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El cacao es un arbol
originario de las selvas
de América Central y del
Sur, antes de su
expansion y exportacion
mundial.

Cacao (Theobroma cacao)

Sus frutos son de forma alargada
y pueden ser hasta de 1kg
20 a 40 semillas

Chocolate

de Cacao

Demanda Global 4.2 millones
toneladas para el ano

Manteca, Pasta

de



El Cacao en el Ecuador

500 mil Ha (SINA

Cultivo
sembrado
Mayoritaria
Litoral 'y
Ecuador (
toneladas mét

“El Gran Cacao”
Vinces 1830 .
Hacienda de Cacao ) _Fino de Aroma

Esperanza 63% del mercado

mundial en el 2012



Cacao CCN-51

CCN-51 Coleccion Castro Naranjal Moniliophthora roreri
(Monilla o Moniliasis)

Cultivo con alta productividad
(40qq por Ha)

(1917) J.B Rorer

25% el dano total en la
produccion
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ARTICULO DE REVISION

Moniliophthora roreri (Cif y Par) Evans ef al. en el cultivo de cacao

Tejidos del
hospedero
w Ccolonizado

Sobrevivencia

Penetraciony
colonizacion

4

Residuos de cosecha
(mazorcas contaminadas)

Fruto infectado mostrando
los signos y sintomas de la
enfermedad

Diseminacion

i ——

Produce toxinas
especificas en las células
del hospedero

Deposicion

Cil
Mc

Realizada principalmente por el viento y
salpicaduras de luvia (dentro de la
misma planta o hacia otras)

Fridos $noé Aspecto Macroscépico



Variabilidad Genética del Hongo M. roreri

Morfolégico Molecular
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Figura 2. Patrones de bandas generados por los marcadores tipo RAPD a partir del ADN de 18 aislamientos.

: : 2t A. Oligo 8. B. Oligo 10. Lineas 1 y 20. M: marcador de peso molecular, Lineas 2 a 19 cédigo de identificacién
Diferencia d.e cc?lor, h"‘,‘"?s’ textura y crecimiento de cada aislamiento, flechas: bandas polimérficas entre los aislamientos.
micelial (Phillips Mora 2002)

Andlisis de variabilidad genética en Moniliophthora roreri con AP-
PCR y RAPD.Grisales (2007)



Medidas de control de Moniliophthora

> I;}“» o .»J/,

Quimico

Contaminacion -
Resistencia



Medidas de control de Moniliophthora roreri

Control quimico y cultural de la moniliasis
(Moniliophthora roreri Cif & Par) del cacao
(Theobroma cacao L) en el estado Barinas.

Chemical and cultural control of moniliasis
(Moniliophthora roreri Cif &Par) in cacao (Theobroma
cacao L) in Barinas state

L. Sanchez F.1, E. Gamboa? y J. Rincén?

Cultural

Altos costos de mano de
obra

Biologico
Dos Hongos Antagonicos (Trichoderma harzianum y
Trichoderma viride)

G. Verde Bedoya, E. Sanchez

Figura 02 B: T hoganum (Tha) pamssitando a M roren. Trichoderma harzianum
B:Bli 11'|:I.[:1D de la reduccion del drea de esp:uru]n.cmn B2
dias después de haber iriciado la reduccidn del drea. B 3
Area da espornilacion com etamunte reducida y muerto el

patdgeno. Pucallps, Per,

No contamina - No hay resistencia - Bajos costos



Utilizacion de las PGPR como alternativa de control biologico y
descontaminacion de los suelos

Promotoras del Crecimiento de las Plantas Biocontroladores

Produccion de Sideréforos

* Mejoran la absorcion de Fe

Impiden el crecimiento de patogenos
(Shen y cols; 2013)

Fitohormonas:

» Citoquininas

* Giberelinas Promotoras del

« ACC deammasa} Crecimiento, Protegen a la

© AlA planta a factores de
estrés y patdgenos.

Quitinasa y Glucanasa

« Capacidad degradadora de pared celula
de organismos patogenos fungico:
(Kobayashi et al; 2002)

« Actividad Fijadora de N
* Proteasay Celulasa

« Actividad Antifungica

« Antioxidante

Antibioticos

» Pioluteorina, pirrolnitrina, fenazina,
2,4 DAPG)

PGPR HCN
ISR SAR

» Degradacion de Metales Pesados
* Solubilizacién de Nutrientes
(P Zn, K)



Caracterizacion Morfologica

2. Establecer y caracterizar la diversidad a nivel morfoldgico y molecular de los diferentes ecotipos

 Crecimien
* Actividad M

Caracterizacion Morfolégica del hongo M. * Numero de
roreri ‘ « Tamafo de Es




Caracterizacion Morfologica

Tamano de

Cepa Altura # de Esporas Crecimiento  Actividad M esporas Temperatura Humedad Borde Textura Color
R7-a 19 37968750,00 29,11 2,65 63,95 27 61 2 2 4
RCU-b 63 38243750,00 32,89 2,7 76,87 29 61 2 2 6
RLC-c 84 33312500,00 27,50 2,85 73,10 29 82 2 2 5
RB-a 98 5456250, 00 23,33 2,3 81,26 30 60 2 2 6
MLC-b 138 80625000,00 35,11 3,15 70,32 30 56 2 2 5
BLM-c 210 41625000,00 32,11 2,7 75,58 24 78 2 2 6
CPM-a 265 36706250,00 32,56 2,625 73,74 19 85 2 2 6
SLA-b 304 26937500,00 31,89 2,6 63,36 21 78 2 2 5
Sk23-c 326 34343750,00 25,78 2,5 61,28 22 75 2 2 6
Sk30-a 376 26656250,00 27,67 2,65 72,22 22 81 2 2 6
SLS-b 403 54625000,00 27,11 2,4 73,15 21 90 2 2 6
SD-c 518 29125000,00 32,94 2,65 77,02 20 88 2 2 5




Biplot (ejes D1y D2: 59,10 %)
tras rotacion Varimax

Presencia del Patogeno
(Moniliophthora roreri)

Condiciones Favorables

o Temperatura 32 °C

o Humedad relativa 56 %
) Altitud 138 msnm
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I Los Angeles
o Pl

*Q
Las Calebras
La Cadens

La Merced

rce
2 - Crecjmiento
*  Mitelial

;

<

:@ Jemperatura® La (3

d I LaIS Cul a

~

o)

-1

2

. RB..
3
-5 -4 -2 1 0 1 2

Figura 6. Analisis de componentes principales. Biplot obtenido del andlisis de

componentes principales para la caracterizacion morfologica y caracteristicas

agroclimaticas.

D1 (31,70 %)

Hospedero
Cacao CCN-51 (Theobroma cacao)

Figura 7. Triangulo de la enfermedad del hongo M.

roreri proveniente de “La Catorce”




Caracterizacion Molecular

2. Establecer y caracterizar la diversidad a nivel morfoldgico y molecular de los diferentes ecotipos

Extraccion de ADN
genomico

DNeasy Plant :
Mini Kit
QIAGEN

Medio Sabouraud liquido ADN genomico de
M. roreri



Metodologia para efectuar la Investigacion

2. Establecer y caracterizar la diversidad a nivel morfolégico y molecular de los diferentes ecotipos'de M. roreri.

# FEtapas de un ciclo de PCR. 1S5 585 5
7 e RNA RNA
— 100
= soll 95 °c . ~O / SSUULES) rs H S |:|
o A T T Ry T T
— Extend Primers / 1784
O 70¢ primer N
| Q. /r\/m Internal Intergenic
\ / g 20 N\m transeribed Spacer regions
I\"- % /’i ‘E 50 Anneal Primerd] 60°C :r:l:r :;il:}m (1G5 1, 1G82)
A @ 40 51, ITS
& =
L R | A/
20-~”.\N‘\ Primers ITS 4. ITS 5
1 . )
Mix PCR "; —t 3:2 qdc:)S — 600-750Bp
Time © 1 2 3 4 (min)
ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3%); ITS5 (5’GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3)
(White, Bruns, & y Taylor, 1990)
.o . A
|dent|flcaC|On B m M.R FO.L FO.P C M

molecular
mediante ITS
(Espacios de
transcripto

Interno).

Identificaciéon de Moniliophthora roreri
mediante PCR
(Guato 2017)




Identificacidon molecular del hongo Moniliophthora
roreri mediante ITS (Espacios de transcripto interno).

RLC RB MLC BLM CPM SLA SK23 SK30 SLS SD

Figura 9. Identificacion de Molecular de Moniliophthora roreri mediante PCR. A, Ladder 100pb. B, Identificacion de Molecular de Moniliophthora rorerti;

Carril M, Marcador de peso molecular; RZ (Zapotal); RCU (Las Culebras); RLC (La Cadena); RB (Buena Fe); MLC (La Catorce); BLM (La Merced); CPM
(Pujili); SLA (Luz de America); SK23 (Kilometro 23); K30 (Kilometro 30); SLS (La Susanita); SD (Sto. Domingo).



Metodologia para efectuar la Investigacion

2. Establecer y caracterizar la diversidad a nivel morfoldgico y molecular de los diferentes ecotipos'de M. roreri.

Purificacion de Bandas
Kit Purelink gel clean

120 130
GAT AAAT CT GG TCTTATT TCC

Secuencias de los fragmentos
de ADN de M.roreri

E G A Molecular Evolutionary
Genetics Analysis

Secuenciacion automatica

1dTTP ddATP ddCTP ddGTP —
e £ = = [ Gracias al empleo de 4

fluorocromos diferenies, se puede
combinar el resultado de las 4
/) reacciones y aplicar la mezcla a
- un misma pocillo del gl de
N\ electroforesis. -

B _Syee — —
- ~Se gonera un registro
il ol informatizado de los 4 )
perfiles de color, que / par .
Na Ko/ Nesilorepwion O\ | combinados se inerpretan Humanizing Genomics
. [ detectar los 4 colores tras A S
& acabar la separacién —
Fl color de cada ) T ica, sino que -
banda corresponde inchuso segim va
al del transcurriendo ésta el
dideoxinucleotido detector puede medir Ia
3"-terminal de ese presencia de las bandas
fragmento. que van pasande por el
— < A haz liser y su color.
2
' f Corea del Sur
e /%

Secuenciacion de los
fragmentos ITS

C
-

NCBI

National Center for

Biotechnology Information

Base de Datos

Basic Local Alignment
Search Tool (Blast)

Identidad a la Base de datos de NCBI en

GenBank
. . . Numero de
Codigo Organismo Cepa Identidad ..
Accesion
RZ Monllloph_thora 57 _1N24 83% KY859404.1
roreri
Moniliophthora
RCU P ] Mg_florum 99% EU047937.1
roreri
Moniliophthora
RLC P Mg_florum 99% EU047937.2
roreri
Moniliophthor
RB onifiop t ora HT-1TV20 96% JN241966.1
roreri
Moniliophthora
MLC P magdiel 99% | GU108605.1
roreri
Moniliophth
gLv | Voniliophthora |- o 100% | JX315286.1
roreri
CPM Monllloph.thora HT-1TV20 93% JN241966.1
roreri
Moniliophth
sLa | Moniiophthora |-y, 0 o1 929 | JF769489.1
roreri
Moniliophthora
Sk23 P ; C5 100% JX315274.1
roreri
skao | Moniliophthora }= oo 100% | JX315286.1
roreri
Moniliophthor
SLS OMIMOPIINOTA 1 i 1 tvoo | 100% | IN241966.1
roreri
SD Monllloph.thora GU4 100% GU457437.1
roreri




Agrupamiento de M. roreri para la determinacion
de diversidad de ecotipos (Secuenciacion ITS)

52— M. roreri  (La Cadena) Fiy

26| p. roreri (Km23)
- A roreri  [Las Culebras)

L At rorerl (La Catorce)

i
| =

4 N rorerd [La Merced)

L* 3]

M. roreri [Km 30)

61

4a nt. roreri [La Susanital)

100 nA. roreri [(Santo Domingo)

M. roreri  (Buena Fe)

M. roreri (Luz de América)

A roreri  (Pujili) B
Il I c
L roreri (Zapotal) —

0.05

Figura 12. Arbol filogenético generado de los 12 aislados de M. roreri. Dendrograma basado en el analisis de la

secuenciacion de los ITS. Las distancias evolutivas se dedujeron empleando el método Kimura 2-parametro.



Metodologia para efectuar la Investigacion

2. Establecer y caracterizar la diversidad a nivel morfoldgico y molecular de los diferentes ecotipos'de M. roreri.

& Etapas de un ciclo de PCR.

100 94 °C hature DNA
oL % 720C /
— | Extend Primers /
O 70+
o TNTSTN
| TSI
E ser Anneal Primers] 37°C
é’. 401 N\/\
k3 301 /-\/\/\ Tm
201 r\N\ Primers
1071 40 ciclos
Mix PCR 0 +—t—
Time © 1 2 3 4 (min)

Caracterizacion
molecular mediante
marcadores ERIC —

PCR

ERIC sequence

L GTGAATCCCCAGGA G-TA-TGAGTG GGGTGAGCG..
—> —_— < -

ERIC1R (5" ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3'); ERIC2 (5' AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’)

(Louws et al. 1994).

Transposones Huella dactilar unica para
cada cepa

M 1T 2 3 4 S 6 7 8 9 101112 131415 C M

bp
2070 — -
1500 — - -
™
=
600 — -
-
—_—
100 —

Comparison of Crinipellis perniciosa isolates from Brazil by
ERIC repetitive element sequence-based PCR genomic
fingerprinting

M. C. C. de Arruda®*t, R. N. G. Miller®, M. A_S_V. Ferreira® and M. S. S. Felipe®



Caracterizacidon molecular mediante marcadores
ERIC — REP PCR

M M RZ RCU RLC REB MLC BLM CPM SLA SK23 SK30 SLS SD

1500

— ) TN N s e PR - by ey
— X TN eew S ew ¢ oy V- o S

— 500 ’
— B e e Bl 2 e .,-ub

a = B B 3 F R

FE - "S- e

Figura 10. Caracterizacion molecular de M. roreri mediante ERIC-PCR. A, Ladder 100pb. B, Identificacion de molecular de M. rorerti;
Carril M, Marcador de peso molecular; RZ (Zapotal); RCU (Las Culebras); RLC (La Cadena); RB (Buena Fe); MLC (La Catorce); BLM
(La Merced); CPM (Pujili); SLA (Luz de America); SK23 (Kilometro 23); K30 (Kilometro 30); SLS (La Susanita); SD (Sto. Domingo).



Metodologia para efectuar la Investigacion

2. Establecer y caracterizar la diversidad a nivel morfolégico y molecular de los diferentes ecotipos'de M. roreri.

B

M RZ RCU RLC RB MLC BLM CPM SLA SK23 SK30 SLS sD

Comparacion de los perfiles de

amplificacion

/111000 0 0)
0101100 0
0001010 0
00000111
00101010
\0 0 0 0 0 0 0 1)/

Codificacion binaria

"ATAAATAA
TAAATAAA
ATATATAT
TATTTATT

Codificacion binaria
Nucleotidica

WTETGTA

*

Molecular Evolutionary
Cenetics Analysis

Agrupamiento filogenético de Moniliophthora roreri para la determinacion de la biodiversidad de ecotipos

mediante ERIC-PCR.



Agrupamiento filogenético de Moniliophthora
roreri para la determinacion de la biodiversidad
de ecotipos mediante ERIC-PCR.

M. roreri (Buena Fe) A

M. roreri (La Susanita)

<8 M. roreri  (Santo Domingo)

M. roreri  (Km23)

25 M. roreri (Luz de América) i

28 M. roreri  (La Cadena) B

| M. roreri (Km 30)

32 M. roreri (La Catorce)

58 I M. roreri  (La Merced)

T M. roreri (Las Culebras) C
T8 I M. roreri  (Puijili) .
1] M. roreri  (Zapotal) D
0.20 0.15 0.10 0.05 0.00

Figura 11. Arbol filogenético generado de los 12 aislados de Moniliophthora roreri. Dendrograma basado en el analisis

ERIC-PCR. Las distancias evolutivas se dedujeron empleando el método Kimura 2-parametro.



\
Actividad Antagonista de las PGPR hacia el control de M. rorert

3. Evaluar la actividad antagonista de las PGPR hacia la proliferacion del hongo a nivel in-vitro

Nivel Cepas Fluorescente Proteasa HCN Pirrolnitrina Catalasa
A. viviami BMR 2-12 + + +
3. marcescens FM 3-8 + + + +
; E. asburige FM 3-14 + + + + +
, P. protegens, cepa CHAO ++ + + -y
| P. veronii R4 ++ + + + B
B. subiilis ATCC 55405 +

Cepas Bacterianas probadas en ensayos anteriores con un alto antagonismo hacia M.roreri (Guato 2017)

reri



% de inhibicion del crecimiento micelial

[ Control B. subtilis O P. protegens CHAO
mP. veronii Re-4 B A. viviani BMR 2/12 £1S. marcescens PM 3-8
E. asburiae PM 3-14

70.0

60.0

50.0

40.0

30.0

20.0

% Inhibicién del crecimiento micelial

10.0

0.0

6 dias 12 dias 18 dias 3-14

Figura 17. Efecto antagénico del sobrenadante de las rizobacterias al
crecimiento micelial de M. roreri Las barras de error indican +ES; diferentes
letras indican diferencias significativas entre los promedios a p<0.05 (prueba
de Duncan).



Efecto antagénico del sobrenadante de las
rizobacterias a la produccion de esporas de M.
roreri

100.0

90.0

80.0

70.0

60.0

50.0

40.0

% de inhibicion de produccion de esporas

30.0

20.0

10.0

0.0

Figura 19. Efecto antagonico del sobrenadante a la produccién de esporas de M. roreri. Las barras de
error indican £ES; diferentes letras indican diferencias significativas entre los promedios a p<0.05

(prueba de Duncan).




Biocontrolador amplia gama

Alimentos libres de
productos Quimicos

"Latierra no es una herencia de nuestros padres, sino
un préstamo de nuestros hijos”




