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RESUMEN

DIAGNOSTICO PATOLOGICO Y MOLECULAR DE Phytophthora palmivora Butler
AISLADA DE FRUTOS DE CACAO Theobroma cacao L., PROCEDENTES DE LAS
REGIONES CACAOTERAS DE GUATEMALA

PATHOLOGICAL AND MOLECULAR DIAGNOSIS OF Phytophthora palmivora Butler
AISOLATED ON COCOA SAMPLES(Theobroma cacao L.) BROUGHT FROM THE
COCOA PRODUCING REGIONS OF GUATEMALA

La podredumbre negra del fruto del cacao causada por el oomyceto Phytophthora palmivora
Butler es la enfermedad mas comun y que mayores pérdidas econémicas causa en el cultivo
del cacao. Todas las partes de la planta son afectadas, no obstante son los frutos los que
presentan mayor severidad.

En los ocho sitios de muestreo que comprendié la investigacién, siendo éstos, Nuevo
Progreso, San Marcos; El Asintal y San Sebastian, Retalhuleu; Samayac, San Antonio y San
Miguel Panan, Suchitepéquez; Morales, Izabal y Cahabdn, Alta Verapaz, los sintomas
observados en las muestras colectadas fueron manchas color marrén sobre la superficie del
fruto con avance desde el peddnculo hacia el extremo final de éste y la aparicion de una
pelicula blanquecina que no es sino el micelio del oomyceto.

Durante los meses de octubre y noviembre de 2009 se realizaron aislamientos para
determinar que el patdgeno causante de la enfermedad era P. palmivora. Estos se realizaron
a medios de cultivo selectivos como agar maiz enriquecido con antibioticos y fungicidas
(PARPBH), agar papa-dextrosa (PDA) y agar V8 con carbonato. Se logré purificar los
aislados y observar esporangios papilados, caducos con pedicelos cortos, asi como
clamidiosporas, signos caracteristicos de Phytphthora palmivora B.

Haciendo uso de marcadores moleculares tipo microsatélites se estudio la diversidad
genética de los aislados. Para ello se hizo uso de cuatro cebadores para el género
Phytophthora y un cebadores para la especie Phytophthora palmivora. Este estudio revelo
elevada variabilidad genética del patégeno entre los treinta y tres aislados, incluso entre
aguellos procedentes del mismo sitio de muestreo.

Para el conocimiento del autor, en Guatemala el presente trabajo es pionero ya que no se
encontraron estudios sobre variabilidad genética de Phytophthora palmivora B. en el cultivo
de cacao.



1 Introduccién

El cacao se ha cultivado en Guatemala desde la época de la civilizacibn Maya (Linares,
2008). Actualmente se cultiva en los departamentos de Alta y Baja Verapaz, Izabal, Sur de
San Marcos, Retalhuleu y Suchitepéquez (Instituto Nacional de Estadistica (INE), 2007).
Respecto a P. palmivora es muy poco comun encontrar una plantacion libre de podredumbre
negra del fruto del cacao (Linares, 2008).

La podredumbre negra del fruto del cacao es una enfermedad que se caracteriza por causar
lesiones color marrén sobre la superficie del fruto, seguidamente alcanza las semillas y las
vuelve inservibles, causando entonces pérdidas economicas. (Enriquez & Paredes, 1989).

Phytophthora palmivora B. es el patdogeno que causa la enfermedad conocida como
podredumbre negra del fruto del cacao y causa las mayores pérdidas econdmicas en este
cultivo (Enriquez & Paredes, 1989).

Asi mismo se ha descubierto por diversos métodos que la podredumbre negra del fruto del
cacao no solo esta asociada a Phytophthora palmivora, sino también a Phytophthora capsici,
P. citrophthora P. heveae A. Thompson y P. megakarya Brasier & Griffin (Purdy, Gramacho,
& Schmidt, 1998)

Por su alto poder discriminativo se justifica el uso de marcadores moleculares tipo
microsatélites, que son regiones repetitivas de ADN no codificadas ampliamente distribuidos
tanto en genomas eucarioticos como procariéticos (Oliveira, E. J., Gomes Padua, J., Zucchi,
M. ., Vencovsky, R., & Carneiro Vieira, M. L. , 2006), en el estudio de la diversidad genética
de poblaciones..

Considerando lo anterior se quiso establecer qué especie de Phytophthora esta presente en
las plantaciones de cacao de las regiones productoras de Guatemala para que dicha
informacion sea considerada en el momento de formular los planes de manejo.

Para alcanzar el objetivo de la investigacion se realiz6 el analisis morfoldgico y molecular de
treinta y tres aislados de cacao de las tres regiones del pais. De dichos resultados se puede
concluir que no se detecto otro patdgeno que Phytophthora palmivora B, el cual mostré una
elevada variabilidad genética.



2 Definicion del problema

Phytophthora palmivora es un patdégeno de varios cultivos de importancia econémica en
Guatemala entre los cuales se encuentra el cacao (Purdy, Gramacho, & Schmidt, 1998)

Es poco comin que una plantacién de cacao esté libre de este patdogeno. Actualmente en
Guatemala existe poca informacion acerca de la P. palmivora en el cultivo de cacao, asi
como su distribucion a nivel nacional (Linares, 2008).

El oomyceto ataca distintos érganos vegetales, no obstante son los frutos los que se ven mas
afectados por éste. Una vez que el patégeno ha infectado el fruto rapidamente vuelve
inservibles las semillas, que son las que generan el beneficio econdmico del cultivo. Entre
los factores climéticos que favorecen la incidencia de la enfermedad, asi como su grado de
severidad son la humedad relativa, la temperatura y la precipitacion pluvial (Enriqguez &
Paredes, 1989).

Las zonas de Retalhuleu, Suchitepéquez y parte sur de San Marcos son las regiones del
suroccidente de Guatemala que presentan mayores extensiones de tierra cultivada con
cacao (Encuesta Agropecuaria 2007). En contra parte, la zona norte, es decir los
departamentos de Alta y Baja Verapaz e lzabal poseen un mayor numero de fincas
productoras de cacao, sin embargo la extensién de tierra cultivada es menor que la del
suroccidente del pais (Linares, 2008).

Tampoco se cuenta con estudios realizados en Guatemala sobre caracterizacién molecular
de P. palmivora que puedan ofrecer datos acerca de la variabilidad genética del patdgeno en
estudio, para poder determinar si el manejo que actualmente se le da a éste es o no el
adecuado.



3 Marco teodrico

3.1 Marco conceptual
3.1.1Podredumbre negra del fruto del cacao

La podredumbre negra del fruto del cacao se manifiesta como manchas pardas, oscuras,
casi circulares, que se van agrandando conforme la enfermedad avanza (ver figura 1A). Esta
es causada por el oomyceto Phytophthora palmivora y se presenta en todas las areas
productoras de cacao (Enriquez & Paredes, 1989). No obstante estudios posteriores indican
que la podredumbre negra del fruto del cacao también estda asociada a P. capsici y P.
megakarya (Erwin & Ribeiro, 1996).

El oomyceto puede afectar otras partes de la planta, sin embargo es el fruto el que sufre el
mayor dafio. Una vez infectado el fruto, se infectan las semillas (ver figura 1B) volviéndose
éstas inservibles. Las mayores pérdidas en cosecha son causadas por este patégeno,
llegando en algunos casos a representar el 80% de las mismas (Enriquez & Paredes, 1989).

Al inicio de la estacion lluviosa el oomyceto genera sus esporangios Y libera zoosporas, que
son transportadas por el agua de lluvia hacia el suelo, la hojarasca, o bien los mismos frutos
de cacao. Cuando las zoosporas caen sobre la superficie de los frutos, penetran por medio
del tubo germinativo a través de los estomas o directamente, a traveés del exocarpo del fruto
(Thevenin, Umaharan, Surujdeo-Maharaj, Latchman, Cilas, & Butler, 2005). Al cabo de dos o
tres dias de infectado el fruto, se presentan lesiones pardas que pronto se convierten en
parches negros los cuales se esparcen rapidamente sobre todo el fruto. Eventualmente crece
sobre la superficie del fruto una pelicula blanquecina que es el micelio del oomyceto (Erwin &
Ribeiro, 1996). Posteriormente el patdgeno invade el tejido interno y causa la pérdida de
color y de tamafio de las semillas.

Figura 1. Sintomas visibles de la enfermedad de la podredumbre negra del cacao. Fuente: Ohio State
University Agricultural Research and Development Centre, 2008
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La enfermedad puede ser combatida con practicas culturales, aspersion de fungicidas o el
uso de cultivares resistentes (Enriquez & Paredes, 1989).

Entre las practicas culturales se puede mencionar la reduccion de sombra, ya que ésta
disminuye la ventilacion y aumenta la humedad, lo cual constituye un ambiente ideal para el
desarrollo del oomyceto (Enriquez & Paredes, 1989). Otra practica cultural es la recoleccion
frecuente de los frutos, para que de los frutos parcialmente enfermos aln se pueda utilizar la
semilla, asi como evitar que el patdgeno se esparza hacia los frutos sanos. También es
importante la destruccion de los frutos enfermos, preferiblemente quemandolos, ya que son
fuente de in6culo (Enriquez & Paredes, 1989). En cuanto al uso de fungicidas, los que se
utilizan para el combate de la podredumbre negra del fruto del cacao son aquellos a base de
cobre (Enriquez & Paredes, 1989).

3.1.2Phytophthora palmivora Butler
3.1.2.1 Clasificacion taxonémica

Reino Chromista

Clase Oomycota

Orden Peronosporales

Familia Peronosporaceae

Género Phytophthora

Especie Phytophthora palmivora Butler

(Agrios, 2002)
3.1.2.2 Generalidades

Como ya se menciong, la enfermedad de la podredumbre negra del fruto esta4 asociada tanto
a P. palmivora como a P. capsici y P. megakarya. Dichas especies se diferencian morfolégica
y genéticamente. “La principal diferencia morfol6gica entre éstas es la longitud del pedicelo
(Erwin & Ribeiro, 1996)”. Otra diferencia encontrada ha sido la morfologia de los esporangios
y oogonios, Y la longitud de los cromosomas, presentando menor tamafio los cromosomas de
los oogonios y esporangios de P. palmivora que de P. magakarya. De igual manera P.
capsici presenta esporangiéforos muy largos, mientras que P. palmivora no (Erwin & Ribeiro,
1996)

3.1.2.3 Caracteristicas de Phytophthora palmivora Butler

A. Esporangios
Los esporangios son caducos, mayormente ovoides, papilados, sobre esporangiéforos
simpodiales como se puede observar en la figura 2A. Pueden haber hasta 20 esporangios
sobre por cada simpodio y por cada esporangio existen de 10 a 40 zoosporas (Erwin &
Ribeiro, 1996). La forma de éstos se pueden observar en la figura 2A y 2C. Son variables



en tamano, aunque generalmente oscilan entre 40 a 60um de largo por 25 a 35um de ancho.
Los aislados de cacao presentan un ratio de largo: ancho de 1.67 a 1.93:1 (Erwin & Ribeiro,
1996).

B. Clamidiosporas
Son globosas a subglobosas terminales o se intercalan con el micelio. Normalmente de
diametros de 32 a 42um sin embargo, existen datos diferentes segun otras fuentes (Erwin &
Ribeiro, 1996).

C. Organos Sexuales
Los o6rganos sexuales de P. palmivora son conocidos como oogonios y sus células
reproductivas son las oosporas. Los oogonios son redondos, como se muestra en la figura
2B. El rango de diametro oogonial varia desde 22.3um hasta 34.8um. Por otro lado, el
diametro de la oospora oscila entre 0.1 a 22.8um (Erwin & Ribeiro, 1996).

Figura 2: A) y C) Esporangios de P. Palmivora. B) Oogonio en la parte inferior izquierda (Erwin &
Ribeiro).

3.1.2.4 Caracteristicas distintivas de Phytophthora palmivora Butler

La principal caracteristica distintiva de P. palmivora es la presencia de esporangios papilados
que producen abundantes clamidiosporas y esporangios deciduos elongados con pedicelos
cortos (Erwin & Ribeiro, 1996).

Otro factor que diferencia a P. palmivora de P. megakarya, por ejemplo es el crecimiento bajo
luz blanca. P. palmivora se ve estimulada por la luz blanca mientras que el otro aislado se ve
cohibido por ésta (Erwin & Ribeiro, 1996). El crecimiento de P. palmivora en placa con medio
PDA se muestra en la figura 24.



3.1.3Cultivo del cacao

Figura 3: Semillas de cacao. Fuente: programa de apoyo a los agronegocios, MAGA (Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Alimentacién)

3.1.3.1 Morfologia y taxonomia

El cacao pertenece a la familia Esterculiaceae, cuyo epiteto especifico es Theobroma cacao
L. Su centro de origen son los tropicos humedos de América, es decir, el noroeste de
Ameérica del Sur y la region de Centro América (Infoagro, 2007).

Es un arbol de tamafio mediano (5-8 m) aunque puede alcanzar alturas de hasta 20 m. Tiene
una raiz pivotante y muchas raices secundarias, las hojas son simples, enteras y de color
verde bastante variable, de peciolo corto. Las flores son pequefias y se producen, al igual
que los frutos, en racimos pequefios (Infoagro, 2007).

El fruto es de tamafio, color y formas variables, pero generalmente tienen forma de baya,
siendo lisos o acostillados, de forma eliptica y de color rojo, amarillo, morado o café. La
pared del fruto es gruesa, dura o suave, segun sea la variedad (Infoagro, 2007).

3.1.3.2 Requerimientos edafocliméticos

- Temperatura: El cultivo del cacao no soporta temperaturas bajas. La temperatura
Optima de desarrollo y para una abundante floracién es 25 °C (Infoagro, 2007).

- Tipo de suelo: El cultivo del cacao precisa de suelos con buen drenaje puesto que es
susceptible tanto a la escasez como al anegamiento de agua (Infoagro, 2007).

- Agua: Las requerimientos hidricos del cultivo oscilan entre 1500 y 2500 mm en las
zonas bajas mas célidas y entre 1200 y 1500 mm en las zonas mas frescas o los
valles altos (Infoagro, 2007).

- Sombra: El cultivo necesita sombra en un inicio para reducir la cantidad de radiacion
solar que llega a éste y al mismo tiempo proteger las plantas del viento. La
luminosidad debera estar comprendida mas o menos al 50 % durante los primeros 4



afios de vida de las plantas, para que estas alcancen un buen desarrollo y limiten el
crecimiento de las malas hierbas (Infoagro, 2007).

3.1.3.3 Variedades comerciales
Se distinguen dos razas de cacao:
- Forastero o cacao amargo

Originario de las Américas es la raza mas cultivada en las regiones cacaoteras de Africa
y Brasil. Los frutos son de cascara muy dura, casi lefiosa, con granos de color morado y
sabor muy amargo. De esta raza se pueden mencionar las siguientes variedades:
Cundeamor, Amelonado, Sambito, Calabacillo y Angoleta (Infoagro, 2007).

- Ciriollo, hibridos o cacao dulce

Los frutos son de cascara suave y semillas redondas, de color blanco a violeta, dulces y
de sabor agradable. La superficie del fruto posee diez surcos longitudinales marcados
(Infoagro, 2007).

3.1.3.4 Plagas

El cacao es una de plantas que se ve afectada por plagas de insectos y enfermedades. A
continuacion se mencionan las de mayor relevancia.

A. Insectos

Entre algunos insectos que pueden llegar a causar pérdidas econdmicas en el cultivo de
cacao se pueden mencionar los &fidos, que atacan los brotes, las hojas y las flores y también
los frutos jovenes, siendo la especie mas comun en cacao Toxoptera aurantii. Otros insectos
gue causan dafio son los cépsidos de cacao o monalonion (Monalonion braconoides), que
danan los frutos y las yemas terminales; provocan deformaciones en los frutos, al atacarlos y
poner sus huevos (Infoagro, 2005). Las chinches son vectores de enfermedades y se les
consideran transmisores de la moniliasis. Algunas especies de barrenador del tallo
(Cerambycidae) pueden matar las plantas jévenes (menores de un afio de edad). Las
hormigas también causan serios dafios al defoliar las plantas, los trips, los gusanos
medidores, los barrenadores del fruto, etc. (Infoagro, 2007).

B. Enfermedades

A parte de la podredumbre negra del fruto del cacao descrita en el inciso 3.1, otra
enfermedad que causa serios dafos al cultivo de cacao es la moniliasis.

La moniliasis es también conocida como Pudricion acuosa, Helada, Mancha Ceniza o
Enfermedad de Quevedo y es causada por el hongo Moniliophthora roreri E. (C. y P.). La
enfermedad ataca solamente los frutos del cacao y se considera que constituye uno de los
factores limitantes de mayor importancia en la produccion de esa planta. Puede provocar
pérdidas que oscilan entre un 16 y 80% de la plantacion (Infoagro, 2007).



La infeccidbn de monilia ocurre principalmente en las primeras etapas del crecimiento de los
frutos. La primera sefal de la infeccion; es la aparicion de puntos o pequefias manchas de un
color que sugiere una maduracion prematura. Con el tiempo aparece en la superficie del
fruto, una mancha parda rodeada por una zona de transicidbn de color amarillento. Esta
mancha puede crecer hasta llegar a cubrir una parte considerable o la totalidad de la
superficie del fruto. Bajo condiciones humedas crece sobre la superficie de la mancha una
especie de felpa dura y blanca de micelios que puede cubrir la totalidad de la mancha, y
sobre el micelio se produce gran cantidad de esporas que dan a la masa un color crema o
café claro (Infoagro, 2007).

3.1.4Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Antes de citar el concepto de Reacciéon en Cadena de la Polimerasa o PCR por sus siglas en
inglés (Polymerase Chain Reaction), es importante mencionar que esta técnica
revolucionaria en la biologia molecular, surgioé por el descubrimiento de la Taq polimerasa, la
cual es una enzima utilizada por la bacteria Thermus auquaticus (Slish, 1999), que reune los
residuos de acidos nucléicos con polimeros de ADN o ARN (Buhler, 2002) .

La aplicacion general de esta técnica es para deteccion de minusculas particulas de ADN, y
entre algunas aplicaciones especificas se pueden mencionar deteccion de infecciones
menores causadas por bacteria y rapidos cambios en la transcripcion celular, también se
aplica en secuenciacién de ADN, estudios de des6rdenes genéticos, mutaciones y clonacion
(Slish, 1999).

3.1.4.1Lareacci6én de PCR

El PCR es una técnica utilizada para realizar muchas copias de una secuencia especifica de
ADN (Buhler, 2002) y esta basada en la reaccion de la ADN polimerasa.

Un primer!, que es un fragmento corto de pares de bases, de una sola hebra,
complementario a una secuencia de ADN de interés, y dNTPs, que son nucléotidos (Adenina,
Guanina, Citosina, Timina), son agregados junto con el material genético en estudio y la ADN
polimerasa. Luego la reaccion general (ver figura 3B), se da cuando la hebra molde se
derrite a una temperatura de 94°C, luego los primers se aparejan a la hebra molde a 45-55°C
y la polimerasa amplifica y sintetiza dos nuevas hebras de ADN a los 72°C. Este primer ciclo
genera dos hebras para el siguiente ciclo, que luego produce el doble de material genético y
asi sucesivamente (Slish). Para determinar el nimero de veces que se cloné el segmento de

! De los primers, uno debe disefiarse complementario a la secuencia de ADN de interés y el otro debe ser
complementario pero de tal forma que amplifique en direccién de 5' a 3', asi uno debera amplificar a la derecha
y otro hacia la izquierda.



ADN se aplica la sencilla formula de 2™, en donde “n” es el numero de ciclos que se
programaron (Slish, 1999).

Por ultimo, es importante mencionar que todo este proceso requiere de un aparato especial
conocido como termociclador (Ver figura 3C), el cual es programable para que suba a las
temperaturas necesarias y baje en los tiempos requeridos. Existen muchas marcas de
termocicladores, por mencionar algunas, BIORAD, LABNET, MJ Research Inc. y BIOMETRA
(Slish, 1999).

3.1.4.2 Limitaciones del PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa es muy sensible a la presencia de cationes
divalentes, especialmente Mg?* y de los nucleétidos (Buhler, 2002). Se debe tener mucho
cuidado en el disefio de los primers, ya que éstos deben ser muy especificos para que
amplifiquen correctamente. Asi mismo se debe contemplar que los primers no sean
complementarios entre ellos ya que si lo son, no amplificaran. También se debe considerar la
longitud del segmento de ADN que se va amplificar, ya que los mejores resultados de
amplificacion se ubican entre los 300-1000 pares de bases. La polimerasa puede fallar al
incorporar los nucledtidos a la nueva hebra de ADN y generar resultados falsos (Slish, 1999).

Lo mas importante del PCR es la contaminacion, ya que quien manipula las muestras lo debe
hacer en la forma mas aséptica posible, y todo el material que se utiliza con cada muestra
debe ser desechado ya que por la sensibilidad de la técnica, ésta amplifica todo el ADN y si
estd contaminado amplificara el ADN del agente contaminante y generara resultados falsos
(Slish, 1999).

A B Estrategia del PCR
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Figura 4: A) PCR. Muestra la forma en que amplifican los cebadores, siempre en direccién de 5' a 3' en
direcciones contrarias B) Grafico de la reaccidon en cadena de la polimerasa (SCHLISSEL, 2006). C)
Termociclador Biorad (ROSER, 2008)

3.1.5Marcadores moleculares de tipo microsatélites
3.1.5.1 Concepto

Los microsatélites o SSR por sus siglas en Inglés (Simple Sequence Repeat), son
secuencias cortas de pares de bases que se repiten, y que son utilizadas como marcadores
moleculares (Bioscience, 2004). Son regiones repetitivas de ADN no codificadas
ampliamente distribuidos tanto en genomas eucariéticos como procariéticos, con altas tasas
de mutacion comparado con el resto del genoma (Oliveira, E. J., Gomes Padua, J., Zucchi,
M. 1., Vencovsky, R., & Carneiro Vieira, M. L., 2006).

Estas secuencias cortas pueden variar desde una, hasta cuatro bases repetidas (WWLP,
2002), mostrandose a continuaciobn como pueden variar:

- Una base repetida AAAAAAAAAAAA

- Dos bases repetidas ACACACACACAC

- Tres bases repetidas ACGACGACGACG
- Cuatros bases repetidas ACGTACGTACGTA

Los microsatélites se clasifican segun el tipo de secuencia repetida:

- Perfecta: La secuencia de bases repetidas no es interrumpida por ningun otro
nucledtido: ATATATATA

- Imperfecta: Dentro de la secuencia de bases repetidas interrumpe un nucleétido o dos
que no pertenece a la secuencia: ATATATACATATAT

- Interrumpida: Se presenta una pequefia secuencia de bases que no pertenecen a la
secuencia del microsatélite: ATATATCGATATAT

- Compuesta: El microsatélite contiene dos secuencias repetitivas distintivas:
ATATATACGCGCGCG (Oliveira, E. J., Gomes Padua, J., Zucchi, M. |., Vencovsky,
R., & Carneiro Vieira, M. L. , 2006)

3.1.5.2 Evolucién de los microsatélites

Los alelos de microsatélite varian con el tiempo debido a que experimentan mutaciones. En
una poblacién pueden existir alelos con un solo locus microsatélite, difiiendo éstos en el
namero de repeticiones, pudiendo existir hasta 70 u 80 alelos en un locus, cada uno de
diferente longitud (WWLP, 2002).

Un individuo homocigoto para un locus, va a tener el mismo numero de repeticiones en
ambos cromosomas, mientras que en un heterocigoto el nimero de repeticiones variara en
cada cromosoma (WWLP, 2002).
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Las regiones que rodean el locus microsatélite son llamadas “Flanking regions”, y éstas
pueden tener la misma secuencia. Esto es muy importante ya que estas regiones pueden ser
utilizadas como primers para PCR cuando se amplifica el loci microsatélite, aunado a que
muchas veces ésta region es conservada entre géneros y a veces entre familias (WWLP,
2002).

3.1.5.3 Aplicaciones

Los microsatélites son la clase de marcadores moleculares mas ampliamente utilizados en
estudios de genética, con aplicaciones en muchos campos incluyendo la conservacion
genética, genética de poblaciones, hibridacion molecular y pruebas de paternidad. Esto se
debe a la caracteristica co-dominante y multialélica de los microsatélites, asi como su alta
reproducibilidad, alta resolucion y que estan basados en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (Oliveira, E. J., Gomes Padua, J., Zucchi, M. I., Vencovsky, R., & Carneiro
Vieira, M. L. , 2006).

Los microsatélites ofrecen informacion relevante para identificacion de unidades de
conservacion y para la investigacion de procesos que tienen lugar en poblaciones como
patrones de flujo de genes, generacion de lazos genéticos y la incidencia de deriva genética
(Oliveira, E. J., Gomes Padua, J., Zucchi, M. I., Vencovsky, R., & Carneiro Vieira, M. L. ,
2006).

Muchas aplicaciones tienen los microsatélites en la agricultura, pues se encuentran en un
sinnimero de especies y presentan mucha variabilidad (Goldstein & Schlétterer, 1999). Los
microsatélites se emplean comunmente en el estudio de estructura genética de poblaciones
de plantas, tanto silvestres como cultivadas, debido a su naturaleza co-dominante y que
proveen mucha informacién (Oliveira, E. J., Gomes Padua, J., Zucchi, M. I., Vencovsky, R., &
Carneiro Vieira, M. L. , 2006). Se pueden utilizar como marcadores para investigacion de
mecanismos de mutacién, analisis de genética de poblaciones y analisis de paternidad, entre
otras aplicaciones (Goldstein & Schlétterer, 1999).

En cuanto a la genética de poblaciones, los microsatélites varian dentro de éstas.
Observando estas variaciones se pueden realizar inferencias sobre estructura y diferencias
poblacionales, deriva genética y determinar ancestros comunes (WWLP, 2002). El alto poder
discriminativo de los microsatélites justifica su uso para el estudio de diversidad genética.
Asi, para individuos homocigotos, el nimero de repeticiones sera el mismo en el mismo locus
en ambos cromosomas homadlogos, mientras que para un individuo heterocigoto el nimero
de repeticiones en el mismo locus de los cromosomas homélogos puede variar, siendo 9
repeticiones para uno y 10 para otro, por ejemplo (Oliveira, E. J., Gomes Padua, J., Zucchi,
M. I., Vencovsky, R., & Carneiro Vieira, M. L., 2006).
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Para el estudio de genética de poblaciones se han utilizado ampliamente los marcadores
moleculares tipo microsatélites. Investigaciones realizadas en el Instituto de Ciencias sobre
Plantas del Instituto Federal de Tecnologia en Suiza, se llevd a cabo un estudio sobre la
diversidad genética de 350 cepas de Venturia inaequalis provenientes de 11 sitios de
Europa. Para el estudio se desarrollaron siete marcadores moleculares tipo microsatélite
utilizando las repeticiones (TC) y (AAC). Los resultados mostraron una gran diversidad en la
poblacion, con valores de media entre 0.28 y 0.49, mientras que la diferenciacién entre todas
las poblaciones europeas fue baja. Se pudo determinar una marcada diferencia en la
poblacion de Ahrensburg (norte de Alemania) en donde se observd la reduccion de la
diversidad y la pérdida de alelos. Ello se debe al uso de cultivares resistentes a V. inaequalis
en dicha region. En dicho estudio se concluyé que el uso de marcadores moleculares tipo
microsatélites se aplica al estudio de diversidad genética en poblaciones del hongo Venturia
inaequalis por su alta especificidad y polimorfismo, asi como su buena reproducibilidad.
(Tenzer, Degli lvanissevich, Morgante, & Gessler, 1999).

Por parte de la Universidad de Sidney, se realiz6 un estudio sobre la variacion de
Phytophthora palmivora en el cultivo de cacao en Papua, Nueva Guinea. El estudio consistio
en la evaluacion morfolégica y molecular para comprobar que el Unico patégeno causante de
la enfermedad conocida como podredumbre negra del fruto del cacao en Papua Nueva
Guinea es P. Palmivora y que la variacion genética del patégeno es elevada. Evaluaron 20
aislados por medio de mediciones morfométricas de esporangios y esporangioforos y
realizaron analisis molecular por medio de microsatélites amplificados al azar utilizando los
cebadores para P. palmivora con secuencia CA y CGA, llegando a la conclusion de que
Phytophthora palmivora es la Unica especie de Phytophthora causante de podredumbre
negra del fruto del cacao en Papua Nueva Guinea, y que la variabilidad genética y
morfologica del patdgeno es elevada (Maora, Liew, & Guest, 2010).

Otro estudio realizado en la Escuela de Ciencias Biologicas y Biotecnologia de la Universidad
de Murdoch, Australia, estudio la estructura genética de las poblaciones de Phytophthora
cinnamomi haciendo uso de microsatélites. Tres sitios en donde se presenta la enfermedad
intensamente fueron muestreados en el suroeste de Australia y las muestras se analizaron
junto con una coleccion grande de cultivo de aislado de Australia y de otras partes del
mundo. La mutacion en los cuatro loci de microsatélites analizados revelaron patrones
espaciales en los sitios de la enfermedad que se correlaciona con la edad de la infestacion.
Fueron identificados solo tres linajes clonales en las poblaciones de Australia y los mismos
linajes clonales estuvieron presentes en las poblaciones de todo el mundo, donde se sugiere
que un numero limitado de linajes clonales se han extendido en la mayoria de las regiones
(Dobrowolski, Tommerup, & Shearer, 2003)

En los departamentos de Patologia Vegetal y Ciencias Agricolas de la Universidad de Dakota
del Norte, se llevd a cabo un estudio sobre la biologia del hongo Phaeosphaeria nodorum,
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agente causal de la mancha de Stagonospora nodorum, una de las enfermedades foliares
mas destructiva de trigo en los Estados Unidos. Para dicho estudio se aislaron 308 cepas de
P. nodorum provenientes de 12 poblaciones de 5 variedades de trigo de primavera de
Minnesota y Dakota del Norte y 7 variedades de trigo de invierto de Indiana y Ohio. La
estructura genética de las poblaciones incluidas en la muestra fue determinada por analisis
de polimorfismos en cinco microsatélites o repeticiones de secuencia simple (SSR). Los
resultados de la investigacion mostraron los altos niveles de gen y de diversidad de las
poblaciones de P. nodorum. También se observéd que la diversidad genética es mayor entre
las cepas aisladas de los cultivares de trigo de primavera que en los cultivares de trigo de
invierno. Los andlisis de clon corregidos por los conjuntos de datos muestran las frecuencias
de la igualdad de ambos tipos de apareamiento en las poblaciones regionales y locales, lo
que indica que la recombinacion sexual puede ocurrir regularmente. Esta investigacion
concluyo en que la reproduccidon sexual se produce en las poblaciones de P. nodorum en el
trigo con mayores cultivos de las regiones del centro de Estados Unidos, y que las
poblaciones geograficamente separadas pueden ser diferenciadas genéticamente, lo que
refleja tanto las restricciones sobre el flujo de genes o la seleccién (Adhikari, Ali, Burlakoti,
Singh, Mergoum, & Goodwin, 2008)

En Sudafrica, también se determin6 por medio en ensayos de virulencia, tests de
compatibilidad vegetativa y primers de microsatélites la diversidad genética entre aislados de
Alternaria solani, agente causal del tizon temprano en papa, provenientes varias regiones
productoras de papa en dicha region. Los ensayos de virulencia mostraron baja virulencia en
la mayor parte de la poblacién, sin embargo no se pudieron utilizar para caracterizar
diversidad genética. Los tests de compatibilidad vegetativa mostraron 19 grupos, indicando
un relativo alto nivel de diversidad entre los aislados. Sin embargo los andlisis moleculares
utilizando microsatélites revelaron un 27% de diversidad genética entre 46 aislados, lo cual
es un valor alto para un hongo anamoérfico. Ello indica que el hongo tiene un alto potencial
para adaptarse a cultivares resistentes o a los fungicidas. La informacion obtenida con esta
investigaciéon supone un punto de apoyo para programas de mejoramiento en papa para
resistencia al hongo A. solani en Sudafrica (van der Waals, Korsten, & Slippers, 2004).

3.2 Marco Referencial

Los Muestreos se realizaron en las principales zonas de produccién de cacao en Guatemala
siendo estas: Cahabdn, Alta Verapaz; Morales, lzabal, El Asintal y San Sebastian,
Retalhuleu; Nuevo Progreso, San Marcos San Antonio, Samayac y San Miguel Panan
Suchitepéquez.

3.2.1Alta Verapaz

- Cabecera departamental: Coban
- Poblacion: 983,479 hab.
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- Superficie: 8,686 km?
- Region: 1l Norte
- Organizacion politica: 16 municipios
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Figura 5: Mapa de ubicacion de municipios productores de cacao del departamento de Alta Verapaz,
Guatemala
El departamento de Alta Verapaz se caracteriza por la variedad de paisajes que ofrece, la
topografia es quebrada, pero sin grandes elevaciones. El clima es humedo y se caracteriza
por una llovizna constante conocida como chipi-chipi.

Su principales productos agricolas son el cacao, el café, la pimienta y las legumbres (Piedra
Santa & Peralta S., 2007).

Entre su industria se puede mencionar la fabricacién de joyeria de plata y oro, da calzado y
sacos de yute, ofrecen a los compradores una amplia gama de flores ornamentales,
especialmente orquideas que se venden en viveros, ceramica elaborada a mano y muebles
entre otros objetos (INE, 2007). Actualmente el departamento de Alta Verapaz cuenta con
5,165 fincas y una produccion promedio de 2037 TM ((MAGA), 2007). Los principales
municipios productores de cacao son Cahabdn (43%), Chisec (11%), Panzés (9%), Fray
Bartolomé de las Casas (7%), Coban (7%), San Pedro Carcha (6%), Chahal (5%) y Lanquin
(4%) ((MAGA), 2007) .

3.2.21zabal
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Cabecera departamental: Puerto Barrios
Poblacion: 374,151 hab

Superficie: 9,038 km?2

Region: Il Nor-Oriente

Organizacion politica: 5 municipios
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Figura 6: Mapa de ubicacion de municipios productores de cacao del departamento de Izabal,
Guatemala

Izabal es un departamento que se caracteriza por su clima célido, tropical. Este
departamento posee una riqueza bioldgica, en el cual se puede encontrar pantanos, selvas,
bosques lluviosos, etc. (Piedra Santa A. & Peralta S., 2007).

En lzabal, normalmente se cultiva banano, cacao, maiz, platano, naranja, yuca y pifia.
También es explotado forestalmente, con la madera del palo San Juan, caoba o cedro se
elaboran cayucos o pequeias balsas que sirven para transporte.

Hay ganado vacuno, porcino y equino. Entre otras actividades econémicas del departamento
de importancia se pueden mencionar (Piedra Santa A. & Peralta S., 2007).

3.2.3Retalhuleu

Cabecera departamental: Retalhuleu
Poblacion: 278,106 hab

Superficie: 1,856 km?2

Regidn: VI Sur-Occidente
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- Organizacion politica: 9 municipios
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Figura 7: Mapa de ubicacion de municipios productores de cacao del departamento de Retalhuleu,
Guatemala

El relieve de Retalhuleu es poco quebrado, se encuentra cerca del mar y por ende su clima
es calido y humedo. Su territorio es bafiado con abundantes lluvias, y el suelo es fértil
(Piedra Santa A. & Peralta S., 2007).

En cuanto a la agricultura, los productos comunmente producidos en el departamento son
cafia de azlcar, café, maiz, frijol, cacao, frutas diversas, hule y palma africana (Piedra Santa
A. & Peralta S., 2007).

3.2.4San Marcos

Cabecera departamental: San Marcos
Poblacion: 929,103 hab

Superficie: 3,791 km?

Regidn: VI Sur-Occidente
Organizacion politica: 29 municipios
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Figura 8: Mapa de ubicacion de municipios productores de cacao del departamento de San Marcos,
Guatemala

El departamento de San Marcos tiene una topografia muy variada, que va desde los altos
volcanes, hasta la regidn costera. El clima también es muy variado, y por ende la vegetacion.
El departamento produce maiz, frijol, trigo, verduras y cacao. En agroindustria se produce
café, miel y banano. También existe actividad textil y artesanal para produccién de mascaras
e instrumentos de madera. Por ser un departamento fronterizo constituye con punto clave
para el comercio de productos, no obstante esto ha provocado mucha delincuencia en el
area (Piedra Santa A. & Peralta S., 2007).

La produccién promedio de cacao en San Marcos es de 1679TM (INE, 2007), siendo los
municipios productores de cacao de San Marcos son Nuevo Progreso (67%), Catarina (12%),
El Tumbador (7%) y Quetzal (5%) ((MAGA), 2007).

3.2.5Suchitepéquez

Cabecera departamental: Mazatenango
Poblacion: 469,985 hab

Superficie: 403,945 km?

Regién: VI Sur-Occidente

Organizacion politica: 20 municipios
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Figura 9: Mapa de ubicacion de municipios productores de cacao del departamento de Suchitepéquez,
Guatemala

Suchitepéquez es un departamento rico en biodiversidad. Posee manglares cerca de las
costas, y los rios que bafian su territorio le dan mucha fertilidad a la tierra. Su agricultura
incluye tabaco, café, hule, cacao, cafia de azucar, maiz, banano y legumbres (Piedra Santa
A. & Peralta S., 2007).

En industria, hay ingenios azucareros, productos lacteos y beneficios de café. También
posee ganaderia, industria del cuero, industria textil y fabricacion de mascaras de madera
(Piedra Santa A. & Peralta S., 2007).

El promedio de produccién de Suchitepéquez es de 2022TM (INE, 2007), siendo los
municipios productores San Antonio Suchitepéquez, con 172 hectareas cultivadas y 500 TM
de produccién de cacao el mas productivo, representando 25%, Santa Barbara con 24%, San
Miguel Panan con 20%, Mazatenango con 9%, Cuyotenango con 6% y San Bernardino con
4% ((MAGA), 2007).
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4 Objetivos
4.1 Generales

Establecer por medio de un diagnostico morfolégico y molecular la presencia de
Phytophthora palmivora Butler aislada de frutos de cacao (Theobroma cacao L.) con
sintomas de podredumbre negra procedentes de las regiones cacaoteras de Guatemala.

Estudiar la diversidad genética, haciendo uso de marcadores moleculares tipo microsatélites,

de aislados de Phytophthora palmivora Butler a partir de frutos de cacao (Theobroma cacao
L.) con sintomas de podredumbre negra.
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5 Hipotesis

Phytophthora palmivora Butler es la especie predominante como agente causal de la
pudricion negra de los frutos del cacao (Theobroma cacao L.) en las regiones cacaoteras de
Guatemala en estudio.

Los aislados de Phytophthora palmivora Butler a partir de frutos de cacao (Theobroma cacao
L.) muestran variabilidad genética.
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6 Metodologia

6.1 Trabajo de campo

6.1.1Toma de muestra

Las muestras fueron colectadas mediante recorridos en parcelas de cultivo de cacao de tres
regiones de Guatemala: Region Il (Norte) Cahabodn (Alta Verapaz); Region Il (Nor-Oriente)
Morales (Izabal) y Region VI (Sur Occidente): El Asintal y San Sebastian (Retalhuleu), Nuevo
Progreso San Marcos (San Marcos) San Miguel Pananan, San Antonio y Samayac
(Suchitepéquez) cuyas referencias geograficas se presentan en el cuadro 7. Las muestras
tomadas fueron frutos con sintomas de pudricion negra del fruto del cacao como el que se
muestra en la figura 10. El muestreo fue no probabilistico ya que se tomaron muestras a
criterio buscando sintomatologia de la enfermedad.

lleana Arriola
Figura 10: Muestreo de frutos con sintomas de pudricién del fruto del cacao.

6.1.20btencién de la muestra
El criterio utilizado para colectar las muestras fue la presencia de sintomas: pudricién o
manchas pardas que denotaran la presencia del patbgeno. Los muestreos se realizaron en
el mes de octubre del afio 2009 en las regiones cacaoteras de Alta Verapaz, Izabal, San
Marcos, Suchitepéquez y Retalhuleu. El muestreo se realiz6 de la siguiente manera:
a.Se ldentificaron arboles con frutos con presencia de sintomas de podredumbre negra
b.Se tomaron dos frutos por arbol afectado, y se muestrearon cuatro arboles con frutos
enfermos por lugar visitado.
c.El fruto afectado se corté del arbol y se colocdé en bolsas plasticas debidamente
identificadas.

6.1.3Manejo de la muestra

Las muestras se colocaron dentro de una hielera. Posteriormente ésta fue transportada al
laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala para realizar el proceso de aislamiento.
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6.2 Fase de laboratorio
6.2.1Preparaciéon de la muestra
6.2.1.1 Lavado de la muestra

Una vez que las muestras fueron trasladadas al laboratorio, se procedié a procesarlas:

a.Se realiz6 un primer lavado de los frutos con agua del grifo para desechar particulas
que éstos pudiesen traer del campo (ver figura 11.A).

b.Se coloco cada fruto de cacao por 30seg. en hipoclorito de sodio al 2% (ver figura 11.B)

c.Luego se lavaron nuevamente los frutos de cacao con agua destilada por 1 minuto (ver
figura 11.C).

d.Se repiti6 el inciso 6.2.1.1.C.

e.Se identific6 cada fruto de cacao haciendo uso de cinta adhesiva y marcador
permanente.

Figura 11: Preparacion de la muestra. A: Lavado de la muestra proveniente del campo. B: Desinfestacion
del fruto de cacao con hipoclorito de sodio al 2%. C: Lavado final del fruto de cacao con agua destilada

6.2.2Aislamiento de Phytophthora palmivora Butler
6.2.2.1 Camara humeda
Una vez procesados los frutos procedentes del campo, se colocaron en cajas plasticas de

tamafio medio como se puede observar en la figura 12. Luego se agregd agua destilada
hasta cubrir una ldmina aproximada de 1.5cm.

Se dejaron los frutos de cacao en camara humeda por tres dias (figura 12). El primer
aislamiento a medio selectivo se realizé cuando el micelio fue visible sobre el fruto o bien en
el agua cercana éste como se observa en la figura 13A.
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lleana Arriola
Figura 12: Aislamiento de P. palmivora B. en cAmara hiumeda

6.2.2.2 Aislamiento en medio de cultivo selectivo

Se desinfestd el area de trabajo con alcohol al 70%. El instrumental fue desinfestado
sumergiéndolo en alcohol al 95% y luego flameandolo haciendo uso de mecheros de alcohol.

Se tomaron porciones de micelio de las lesiones observadas sobre los frutos de cacao como
se puede observar en la figura 13A y, cuando el micelio no se presentd, se tomaron
esporangios del agua en contacto directo con la superficie del fruto.

Se sembraron porciones de micelio en cajas de petri conteniendo medio selectivo agar maiz
enriquecido con antibidticos y fungicidas (PARPBH) como se puede observar en la figura
13.B. Luego se identifico cada caja con el codigo de campo y se dejaron a temperatura
ambiente durante 3 dias. El crecimiento de las colonias se observé periodicamente.

.
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Figura 13: Aislamiento de P. palmivora B. a medio selectivo PARPBH A: Obtencién de micelio de frutos
enfermos. B: Siembra del micelio en medio selectivo PARPBH

6.2.2.3 Re-asilamiento de la colonia
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El re-aislamiento a medio de cultivo agar papa (PDA) se realiz6 en la camara de flujo laminar.
Siguiendo las normas de asepsia, se desinfestd la camara de flujo laminar con alcohol al
70% y luego se coloco el instrumental y las cajas de petri con medio de cultivo PDA en rayos
UV por 30min.

El re aislamiento consistié en extraer una porcion de micelio de la zona de avance del aislado
en medio de cultivo selectivo agar maiz enriquecido con antibiéticos y fungicidas (PARPBH) y
colocarla en una nueva placa con medio de cultivo agar papa (PDA) dejando el micelio en
contacto con el medio. Se sell6 cada placa y se identifico con el codigo correspondiente. Se
incubaron tres dias y de estos aislados se extrajo el micelio para el analisis molecular. El
crecimiento de Phytophthora palmivora en medio de cultivo agar papa (PDA) es
semipetaloide como se puede observar en la figura 24.

6.3 Diagnostico molecular
6.3.1Extraccion de ADN

Se realizd un raspado del micelio y se colocdé en un tubo eppendorf de 15ml estéril,
debidamente identificado. Se agregaron 400uL de Buffer de extraccion de ADN a cada tubo y
se macerd con un pistilo de kontes cada porcién de micelio. Luego cada tubo se colocé en el
vortex durante 20 seg. Y se esperd una hora hasta que la mezcla queddé homogénea.

Luego se colocaron los tubos en una centrifuga a 12,000 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Seguidamente se transfirio el sobre nadante a un nuevo tubo de
1.5ml.

Se agregaron 300 pul (aprox.) de isopropanol al 95% al nuevo tubo y se mezclé bien. Después
se centrifugd a 12,000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se lavaron las
pastillas de ADN con etanol al 70% y secaron. Por ultimo se agregaron 50uL de solucién TE,
y se esperd que el precipitado se disolviera. Las muestras de ADN se conservaron en un
freezer especial a -20 grados centigrados.

lleana Arriola
Figura 14: Llenado de microtubos con ADN por medio de micropipeta de 1000 uL
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6.3.2Amplificacion por PCR:

El ADN de todas las cepas aisladas de Phytophthora palmivora fue evaluado mediante la
técnica de PCR utilizando cinco pares de cebadores para microsatélites, cuyos nombres y
secuencias se presentan en el cuadro 1. El cebador de microsatélite para Phytophthora
palmivora es el DHB con secuencia CGA basado en el trabajo de referencia de J. Saul
Maora, E. Y. C. Liew y D. Guest.

Cuadro 1: Cebadores para microsatélite utilizados para los programas de PCR de la investigacion

Nombre Secuencia

DHB 5 CGA CGA CGA CGA CGA CGA 3’
5 GTG GTG GTG GTG GTG GTG 3’

DDB 5 CCA CCA CCACCACCACCAZ
DHB 5 TCG TCG TCG TCG TCG TCG 3’
HBH 5 AG AG AG AG AG AG AG AG 3’

Se siguio el procedimiento general para la reaccién en cadena de la polimerasa. Del material
genético procedente de la extraccion de ADN se colocé un volumen de 2.3 ul en tubos de
250 pl de capacidad y se identifico cada muestra.

La preparacién de los reactivos (ver anexo dos) para la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) consisti6 en multiplicar el volumen individual por el numero de muestras que se
trabajaron. Luego se mezclaron los reactivos necesarios en un tubo de 1.5ml. Una vez hecha
la solucién, a cada muestra se le agreg6 22.7uL de ésta y se colocaron los tubos en el
termociclador. Este procedimiento se realiz6 para cada cebador evaluado en el estudio y los
programas utilizados por el termociclador se presentan a continuacion:

Cuadro 2: Programa de PCR para cebadores GTG (g) y GT (b)

Proceso Temperatura°C Tiempo

1 96 (Iniciacion) 3 minutos

2 94 (Desnaturalizacion) 30 segundos
3 56 (Hibridacion) 30 segundos
4 72 (Extension) 30 segundos
5 Repeticion 36 veces los procesos 5 min. Cada

23y4 ciclo
6 72 (Extension final) 10 minutos

7 4 (Conservacion final)

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala




Cuadro 3: Programa de PCR para cebadores TCG (g) y CGA (b)
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Proceso

Temperatura °C

Tiempo

a b wdhNBEF

6
2

96 (Iniciacion)

94 (Desnaturalizacion)
61 (Hibridacion)

72 (Extension)

Repeticion 36 veces los procesos

23y4
72 (Extension final)
4 (Conservacion final)

3 minutos
30 segundos
30 segundos
30 segundos
5 min. Cada
ciclo

10 minutos

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de

Guatemala

Cuadro 4: Programa de PCR para cebador CA

Proceso

Temperatura °C

Tiempo

g b Wb -

6
-

96 (Iniciacion)

94 (Desnaturalizacion)
41 (Hibridacién)

72 (Extension)

Repeticion 36 veces los procesos

23y4
72 (Extension final)
4 (Conservacion final)

3 minutos
30 segundos
30 segundos
30 segundos
5 min. Cada
ciclo

10 minutos

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de

Guatemala

Cuadro 5: Programa de PCR para cebador CCA

Proceso

Temperatura °C

Tiempo

a b~ wWwN Pk

6
-

96 (Iniciacion)

94 (Desnaturalizacion)
64 (Hibridacion)

72 (Extensién)

Repeticién 36 veces los procesos

23y4
72 (Extension final)
4 (Conservacion final)

3 minutos
30 segundos
30 segundos
30 segundos
5 min. Cada
ciclo

10 minutos

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de

Guatemala
Cuadro 6: Programa de PCR para cebador AG
Proceso Temperatura°C Tiempo
1 96 (Iniciacion) 3 minutos
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2 94 (Desnaturalizacion) 30 segundos

3 50 (Hibridacion) 30 segundos

4 72 (Extension) 30 segundos

5 Repeticion 36 veces los procesos 5 min. Cada
2,3y4 ciclo

6 72 (Extension final) 10 minutos

7 4 (Conservacion final)

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala

6.3.3Electroforesis
6.3.3.1 Preparacion del gel de agarosa

En la caja de electroforesis se coloco la placa de tal forma que los lados abiertos de ésta
guedaron sellados por las paredes de la caja de electroforesis. Se calento la gel de agarosa
al 1.5% hasta ésta estuvo completamente liquida y transparente, sin que hirviera. En la placa
se colocaron los “peines® que son los que se observan en color rojo y azul en la figura 15.,
los cuales al solidificar el agar, dejaron los agujeros para colocar los productos del PCR
mezclados con la solucion buffer.

Figura 15: Implementos para electroforesis. Fuente: (BIOGEN CIENTIFICA SL, 2010)

Sin retirar los peines, se dejé enfriar la gel de agarosa hasta que solidificd. Posteriormente se
retiraron los peines y se coloco la placa de tal forma que los extremos abiertos no quedaran
pegados a las paredes de la caja de electroforesis, sino en los lados abiertos. Se procedié a
llenar la caja con solucién buffer.

6.3.3.2 Colocaci6on de las muestras

2 “Peine™: estructura de plastico similar a un peine de pelo que se utiliza para dejar los agujeros en la gel de
agarosa en donde se colocan los productos de PCR para la electroforesis.
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Haciendo uso de una micropipeta de 10uL, se extrajo un volumen de igual a la capacidad de
la micropipeta, de buffer de carga® y, sobre una tira de parafilm, se colocaron pequefias
gotas de éste suficientemente espaciadas.

Se extrajo un volumen de aproximadamente 6 ul de los microtubos que contenian los
productos de PCR y se mezclaron con el buffer de carga.

Una vez mezclados con el buffer de carga, haciendo uso de una micropipeta, los productos
del PCR fueron “cargados® en la gel de agarosa al 1.5%. Acto seguido se carg6 el marcador
de peso, el cual también se mezcl6 con el buffer de carga.

Posteriormente se conecté el aparato a la fuente de poder y se dejé correr el material
genético. Por ultimo la gel fue sumergida en bromuro de etidio para su tincién y las bandas
fueron visualizadas en una cadmara especial con luz UV, como se muestra en la figura 16.

lleana Arriola ' . Sl
Figura 16: Colocacion del gel de agarosa en cadmara UV para visualizacién de bandas de ADN

6.4 Ensayo prueba de patogenicidad
6.4.1Materiales y métodos

6.4.1.1 Inoculacién de Phytophthora palmivora B. en material sano

Los frutos sanos se colocaron en camara hiumeda de la misma manera en que se describid
en el inciso 6.2.2.1.

® Buffer de carga: colorante
* “Cargados”: hace referencia al procedimiento de colocar el material genémico proveniente del PCR + el buffer
de carga en el agujero de la gel de agarosa para electroforesis.
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Segun la metodologia propuesta por A. D. Iwaro y colaboradores, para la inoculacion de P.
palmivora por medio de la técnica de puntos multiples, de zoosporas obtenidas de medios de
cultivo en Agar V8 con carbonato, provenientes de los aislados en medio de cultivo agar
papa (PDA), se prepard una solucién con 30000 zoosporas por ml.

Posteriormente en la superficie del fruto sano, con un implemento especial conocido como
sacabocados, se perforaron 5 puntos a 3cm de distancia cada uno, en los cuales se
colocaron gotas de 4ul de solucion con inéculo, haciendo uso de una micropipeta de 10pl.

El tratamiento testigo siguié el mismo procedimiento, excepto en la inoculacién. En lugar de
solucion de inoculo, en cada agujero se colocaron 4ul de agua destilada.

Los frutos fueron incubados en cAmara hiumeda a una temperatura ambiente.

6.4.2Evaluacioén

Se tomo6 como positiva la prueba de patogenicidad al observarse lesiones con un minimo de
2mm de diametro, de tres a seis dias después de la inoculacion.

7 Andlisis de la informacién
7.1 Analisis de lainformacién molecular
7.1.1Electroforesis

Las bandas obtenidas fueron analizadas utilizando un sistema binario. Una banda es
polimérfica cuando se encuentra presente en un grupo de materiales y ausente en otro. Con
el sistema binario se asigné el numeral 1 a la banda presente y 0 a la banda ausente. La
codificacion se distribuyd en una tabla colocando los materiales en las filas y las bandas en
las columnas, generando de esta manera una matriz en el programa de Microsoft Excel.

7.1.2Diversidad Genética

El patrén de bandeo obtenido de la hoja electronica de Excel se utiliz6 para realizar los
andlisis de grupos con el programa NTSYS, el cual generé un gréfico en forma de éarbol
(dendograma), que mostr6 como se agrupan los materiales en base a su similitud (por el
patron de bandeo).

7.2 Localizacion de areas con presencia de Phytophthora palmivora B.

En cada sitio de muestreo se tomaron coordenadas con un GPS. Luego dichas coordinadas
se descargaron al ordenador y fueron analizadas con el programa SIG (Sistema de
geoposicionamiento satelital). En base a dicha informacion se elaboraron mapas de las areas
en donde se encuentra presente Phytophthora palmivora B., agente causal de la enfermedad
conocida como “podredumbre negra del fruto del cacao”.
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8 Resultados

Se obtuvieron treinta y tres aislados de Phytophthora palmivora B. a partir frutos de cacao
con presencia de sintomas de la enfermedad conocida como “Podredumbre negra del fruto
del cacao” de las siguientes areas productoras de cacao:

Cuadro 7: Areas productoras de cacao muestreadas

Region Departamento Municipio
Il (Norte) Alta Verapaz Cahabon
[l (Nor-Oriente) Izabal Morales
Retalhuleu El Asintal, San Sebastian
VI( Sur-Occidente) San Marcos Nuevo Progreso San Marcos

Suchitepéquez San Antonio, Samayac, San Miguel Panan

Para la toma de muestras se realizaron caminatas dentro de diferentes parcelas con cultivo
de cacao y, de forma dirigida, se tomaron como muestras frutos que presentaron sintomas
de la podredumbre negra del fruto del cacao, como se puede observar en la figura 17.

Figura 17: Muestreo de frutos de cacao con phdricién negra

8.1 Ubicacion de areas con incidencia de P. palmivora Butler

De las treinta y tres muestras colectadas, se obtuvo treinta y tres aislados de Phytophthora
palmivora B., provenientes de ocho localidades en cinco departamentos de Guatemala en los
gue se produce cacao. En el cuadro 8 se muestran las localidades muestreadas y las
coordenadas georeferenciadas asi como el patégeno aislado de cada muestra.



Cuadro 8: Aislados de P. palmivora Butler

No. Localidad Cdédigo de  Cultivo Localizacion Patégeno
identificacion Geoposicionado aislado
Latitud Longitud
SUCHITEPEQUEZ
1 San Miguel Panan  Bulbuya 1 Cacao +14,4113604 -89,8630628 P. palmivora B.
2 San Miguel Panan  Bulbuya 2 Cacao +14,5019700 -91,3672077 P. palmivora B.
3 San Miguel Panan  Bulbuya 3 Cacao +14,5019540 -91,3670124 P. palmivora B.
4 San Miguel Panan  Bulbuya 4 Cacao +14,5017511 -91,3668947 P. palmivora B.
5 San Miguel Panan  Bulbuya 5 Cacao +14,5017850 -91,3668393 P. palmivora B.
6 San Miguel Panan  Bulbuya 6 Cacao +14,5126756 -91,3659648 P. palmivora B.
7 San Miguel Panan  Bulbuya 7 Cacao +14,5190400 -91,3674272 P. palmivora B.
8 San Antonio 1 SA1 Cacao +14,5578758 -91,4895849  P. palmivora B.
9 San Antonio 2 S.A. 2 Cacao +14,5578767 -91,4887689 P. palmivora B.
10  San Antonio 3 SA 3 Cacao +14,5987768 -91,4895869 P. palmivora B.
11  San Antonio 4 SA 4 Cacao +14,5786678 -91,4485769 P. palmivora B.
12 San Antonio 5 SA 5 Cacao +14,5657786 -91,4895858 P. palmivora B.
13 Samayac 1 Samayacl Cacao +14,5578897 -91,4895859 P. palmivora B.
14  Samayac 2 Samayac?2 Cacao +14,5598876 -91,4895847 P. palmivora B.
15 Samayac 3 Samayac3 Cacao +14,5577659 -91,4895865 P. palmivora B.
RETALHULEU
16  Sn. Sebastian 1 S.S.1 Cacao +14,5894054 -91,6203495 P. palmivora B.
17  Sn. Sebastian 2 S.S.2 Cacao +14,5895039 -91,6203476 P. palmivora B.
18  Sn. Sebastian 3 S.S.3 Cacao +14,5834590 -91,6203785 P. palmivora B.
19 Asintal 0 Asintal0 Cacao +14,5673286 -91,6203719 P. palmivora B.
20 Asintal 1 Asintal 1 Cacao +14,5331022 -91,5832997 P. palmivora B.
ALTA VERAPAZ
21  Cahab6n 0 Cahab6n0 Cacao +15,5704827 -89,9145164 P. palmivora B.
22  Cahabon 2 Cahabén 2 Cacao +15,5757231 -89,9036230 P. palmivora B.
23 Cahabon 3 Cahabén 3 Cacao +15,5765041 -89,9025920 P. palmivora B.
24 Cahabon Cahabén Cacao +15,5779724 -89,8541070 P. palmivora B.
IZABAL
25 Morales 1 Morales 25 Cacao +15,4286652 -88,9760571 P. palmivora B.
26  Morales 2 Morales 54 Cacao +15,5376140 -88,7549930 P. palmivora B.
27  Morales 3 Morales 62 Cacao +15,5557000 -88,6794604 P. palmivora B.
SAN MARCOS
28  Nvo. Progreso N.P.S.M.28 Cacao +14,8134643 -91,8243567 P. palmivora B.
29  Nvo. Progreso N.P.S.M.29 Cacao +14,8134857 -91,8243590 P. palmivora B.
30  Nvo. Progreso N.P.S.M.30 Cacao +14,8134948 -91,8243587 P. palmivora B.
31 Nvo. Progreso N.P.S.M.31 Cacao +14,8135958 -91,8243478 P. palmivora B.
32 Nvo. Progreso N.P.S.M.32 Cacao +14,8134958 -91,8243487 P. palmivora B.
33  Nvo. Progreso N.P.S.M.33 Cacao +14,8134585 -91,8243596 P. palmivora B.
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En las figuras 18-22 se presentan los mapas en donde se ubican los lugares en los cuales
hay incidencia de Phytophthora palmivora B.:
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Figura 18: Zonas muestreadas con presencia de Phytophthora palmivora B. en el departamento de Alta
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Figura 19: Zonas muestreadas con presencia de Phytophthora palmivora B. en el departamento de
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Figura 20: Zonas muestreadas con presencia de Phytophthora palmivora B. en el departamento de
Retalhuleu
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Figura 21: Zonas muestreadas con presencia de Phytophthora palmivora B. en el departamento de
Izabal
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Figura 22: Zonas muestreadas con presencia de Phytophthora palmivora B. en el departamento de San
Marcos

8.2 Diagnostico patoldgico
8.2.1Sintomatologia

Figura 23: Frutos de cacao con podredumbre negra
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Las muestras colectadas presentaron sintomas de podredumbre negra del fruto del cacao
como se puede observar en la figura 23: coloracion marron avanzando desde el pedunculo
del fruto hacia el extremo final de éste. En los casos en que la enfermedad se encontraba
mas avanzada, coloracion marron total del fruto y en algunos casos presencia de una
pelicula blanquecina sobre la superficie del mismo, es decir crecimiento del micelio. En los
casos mas extremos, se encontraron frutos secos, de color negro, totalmente momificados.

8.2.2Aislamientos
Los aislamientos conservados en medio rico en nutrientes (PDA) dieron como resultado un
crecimiento miceliar con aspecto semipetaloide, tal como se muestra en la figura 24.

Figura 24: Crecimiento del micelio de P. palmivora Butler en medio PDA

En cuanto a la morfologia del oomyceto, segun Erwin & Ribeiro, la principal caracteristica
distintiva de P. palmivora Butler. es la presencia de esporangios papilados, deciduos,
elongados con pedicelos cortos que producen abundantes zoosporas y clamidiosporas.

En el microscopio se observaron esporangios de tamafio variable, caducos, ovoides y
papilados, como se puede observar en la figura 25A. Se observaron clamidiosporas (ver
figura 25C), globosas intercaladas con el micelio. No se observaron oogonios ni oosporas.
Por dichas caracteristicas, se determind que los aislados pertenecian a Phytophthora
palmivora B.
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Figura 25: Estructuras reproductivas de P. palmivora Butler. A: esporangios papilados aislados de
Cahabén, Alta Verapaz b: Micelio no tabicado, pedicelos cortos, aislados de el Asintal, Retalhuleu c:
Clamidiosporas asiladas de Finca Bulbuxya, Sn. Miguel Panan, Suchitepéquez

8.2.3Ensayo prueba de patogenicidad

Con el fin de determinar que el patégeno aislado era el agente causal de la enfermedad
conocida como prodredumbre negra del fruto del cacao, se realizO una prueba de
patogenicidad, para la cual se inoculd el patdgeno aislado en frutos de cacao sanos
provenientes de la Finca Bulbuxya, San Miguel Panan, Suchitepéquez.

Con el ensayo prueba de patogenicidad se pudo comprobar que los treinta y tres aislados
comenzaron a causar sintomas de la enfermedad a los seis dias después de la inoculacion
como se puede observar en la figura 26A-B, culminando con la aparicibn de micelio
caracteristico del oomyceto a los 11 dias de la inoculacibn como se puede observar en la
figura 26C-D, por lo que se consider6 un resultado positivo para la prueba realizada.
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Figura 26: Resultanos positivos de la prueba de patogenicidad. A y B: Micelio del oomyceto creciendo
en los agujeros en donde se inoculd, 6 dias después de la inoculacion. C y D: frutos de cacao con
sintomas claros de podredumbre negra 11 dias después de lainoculacién

8.3 Diagnostico molecular
8.3.1Electroforesis

Por medio de la electroforesis se obtuvo el patron de bandeo para los 33 aislados con cinco
pares de cebadores para microsatélite.

El cebador DHB cuya secuencia es CGA es un marcador molecular tipo microsatélite que se
ha utilizado en estudios de diversidad genética de P. palmivora Butler en cacao. En este
estudio se utilizd6 para identificar la presencia de P. palmivora Butler de las muestras
analizadas y para evaluar su diversidad genética. En todos los aislados hubo amplificacion y
el patron de bandeo generado, aunque no fue idéntico, fue bastante uniforme, lo que indica
gue la especie detectada es Phytophthora palmivora B. como se puede ver en la figura 27.

Otro cebador utilizado en el estudio y que mostré amplificacion de bandas similares fue el de
secuencia GTG, mostrando especificidad para la especie.

Por el contrario el cebador HBH cuya secuencia es AG mostré un patrén de bandeo bastante
variado y por ende muestra baja especificidad a la especie Phytophthora palmivora B. por lo
que no se tomara en cuenta para la discusiébn de estos resultados. A continuacion se
presentan los productos del PCR amplificados luego de la electroforesis:
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Figura 27: Fotografia de una gel de agarosa en donde se puede observar las bandas amplificadas de
ADN al utilizar el cebador DHB de secuencia CGA. MP=marcador de peso de 100pb 1-28 = Amplificacién
por PCR de los aislados.
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Figura 28: Fotografia de una gel de agarosa en donde se puede observar las bandas amplificadas de
ADN al utilizar el cebador secuencia GTG. MP= marcador de peso de 100pb 1-33 = Amplificacion por
PCR de los aislados
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Figura 29: Fotografia de una gel de agarosa en donde se puede observar las bandas amplificadas de

ADN al utilizar el cebador DDB de secuencia CCA. MP= marcador de peso de 100pb 1-33 = Amplificacion
por PCR de los aislados
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Figura 30: Fotografia de una gel de agarosa en donde se puede observar las bandas amplificadas de

ADN al utilizar el cebador DHB con secuencia TCG. MP= marcador de peso de 100pb 1-28 =
Amplificacion por PCR de los aislados
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Figura 31: Fotografia de una gel de agarosa en donde se puede observar las bandas amplificadas de
ADN al utilizar el cebador HBH con secuencia AG. MP= marcador de peso de 100pb 1-28 = Amplificacion
por PCR de los aislados

En general, para los cebadores con secuencias CGA, TCG, CCAy GTG, los aislados que no
mostraron el mismo patron de bandeo fueron el 24, proveniente de Cahabon, Alta Verapaz;
28, proveniente de Morales, Izabal y 3, proveniente de la finca Bulbuxya San Miguel Panan,
Suchitepéquez. Sin embargo se hace énfasis en que los microsatelites son pares de bases
repetidas ampliamente distribuidas en el genoma de las poblaciones y pueden variar de un
individuo a otro por lo tanto la presencia o ausencia de determinada banda no significa que la
muestra analizada no sea de Phytophthora palmivora B.

El comportamiento observado se debe a la variabilidad genética entre los aislados,
probablemente a mecanismos de reproduccion sexual, mecanismos de resistencia y/o
mutacion tanto en campo como en la fase de laboratorio y, aunque no presenten el mismo
patrén de bandeo, aunado al diagndstico morfolégico y a la prueba de patogenicidad, se
asume que todos los aislados son de Phytophthora palmivora B.

8.3.2Andlisis de la diversidad genética

El patron de bandeo obtenido de la electroforesis se analizé por medio del programa NTSYS
y generé un dendograma el cual se muestra en la figura 31. Este mostro las agrupaciones
de los aislados basados en su similitud genética. Se realizaron cinco agrupaciones, con los
33 aislados provenientes de las 8 localidades en 5 departamentos de Guatemala, las cuales
se pueden observar en el cuadro 9.
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Cuadro 9: Conglomerados segun la similitud genética

Grupo Aislado Procedencia
31 Nuevo Progreso San Marcos
A 32 Nuevo Progreso San Marcos
33 Nuevo Progreso San Marcos
29 Nuevo Progreso San Marcos
30 Nuevo Progreso San Marcos
12 San Antonio Suchitepéquez
13 Samayac, Suchitepéquez
7 Finca Bulbuxya, S. Miguel Panan Suchitepéquez
B 8 San Antonio Suchitepéquez
11 San Antonio Suchitepéquez
14 Samayac, Suchitepéquez
15 Samayac, Suchitepéquez
16 San Sebastian, Retalhuleu
4 Finca Bulbuxya, S. Miguel Panan Suchitepéquez
5 Finca Bulbuxya, S. Miguel Panan Suchitepéquez
1 Finca Bulbuxya, S. Miguel Panan Suchitepéquez
C 2 Finca Bulbuxya, S. Miguel Panan Suchitepéquez
6 Finca Bulbuxyd, S. Miguel Panan Suchitepéquez
9 San Antonio Suchitepéquez
18 San Sebastian, Retalhuleu
23 Cahabon, Alta Verapaz
27 Morales, lzabal
26 Morales, Izabal
20 El Asintal, Retalhuleu
D 22 Cahabon, Alta Verapaz
19 El Asintal, Retalhuleu
25 Morales, Izabal
21 Cahabodn, Alta Verapaz
17 San Sebastian, Retalhuleu
10 San Antonio Suchitepéquez
E 3 Finca Bulbuxyd, S. Miguel Panan Suchitepéquez
28 Morales, lzabal
24 Cahabon, Alta Verapaz
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Como se puede observar en el dendograma la variabilidad genética existente entre los
aislados es elevada. Ello concuerda con los resultados de la electroforesis, especialmente
con la presencia y/o ausencia de alguna banda.

Los aislados mas lejanos genéticamente son el 32, proveniente de Nuevo Progreso San
Marcos, San Marcos y el 24, proveniente de Cahabdn, Alta Verapaz. Basicamente son
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aislados de regiones geograficas totalmente opuestas, ya que se encuentran en la costa del
pacifico y en el &rea norte del pais respectivamente.

Sin embargo en el caso de los aislados de la Finca Bulbuxya, cinco se encuentran
emparentados (ubicados en el grupo C) y dos bastante alejados, especialmente el aislado 3,
gue se encuentra en el grupo F. Ello puede deberse a mecanismos de resistencia que pudo
desarrollar el patdgeno en el campo o mutaciones de éste en la fase de laboratorio, ya que el
primer aislamiento del patdgeno es a medio selectivo, el cual contiene antibidticos y
fungicidas como el benomilo e hymexazol.

Los aislados 3, 24 y 28, provenientes de Finca Bulbuxya, S. Miguel Panan; Cahabdn, Alta
Verapaz y Morales, I1zabal respectivamente son los que se encuentran mas alejados del resto
de los aislados. Ello se atribuye a mecanismos de resistencia del patdgeno en el campo o
mutaciones de éste en el laboratorio.

La variacion entre los aislados, incluso entre aquellos que provienen del mismo sitio de
muestreo, puede deberse al flujo de genes que ocurre en el momento de transportar esporas
del oomyceto de un sitio a otro lo cual concluye con la alta variabilidad genética observada.
Ese fendmeno se observa con los aislados de San Sebastian, Retalhuleu y de San Antonio
Suchitepéquez, Suchitepéquez, que se encuentran dispersos entre los grupo B, C y E. Son
muy importantes las practicas culturales en el manejo del cultivo del cacao en cada lugar. Ya
que las condiciones propicias para el desarrollo del oomyceto segun sea la posicion
geogréfica varian.

Un claro ejemplo de la diseminacién del patégeno a nuevas areas de cultivo ocurre en la
finca Bulbuxya. Es importante recalcar que volumenes variables de pilones y de semillas de
cacao se distribuyen en la costa sur para establecer nuevas plantaciones de este cultivo. Sin
embargo, dentro de las practicas culturales del cultivo del cacao dentro de la finca, los frutos
de los que ya se obtuvo la semilla, incluso aquellos que comienzan a presentar sintomas de
podredumbre negra, son abandonados en el campo, siendo fuente de indculo primario.
Dichas practicas culturales inciden de manera positiva en la diseminacion del patégeno y por
esa razon es dificil que las plantas y las semillas que salen de la finca para establecer
nuevas plantaciones de cacao estén libres de éste.
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9 CONCLUSIONES

a) El patégeno aislado en los treinta y tres sitios de muestreo a partir de frutos enfermos
corresponden a la especie Phytophthora palmivora Butler.

b) Phytophthora palmivora Butler. mostré un patrén de bandeo igual para todas los
aislados con el cebador para microsatélites DHB con secuencia CGA.

c) El cebador que mostr6 menor especificidad para Phytophthora palmivora Butler. fue el
cebador HBH con secuencia AGAGAG.

d) La diversidad genética del patdogeno en estudio es elevada, mostrando alta
variabilidad incluso entre los aislados de los mismos puntos de muestreo.
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10 RECOMENDACIONES

a) Se recomienda que se utilice la informacion generada como base para otro estudio en
donde se pueda extender el nimero aislamientos y asi generar informacibn mas
amplia sobre la diversidad genética de Phytophthora palmivora en Guatemala.

b) Se recomienda se utilice la informacidbn generada como base para estudios de
mejoramiento genético en el cultivo de cacao, especialmente en la creacion de clones
con resistencia a P. palmivora.

c) En base a la variabilidad observada se recomienda mejorar las précticas culturales en
el manejo del cultivo del cacao, principalmente la recoleccion de frutos infectados con
el patégeno asi como los restos que quedan luego de la cosecha, ya que ello es
fuente de indlculo primario que rapidamente ataca frutos sanos.

d) Asi mismo se recomienda evitar la movilizacion de una regién a otra tanto de plantas
como de frutas y semillas.
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12 ANEXOS
12.1 Medios de cultivo para aislamiento de Phytophthora palmivora B.
A. Caldo de papa agarizado y glucosado (PDA)

- 39 grs. De PDA

- 1000 ml de agua

Se disolvié el medio en agua esterilizada dentro de un recipiente resistente (enlenmayer)
apto para autoclave. Esterilizar por 15 minutos al25°. El llenado de cajas petri se realiz6 en
la campana de flujo laminar para evitar contaminacion tomando todas las medidas de
asepsia.

B. Cornmeal Agar (CMA)

- 19 g de cornmeal agar (Diffco)
- 1000 ml de agua destilada

Se disolvio el medio en agua esterilizada dentro de un recipiente resistente (erlenmayer) apto
para autoclave hasta homogenizar. Se esteriliz6 en autoclave durante 15 mina 125° C.

C. PARPBH
(CMA+PIMARICINA+AMPICILINA+RIFAMPICINA+PCNB+BENOMILO+HYMEXAZOL)

- CMA 1000 ml

- Pimaricina 0.4 ml

- Ampicilina 0.150g

- Rifampicina 0.01g

- PCNB 01lg

- Benomilo 0.2¢g

- Hymexazol 0.069 ml

Al momento de agregar los antibiéticos el medio CMA debe estar a una temperatura no
mayor de 40 °C, pues los antibiéticos y fungicidas utilizados son termolabiles. Los reactivos
se agregaron en el orden establecido. ElI PCNB y benomilo se deben disolver previamente
en 10cc de etanol al 95% y 10cc de agua destilada. Luego se coloca el medio de cultivo en
cajas de petri.

D. Medio agar V-8 (V-8 agar)
- 100 ml V-8
- 1 gr. Carbonato de calcio
- 20 gr. De Agar
- 1000 ml de Agua Destilada
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Sirvi6 para que ocurriera la esporulacion de P. palmivora. Se aford el volumen a un litro con
agua destilada y se agregaron los otros ingredientes. Se esterilizo el medio a 125°C por 15
minutos.

12.2 Reactivos para el PCR de los cebadores para microsatélites en estudio

13 pL de agua destilada

2.5 yL de MgCl,

2.5 pL de cada nucleétido (ATP, CTP, GTP, TTP)
2.3 yuL de ADN gendmico

0.2 yuL de Taq ADN polimerasa

2.5 pL de Buffer sin Mg

3.0 pL de cebador

12.3 Abreviaturas

ADN = Acido Desoxiribonucléico.
PDA = Potato Agar Dextrose (Agar Papa Dextrosa)
PCR = Polymerase Chain Reaction (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

PARPBH = Siglas de los antibiéticos y fungicidas utilizados para enriquecer el medio
Corn Meal Agar: Pimaricina, Ampicilina, Rifampicina, PCNB, Benomilo e Hymexazol

rpm = Revoluciones por minuto

uL = Micro litro, equivalente a 1x1076L
ml = Mili litro, equivalente a 1x1073L
UV = Ultra Violeta



