FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
INGENIERIA AGRONOMICA

Titulo del Proyecto de Investigacion:

“Biodiversidad de ecotipos de Moniliophthora perniciosa, en Theobroma
cacao L., y el efecto antagonista de Rizobacterias Promotoras del
Crecimiento Vegetal (PGPRs').”

AUTOR: Director del Proyecto de Investigacion:
Javier Andrés Auhing Arcos Hayron Fabricio Canchignia Martinez PhD.
javier.auhing@uteq.edu.ec hcanchignia@uteq.edu.ec

Quevedo — Los Rios - Ecuador.
2018


mailto:hcanchignia@uteq.edu.ec

N F'?s LR R
PRI ERE T 2 LA
Theobroma ey v

.’

Unico en el Mundo

‘."' "X

Cacao “Nacional” '

-
~ =4

‘(‘ .

i ™™




" - (Aragundi, et al. 1987 & Suarez C., 1993)

ESCOBA DE BRUJA: UN VIEJO PROBLEMA EN
EL ECUADOR

1879-1920: Ecuador era el principal productor mundial de cacao.
1915: Stahel describié la enfermedad y la ubico dentro de la
especie Marasmius perniciosa en Surinam — América del Sur.
1918: Una enfermedad desconocida y muy destructiva aparecié en
la provincia del Guayas caton Balao.

1923: Abundaba en la provincia de "Los Rios"

1924 Todas las plantaciones estaban infectadas.

1930-1955: La gran debacle del cacao ecuatoriano.

1942: Singer la reubico dentro de la especie Crinipellis perniciosa
(Stahel).

2005: Aime & Phillips-Mora mediante herramientas moleculares la

ubicaron dentro de la especie Moniliophthora perniciosa (Stahel).

Actualmente: Puede causar perdida en la produccion hasta un 75%
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Biodiversidad de Ecotipos de M. perniciosa
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Subpoblacion genéticamente diferenciada
gue esta restringida a un habitat especifico

Se establecen de acuerdo con los limites de tolerancia

. de las especies, a los factores ambientales locales.
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REDUCIR EL USO DE PLAGUICIDAS

Fung|C|das Impacto Ecoldégico Toxicidad en Humanos

Exposiciones de largo periodo al
cobre
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Una toma grande de cobre
puede causar dafio al higado y
los rinones e incluso la muerte.
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Sulfato de cobre (II) pentahldratado Cu(OH)2
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Podas Fitosanitarias

De 2 a 3 al ano

Deficiente remocidn de escobas en la copa =
saneamiento ineficaz




JUSTIFICACION

La necesidad de buscar alternativas que sean viables para productores

Soberania de los recursos naturales

PROMOVER EL USO

!‘4‘
Amigable con el medio ambiente, asegurar la
biodiversidad y salud humana

COsTO

Rizobacterias Promotoras del
Crecimiento Vegetal (PGPR)
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CONSERVAR. EL SueLO Y

EL AGUA = ASEGURAR Bajos costos en la
NUVESTRO FUTURO COMUN produccion del cultivo



. Oueé son las PGPR?
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RESISTENCIA SISTEMICA INDUCIDA
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Caracterizacion molecular de los ecotipos de M. perniciosa a
su distribucion altitudinal del Ecuador
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P_Or medio del Kit ITS1 | TCC GTA GGT GAA CCT GCG G Sartorato et al, 2006; TERMOCICLADO
Quick-StartProtocol. ITS4  TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC White et al, 1990
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Amplificacion y recuperacion de secuencias ITS (Espacio Transcripto Interno)

NTS rDNA-repeat

Estas regiones son mas susceptibles de
ITS1 acumular mutaciones atreves de los afos

, Esta variacion en el peso molecular
ETS ".E--EIEI-" "RNA genes puede estar emparentado a las
WRNAS 1S4 condiciones climatologicas donde se

) ITS . )
Contiene la secuencia (5.85) desarrollo cada ecotipo.



Humanizing Genomics

macrogen |

>180326-007_G03_101_ITS1.abl 806
GTGGCCGTAGGAACTTGTAAGGAGGTTGAGCTGGCTCTTGTAGGGCATGT
GCTCGCCGACTTTCAATATTCATCCACCTGTGAACCTTTTGTAGCAGATT
CTGGAATAGGGAGGCGCTTGCGTTTCTCTTAGTACGGAGTCTACTATGTT
TGTTTTTTAACACACTTAATGTATGTTTAGAATGTATTTTATTGGGACTT
\ / \ / \ / / , AATTGACCCTTTARAACTATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCT
: - N A CGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA

\ \ \ PureLink® QUICk Gel ? ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCCTCTTGETATTC
i CGAGAGGCATGCCTGTTTGAGTGTCATTAAATTATCAACCTTGAATGACT
. . TGTCATTTCAGGATTGGATGTGAGGGCTGCCGGCTTTGAACAAGAGTCGG

Extraction Kit Cata|09 CTCTCTTGAAATGCATTAGTGGAAACCGCTATAGTGGACCACATTGETGT
GATAATTATCTACGCCATTGGGTTTATCTACGCTTTCGAATGTTGGTGGC
TCTTTAATTAGGTCTCAACACTTCGGTTTGGAGGGTTGCAAGTTGTAATG
ACCTGCTCTCTCTGEGGTATCTGCTTCGAACCGTCCAAMGTTACTGGACA

ATGAACTTAGATCATTTTGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAAC
/ ' D @ S ., . . TTAAGCATATCATAAAC CCGGAAGAAGCTGGAACAGATTTACAAMAACCG
‘ s L A Relacion fllogenetlca AAGAAAAGGGGGARATTTTTCGAATAAMGGGAAAGARAAGGTGGAGAATG
; ! ey | i b TCTGAG

Molecular Evoluhonary Genetics Analysis
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oyere BLAST Rat Sequences.

pni.ﬁm Blast your sequence against rat-specific sequences G e n Ba n k -

refe_rences : & Enter an accession, gi, or a sequence in FASTA format: <G :

Retrieve results NI 000477 'Y =
Pl L Analisis de Secuencias

“"National Center for Biotechnology
Information”

' or, choose a file to upload




Identidad de los doce ecotipos de M. perniciosa a la Base de
datos de NCBI de GenBank

Las secuencias evaluadas presentaron alta similitud con M. perniciosa y se comprobo biodiversidad en los

ecotipos.

Origen de los

Identidad a la Base de datos de NCBI de GenBank.

# Fuente aislados a los . Query . Niimero de
cultivares Organismo Cepa coverage Identidad Accesion
1 | MpLRBA-101 | Theobroma cacao L. | Moniliophthora perniciosa | Cibe-MP-GT10A 88% 98% EU047935.1
2 | MpLRVE-102 | Theobroma cacao L. | Moniliophthora perniciosa MCA2520 94% 99% | AY916743.1
3 | MpLRMO-103 | Theobroma cacao L. | Moniliophthora perniciosa TCP3-2 93% 99% | GQ919139.1
4 | MpGUBA-104 | Theobroma cacao L. | Moniliophthora perniciosa | Cibe-MP-G-Balao2C 80% 97% KX913250.1
5|1 MpLRBE-105 | Theobroma cacao L. | Moniliophthora perniciosa MCA2520 89% 99% AY916743.1
6 | MpLRBEF-106 | Theobroma cacao L. | Moniliophthora perniciosa 31 87% 100% | GQ919120.1
7| MpBOLN-107 | Theobroma cacao L. | Moniliophthora perniciosa MCA2520 78% 97% AY916743.1
8 | MpSDSD-108 | Theobroma cacao L. | Moniliophthora perniciosa MCA2520 85% 99% AY916743.1
91 MpSDSD-109 | Theobroma cacao L. | Moniliophthora perniciosa MCA2520 81% 97% AY916743.1
10] MpSDSD-110 | Theobroma cacao L. | Moniliophthora perniciosa TCP90 86% 99% [ GQ919142.1
11| MpSDSD-111 | Theobroma cacao L. | Moniliophthora perniciosa 4 84% 100% | GQ919116.1
12] MpSDSD-112 | Theobroma cacao L. | Moniliophthora perniciosa TCP3-2 88% 99% | GQ919139.1

Espaciador Interno Transcrito 1, secuencia parcial; Gen de ARN ribosomico S.8S, secuencia completa; y espaciador interno
transcrito 2, secuencia parcial.
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La distancia evolutiva se dedujo empleando el método Neighbor-Joining. EIl arbol filogenético se
construyé empleando Maximum Composite Likelihood. Los nimeros representan porcentajes de






Efecto antagonista en condiciones in vitro por la aplicacion
de metabolitos secundarios de PGPR hacia M. perniciosa
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Us | Vg /{/’/H

&)
&y A~

“
-

Sobrenadantes al 15 %

50 mL de King B liquido
a 150 rpm por 48 h

by

=N

100,000 basidiosporas/ml.

3220

200 pL del sobrenadante U

Variables Dependientes ‘
15 min a 302C « Germinacion

_

15 min a -402C Basidiosporas
* Longitud (um) del tubo germinal ® O
Cepas Control Cepas Nativas . T wona
« Bacillus subtilis ATCC 55405 < Enterobacter asburiae PM3-14 | ‘1/ S~ D
* P. protegens CHAO « Serratia marcescens PM3-8
* P.veronii R4 » Acinetobacter calcoaceticus BMR2-12 "

Programa ISCapture Professional Imaging



Efecto antagonista de las PGPR en la germinacion de

basidiosporas
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Las barras de error indican £ES: diferentes letras indican diferencias
significativas entre los promedios a p<0.05 (test de Duncan).
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40X

P. veronii (R4)

10X

Testigo

)
\

S

-

24 horas




Longitud um

Efecto de los sobrenadantes de las PGPR en el tubo germinal de las
basidiosporas

Testigo K1 P. veronii (R4) Bl A. vivianii (BMR2-12) El E. asburiae (PM3-14)
B. subtilis (ATCC 55405) & P. protegens (CHAO) * ® S. marcescens (PM3-8) *
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400 A

300 A 267,45

C
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T

140.18 136.83 DE
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes, Test de Tukey (p > 0,05).



* (A) Serratia marcescens PM3-8 i\((B) Pseudomona protegens CHAO
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Producen quitinasas y glucanasa, que al unirse a la pared celular de los hongos,
degradan la quitina y el glucano (Compant et al. 2005), reduciendo asi, el crecimiento
y la germinacion de esporas, degradando el tubo germinal (Castro S. et al. 2007)







BASTA DE AGROTGXICOS

EN NUESTRAS MESAS o~ S

P aren de fumigar las frutas, verduras y hertalizas % *\\

3 agrotoxwos son venenos, contaminan v matan _

NATURALEZA DE DERFCHOS

PARA NUESTRAS GENERAGONES FUTURAS




