERIC-2F
(5'AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3'), con algunas
modificaciones, la PCR se realizd en un volumen de 20 pL
con: 4 pL Buffer (1X), 1,2 pL de MgCl> (6 mM), 1 pL de
DNTP’s (0,2 mM), 1 uL / cada primer (0,2 mM), 0,2 pL de
Taq pol (Promega®), 1 uL de ADN (60 ng/mL), 10,6 pL de
H20. La reaccion de PCR se desarroll6 en el termociclador
(TECHME®). El perfil térmico de: 94 “C por 3 min; 40 ciclos
a 94 °C por 1 min; 37 °C por 2 min; 72 °C por 2 min;
extension final de 72 °C por 10 min. Los productos
amplificados se verificaron por electroforesis en gel de
agarosa al 2% vy tefidos en bromuro de etidio. Los
fragmentos se determinaron por comparacion con el
marcador de peso molecular 100 bp (Invitrogen®). La
informacion binaria de (0 y 1), se reemplazo por las letras
(Ay T) de los perfiles generados por ERIC-PCR. La historia
evolutiva se infiid empleando el método Maximun
Likelihood, el arbol filogenético se construyd empleando
la distancia evolutiva de Tamura 3-parametro con el
programa MEGA 6.06. Los grupos de cada nodo se
fortalecié por un anélisis de muestreo al ‘bootstrap’ 1000
repeticiones para un dendrograma estadisticamente
robusto. Se eligié el mejor modelo de acuerdo al criterio
de informacién Bayesian (BIC), con el programa MEGA
6.06 (Tamura et al., 2013).

Ensayo de agresividad de M. perniciosa en cacao nacional
EET-19

El cacao nacional EET-19 se selecciond por la
susceptibilidad a esta enfermedad y evaluar la formacién
de sintomas producidos por los ecotipos a M. perniciosa.
Las semillas se adquirieron de la coleccién de clones de
cacao de la Finca Experimental La Marfa de la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo. Las semillas se desinfectaron
con NaClO al 5% por 3 min y sumergidas en H.O estéril,
procediendo a su escarificacion. Se ubicaron en
contenedores plésticos con papel absorbente con 5 mL
de H20 destilada estéril para su incubacion a 28°C /96 h
y germinacion de semillas. El proceso de infeccion se
realizd a la metodologia propuesta por Wheeler &
Mepsted (1988), en cada semilla pregerminada se asperjo
una suspension de 5,5 x 10*células/mL. El material vegetal
se transfiri® a contenedores plasticos con 140 g del
sustrato con (50 / 50 %) de suelo franco limoso y turba
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(Novarbo seedling, black C1B), esterilizado por autoclave
a 121°C /20 min. Se mantuvieron en camaras himedas al
90% a 28 + 2 °C, por un fotoperiodo de (12 h luz / 12 h
oscuridad), para asegurar la germinacién y penetracion
del tubo germinativo de M. perniciosa y plantulas control
sin el patdgeno. A los 60 dias de incubacion se evalud:
didmetro del hipocdtilo; nimero de brotes; porcentaje de
inhibicion al peso fresco radicular obtenido por: %
inhibicion=[crecimiento del testigo (g) — crecimiento del
tratamiento (g) / crecimiento del testigo (g)] x 100. Los
valores a cada condicidon estan representados por la
desviacion estandar promedio individual (&), los
tratamientos fueron sujetos al andlisis de varianza por
ANOVA, y separados por procedimiento de comparacion
multiple de Tukey SD, al nivel de significancia de (p <
0,05), empleando Statgraphics.

3. Resultados y discusién

Dimensiones de los basidiocarpos y produccién de
basidiosporas

Se dedujo variaciones morfométricas entre los ecotipos
de M. perniciosa, donde se destaca el ecotipo de Los Rios
cepa MpLRBF-105, con mayor @ del basidiocarpo de 3,1
c¢m, siendo  proporcional al contenido de 6,41 x
107células/mL de basidiosporas (Figura 1). Los ecotipos:
(MpLRBA-101, MpLRVE-102, MpGUBA-104, MpSDSD-109,
MpSDSD-110, MpSDSD-111y MpSDSD-112), no superan el
@ de 2 cm. A medida que se incrementa el piso altitudinal
de 358 m.s.n.m (Tabla 1), estos ecotipos de Santo
Domingo (MpSDSD-109, MpSDSD-110, MpSDSD-111 'y
MpSDSD-112)  disminuyen su @ al basidiocarpo no
superando el 1,8 cm y el contenido de basidiosporas de
1,47 x 10° células/mL (Figura 1).

MpLRBA101

@ (cm)

Auhing Arcos et al.

. m.s.n.m ) 400-500 8.00E+06
i T00E+06
) 0-100 6005406 2
1 500606 %
2 . % 400E406 £
i e 3.00E+06 -2
, I 2.00E+06 E
05 b hH 1ODE+D6

o 0.00E+00

&

g \ N b b N
SR A A A A
¥ S &

R N . T

T
Q’r“@\pg@"é

s
& & O N}
T TSI
10 de Basidiocarpos Produccion de Basidiospora:

Figura 1. El @ de basidiocarpos y produccion de basidiosporas de
M. perniciosa. Distribucion respecto a los pisos altitudinales. Las
barras de error indican +DE; diferentes letras indican diferencias
significativas entre los promedios a p < 0,05 (Test de Tukey).

Es importante destacar que la distribucion geogréfica al
cultivo de T. cacao nacional ejerce cambios en los
parémetros fisiolégicos del hongo para su adaptacion a
estas condiciones climéaticas modificando la estructura del
hongo (Figura 2). Considerando que las descargas de
basidiosporas para los 12 ecotipos de M. perniciosa
corresponde a 24 h de recoleccion a 25 °C y una
humedad relativa del 80%, estos son superiores a lo
reportado por Mares et al. (2016), donde el promedio
aproximado en descargas por basidiocarpo es de 400.000
células/mL de basidiosporas por 12 h de recoleccion. Estas
diferencias en descargas de basidiosporas por M.
perniciosa estan determinadas por la variabilidad entre los
ecotipos, donde el alto nimero de esporas liberadas por
pileo estéa relacionado con el alto poder de dispersion del
hongo (Andebrhan, 1988).

WA-IM

<~

MpSDSD-112

Figura 2. Formacion de basidiocarpos de M. perniciosa de material vegetal de T. cacao nacional para los 12 pisos
altitudinales del Ecuador. Formacién de basidiocarpos de fragmentos de tejidos de (escobas secas), bajo cdmaras hiimedas.
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100-200 m.s.n.m

MpLRVE 102

MpLRBA-101 MpLRMO-103

200-400 m.s.n.m

MpGUBA-104  MpLRBF-105 MpLRBF-106

400-500m.s.n.m

MpBOLN 107 MpSDSD-108  MpSDSD-109

MpSDSD-110 ~ MpSDSD-111  MpSDSD-112

Figura 3. Morfologia del himenio bajo el sombrero de los basidiocarpos de M. perniciosa. a) Formacion de laminas que llegan al estipite,
b) Formacion de lamélulas intercaladas pequefias que inician al borde del sombrero, pero no llegan al estipite.

Las observaciones al himenio de los basidiocarpos
presentan un incremento en formacion de lamélulas
intercaladas entre laminas, para las cepas (MpLRBF105 y
MpBOLN107) de Los Rios (Figura 3). Esto se explica que la
diseminacion de esporas en hongos formadores de
basidiocarpos se relaciona el incremento de lamélulas
adicionales entre laminas, esto optimiza 20 veces mas la
dispersion de esporas, a diferencias de superficies planas
que carecen de lamélulas (Fischer & Money, 2010).
Dimensiones de basidiosporas de M. perniciosa

Los ecotipos de M. perniciosa que no superan los 200
m.s.n.m., corresponden las mayores dimensiones en
longitudes de basidiosporas entre (11,58 a 12,01 ym) y
ancho (6,23 y 595 um), en las cepas (MpLRBA-101,
MpLRVE-102, MpLRMO-103, MpGUBA-104, MpLRBF-105 y
MpBOLN-107). Los ecotipos de Santo Domingo que
superan los 200 m.s.n.m, sus cepas (MpSDSD-108,
MpSDSD-109, MpSDSD-110, MpSDSD-111y MpSDSD-112),
no superan en longitud a 11,49 pm y ancho de 6,04 um. El
ecotipo de Los Rios cepa MpLRBF-106, se verifica la menor
dimension de basidiospora con longitud y ancho de (10,94
y 5,51 um) (Figura 4). Este caracter morfométrico de las
basidiosporas ya difiere a los rangos observado por Rocha
& Wheeler. (1985), con longitud y ancho promedios entre
(11,9 a 6,4 pm) de las basidiosporas provenientes de
plantaciones de cacao de INIAP-Pichilingue-Los Rios-
Ecuador, ubicado a 74 m.s.n.m.

Los cambios en los aspectos morfolégicos de M.
perniciosa se deben a los efectos de las condiciones
climaticas de cada ecotipo donde las basidiosporas de
mayor tamafio se concentran en las cepas MpLRBA-101,
MpLRVE-102, MpLRMO-103, MpGUBA-104, MpLRBF-105 y
MpBOLN-107 (Figura 4). A medida que las esporas son
mas grandes el hongo tendra mayor suministro de
nutrientes, dandole tiempo y capacidad para superar un
ambiente hostil (Kauserud et al., 2008). Las basidiosporas
de menor tamafio corresponde para los ecotipos
MpLRBF-106, MpSDSD-108, MpSDSD-109, MpSDSD-110,
MpSDSD-111 'y MpSDSD-112  (Figura 4), estas cepas
corresponden a un mecanismo de mayor dispersion de la

enfermedad. Se puede definir que esa evolucion favorece
a un compromiso: esporas de un tamafio pequefio para
la dispersion expansiva a larga distancia y las esporas de
gran tamafio para reservas de nutrientes a corta distancia
(Stearns, 1992).
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Figura 4. Dimensiones en longitud y ancho de basidiosporas a M.
perniciosa. Su distribucién a sus pisos altitudinales. Las barras de
error indican +DE; diferentes letras indican diferencias
significativas entre los promedios a p < 0,05 (test de Tukey).

Relacién filogenética de los ecotipos de M. perniciosa a su
distribucién altitudinal del Ecuador

El andlisis filogenético por secuenciacion a la regién ITS1,
ITS2 vy el gen 5.85 del ADNr de los 12 ecotipos de M.
perniciosa se agrupan en tres clados principales con un
soporte de bootstrap del 86 al 98 %. El Grupo | retine al
Sub-grupo A, con nueve de los ecotipos M. perniciosa del
Litoral Ecuatoriano las cepas (MpLRBA-101, MpLRVE-102,
MpLRMO-103, MpLRBF-105, MpLRBF-106, MpSDSD-108,
MpSDSD-110, MpSDSD-111y MpSDSD-112) y cuatro cepas
al biotipo C que corresponde a la capacidad patogénica
del hongo a T. cacao, obtenidas de NCBI con su nimero
de accesion (Figura 5). La formacion del Sub-grupo B, se
defiende la hipdtesis que la cepa MpGUBA-104 sea el
centro de dispersion de la enfermedad, y a partir de ah,
junto con el movimiento de material de siembra se ha
diseminado M. perniciosa en Ecuador. La formacion del
Sub-grupo C, retine a dos de los ecotipos de M. perniciosa
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del Litoral Ecuatoriano cepas (MpBOLN-107 y MpSDSD-
109). Demostrando la existencia de variabilidad genética
por los distintos agrupamientos de M. perniciosa, para
cada acopito. A diferencia del trabajo reportado por
Mariduefia et al. (2019), en la caracterizacién genética por
la region ITS de M. perniciosa de 9 regiones del Ecuador,
se ven agrupados en un solo clado no mostrando
variabilidad genética. La variabilidad genética encontrada
en este trabajo corresponde a la procedencia del
patdbgeno, para sus distintas zonas agroecolégicas y
plantaciones de T. cacao nacional entre los 40 y 20 afios
de edad del Litoral Ecuatoriano. Se puede explicar que en
algunas regiones geograficas se presume que M.
perniciosa ha coevolucionado con su hospedero de T.
cacao (De Arruda et al., 2003; Purdy & Schmidt, 1996).
Siendo congruente con el desarrollo histérico, de la
enfermedad “Escoba de Bruja” se reporté en Ecuador
cantén Balao Provincia del Guayas entre (1918 y 1922). En
junio de 1923 en la provincia de “Los Rios”, la principal
zona productora de T. cacao nacional (Garces, 1946).
Donde trabajos de comparacion de secuencias a la region
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0.00

92%

0.00
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——— M. roreri MT127258.1
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ITS, se evidencia variabilidad genética para M. perniciosa
dentro una misma region cacaotera de Bahia-Brasil y
también entre afios de observacion (Gramacho et al,
2007).

Los resultados al andlisis filogenético el biotipo-S que
infecta a solanéceas esté4 agrupado conjuntamente con el
biotipo-C patogénico a T. cacao Grupo |, esto coinciden a
los obtenidos por Artero et al. (2017), estos dos biotipos
se agrupan en base a su semejanza genética. La
distribucién de M. perniciosa se extiende desde la cuenca
del Amazonas hasta la frontera con Bolivia y registrando
como patdégeno en una variedad de especies de
solanaceas (Lisboa et al., 2020). Estos dos biotipos (C y S)
de patdgenos son formadores de escobas y estan
estrechamente relacionadas por exhibir poca variabilidad
genética a su estrategia de reproduccion homotélico
(Artero et al., 2017). Donde se concluye que los biotipos
(Cy S) no son genéticamente distintos y comparten una
expresion similar a la enfermedad: indicando un grado de
conservacion de los mecanismos de patogenicidad entre
los dos biotipos (Marelli et al., 2009).

—

. perniciosa GQ919129 (biotipo S)

. perniciosa KX913252 (biotipo C)

. perniciosa KX913249 (biotipo C)
perniciosa MpSDSD-112

. perniciosa KX913250 (biotipo C)

. perniciosa GQ919116 (biotipo C)

perniciosa MpSDSD-111

. perniciosa MpSDSD-108

perniciosa MpLRBF-105
. perniciosa MpSDSD-110 I
M. periciosa MpLRBF-106
. perniciosa MpLRMO-103
. permiciosa MpLRBA-101

perniciosa MpLRVE-102
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Figura 5. Arbol filogenético basado al método Maximun Likelihood de ecotipos de M. perniciosa.
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El Grupo Il reline a los biotipos (H y L), de acuerdo con su
adaptacion a diferentes hospedantes, donde el biotipo-H
infecta a la familia Malpighinaceae; biotipo-L asociado a
infecciones a la familia Bignoniaceae (Marelli et al., 2009).
La formacién de este clado indica un grado de distincion
genética dentro M. perniciosa (Figura 6), este resultado
representa un grupo ecoldgicamente distinto para un
estilo colonizacion endofitica no patogénica y siendo
variable a su mecanismo de cruzamiento bifactorial,
correspondiente al biotipo L (Griffith & Hedger, 1994b).
Adicionalmente el Grupo Il representa a M. roreri
agrupado en un clado separado en el arbol filogenético
(Figura 6).

Secuencias de 12 aislados del Litoral Ecuatoriano, siete
cepas de M. perniciosa y dos aislados de M. roreri
obtenidas de NCBI (indican el biotipo y el nimero de
accesion). Las distancias evolutivas se basaron a Tamura
2-parameter.  Las  distancias  horizontales  son
proporcionales a las distancias filogenéticas expresadas
en sustituciones para un porcentaje de 1000 repeticiones.
La amplificacion de secuencias Repetitivas de Consenso
Intergénico de Enterobacterias (ERIC-PCR) para los 12
ecotipos de M. perniciosa, generd un perfil genético que
varian en tamafio desde 100 a 2500 pb (Figura 6). Los
resultados sugieren que la técnica de ERIC-PCR provee un
método alternativo valido para la diferenciacion de cepas
de M. perniciosa.

Figura 6. Perfil molecular por ERIC-PCR de M. perniciosa aislados
de 12 ecotipos de T. cacao. Del carril 1-12 (MpLRBA-101, MpLRVE-
102, MpLRMO-103, MpGUBA-104, MpLRBF-105, MpLRBF-106,

MpBOLN-107,  MpSDSD-108, ~ MpSDSD-109,  MpSDSD-110,
MpSDSD-111 y MpSDSD-112); M, marcador de masa molecular
(Lader 100 bp Invitrogen).

El anélisis filogenético por ERIC-PCR genera dos grandes
grupos, el Grupo | reline siete ecotipos distribuidos en tres
Provincias (Santo-Domingo, Bolivar y Guayas). El Grupo I,
relne los cinco ecotipos para la Provincia de Los Rios de
M. perniciosa (Figura 7). Esta variacion genética ocurre
cuando alguna modificacion de las condiciones
ambientales crea un nicho vacio, activando la seleccion
natural hasta que la poblacién alcanza un nuevo pico de
adaptabilidad (Gonzélez & Rojas, 2014). En este trabajo el
producto evolutivo entre M. perniciosa y T. cacao,
dependen de su adaptabilidad para evolucionar asf
resumiendo en un solo concepto: adaptacién. Estos
resultados también concuerdan con De Arruda et al.
(2003), quienes en la evaluacion molecular por ERIC-PCR

Auhing Arcos et al.

de 50 aislados de M. perniciosa provenientes de T. cacao
(biotipo C), H. acutifoliae (biotipo H) y S. lycocarpum
(biotipo S) encontraron agrupaciones de acuerdo con el
hospedero, mostrando una considerable variabilidad
intraespecifica dentro de los aislados provenientes de T.
cacao, ademas la existencia de correlacion entre el origen
geografico de M. perniciosa con el polimorfismo de los
Grupos.

Origen de escobas axilares e hipertrofia del hipocétilo por
infeccién de M. perniciosa

Los sintomas de mayor grado de agresividad por
infeccion de M. perniciosa dieron origen a escobas axilares
de diferentes tamafios con la proliferacion de brotes
laterales, estos presentaron la formacion de escobas
cotiledonales con (4 a 11 escobas axilares) para los
ecotipos  MpLRBF-105, MpGUBA-104, MpLRMO-103,
MpLRVE-102, de plantaciones de cacao que no superan
los 200 m.s.n.m. A diferencia de los ecotipos MpLRBF-106,
MpBOLN-107, MpSDSD-108, MpSDSD-109, MpSDSD-110,
MpSDSD-111y MpSDSD-112 de pisos altitudes superiores
a los 200 m.s.nm., los sintomas a la enfermedad
disminuyen en cacao no superando los dos brotes (Figura
8). Las diferencias al grado de agresividad estan
influenciadas por la variabilidad genética del ecotipo de
M. perniciosa, donde los ensayos se mantuvieron bajo las
mismas condiciones en invernadero.

Las diferencias observadas en los ensayos de agresividad
de infeccién para los ecotipos de M. perniciosa del Litoral
Ecuatoriano coinciden con trabajos de infeccion de este
patdgeno en clones de cacao (ICS-1, Sca-6 y SIC-23), con
diferentes grados de agresividad y potencial de
adaptacion de M. perniciosa en diferentes areas
geogréaficas a la region cacaotera de Bahia-Brasil
(Gramacho et al.,, 2016). Las plantaciones de T. cacao
nacional para las provincias de Los Rios y Guayas
(MpLRBF-105, MpGUBA-104, MpLRMO-103, MpLRVE-
102), se encuentran aledafias a las mayores extensiones
de T. cacao clon CCN-51 con tolerancia a M. perniciosa. A
diferencia de la Provincia de Santo Domingo el 56,8 % de
la superficie T. cacao corresponde a plantaciones con
menos de cinco ha y la asocian con otras especies
agricolas (Anzules et al, 2018). Esto sugiere que
probablemente la mayor agresividad de estas cepas se
deba al aumento de la presion de seleccion impuesta por
este clon en estas Provincias. Basandonos en este criterio
de agresividad de la enfermedad coincide con Santos et
al. (2017), los aislamientos de M. perniciosa procedentes
de clones de cacao TSH565 y TSH516 (resistentes),
resultan tener mayor agresividad hacia los genotipos de
cacao.

Los cambios fisioldgicos por hipertrofia del hipocétilo se
verifican diametros de 0,97 y 0,905 cm en plantulas EET-
19, por inoculacién de los ecotipos MpGUBA-104 vy
MpLRVE-102 respectivamente. A diferencia de la planta
no tratada el @ es 0,66 cm, todos los ecotipos de M.
perniciosa causan efectos de hipertrofia en las plantulas
de cacao que oscilan en @ 0,74 a 0,84 cm (Figura 8). Estas
alteraciones por la proliferacién de brotes laterales y
entumecimiento del hipocétilo a causa de M. perniciosa,
estarfa vinculado con la interferencia directamente del
metabolismo hormonal del cacao, donde este patdgeno
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es capaz de producir la hormona vegetal auxina (Teixeira
et al.,, 2015). También la agresividad de la enfermedad se
acentla en plantas jovenes de cacao donde sus hojas son
mas susceptibles a la infeccién por M. perniciosa, para la
formacion de la escoba de bruja (Purdy & Schmidt, 1996).

Disminucion del sistema radicular por infeccidon de M.
perniciosa
Los cambios fisiolégicos sobre la arquitectura del tejido

Auhing Arcos et al.

radicular por efecto de la aplicacion de ecotipos de M.
perniciosa en semillas de T. cacao (EET-19), el mayor
porcentaje de inhibicién del peso fresco radicular es del
68 % en presencia del ecotipo MpGUBA-104 (Figura 9). En
cierta medida el tejido radicular se vio afectado mayor al
30 % por los ecotipos MpLRBA-101, MpLRVE-102,
MpLRMO-103, MpLRBF-105, MpLRBF-106, MpSDSD-110 y
MpSDSD-111. En comparacion a las semillas sin tratar con
el patogeno (Figura 9).

M. perniciosa (MpBOLN-107)

. perniciosa (MpSDSD-110)

. perniciosa (MpSDSD-108)
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M. perniciosa (MpGUBA-104)

. perniciosa (MpSDSD-111)
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Figura 7. Arbol filogenético basado al método Maximun Likelihood de ecotipos de M. perniciosa. Las distancias evolutivas se basaron a
Tamura 2-parameter. Las distancias horizontales son proporcionales a las distancias filogenéticas expresadas en sustituciones para un

porcentaje de 1000 repeticiones.

m.s.n.m
400-500
200-400 . e
0-100 100200 200400 12
1
14
0.8
10
s 0.6
6 04
4
2 a ﬁ a a 02
" [ 0 B,
&0\ ,\°\ Q},\Qn' U\@ ,\“b Q,‘»@ Q,\Qh .\“l\ \“q, \@ \\Q \\\ \\'»
SHIF- S R
T T E AT FFSS
SR 0 Y g
C——# de escobas axilares ~——® hipocotilo

Figura 8. Severidad de infeccion por ecotipos de M. perniciosa en
cacao nacional EET-19. Evaluacion del aspecto fisioldgico al @ del
hipocétilo y # de brotes. Las barras de error indican +DE;
diferentes letras indican diferencias significativas entre los
promedios a p < 0,05 (test de Tukey).

@ (cm)

s 80

3

E 70 $

3

o 60

2

£ 50 d d

=] C

g 40 | be be

] T

530

3 20 & . & a

2 2 @

Elo I—}I

°\a0

3 g AT S D
IR A S AU C A
F O FFSF NS

F Y FE LYY Y
F & WY E ¥ EEEE
S R U U R R

Figura 9. Porcentaje de inhibicién del tejido radicular por ecotipos
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MpLRBA-101 MpLRVE-102 MpLRMO-103

Figura 10. Sintomas a la generacion de escobas cotiledonales e inhibicion del tejido radicular provocados por los ecotipos de M. perniciosa
del Ecuador en pléntulas de cacao (ETT-19). a) La mayor formacién de escobas axilares por MpLRVE-102; b) La mayor incidencia en
inhibicién radicular por MpGUBA-104.
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Generacién de escobas cotiledonales e inhibicién del
tejido radicular por infeccién de M. perniciosa

Se verificd que todas las cepas evaluadas fueron capaces
de inducir sintomas tipicos de escobas de bruja,
evidenciando la infeccién por M. perniciosa, donde la
severidad de infeccion inicia a los 60 dias después con
periodos de drasticas alteraciones morfolégicas y
fisioldgicas. Esto ha llevado a la inhibicién del sistema
radicular, por los ecotipos de Los Rios (MpLRVE-102) y
Guayas (MpGUBA-104), siendo las més agresivas en
relacion con los demas ecotipos (Figura 10). Uno de los
cambios notables en ETT-19 durante la infeccion por M.
perniciosa es la disminucion y/o hipertrofia del sistema
radicular. Estos cambios a la reduccion de biomasa
radicular, puede ser por la alteracion del gradiente de
auxina que regula la dominancia apical en las plantas
(Marelli et al., 2009).

4. Conclusiones

Este trabajo ha permitido corroborar la variabilidad de M.
perniciosa con dependencia a los distintos pisos
altitudinales que se viene cultivando el cacao en Ecuador,
observando cambios en su morfologia y distintos grados
de agresividad dentro de los 12 ecotipos de M. perniciosa
sobre ETT-19. Se debe ampliar la observacion en la
formacion de lamélulas que estarian relacionadas a la
dispersion de las esporas y su tamafio. Se definieron dos
cepas agresivas MpGUBA-104 y MpLRVE-102 aledafias a
las mayores extensiones de T. cacao clon CCN-51. Por
consiguiente, se debe plantear el empleo de distintos
clones, donde estos aporten genes de diversas fuentes de
resistencia para disminuir la presién de seleccion sobre el
patdgeno y el desarrollo de cepas més virulentas.
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