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RESUMEN

El hongo Moniliophthora roreri H.C Evans ha causado pérdidas significativas en la produccion
del cultivo de cacao ya que no existen estrategias de control bioldgico ni informacion sobre la
diversidad genética del patdgeno en la provincia de Orellana, por lo tanto, el objetivo del presente
trabajo de investigacion fue estudiar el antagonismo in vitro de Trichoderma sp. y la diversidad
genética de Moniliophthora roreri H.C Evans del cacao (Theobroma cacao L.) en la provincia de
Orellana. Se emple6 un disefio completo al azar bifactorial, con nueve especies de Trichoderma
sp. (factor A) y 21 cepas de M. roreri (factor B) con tres repeticiones, se realizaron
confrontaciones mediante la técnica de cultivo dual, donde se evalu6 el nivel de antagonismo, y
se analiz6 mediante la prueba de Tukey al 5%. Para la diversidad genética, se extrajo el ADN
gendmico de M.roreri utilizando el Kit de Promega Wizard, y se agruparon los aislados de M.
roreri por localidad luego se realizd el proceso de PCR con marcadores RAPD. Los resultados
indicaron que Trichoderma harzianum fue la especie que generé el mayor porcentaje de
inhibicién sobre M. roreri, y la cepa C25 de la localidad La Belleza CCN51 del cantén Francisco
de Orellana fue la méas inhibida, del mismo modo las especies de Trichoderma sp. exhibieron
capacidad antagonica de grado 1y grado 2, en cuanto a la diversidad genética, la localidad de La
Belleza destaco con siete genotipos y un indice de Shannon de 34,58. En conclusion, Trichoderma
sp., demostrd ser un hongo antagénico capaz de combatir patdégenos y limitar el crecimiento de
M. roreri, con relacién a la diversidad la localidad de La Belleza fue la que presento mayor

namero de genotipos multilocus en todos los analisis siendo la méas diversa.

Palabras clave: < ANTAGONISMO>, <DIVERSIDAD GENETICA >, <CACAO (Theobroma
cacao L.)>,  <Trichoderma sp.>, <MONILLA (Moniliophthora roreri) >,
<ELECTROFORESIS>, <INHIBICION>, <AMPLIFICACION>.

/ ’ 21-12-2023
2281-DBRA-UPT-2023
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SUMMARY

The fungus Moniliophthora roreri H.C Evans has caused important losses in cocoa crop
production because there are no biological control strategies or information on the genetic
diversity of the pathogen in Orellana province, therefore, this investigation aimed to study the in
vitro antagonism of Trichoderma sp. and the genetic diversity of Moniliophthora roreri H.C
Evans of cocoa (Theobroma cacao L.) in Orellana province. A bifactorial randomized complete
design was used, with nine species of Trichoderma sp. (factor A) and 21 strains of M. roreri
(factor B) with three repetitions. Confrontations were carried out using the dual culture technique,
to evaluate the antagonism and analyze it using Tukey's test at 5%. For genetic diversity, M. roreri
genomic DNA was extracted using the Promega Wizard Kit, and M. roreri isolates were grouped
by locality and then PCR was performed with RAPD markers. The results showed that
Trichoderma harzianum was the species that generated the highest percentage of inhibition on M.
roreri, and strain C25 from the places as La Belleza CCN51 in Francisco de Orellana canton was
the most inhibited, in the same way the species of Trichoderma sp. exhibited antagonistic capacity
of grade 1 and grade 2, in terms of genetic diversity, La Belleza stood out with seven genotypes
and a Shannon index of 34.58. It is concluded that, Trichoderma sp. proved to be an antagonistic
fungus good at combating pathogens and limiting the growth of M. roreri. Regarding to diversity,
La Belleza was the place with the highest number of multilocus genotypes in all the analyses, and

it was the most diverse.

Keywords: <ANTAGONISM>, <GENETIC DIVERSITY>, <COCOA (Theobroma cacao L.)>,
<Trichoderma sp.>, <MONILLA (Moniliophthora roreri) >, <ELECTROPHORESIS>,
<INHIBITION>, <AMPLIFICATION>.

Esthela Isabel Colcha Guashpa 21-12-2023
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INTRODUCCION

El cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) en el Ecuador ha constituido un importante rol en la
economia e historia ecuatoriana, permitiendo a nuestro pais mantenerse en altos estandares de
productividad, propiciando de esta manera que este cultivo sea utilizado como alimento y como
moneda. Las exportaciones de cacao en Ecuador crecieron un 14% en los primeros ocho meses
de este afio segun lo informa la asociacion de Exportadores de Cacao (ANECACAO,2023), sin
embargo, las tltimas décadas se ha propagado la enfermedad de la moniliasis siendo esta causada
por el hongo basidiomiceto Moniliophthora roreri (Cif.) H.C. Evans, Stalpers, Samson & Benny,
que ataca principalmente al cultivo de cacao y esté presente en las zonas tropicales humedas del

Ecuador (Garcia et al., 2021: pags.152-172).

El hongo fitopatdgeno M.roreri es responsable de pérdidas de al menos el 80% de las cosechas
anuales, su proceso de infeccion comienza cuando las esporas del hongo llegan a las mazorcas de
cacao atacando Unicamente a los frutos en diferentes etapas de desarrollo hasta su maduracion,
por lo general las partes mas susceptibles son las mazorcas de uno a tres meses de edad, sus
sintomas principalmente se asocian a deformacion, manchas y estroma esporulante, la prevencion
y control de esta enfermedad necesita de un manejo integrado del cultivo que implica el

conocimiento de la variabilidad y estructura genética del patdgeno en estudio (Rodriguez y Fusco,
2017: pags. 60-61).

El hongo M.roreri ha sido combatido en su mayoria con los denominados fungicidas de contacto
y sistémicos que controlan hasta un 20% de la enfermedad y protegen el cultivo, son utilizados
con el objeto de mantener la constante produccion del cultivo, sin embargo, el costo es elevado y
no se ha observado eficiencia por parte de productos quimicos conlleva a buscar nuevas medidas

de control (Gonzélez, 2018, pags. 1-10).

Por ello ante esta problematica fitosanitaria el empleo de microorganismos es cada vez mas
frecuente, es asi que especies del género Trichoderma sp. aisladas en el hébitat donde se
desarrollan las enfermedades de cacao se han presentado en experimentos in vitro contra los
efectos de M. roreri agente causal de la moniliasis. En la blsqueda de alternativas de manejo
integrado de esta enfermedad la seleccion de microorganismos antagonistas de M.roreri
constituye una atractiva solucién presentando riesgos ambientales y a la salud menores que los
derivados por fungicidas de sintesis reduciendo la capacidad del patégeno para producir inéculo.
Trichoderma sp. es capaz de producir diversos metabolitos y de adaptarse a diversas condiciones
ambientales y sustratos, ademas de ser capaz de actuar como agente antagonista contra diferentes

patdgenos (Leiva et al., 2022: pags. 2-4).



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

En el Ecuador la presencia del hongo Moniliophthora roreri (Cif.) H.C. Evans, Stalpers, Samson
& Benny en el cacao (Theobroma cacao L.) es responsable de al menos el 80 % de pérdidas de
produccion, esta enfermedad hace que exista una disminucion significativa de los ingresos
economicos al pais al ser el cacao un cultivo de exportacion. No se posee informacion sobre el
antagonismo de Trichoderma sp. a M.roreri , ni la diversidad genética de este patdgeno en la
provincia de Orellana.

1.2. Obijetivos

1.2.1. General

Estudiar el antagonismo in vitro de Trichoderma sp. y la diversidad genética de Moniliophthora

roreri H.C Evans del cacao (Theobroma cacao L.) en la provincia de Orellana.

1.2.2. Especificos

Estudiar el antagonismo in vitro de Trichoderma sp. a Moniliophthora roreri H.C Evans del cacao

(Theobroma cacao L.) en la provincia de Orellana.

Analizar la diversidad genética de Moniliophthora roreri H.C Evans del cacao (Theobroma cacao

L.) en la provincia de Orellana.

1.3. Justificacién

El hongo M.roreri del cacao (Theobroma cacao L.) se ha considerado dificil de controlar para los
agricultores dedicados a este cultivo, ya que en nuestro pais no se posee suficiente informacion
sobre el antagonismo de organismos biol6gicos como Trichoderma sp. a M.roreri , ni la
diversidad genética de este patdgeno en la provincia de Orellana, limitando de esta manera el
desarrollo de estrategias de manejo que permitan reducir el impacto de la enfermedad sobre el

cultivo de cacao, por tal motivo la investigacion busca generar informacion sobre la diversidad



genética que posee M.roreri mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con marcadores
RAPD que permiten identificar polimorfismos ademas de la variabilidad genética, y a su vez
determinar una alternativa de control usando organismos antagonistas como es el caso del hongo

Trichoderma sp.

El antagonismo se realizé con la finalidad de evaluar el comportamiento del hongo M.roreri frente
a siete especies de Trichoderma sp. (T.harzianum (TH2), T.lentiforme (TL3), T.longibrachatum
(TLA4), T.resei (TR5), T.breve (TB6), T.andinanse (TA1), T.harzianum (NSHS3T) y dos cepas de
Trichoderma sp. (LBS1T Y B7) ,siendo organismos biol6gico importantes por sus diferentes
mecanismos de accion frente a hongos fitopatdgenos.

1.4. Hipotesis

1.4.1. Nula

Ninguna de las cepas de Trichoderma sp. presentan antagonismo in vitro y ninguno de los aislados

de Moniliophthora roreri H.C Evans difieren genéticamente.

1.4.2. Alterna

Al menos una de las cepas de Trichoderma sp. presentan antagonismo in vitro y los aislados de

Moniliophthora. Roreri H.C Evans difieren genéticamente.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Trichoderma sp.

2.1.1. Generalidades

El hongo Trichoderma es cosmopolita es decir esta distribuido en todo el mundo, siendo el més
estudiado y conocido como agente de control biolégico al ser un hongo antagonista en
condiciones naturales, asi mismo al tener un rapido crecimiento y desarrollo facilita su produccion

masiva para usarse posteriormente en la agricultura (Thapa et al., 2020: pags. 1-2).

Trichoderma sp. se distingue del resto de hongos por combatir organismos fitopatdgenos
transmitidos por diferentes medios en gran variedad de cultivos, su estudio ha permitido que sea
usado con fines de uso agricola en cultivos como el maiz, el tomate, el trigo, arroz, papas, tabaco,
algodon, entre otros, controlando enfermedades como Rhizotonia solani, Botrytis cinerea,

Fusarium oxysporum,Phytum sp. ,y Sclerotinia sclrerotium.( Lépez, 2011, pag. 13)

Una de sus caracteristicas mas representativas es la de impedir el crecimiento y germinacion de
hongos patégenos en diferentes condiciones, en cuanto a su morfologia presenta conidi6foros
ramificados en forma de un arbol pequefio, crestas compactadas con forma de anillos que simulan
un sistema de ramas desigual en forma de piramide, y pueden emerger directamente del micelio
(Hustracion 2-1). Al tener una amplia gama de interacciones con varios organismos y ser
considerado como un hongo cosmopolita su aislamiento del suelo es sumamente facil debido a su

capacidad de crecimiento rapido y ademas de colonizacion en diferentes tipos de sustratos (Mesa
etal., 2019: pags. 33-34).



lustracion 2-1: Caracterizacion morfol6gica de Trichoderma sp

Fuente: (Sood et al., 2020: pags. 3-4).

Este hongo puede introducirse en varios sistemas ya que ademas de generar un impacto reducido
en el equilibrio de la capa freatica del suelo permite que los organismos benéficos que controlan
diferentes patégenos no sean perjudicados, ademas al ser utilizado en la rizosfera de una planta
permite que esta mejore su defensa contra varios organismos perjudiciales como los hongos, y
bacterias ya que genera una resistencia de las plantas a diferentes agentes principalmente de
naturaleza bidtica , esta resistencia es producto del incremento de metabolitos , enzimas y otros

compuestos (Sood et al., 2020: pags. 3-4).

2.1.2. Taxonomia

Tabla 2-1: Clasificacion taxonomica de Trichoderma sp

Reino: Fungi
Phylum: Acomyvota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Trichoderma

Fuente: (Schoch CL, et al. 2020).
Realizado por: Quispe, G., 2023.

2.1.2. Mecanismos de accion

El género Trichoderma sp. como antagonista posee diferentes mecanismos de accién como se

mostraran a continuacion:



Tabla 2-2: Mecanismos de accion de Trichoderma sp

Mecanismo de

accion

Micoparasitismo

Trichoderma sp. es el hongo con mayor relevancia ya que es capaz de
parasitar hongos fitopatdgenos ya sea en mayor o menor medida, dando
como resultado una estrategia de control inminente (Meyer et al., 2022: pp. 185-
187). Las especies de Trichoderma que se usan con el fin de
micoparasitismo crecen formando un complejo de interaccidn que es entre
el patdgeno y el antagonista actuando quimiotrépicamente en el
hospedante, de este modo se enrolla a las hifas del hongo hasta destruirlas

en diferentes (Harman et al., 2022: pég. 45).

Antibiosis

La actividad antibidtica de Trichoderma se caracteriza debido a la
secrecion de sustancias antibioticas o metabolitos que inhiben la actividad
parasita de los pat6genos, estos metabolitos cooperan con las enzimas que
se encargan de la degradacion de la pared celular en su posible control, ya
sea en combinacion con otros microorganismos o solos, beneficiaran al
desarrollo de bioprotectores y bioestimulantes ecolégicamente activos que
no perjudiquen el suelo.(Meyer etal., 2022). En ocasiones al producir
antibidticos existe una correlacién con la posibilidad de control biolégico,
estos mecanismos van a depender de la cepa de Trichoderma y el hongo
que se busca parasitar por ello para activar este mecanismo de accion se

requiere de la produccion de metabolitos (Infante et al., 2009: pags. 18-19).

Induccion

a la resistencia

A si mismo la induccion a la resistencia de Trichoderma sp. por su
caracteristica celular, hace que el organismo de este hongo sea capaz de
liberar compuestos que constituyen un mecanismo eficiente de defensa
frente a otros hongos perjudiciales, en primera instancia libera proteinas
que rapidamente se encargan de convertir una base en un producto, activar
la resistencia del hongo indica que ocasionara diferentes cambios a nivel

celular en el huésped de este modo las células contaminadas mueren
(Martinez et al., 2022: pags. 5-6).




La competencia es un mecanismo de accion que determina el
requerimiento que demandan dos organismos en un mismo ambiente, tal
es el caso del hongo Trichoderma sp. que compite de manera
extraordinaria por nutrientes y espacio en suelos , ademas debido a su
Competencia rapido crecimiento de micelio crece sobre hongos fitopatogenos es decir
de cierto modo impide que el patdégeno absorba los nutrientes de un
determinado medio evitando su desarrollo, mediante cultivo dual in vitro
se ha observado como Trichoderma sp. actla de manera inmediata
creciendo y absorbiendo nutrientes del medio de cultivo impidiendo el

crecimiento del hongo pat6geno (Martinez et al., 2022: pags. 10-13).

Trichoderma sp. se encuentran comunmente en las raices de las plantas,
ya que primeramente deben colonizar las raices de cualquier planta, para
Promocién de que se promueva el desarrollo vegetal y la proteccién ante diferentes
crecimiento enfermedades, existen estudios que garantizan que este hongo es muy
eficiente, y el mas utilizado para mejorar el crecimiento radical de las

plantas (Santamarina et al., 2005).

Realizado por: Quispe, G., 2023.

2.1.4. Antagonismo

El antagonismo se considera como un fendmeno que acontece en microorganismos presentes en
la rizosfera y el suelo, los hogos antagonistas son los encargados de producir antibiéticos, que a
su vez proceden a competir por nutrientes y por consecuencia generando que el hospedero tenga
mayor resistencia. Especificamente el género Trichoderma sp. se caracteriza por estar presente en
el suelo ademas de su rapido desarrollo en cualquier base o sustrato, este hongo ha sido utilizado
con un objetivo ; brindar proteccion a las plantas durante el proceso de infeccion o incluso antes,
considerado como antagonista por su capacidad de competencia ademas de parasitar al patdgeno
en combinacién con sus mecanismos de accion que son indispensables ya que a través de ellos

elimina al patégeno evitando que se propague (Navarrete y Tellos,2018: pags. 11-12).

2.2. Moniliphthora roreri H.C Evans

La moniliasis es una enfermedad cuyo agente causal es el hongo M.roreri que afecta Gnicamente
a los frutos de cacao, puede afectar a la mayoria de ellos cuando los cultivos estan siendo
manejados inadecuadamente (Evans et al. , 2003 ; citados Pérez y Zorrilla, 2017). Se considera a esta
enfermedad con el potencial de afectar los rendimientos cacaoteros entre un 20 y 80%, conocida

también la enfermedad de la vaina helada, o enfermedad de Quevedo en honor al lugar en donde
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empezo a existir la epidemiologia de la enfermedad, es importante tener en cuenta que es una de
las enfermedades mas destructivas del cultivo de cacao, puesto que afecta al fruto de cacao en

cualquier edad (Delgado y Suarez, 1993: p&gs.10-11).

Al existir indicios de la existencia de esta enfermedad en las plantaciones de cacao ecuatorianas
en provincias como Guayas y Los Rios, se tuvo que confrontar un severo problema ya que la
produccion empezaba a generar grandes pérdidas. (Montalvo, 2012, pég. 29).

2.1.1. Taxonomia

Tabla 2-3: Clasificacion taxondémica de Moniliophthora roreri

Reino: Fungi
Phylum: Basidiomycota
Clase: Basidiomycetes
Orden: Agaricales
Familia: Tricholomataceae
Género: Moniliophtora
Especie: Moniliophthora roreri

Fuente: (Bailey & Meinhardt, 2016 pégs; 75-76).
Realizado por: Quispe, G., 2023.

2.2.2. Ciclo biolégico

M.roreri inicia cuando la humedad es baja es decir en época de sequia, ya que se generan gran
cantidad de esporas, las mismas que son transportadas a través del viento y depositadas en los
frutos y en la superficie de las plantas de cacao produciendo de esta manera la diseminacion de la
enfermedad. Las partes de las plantas mas propensas a ser infectados con la enfermedad son los
frutos con una edad menor a tres meses en donde se observan como masas blancas en estado
polvoriente infecta la superficie del fruto, el patdgeno generalmente actla en el instante en que
los conidios germinan en temperaturas que superan los 24°C y en ambientes que generen
humedad, en el transcurso de 8 horas las hifas son capaces de atravesar por la epidermis que se
dirigen a los tejidos principales que se encuentren en el mesodermo y las semillas provocando
que se generen aquellas proteinas que producen la necrosis lo que causa que el tejido del fruto
mueran, uno de los factores clave para detectar la distribucién de esta enfermedad en Ecuador es
la cantidad de mazorcas infectadas en diversas zonas productora de cacao (Alvarez et al., 2014

pags.391).



De acuerdo con la Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola (2003, pag.10), los conidios
siempre requeriran que exista agua para su posterior germinacion, por lo que la enfermedad tiene
mayor incidencia durante épocas de lluvia, cuando el inoculo se presenta en mayor cantidad los
sintomas y dafios seran mas severos, en la mayoria de los casos la diseminacién de la enfermedad
se da por el mismo ambiente , es decir si existen frutos que contienen las esporas y se realizan las
actividades de manejo de cultivo se genera la liberacién de conidios a otras areas de las

plantaciones.

2.2.3. Sintomas y dafios

Los sintomas més frecuentes de la enfermedad se observan en 6rganos como el fruto con no
menos de tres meses siendo los mas susceptibles a la infeccién, de acuerdo a la edad de la fruta
los sintomas varian por ejemplo en frutos de tres meses de edad el primer sintoma de infeccidn es
la aparicion de bultos, o protuberancias, por otro lado, en frutos de méas de tres meses, el primer
sintoma es la aparicion de manchas de aceite bajo la epidermis en el interior del fruto (Cubillos et
al., 2019 pags.14 ).Estos tejidos al descomponerse se tornan en una masa de una sustancia acuosa
debido a su descomposicidn, en algunos casos siendo las almendras destruidas, dependiendo del
tiempo de infeccion algunas almendras pueden o no ser afectadas, a partir del proceso de la
infeccion se produce hasta los primeros sintomas pasa un mes o un mes y medio dando paso a la
mancha chocolate, y luego de 9 dias se observa una estructura lanosa o en color crema que indica

que las esporas del hongo han madurado (Perez,2016; citado en Medina, 2022, pags. 12-13).




lustracion 2-2: Sintomas causados por M.roreri, a)Presencia de deformaciones llamadas gibas
b) Maduracion prematura (A + puntos aceitosos B) ¢) Manchas irregulares de
color café d)Micelio incipiente en mancha color café e) Micelio del hongo sobre

la mancha café, la etapa méas contagiosa f) Fruto momificado
Fuente: (Phillips y Cerda, 2011, pag.6).

2.2.4. Especies afectadas

M.roreri como hospedero principal se encuentra en frutos de Theobroma cacao, y en parientes
cercanos como T. bicolor y T. glandiflorum, las pérdidas de produccion van desde 45% a 100 %
en variedades comerciales como el cacao clonal de la Coleccion Clonal Naranjal 51 (CCN-51)
representa pérdidas millonarias al afio, dentro de las especies de cacao las especies que presentan
sintomas y dafios de la enfermedad de la moniliasis son los cultivares; Super Arbol, CCN51 y
Cacao Nacional. (Phillips y Cerda, 2011, pp. 5-6).

2.2.5. Manejo integrado

2.2.5.1. Control cultural

Una de las actividades del manejo integrado para combatir esta enfermedad esta en el control
cultural, cuyo objetivo se centra en ayudar a que los productores de cacao apliqguen un manejo
adecuado para la conservacion de sus plantaciones, para ello dentro de este enfoque se busca
impedir que hongo entre y ataque al fruto, entre las actividades que evitan la diseminacion estan ;
remover los frutos infectados antes de que las esporas se dispersen limitando de manera inmediata
el crecimiento del hongo, del mismo modo controlar las malezas, realizar podas en la época y

manera correcta beneficiara a que las plantas posean mayor vigorosidad (Sanchez y Garcés, 2012: pag.
254).

2.2.5.2. Control quimico

El uso de productos quimicos ha sido el control mas utilizado, dentro de los fungicidas utilizados
los sistémicos son aquellos que generan mayor control sobre M.roreri, algunos productos con
elementos de oxicloruro de cobre poseen la mayor eficacia sobre el cultivo de cacao en cuanto a
su control, aunque se suelen emplear productos quimicos protectantes, aun asi, los de mayor
utilidad son aquellos con compuestos de cobre y protectantes de tipo biolégico demuestran una

reduccion en la incidencia del hongo. Se ha sugerido el uso de fungicidas para el control de
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M.roreri de cacao en diferentes lugares, sin embargo, en la mayoria de los casos se consideran
poco eficiente y costoso, lo que determina que este método sea menos eficaz. Ademas, los
fungicidas, al igual que otros pesticidas, causan contaminacion al ambiente, con efectos nocivos

en diferentes organismos, por lo cual, no se recomienda su aplicacion (Sénchez y Garcés, 2012: pag.
255).

2.2.5.3. Control bioldgico

El control bioldgico es la manipulacion directa e indirecta de los seres humanos en la que
organismos con vida son utilizados con la finalidad de reducir la incidencia de diferentes
patdgenos y sus densidades poblacionales, generalmente suelen hallarse de forma natural y tienen
la capacidad de control, bajo condiciones de laboratorio se han obtenido resultados efectivos

aislando cepas de los hongos Trichoderma sp. con accién antagonica sobre la colonia de M.roreri
(Veraetal., 2018: pag. 83).

2.3. Cacao (Teobroma cacao L.)

2.3.1. Origen

Se considera que el principal origen del arbol de cacao esta situado en el Noroeste de América
del Sur, en los trépicos humedos de la zona alta de la Amazonia en paises como Brasil, Colombia,
Per0, Ecuador, se fue extendiendo a América Central donde las culturas nativas de esta region,
como los Olmec y los Mayas, lo utilizaban y lo consideraban como "el alimento de los dioses”.
El cacao fue localizado por primera vez por los colonos en 1519 en México puesto que se
cultivaba por la civilizacion Azteca de alli comienza su expansion y generando centros de
produccion masivas en lugares como Ecuador, América central y Venezuela (Alcivar et al., 2016:
pag.9).

2.3.2. Clasificacion taxonémica

Tabla 2-4: Clasificacion taxondmica del cacao

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malvales

Familia: Esterculiaceae
Género Theobroma

Especie: Theobroma cacao L.

Fuente: (Schoch CL, et al., 2020).
Realizado por: Quispe, G., 2023.
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2.3.3. Morfologia de la planta

Tabla 2-5: Morfologia y descripcion de cacao (Theobroma cacao L.)

Raiz:

Su sistema radicular se caracteriza por ser pivotante en plantas que provienen de
semillas formandose hasta los 2 m, consta de raices principales y secundarias
distribuidas a 15 cm por debajo del suelo, ademas los pelos absorbentes ubicados
de 0 a 5 cm de profundidad del suelo encargados de la absorcion de agua y

nutrientes

Tallo:

La planta de cacao posee dos tipos de tallos: aquellos que crecen de forma recta
y vertical llamados ortotrépico que provienen de plantas por semillas y aquellas
plantas que son producidas por injertos que su crecimiento es horizontal y lateral
llamados plagiotrépicos. La corteza del tallo es de color oscuro (gris-café),
pueden alcanzar entre 1 — 2 m de altura a una edad de 1 a 1.5 afios de edad, es
donde sus yemas apicales se detienen para dar inicio a la formacion de 3 a 5

ramas laterales las cuales son conocidas como horguetas o verticilo

Hojas

Las hojas son grandes y perennes, estan ordenadas de forma alterna poseen
longitudes de 20-35 cm de largo y de 15 cm de ancho, tienen consistencias

gruesas son de color verde oscuro en el haz, y en el envés de tono mas palido.

Flores

También Ilamado cojinete floral o boton floral el cual puede contener de 1 — 40
flores que una vez abiertas solo tienen 48 horas de viabilidad para ser polinizadas

por insectos o de forma manual

Fruto

La fruta del arbol de cacao es conocida como mazorca, botdnicamente es una
baya la cual adopta diversas formas, tamafios y colores de acuerdo a la especie
y variedad que pertenezcan, sus tamafios varian de los 10 — 35 cm de longitud,
su forma es ovalada y alargada con puntas prominentes y otras achatadas segun
su variedad que pertenezcan, son de color verde o rojas en su fase inicial y

cuando llegan a la maduracion se tornan de color amarillo generalmente

Semillas

Son del tamafio de almendras grandes de color chocolate, recubiertas por el
mucilago blanco y de sabor dulce lo que lo caracteriza, cominmente se conocen

como granos de cacao 0 como habas.

Fuente: (Valenciay Zambrano, 2020, pags. 7-8).
Realizado por: Quispe, G., 2023.

2.3.4. Principales enfermedades

12



2.3.4.1. Moniliasis

Es causada por el hongo M.roreri, esta enfermedad ocasiona pérdidas del 40% de la produccién
de cacao, la infeccion se presenta en cualquier fase de desarrollo del fruto, aunque la mayor
susceptibilidad afecta a los frutos de cacao en los primeros inicios de crecimiento del mismo. Los
sintomas de la enfermedad se presentan de forma diferente en funcion de la edad del fruto, las
condiciones climaticas son un factor fundamental para que inocule el, en los frutos jovenes se
observa la formacion de protuberancias en la corteza denominada giba siendo visibles las lesiones
en el tiempo de 45 o 85 dias y es considerada como la etapa biotréfica de ataque del hongo, por
otra parte cuando las lesiones toman un aspecto de color café o en tono chocolate se denomina la
etapa necrdtica del hongo cuando estas manchas crecen cubren todo el fruto dando lugar a la

formacion de una capa de aspecto algodonoso que es el micelio del hongo. (Suarez y Aranzazu, 2010,
pag. 47).

2.3.4.2. Phytophthora palmivora

Esta enfermedad ataca con mayor intensidad a los frutos de cacao, aunque se pueden detectar
sintomas en diferentes partes de la planta, genera pérdidas del 30% al afio ademas de matar a los
arboles de cacao, se caracteriza por presentar manchas de color pardo que pueden llegar a
contaminar todo el fruto evitando su produccion, en épocas de lluvia el agua traslada las esporas

que se localizan en el suelo siendo uno de los factores de mayor diseminacién de la enfermedad.
(Suédrez y Aranzazu, 2010, pég. 28).

2.3.4.3. Escoba de bruja

En Ecuador es considerada una de las enfermedades mas severas con el 80% de pérdidas de la
produccion de cacao, su agente causal es Moniliophthora perniciosa, provoca varios sintomas en
el cultivo, durante el ciclo vegetativo la enfermedad ataca las partes de los arboles como ramas y
brotes provocando un abultamiento en la infeccién haciendo que la planta se debilite, si el
patégeno invade las yemas da lugar a la formacion de pequefias hojas en forma de escoba causado
por la hipertrofia , otro sintoma visible son la clorosis de las hojas, hojas quebradizas y
necrosadas; cuando En el fruto ataca en las 35 primeras semanas de formacion del fruto y se

desarrolla a medida que el fruto crece (Suarez y Aranzazu, 2010, pag. 38).

2.3.5. Principales paises productores de cacao
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El cacao es representativo a nivel internacional puesto que su produccién a generado diversas
fuentes de trabajo que han incrementado en una gran escala el desarrollo econémico a nivel
nacional e internacional. Los paises con mayor produccion a nivel son mundial Africa con mayor
cobertura del 73%, seguido en segundo lugar por América con el 17%, y Asia y Oceania con el
10%, a nivel de paises en orden de importancia son Costa de Marfil, Ghana, Indonesia, Nigeria,
Camerun, Brasil, Ecuador, Per(, Republica Dominicana y Colombia que concentran el 93% de la

produccion total (Tabla 2-6) (Arévalo et al. 2016, pags. 4-5).

Tabla 2-6: Principales paises productores de cacao (Theobroma cacao L.) a nivel internacional

Principales paises productores a nivel mundial Produccion (miles TM)
Costa de Marfil 1,471,267
Ghana 747,635
Indonesia 656,127
Nigeria 340,845
Camerudn 232,108
Brasil 224,159
Ecuador 155,488
Republica Dominicana 60,701
Per( 56,586
Papua Nueva Guinea 44,2
México 28,213
Otros 274,766

Fuente: (Arévalo et al. 2016, pags. 4-5).
Realizado por: Quispe, G., 2023.
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CAPITULO III
3. MARCO METODOLOGICO
3.1. Caracteristicas del lugar
3.1.1. Localizacion
La presente investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de
Recursos Naturales de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, ubicado en el Cantdn
Riobamba provincia de Chimborazo.

3.1.2. Ubicacion geografica

Tabla 3-1: Caracteristicas geogréaficas del cantén Riobamba

Lugar Riobamba provincia de Chimborazo
Altitud 2850 m.s. n. m.

Latitud 01°3851”S
Longitud 78°40° 59 W

Fuente: (Estacion Meteorologica ESPOCH, 2021).
Realizado por: Quispe, G., 2023.

3.2. Materiales y equipos

3.2.1. Materiales de laboratorio

Cajas Petri de vidrio (90 mm), botellas de vidrio de tapa roscable (900 mL), sorbetes, palillos,
morteros y pistilos esterilizados, guantes de nitrilo, papel toalla, papel film, puntas para
micropipetas de (10 pL, 100 pL y 1000 uL), cinta masking, papel aluminio, Erlenmeyer de 100
ml, microtubos de 2 L, 1,5 puL y 200 ml, mascarillas, probeta (100 mL y 1000 mL), micropipeta
(10 pL, 100 pL y 1000 pL), cucharas desechables, jeringa.

3.2.2. Equipos de laboratorio

Céamara de flujo laminar (OASIS 200038), incubadora (J.P SELECTA S.A 2001249), destilador
de agua (BOECO WS 8000), autoclave (BIOBASE BKQ-B100II), microondas (PANASONIC
900W), calibrador digital (VERNIER), balanza de precision (RADWAG AS220.R2), secador de
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vidrio (SELECTA 200038), camara fotografica (CANNON), centrifuga (EPPENDORF 5424),
termociclador (EPPENDORF Vapo.protect),bioespectrofétometro (EPPENDORF  basic),
refrigeradora (DUREX), vortex (QILINBEIER QL-901), transluminador UV (FISHER
SCIENTIFIC 88A), termobloque (HM100-PRO), agitador magnético (STABLE TEMP 03407-
00),cuba de electroforesis (FISHER SCIENTIFIC FB-SB-710), fuente de poder para
electroforesis (FISHER SCIENTIFIC FB300).

3.2.3. Reactivos e insumos

Alcohol al 70%, agua destilada estéril, asparagina (DIFCO), carbonato de calcio (ACROS
ORGANICS), bacto agar (BD DIFCOTM), extracto de malta (MERCK), maltosa (GIBCO), jugo
de vegetales V8, Kit de extraccion de ADN (PROMEGA Wizard® Genomic DNA) ,isopropanol
grado biologia molecular frio, cloroformo-alcohol-isoamilico (24:1), nitrégeno liquido, etanol
70%, ampicilina de 500 g, agua ultrapura, Mix 2X Go Tag ® Green, Primers RAPDs (OPA 2,
OPA 4, OPA 1), PRIMERS (ITS 4 Y 5), Intercalante (Diamond™ Nucleic Acid Dye), DNA
Ladder Bench Top 100 kb (PROMEGA), 10X BlueJuiceTM Gel Loading Buffer (Invitrogen).

3.2.4. Material biol6gico

Las cepas de M.roreri, empleadas en el estudio son aislados provenientes de diferentes localidades

y genotipos de la provincia de Orellana (Tabla 3-7).

Tabla 3-2: Cepas de Moniliophthora roreri H.C Evans utilizados en el estudio

CANTON Localidad GENOTIPO CcODIGO N° CEPA
Loreto La paz Super Arbol OL-03-Al C10
Loreto La paz CCN51 OL-P-07-Al1 C1
Francisco De Orellana La Belleza CCN51 O-FO-03-A1 C18
Francisco De Orellana La Belleza CCN51 O-FO-03-A2 C20
Francisco De Orellana La Belleza CCN51 0-FO-05-A1 C19
Francisco De Orellana La Belleza CCN51 O-FO-09-A1 c21
Francisco De Orellana La Belleza CCN51 O-FO-09-A2 Cl14
Francisco De Orellana Bajo Huiruno CCN51 OL-09-Al C6
Francisco De Orellana La Belleza CCN51 O-FO-MF-05 C23
Francisco De Orellana La Madgalena CCN51 O-FO-MD-02 C24
Francisco De Orellana La Belleza CCN51 0O-FO-COCA C25
Joya de los Sachas La Calumefia Super Arbol 0S-LS-03-Al C3
Joya de los Sachas Super Arbol 0S-UM-03-A2 C22
Joya de los Sachas INIAP EECA Tipo Nacional 0S-SC-03-A1 C8
Joya de los Sachas INIAP EECA Tipo Nacional 0S-SC-03-A2 C15
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Joya de los Sachas La Calumefia Super Arbol OS-LS-05-A 2 C12
Joya de los Sachas La Calumefia Super Arbol OS-LS-05-A3 C9
Joya de los Sachas INIAP EECA Tipo Nacional 0S-SC-05-A1 C16
Joya de los Sachas La Calumefia Super Arbol 0OS-LS-09-A3 Cl1
Joya de los Sachas INIAP EECA Tipo Nacional 0S-SC-09 C17
Joya de los Sachas Getsemani CCN51 O-FO-SACHA C26

Realizado por: Quispe, G., 2023.

Las especies de Trichoderma sp. que se utilizaron como antagonistas se muestran en la siguiente
tabla (Tabla 3-9):

Tabla 3-3: Especies de Trichoderma sp. utilizados como
antagonistas

ESPECIE Cddigo

Trichoderma harzianum NSHS3T

Trichoderma sp. LBS1T
Trichoderma andinense TAL
Trichoderma harzianum TH2
Trichoderma lentiforme TL3
Trichoderma longibrachatum TL4
Trichoderma resei TR5
Trichoderma breve TR6
Trichoderma sp. TB7

Realizado por: Quispe, G., 2023.

3.2.5. Materiales de oficina

Computadora, calculadora, papel bond, impresora, flash memory, libreta de apuntes, cinta

adhesiva, estiletes, esferograficos, camara, fomix azul, marcador punta fina, regla 50 cm.

3.3. Metodologia

3.3.1. Operacionalizacién de las variables

3.3.1.1. Variables dependientes

-Nivel de antagonismo de Trichoderrma sp.

-Diversidad genética de Moniliophthora roreri H.C Evans.
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3.3.1.2. Variables independientes

-Cepas de Trichoderma sp.

-Localidades

-Genotipos de cacao.

3.3.2. Disefio experimental

Se tomo en consideracion 21 cepas de Moniliophthora roreri H.C Evans de la provincia de

Orellana, las mismas que fueron analizadas en las siguientes fases

3.3.2.1. Antagonismo

Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) bifactorial (9 x 21) con tres repeticiones.

Factor A: Especies de Trichoderma sp.

Factor B: Cepas de M.roreri

Factor AxB: Especies de Trichoderma sp. x Cepas de M.roreri

3.3.2.2. Diversidad genética

Se calcul6 los indices de diversidad de riqueza e indices de Shannon.

3.3.3. Analisis funcional

Para la separacion de medias con respecto al antagonismo se utilizé la prueba de Tukey al 5%

3.4. Manejo del ensayo de Antagonismo
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3.4.1. Medio de cultivo

Para la siembra del hongo M.roreri se utilizd el medio de cultivo V8 modificado propuesto por

Phillips-Mora (2003, pag.7).

3.4.2. Reactivacion de cepas de antagonistas y patégenos

Para la reactivacion del hongo M.roreri, y de las especies de Trichoderma sp. , se esteriliz6 cajas
Petri ,medio de cultivo y palillos en el autoclave, posteriormente en la cabina de flujo laminar se
dispensé 15 mL de medio V8 en cada caja, dejando que se gelifique por un determinado tiempo,
con un palillo estéril se tomd una porcion de micelio de tubos conservados con el hongo vy el
antagonista, se transfirio el micelio de cada cepa en cada caja, seguidamente se sello las cajas con

el fin de evitar contaminacién hasta que el medio de cultivo se encuentre lleno.

3.4.3. Cultivo dual

Se realizaron confrontaciones en donde se evalué el nivel de antagonismo de 9 cepas nativas
de Trichoderma sp. frente a 21 cepas de M.roreri in vitro, mediante el método de cultivo dual en
cajas Petri en medio de cultivo V8, con un sorbete esterilizado se procedi6 a colocar discos de 5
mm de micelio en cada extremo de la caja petri dejando 1cm al borde de cada una, y se incubo a
25° C ,donde se observd los mecanismos de accién, competencia por espacio, nutrientes, y grado

de inhibicion; se utiliz6 un disefio completo al azar, con 3 repeticiones para cada evaluacion.

Para el tipo de antagonismo se utilizé la escala (Bell et al., 1982):

Tabla 3-4: Escala de evaluacion de la capacidad antagénica de Trichoderma sp.

GRADO CAPACIDAD ANTAGONICA
1 Trichoderma coloniza el 100% de la superficie del medio y crece sobre el fitopatdgeno
2 Trichoderma coloniza dos terceras partes de la superficie del medio de cultivo y limita el

crecimiento del fitopatdgeno
Trichoderma y el fitopatégeno colonizan cada uno la mitad de la superficie ningin hongo

3 domina

4 El fitopatdgeno coloniza dos terceras partes de la superficie del medio y limita el
crecimiento de Trichoderma

5 El fitopatdgeno coloniza el 100% de la superficie del medio y crece sobre el Trichoderma

Fuente: (Bell et al., 1982).
Realizado por: Quispe, G., 2023.
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3.4.4. Variables evaluadas

3.4.4.1. Tasa de crecimiento micelial M.roreri

Una vez realizado el ensayo se procedid a la medicion del didametro de cada tratamiento con su
cepa correspondiente de manera horizontal y vertical cada 24 h, para determinar la tasa de
crecimiento micelial del hongo M.roreri, se utilizé la siguiente formula propuesta por Rojas y

Hormaza (2014, pag. 9).

Crecimiento de micelio

TCM =
Numero de dias

3.4.5. Inhibicién del crecimiento

Para determinar el porcentaje de inhibicion de las confrontaciones (PICM) se utilizé la formula

descrita por Fakhurunnisa et. al (2006, pag. 8) en donde;

R1—-R2

PICM =
R1

Donde:
PICM: Porcentaje de inhibicion crecimiento micelial (mm)
R1.: es el crecimiento micelial del didmetro (mm) del hongo patégeno evaluado como control.

R2: es el crecimiento micelial del diametro (mm) del hongo patégeno evaluado en

enfrentamiento.

3.5. Manejo del ensayo de diversidad genética

3.5.1. Extraccion de ADN
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llustracion 3-1: a) Esterilizacién de materiales b) Retird del micelio c) colocacién de
nitrégeno liquido al micelio d) Maceracion del micelio e) Micelio

pulverizado a un tubo nuevo f) Tubo con micelio pulverizado
Realizado por: Quispe, G., 2023.

llustracion 3-2: a) Adicion de la solucién de lisis nuclear b) Vortex por 3 s ¢)
Incubacion a 65°C d) Adicion de la solucion de precipitacion de

proteinas €) formacion del pellet f) Transferencia del sobrenadante
Realizado por: Quispe, G., 2023.
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llustracion 3-3: a) Adicion de Isopropanol b) Formacion de hilos de ADN c)
Centrifugacion d) Lavado con etanol e) Segundo lavado f) Incubar
a 65° por 20 min g) Adicion de la solucién de rehidratacion h)

Cuantificacion
Realizado por: Quispe, G., 2023.

Se realizo la extraccion de ADN gendémico del micelio del hongo M.roreri que se obtuvo en las
cajas Petri, para ello se llevo a cabo el siguiente protocolo propuesto por Promega Wizard descrito
en la siguiente tabla :

Tabla 3-5: Protocolo de extraccion de ADN

Con una cuchara esterilizada se extrajo solo el micelio de cada muestra, y se macer6 con
nitrégeno liquido utilizando un pistilo y mortero hasta obtener una consistencia polvosa, que

luego se transfirié a microtubos de 1,5 mL. (llustracion 3-3)

Posteriormente se adiciond 600 pL de la solucion de lisis nuclear, y se incubo a 65 °C por 15
minutos, y se invirtio los tubos cada 5 minutos, luego se coloco 200 pL de la solucién de
precipitacion de proteinas, y se procedio a centrifugar por 10 min a 14000 rpm, el precipitado
de proteinas formo un pellet, y cuidadosamente se transfirié 600 pL del sobrenadante dejando
el pellet en el fondo del tubo, seguidamente se adicioné 600 pL de cloroformo alcohol-
isoamilico (24:1) vortex por 20 segundos , y se realizo la centrifugacion de 8 mina 14000 rpm,
del mismo modo se transfirio 600 pL del sobrenadante conteniendo el ADN para un nuevo

microtubo.(llustracion 3-4)

22



Se afiadié 600 pL de isopropanol frio cuidadosamente se realizd la mezcla de la solucion
invirtiendo los tubos hasta observar una masa de hilos pequefios visible de ADN y se dejo la
solucion en el freezer por 10 min para nuevamente centrifugar a 14000 rpm por 10 min. Se
observd la formacidn del pellet en el fondo del tubo, y se procedié a realizar dos lavados con
etanol cuidadosamente, en cada lavado se agreg6 600 L de etanol al 70% frio y se centrifugo

a 14000 rpm por 5 minutos.

Se eliming el etanol con cuidado y se coloco los tubos en el termobloque por aproximadamente
20 minutos, al estar seco se suspendio el pellet con 50 pL de la solucion de rehidratacion y 2
ML de RNasa en cada tubo, se procedio a incubar a 37° C por 12 horas, y el ADN en el freezer
a -20°C, para su cuantificacion.

Realizado por: Quispe, G., 2023.

3.5.2. PCR con primers genéricos

Para la amplificacion de los aislados a partir del proceso de PCR se utiliz6 Primers ITS 4 e ITS
5, que permiten la identificacién molecular de las especies de M.roreri.

Tabla 3-6: Primers utilizados para el proceso de PCR

PRIMER Secuencia
ITS 4 (Reverse) 5°- GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G -3
ITS 5 (Forward) 5°- TCC GCT TAT TGA TAT GC -3°

Fuente: (White et al., 1990).
Realizado por: Quispe, G., 2023.

Para la PCR se prepar6 6,25 pL de Master Mix 2X Go Taq ® Green, 1 puL de primer ITS 4
(Reverse) y 1 L de primer ITS 5(Forward), adicionando 2,25 pL de agua ultrapura estéril y 2 uL
de ADN de las muestras de cada uno de los aislados sumando un total de 12,5 uL, se utilizd un

termociclador utilizando las siguientes condiciones.

Tabla 3-7: Perfil térmico usado para realizar PCR

Perfil Térmico

Desnaturalizacién Inicial 96°C
Tiempo 01:30 min
Desnaturalizacién 96°C
Tiempo 45s
Ciclos 40
Anelamiento 51°C
Tiempo Imin
Extension 72°C
Tiempo 01:30 min
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Extension Final 72°C

Tiempo 10 min
Fuente: (Londofio. et al, 2011).

Realizado por: Quispe, G., 2023.

3.5.3. Electroforesis

Se prepar6 un gel al 1,2% de agarosa (Agarose, LE, Analitical), adicionando 3 pL de Intercalante
(Diamond™ Nucleic Acid Dye), el corrido de la electroforesis se realizo con un voltaje de 70 v
durante 60 min, al terminar la electroforesis en gel se colocd en el transluminador UV, y se

procedio a observar si existié amplificacion de ADN mediante la formacion de bandas.

3.5.4. Secuenciamiento y analisis

El secuenciamiento de las muestras se realizd con la tecnologia SANGER en la empresa
MACROGEN de Corea, y conjuntamente con el software Chromas version 2.6.6 se observaron
los electrofotogramas, se procedié a eliminar las partes de calidad baja, y se exporté el formato
en archivo FASTA, para luego introducir la secuencia editada compararla en el programa BLAST
del NCBI, la especie se determiné de acuerdo a los siguiente: % de identidad, %, de cobertura, e-

value.

3.5.5. Analisis filogenético

Para el andlisis filogenético se realiz6 un arbol con el método de Maxium Parsimony (Tree) en el
software MEGA 11 con las secuencias editadas de las cepas de la provincia de Orellana, asi

mismo se agregb secuencias M. roreri y M.perniciosa de diferentes paises (Tabla 3-14)

Tabla 3-8: Cdédigos de secuencias utilizadas para el arbol filogenético

Cadigo Lugar
>KYO_M. perniciosa Ecuador (Pichilingue)
>KX9_ M. perniciosa Ecuador
>MK?7_M. perniciosa Ecuador
>MK78_M. perniciosa Brasil
>EU8_M. perniciosa Santa Lucia
>MK785_M. perniciosa Brasil
>0OMT77_M. perniciosa Venezuela
>0ONG6_M. perniciosa Colombia
>KX91 M. perniciosa Ecuador (Guayas)
>MK7851_M. perniciosa Brasil
>DQ_M.roreri México
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>AY1 M. roreri Ecuador

>JN2_M. roreri México
>JX3_M. roreri Ecuador (Quevedo)
>JX5 M. roreri Bolivia
>JX51 M. roreri Bolivia
>HQ2_M. roreri México
>0P80_M. roreri Colombia
>0P82_M. roreri Colombia
>0R6_Pleurotus sp. Pakistan
>C18 M. roreri_CCN51 _ESPOCH Orellana
>C6_M. roreri_CCN51_ESPOCH Orellana
>C21 M. roreri_CCN51 _ESPOCH Orellana
>C23_M. roreri_CCN51_ESPOCH Orellana

>C12_M. roreri_Super_Arbol ESPOCH  Orellana
>C10_M. roreri_Super_Arbol ESPOCH  Orellana

>C19 M. roreri_CCN51 _ESPOCH Orellana
>C1_M. roreri_CCN51_ESPOCH Orellana
>C25 M. roreri_CCN51 _ESPOCH Orellana
>C3_M. roreri_Super_Arbol_ESPOCH Orellana
>C16_M. roreri_Nacional ESPOCH Orellana
>C24 M. roreri_CCN51_ESPOCH Orellana
>C15 M. roreri_Nacional ESPOCH Orellana

Realizado por: Quispe, G., 2023.

3.5.6. PCR con marcadores moleculares de tipo RAPDS

Para la identificacion molecular se utilizo la técnica de la amplificacion en cadena del ADN con

los iniciadores que permitieron identificar diferentes genotipos.

Tabla 3-9: RAPDs empleados para determinar la diversidad genética

PRIMER Secuencia
OPA-01 (5" CAGGCCCTTC 3"
OPA-02 (5' TGCCGAGCTG 3)
OPA-04 (5°AATCGGGCTG 39)

Fuente: (Sangeetha et al,2011).
Realizado por: Quispe, G., 2023.

Para la PCR se prepar6 3,13 pL de Master Mix 2X Go Taq ® Green, 1 pL de cada uno de los
OPAS (01-02-04), adicionando 1,12 uL de agua ultrapura estéril y 1 uL de ADN de las muestras
de cada uno de los aislados sumando un total de 6,25 L, se utiliz6 un termociclador utilizando

las siguientes condiciones.
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Tabla 3-10: Perfil térmico para marcadores RAPDs

Perfil Térmico

Desnaturalizacién Inicial

Tiempo

Desnaturalizacién

Tiempo
Ciclos
Anelamiento
Tiempo
Extension
Tiempo

Extension Final

Tiempo

95°C
5 min
95°C
30s
45
39°C
1min
72°C
2 min
72°C
15 min

Fuente: (Rojas, 2015).
Realizado por: Quispe, G., 2023.

3.5.7. Electroforesis

Se utilizo un gel de agarosa al 1,5% (Agarose, LE, Analitical) con 5 pL de Intercalante

(Diamond™ Nucleic Acid Dye), se coloc6 en la cuba de electroforesis para posteriormente dejar

correr por 2h, con un voltaje de 60v y 65 A, se observo en cada marcador la presencia de locus

ya que mostré amplificacién de bandas y un color fluorescente permitiendo asi identificar

diferentes genotipos.

3.5.8. Analisis de datos de la diversidad genética

Tabla 3-11: Matriz binaria para determinar el nimero de locus de los aislados de M.roreri

ISOLAD

O! ESTADO? | Locusl® | Locus2 | Locus3 | Locus4 | Locus5 | Locus6
Cl  |LPCN5_ 0 0 0 0 1 0
C8 INEETN 0 0 1 1 1 0
C20 LBCN5 0 0 0 1 1 0
C3 |LCSA

C16 |INEETN_

C17 INEETN

C23 LBCN5

Cll |LCSA

C6 BHCNS

Cl9 |LBCN5_

C18 LBCN5

C12 LCSA

Cc21 LBCN5

C15 INEETN

C9 |LCSA

C25 LBCN5
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C24 |LMCN5_
C26 |GTMCN5_

C22  |JASA_
Cl10 |LPSA_
Cll |LBCN5_

1Cepa de M.roreri en estudio, 2Cédigo por localidad de cada cepa, 3NUmero de locus en donde se localiza presencia
de ese marcador.
Nota:

0: Indica que en ese sitio existe ese marcador

1: Indica que en ese sitio existe ese marcador

Realizado por: Quispe, G., 2023.

Para el analisis de diversidad los datos fueron descritos en una matriz binaria en donde se
muestran las cepas de M.roreri y cada uno de los locus que mostr6 cada marcador de tipo RAPD
(OPA 1,2,4), por cada marcador se realiz6 una matriz( Tabla 3-17),que finalmente se agrup6 en
una sola para proceder al andlisis de los datos de la diversidad genética utilizando el programa
Rstudio version 4.2.2 en el que se calcul6 los indices de diversidad de los aislados y los indices

de Shannon.
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CAPITULO IV

4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1. Procesamiento, andlisis e interpretacion de resultados

4.1.1. Adecuacion del antagonismo in vitro

lustracion 4-1: Confrontaciones de Trichoderma sp. vs Moniliophthora

roreri H.C Evans
Realizado por: Quispe, G., 2023.

De acuerdo con el Gréafico 1-4, se observo que después de transcurrir 96 h de haber realizado la
confrontacion entre el Trichoderma sp. con cddigo A frente a M.roreri con codigo P, el
antagonista Trichoderma sp. fue el que mayor porcentaje de inhibicidn presento frente al patégeno

utilizando la escala de Bell.

4.1.2. Porcentaje de inhibicion de Trichoderma sp. vs M.roreri

lustracion 4-2: a) Trichoderma harzianum (THZ2) vs M. roreri (P), control del patégeno (CP).
Especie de Trichoderma sp. con menor porcentaje de inhibicion b)
Trichoderma sp. coleccion Orellana (LBS1T) vs M. roreri (P), control del
patégeno (CP).

Realizado por: Quispe, G., 2023.
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llustracion 4-3: a) Trichoderma sp. (A) vs M. roreri cepa 25 (P C25), control del
patogeno(C25C). Cepa de Moniliophthora roreri H.C Evans con mayor
porcentaje de inhibicion a) Trichoderma sp. (A) vs M. roreri cepa 1 (P C1),

control del patégeno (C1 C).
Realizado por: Quispe, G., 2023.

llustracion 4-4: Interacciones con mayor porcentaje de inhibicion de la especie de Trichoderma

sp. frente a Moniliophthora roreri H.C Evans. a) Trichoderma breve (TB6) vs
M. roreri Cepa 26 (C26) b) Trichoderma harzianum coleccion Orellana
(NSHS3T) vs M. roreri Cepa 25 (C25 c¢) Trichoderma breve (TB6) vs M. roreri
Cepa 17 (C17) d) Trichoderma sp. coleccion Orellana (LBS1T) vs M. roreri
Cepa 25 (C25)) e) Trichoderma lentiforme (TL3) vs M. roreri Cepa 11 (C11)
) Trichoderma lentiforme (TL3) vs M. roreri Cepa 25 (C25)

Realizado por: Quispe, G., 2023.
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llustracion 4-5: Interacciones con menor porcentaje de inhibicion de la especie de Trichoderma
sp. frente a Moniliophthora roreri H.C Evans. a) Trichoderma resei (TR5) vs
M. roreri Cepa 22 (C22) b) Trichoderma sp. coleccion Orellana (TB7) vs M.
roreri Cepa 22 (C22) c) Trichoderma sp. coleccion Orellana (TB7) vs M. roreri
Cepa 17 (C17) d) Trichoderma sp. coleccion Orellana (LBS1T) vs M. roreri
Cepa 1 (C1) e) Trichoderma sp. coleccion Orellana (LBS1T) vs M. roreri Cepa

14 (C14) f) Trichoderma resei (TL3) vs M. roreri Cepa 24 (C24)
Realizado por: Quispe, G., 2023.

El andlisis de varianza correspondiente al porcentaje de inhibicion de las diferentes especies de
Trichoderma sp. frente a las cepas de M. roreri determin0 diferencias altamente significativas
(P<0,05) para los 3 factores (especie de Trichoderma sp., cepa de M.roreri, y la interaccion de

los dos factores) (Tabla 4-1), con un coeficiente de variacion de 23,4%.
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Tabla 4-1: Analisis de varianza para el porcentaje de inhibicién de Trichoderma sp. y

Moniliophthora roreri H.C Evans

F.V. SC ol CM F p-valor
Especie * 20650,19 8 2581,27 35,02 <0,0001
Cepa? 1232435 20 616,22 8,36 <0,0001
Especie*cepa® 32310,74 160 201,94 2,74 <0,0001
Error 27860,59 378 73,71
Total 93145,87 566

1Especie de Trichoderma sp., 2Cepa de M.roreri, 3Interaccion de la especie de Trichoderma

sp. frente a M.roreri
Realizado por: Quispe, G., 2023.

Nota:

p-valor: > 0,01y > 0,05 = ns (No significativo)
p-valor: > 0,01y < 0,05 = * (Significativo)

p-valor: < 0,01y < 0,05 = ** (Altamente significativo)

50
45,02 4433

45 42,11 4115
36,65

35 32,75
31,42 30,53 s
30 :

25
20
15

Porcentaje de Inhibicidn (34)

10

TH2 TL3 NSHS3T TBG TLS TRS TB7 TAl LBS1T
Especies de Trichoderma sp
llustracion 4-6: Prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de inhibicién de Trichoderma sp y

Moniliophthora roreri H.C Evans
Realizado por: Quispe, G., 2023.
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Cepas de Moniliophthora roreri H.c Evans
llustracion 4-7: Prueba de Tukey al 5 % para el porcentaje de inhibicion de Trichoderma sp y

M.roreri
Realizado por: Quispe, G., 2023.

La prueba de Tukey al 5% (llustracién 4-11), para el porcentaje de inhibicion del factor especies
de Trichoderma sp. frente a M. roreri , mostro cinco grupos , en el grupo A se determinaron 3
especies de Trichoderma sp. siendo estas: T. harzianum (cepa TH2) con el 45,02% de inhibicion
del crecimiento micelial de M.roreri, T.lentiforme (cepa TL3) con el 44,89%, y T. harzianum
(cepa NSHS3T) con el 42,11%, para el grupo D las especies que inhibieron en menor porcentaje
el crecimiento micelial de M.roreri son las especies de T.andinanse (cepa TAL) con el 30,53% de

inhibicién, y Trichoderma sp. (cepa LBST1) con el 28,53% de inhibicién.

La prueba de Tukey al 5% (ANEXO K), para el porcentaje de inhibicion del factor cepas de
M.roreri frente a Trichoderma sp. mostré doce grupos, sin embargo el grupo que presenté mayor
nivel de significancia en el grupo A (P<0,05) fue la cepa C25 con el 46,97% de inhibicién
correspondiente al genotipo CCN51 de la localidad La Belleza del canton Francisco de Orellana,
el ultimo grupo que presento diferencias significativas lo constituye el grupo G siendo la de menor
porcentaje de inhibicidn representado por la cepa C1 con 28,53% de inhibicidn que corresponde
al genotipo CCN51 de la localidad La Paz del cantén Loreto (llustracion 4-12), se pudo observar
el comportamiento de la cepa C25 frente a Trichoderma sp. (llustracién 4-6 a), y la cepa C1 siendo

mas resistente al hongo antagonista (llustracion 4-6 b).

La prueba de Tukey al 5% (ANEXO L), para el porcentaje de inhibicién del factor AXB; cepas
de M.roreri frente a especies de Trichoderma sp. mostré varios grupos con diferencias
significativas (P<0,05) , la interaccion de Trichoderma breve frente a la cepa C26 de M.roreri

proveniente de la localidad Getsemani genotipo CCN51 del canton Joya de los Sachas mostro el

32



mejor porcentaje de inhibicién de 66,57% (llustracién 4-7 a), asi mismo se muestran diferentes
interacciones donde la inhibicion del antagonista es mas sobresaliente sobre el patégeno
(Hustracion 4-7 b,c,d,e,f) , por otro lado la interaccion que mostro menor porcentaje de inhibicidn
fue la especie de Trichoderma sp. (LBST1) frente a la cepa C24 de la localidad de La Madgalena
genotipo CCN51 del cantén Francisco de Orellana con el 17,53% de inhibicién( llustracion 4-8
a) se muestran a su vez las interacciones que mostraron menor porcentaje de interaccion entre

Trichoderma sp. vs M.roreri (llustracién 4-8 b,c,d,e,f).

llustracion 4-8: Escala de Bell de las mejores especies de Trichoderma sp. a) Trichoderma
harzianum vs M. roreri b) Trichoderma harzianum obtenido de la provincia de
Orella vs M. roreri c) Trichoderma sp. vs M. roreri d) Trichoderma breve vs
M.roreri €) Trichoderma longibrachatum vs M.roreri f) Trichoderma sp vs

M.roreri g) Trichoderma resei vs M.roreri
Realizado por: Quispe, G., 2023.
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llustracion 4-9: Especies de Trichoderma sp. de clase Il a) Trichoderma andinanse vs M. roreri

b) Trichoderma sp. vs M. roreri
Realizado por: Quispe, G., 2023.

Escala de Bell

TH2 NSHS3T  TL4 TB6 TL3 TB7 TR5 TA1 LBS1T

Especies de Trichoderma sp.

lustracion 4-10: Especies de Trichoderma sp. segln la escala de Bell et al (1982)
Realizado por: Quispe, G., 2023.

De acuerdo a la escala Bell.et al (1982), los aislamientos se encuentran en las categorias | y Il
(HNustracion 4-10) siendo los de clase |: T. harzianum (TH2), T.lentiforme (TL3),
T.longibrachatum (TL4), T.resei (TR5), T.breve (TB6), T.harzianum (NSHS3T) y dos cepas de
Trichoderma sp. (B7) , estos hongos demostraron su capacidad antagénica ya que colonizaron el

100% del medio de cultivo y crecieron sobre el fitopatdgeno en su totalidad (llustracion 4-9).
Por otra parte, las especies de Trichoderma sp. de grado Il una cepa de Trichoderma sp. (LBS1T)

y laespecie de T.andinanse (TA1) en donde se observé que el antagonista coloniza las dos terceras

partes del medio de cultivo, y limito el crecimiento del hongo M.roreri (llustracion 4-10).

4.1.2.1. Mecanismos de accion de Trichoderma sp
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Competencia por espacio y por nutrientes

llustracion 4-11: a) Competencia por espacio de Trichoderma sp.(A) vs
M.roreri(P), la flecha corresponde al crecimiento del micelio sobre el
hongo M.roreri , a las 72 horas b)Corresponde al crecimiento total alas

98h de crecimiento micelial de Trichoderma sp. vs M.roreri

Realizado por: Quispe, G., 2023.

A las 72 h de las confrontaciones se observd como Trichoderma sp. tiene mayor velocidad de
crecimiento que M.roreri (llustracion 4-11 a), siendo capaz de llenar el medio de cultivo a las

96 h y creciendo por encima del fitopatégeno (llustracion 4-11 b).

Micoparasitismo

lustracion 4-12: a) Micoparasitismo de Trichoderma sp.(A) vs M.roreri(P),
el circulo corresponde a la forma de parasitar del hongo

sobre M.roreri corresponde al crecimiento del micelio
sobre el hongo M.roreri, b) Trichoderma sp. destruye las

hifas de M.roreri
Realizado por: Quispe, G., 2023.
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4.1.3. Caracterizacion molecular de las cepas de Moniliophthora

36



Tabla 4-2: Secuenciacion de especies de M.roreri

Cadigo Microorganismo Region %IDENTIDA ORIGEN Tamarfio de
o o ACCESO! o e-value*
Muestra identificado amplificada D 2 nucleétidos®
C1 M.roreri ITS 98,60% OP806971.1 Colombia 727 0
C25 M.roreri ITS 98,24% OP806971.1 Colombia 726 0
C18 M.roreri ITS 98,14% OP806971.1 Colombia 730 0
M.roreri .
C23 ITS 98,00% Colombia 733 0
OP806971.1
C21 M.roreri ITS 97,99% OP806971.1  Colombia 731 0
C12 M.roreri ITS 97,56% OP806971.1  Colombia 734 0
C3 M.roreri ITS 97,46% OP806971.1  Colombia 730 0
C16 M.roreri ITS 97,16% OP806971.1  Colombia 725 0
C24 M.roreri ITS 96,29% AY230254.1 1105 0
C6 M.roreri ITS 95,76% OP806971.1  Colombia 721 0
C10 M.roreri ITS 95,58% OP806971.1  Colombia 735 0
C19 M.roreri ITS 94,85% OP806971.1  Colombia 794 0
M.roreri ) 3,00E-
C15 ITS 90,16% MT127258.1 México 984 09

tEquivalente al DNI de la secuencia, 2Lugar de donde proviene la cepa de M.roreri 3Tamafio de la cadena de AND, “Numero de alineamientos
Realizado por: Quispe, G., 2023.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP806971.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GVPH6VCE01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP806971.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GVPSEW29013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP806971.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GVKRV6VP01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP806971.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GVS0SFK3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP806971.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GVS0SFK3016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP806971.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GVNV5GBA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP806971.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GVP52DDZ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP806971.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GVPYY6RK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP806971.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GVR2YYRG01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/AY230254.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GVR54FVE01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP806971.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GVNPA4EJ013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP806971.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GVPA28DD013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP806971.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GVPDP3SP013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT127258.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GVRA3C6101R

Se trabajo con 13 cepas de M.roreri  que mostraron amplificacion para la region ITS, se
comprobd que todas las especies en estudio corresponden a la especie M.roreri con porcentajes
de identidad que van desde el 98,60% al 90,16% , la cepa con mayor porcentaje de identidad
corresponde a C1 con el 98,60 % con su lugar de origen en Colombia y con un tamafio de
nucledtidos de 727 pb esta representada con el cddigo OP806971.1 , la cepa que presenté menor
porcentaje de identidad fue C15 con el 90,16% siendo la Unica que tiene su lugar de Origen en

Colombia, con una tamafio de nucle6tidos de 984 pb. (Tabla 4-19).

4.1.4. Andlisis filogenético

- DQ M.roreri México

76 6 DQ2 M.roreri México

AY1 M.roreri Ecuador

=

3 UN2 M roreri México

vHQ2 M.roreri México

JX3 M .roreri Ecuador Quevedo
OP82 M.roreri Colombia

JX5 M.roreri Bolivia

JX51 M.roreri Bolivia

L
eh | s

14 0P80 M.roreri Colombia
a |7 G18 M .roreri CCN51 ESPOCH
GC6 M.roreri CCN51 ESPOCH

Lr 3 M roreri Super Arbol ESPOCH
44 L C16 M. roreri Nacional ESPOCH

42 C25 M. roreri CCN51 ESPOCH

C19 M.roreri CCN51 ESPOCH
St 33 L ¢15 M.roreri Nacional ESPOCH

| 7 L Goa wtroreni cons1 EsPOCH

o r C10 M.roreri Super Arbol ESPOCH
’J a L C1 M.roreri CCN51 ESPOCH
€12 M.roreri Super Arbol ESPOCH
C21 M.roreri CCN51 ESPOCH

1
24
2
- C23 M.roreri CCN51 ESPOCH

68 KYO M.perniciosa

MK785 M. perniciosa

L,

MK7 M.pemiciosa
KX9 M.perniciosa

EU8 M.periciosa

57
3 |_r ON6 M.pemiciosa

2 [ KX91 M perniciosa

OM77 M. perniciosa
97

MK78 M pemniciosa
a5 MK7851 M perniciosa

OR6 Pleurotus sp.

llustracion 4-13: Arbol filogenético generado de los
aislados de M.roreri analizados
en el estudio

Realizado por: Quispe, G., 2023.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP806971.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GVPH6VCE01R

El anélisis filogenético produjo un dendrograma con tres grupos en el grupo basal A se observan
aislados de M.roreri obtenidos de distintos paises de la base de datos del NCBI con un porcentaje
de parentesco de 78% ,el grupo B esta constituido por muestras ecuatorianas procedentes de la
provincia de Orellana formando un solo clado, con un porcentaje de 50%, el grupo C se encuentra
formado por muestras de M.perniciosa con secuencias de diferentes paises con un porcentaje de
57%.

4.1.5. Andlisis de riqueza de los genotipos de M.roreri de diferentes localidades

Tabla 4-3: Conjunto de aislados de M.roreri para el analisis de diversidad

Aislado Cadigo Localidad
Cl LPCN5_ La Paz/CCN51
c8 INEETN_ INIAP EECA/ TIPO NACIONAL
C20 LBCN5_ La Belleza/ CCN51
C3 LCSA_ La Calumefia/ SUPER ARBOL
C16 INEETN_ INIAP EECA/ TIPO NACIONAL
C17 INEETN_ INIAP EECA/ TIPO NACIONAL
C23 LBCN5_ La Belleza/ CCN51
C11 LCSA_ La Calumefia/ SUPER ARBOL
C6 BHCN5 Bajo Huiruino/ CCN51
C19 LBCN5_ La Belleza/ CCN51
C18 LBCN5_ La Belleza/ CCN51
C12 LCSA_ La Calumefia/ SUPER ARBOL
Cc21 LBCN5_ La Belleza/ CCN51
Ci15 INEETN_ INIAP EECA/ TIPO NACIONAL
C9 LCSA_ La Calumefia/ SUPER ARBOL
C25 LBCN5_ La Belleza/ CCN51
C24 LMCN5_ La Madgalena/CCN51
C26 GTMCNS_ Getsemani/CCN51
C22 JASA Joya de los Sachas/SUPER ARBOL
C10 LPSA La paz/SUPER ARBOL
Ci14 LBCN5 La Belleza/ CCN51

Realizado por: Quispe, G., 2023.
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lustracion 4-14: Numero de genotipos multilocus por localidad.
Realizado por: Quispe, G., 2023.
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Conjunto de aislados por localidad

lustracion 4-15: indice de riqueza de M.roreri por localidad
Realizado por: Quispe, G., 2023.
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Ilustracion 4-16: indice de Shannon por localidad
Realizado por: Quispe, G., 2023.

Tabla 4-4: indice de riqueza de los genotipos de M.roreri por localidad

Pop N MGL eMLG

LPCN5_ 1 1 1
INEETN_ 4 4 4
LBCN5_ 7 7 7
LCSA_ 4 4 4
BHCN5_ 1 1 1
LMCN5_ 1 1 1
GTMCN5_ 1 1 1
JASA_ 1 1 1
LPSA_ 1 1 1
TOTAL 21 21 10

Realizado por: Quispe, G., 2023.

Tabla 4-5: indice de Shannon para los aislados de M.roreri por localidad

Aislado Estimator s.e. LCL UCL
BHCN5 1,0 0,0 1,0 1,0
GTMCN5_ 1,0 0,0 1,0 1,0
INEETN_ 8,5 2,32 4,0 13,04
JASA 1,0 0,0 1,0 1,0
LBCN5_ 34,58 10,47 14,07 55,11
LCSA 12,27 4,18 4,06 20,48
LMCN5_ 1,0 0,0 1,0 1,0
LPCN5_ 1,0 0,0 1,0 1,0
LPSA 1,0 0,0 1,0 1,0

Realizado por: Quispe, G., 2023.
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El indice con mayor riqueza es para la localidad de La Belleza-CCN51 (LBCN5 ) ya que obtuvo
mayor numero de genotipos por localidad con un total de 7 genotipos (llustracion 4-19), por otro
lado, las localidades de La Paz-CCN51 (LPCN5 ), Bajo Huiruino-CCN51 (BHCN5 ), La
Madgalena-CCN51 (LMCNS5 ), Getsemani-CCN51 (GTMCNS5 ), Joya de los Sachas-SUPER
ARBOL (JASA ) y La paz/SUPER ARBOL (LPSA ) obtuvieron los indices de riqueza mas

bajos con un genaotipo.

De acuerdo con el indice de Shannon la localidad con mayor indice fue La Belleza-CCN51
(LBCN5_) obtuvo mayor nimero de genotipos que las demas localidades de 34,58, seguido de la
localidad La Calumefia-Super Arbol (LCSA ) con 12,27 sin embargo, para las localidades La
Paz-CCN51 (LPCNS5_), Bajo Huiruino-CCN51 (BHCN5_), La Madgalena-CCN51 (LMCNS5 ),
Getsemani-CCN51 (GTMCNG5 ), Joya de los Sachas-SUPER ARBOL (JASA )y La paz/SUPER
ARBOL (LPSA ) el indice de riqueza fue bajo ya que solo tienen un indice de diversidad de 1.

4.1.6. Discusion de resultados

En la actualidad se utiliza el control bioldgico en contra de organismos patdgenos que reduzcan
los dafios en un cultivo que tenga relevancia econdémica, tal es el caso del cultivo de cacao
(Teobroma cacao L.) que se ve afectado principalmente por el hongo Moniliophthora roreri H.C
Evans, por ello se evalu6 la inhibicidn que presenta las especies del género Trichoderma sp. ya
gue este hongo posee un comportamiento de caracter antagonista, las enzimas y elementos
antimicrobianos que excreta son capaces de controlar diferentes enfermedades que se encuentran
en los cultivos, al ejercer un control bioldgico sobre otros microorganismos hace que sea efectivo,
su capacidad de inhibicion se encarga de destruir las pardes celulares de organismos
perjudiciales, , sin embargo es necesario tomar en cuenta que no todas las especies de
Trichoderma sp. van a actuar de la misma forma ya que algunas actian como hongos débiles ,

como resultado de las condiciones de temperatura o la condicion del cultivo.

En este trabajo de investigacién se determind la capacidad de 7 especies de Trichoderma sp.
(T.harzianum (TH2), T.lentiforme (TL3), T.longibrachatum (TL4), T.resei (TR5), T.breve (TB6),
T.andinanse (TAL), T.harzianum (NSHS3T) y dos cepas de Trichoderma sp. (LBS1T Y B7) ,
utilizados como especies antagonistas en medio de cultivo in vitro contra el hongo M.roreri, la
colonizacidn de los aislados de Trichoderma sp. y M.roreri en medio de cultivo V8 se desarrolld
de forma diferente al igual que su tasa de crecimiento, Trichoderma sp. muestra su capacidad para
inhibir el crecimiento de M. roreri y competir con él incluso después de que el patégeno tuvo una

ventaja inicial de 5 dias debido a que su desarrollo es mas lento, esto sugiere que Trichoderma
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sp. posee mecanismos que le permiten no solo reducir el crecimiento del patdgeno sino también

prosperar en su presencia (Villamil.et al, 2012, p.6308).

La especie de Trichoderma sp. que mayor porcentaje de inhibicion generd sobre las cepas de
M.roreri fue Trichoderma harzianum con el 45,02% esto coincide con los estudios realizados por
Cadena & Poma (2022) que obtuvieron un valor del 58.60% de inhibicién demostrando una
capacidad significativa para inhibir el crecimiento del micelio de Moniliophthora roreri en las
condiciones de la prueba dual, lo que representa una diferencia no tan distante al de los resultados
obtenidos en esta investigacion, por otro lado Tirado.et al (2016) menciond que se evidenciaron
pruebas donde Trichoderma harzianum mostrd un alto porcentaje de inhibicion de 75% contra el
hongo M.roreri siendo su valor superior al alcanzado en la investigacion con una diferencia del
30% lo que podria deberse a las condiciones ambientales donde se realiz6 el ensayo, Pérez (2012)
menciona que esta especie de Trichoderma sp. genera mayor inhibicion sobre el patégeno, ademas
de utilizar el mecanismo de accién de competir por nutrientes y espacio, siendo capaz de crecer
en el medio de cultivo de forma inmediata y evitar el desarrollo del fitopatégeno. Trichoderma
harzianum produce diversas enzimas que son; la -1,3-glucanasa, quitinasa, proteasa y celulasa
desempefiando un papel crucial en la capacidad para colonizar y degradar las paredes celulares
de otros hongos y microorganismos (Cuervo-Parra et al. 2011). Ademas, (Lépez. et al, 2017) menciona
que esta especie produce acido nonanoico (AN) es un compuesto que se ha identificado en
Trichoderma harzianum y se ha asociado con propiedades inhibidoras en el crecimiento micelial
y la germinacién de esporas de varios patégenos fangicos, incluyendo Moniliophthora roreri.

Gams y Bissett (1998) destacan que Trichoderma harzianum, en un sentido estricto, abarca la mayoria
de las cepas empleadas en el control biol6gico de hongos fitopatdgenos, siendo esta especie de
Trichoderma importante en la agricultura como agente de control bioldgico contra enfermedades
gue afectan a los cultivos, existen resultados reportados por Villamil et al. (2015) que al evaluar cepas
de T. harzianum, T. hanatum y T. viride encontraron antagonismo sobre el hongo fitopatégeno M.
roreri de forma in vitro e in situ , considerando que Trichoderma harzianum se incorpore en

planes de manejo integrado de la enfermedad.

A pesar que las especies de Trichoderma sp. evaluadas presentan diferentes formas de crecimiento
y desarrollo cada uno de ellos generd inhibicion sobre el crecimiento micelial del patdgeno, se
observo su rapido crecimiento y desarrollo creciendo sobre el medio de cultivo , en las pruebas
de confrontacion Trichoderma harzianum creci6 sobre M.roreri evitando que se desarrolle, del
mismo modo se evidencio que T.harzianum (TH2), T.lentiforme (TL3) y T. harzianum
(NSHS3T)de la coleccion de Orellana son los que mayor porcentaje de inhibicion generaron
pudiendo usar cualquiera de estas especies para combatir el hongo M.roreri.
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La cepa de Moniliophthora roreri H.C Evans que genero mayor porcentaje de inhibicion por
Trichoderma sp. fue la representada con el codigo C25 con el 46,97 % de inhibicion
correspondiente al genotipo CCN51 de la localidad La Belleza del canton Francisco de Orellana,
lo que concuerda con lo mencionado por Villa (2015) que afirma que el genotipo CCN51 es
susceptible a moniliasis, tal es el caso de La Troncal donde el CCN-51 es susceptible a la
moniliasis, y se confirma que esta variedad no posee factores de tolerancia a esta enfermedad en
esa ubicacion especifica, es decir la susceptibilidad o resistencia de una variedad de cacao a la
moniliasis puede variar segin factores ambientales, précticas agricolas y otras condiciones
locales, por otro lado la cepa C1 con 28,53% de inhibicion que corresponde al genotipo CCN51
de la localidad La Paz del canton Loreto que representa la de menor porcentaje de inhibicion con
el 15,29%, cCaiza (2013) en sus estudios menciona que algunas cepas de M,roreri suelen ser
dificiles de controlar debido a factores como la capacidad de la cepa de M.roreri para acoplarse
al medio de cultivo o deber al lugar de colecta del que fue traido el organismo, por lo que se puede
considerar que esta cepa es la mas resistente ya que como se mencioné anteriormente no todas las
especies de Trichoderma sp. actlan por igual, en ciertos casos las especies poseen mayor
sensibilidad sobre condiciones como humedad y temperatura, diferentes estudios demuestran que
los patgenos enfrentados en cultivo dual en los tratamientos se resiste al control, asi mismo si se
requiere determinar la capacidad antag6nica de Trichoderma sp. no se requiere un control total
del 100%.

La interaccion de Trichoderma breve frente a la cepa C26 de M.roreri proveniente de la localidad
Getsemani del cantén Joya de los Sachas mostr6 el mayor porcentaje de inhibicion de 66,57%,
asi mismo se muestran diferentes interacciones donde la inhibicion del antagonista es mas
sobresaliente sobre el patdgeno (llustracién 4-7 b,c,d,e,f) , por otro lado la interaccion que mostro
menor porcentaje de inhibicidn fue la especie de Trichoderma sp. (LBST1) frente a la cepa C24

de la localidad de La Madgalena del canton Francisco de Orellana con el 17,53% de inhibicion

Con respecto a la diversidad se obtuvo que las 13 cepas que amplificaron para la region ITS
corresponden al hongo M.roreri , con su lugar de origen en Colombia ya que M. roreri es un
patégeno originario de Colombia y es en este pais donde se encuentra la mayor diversidad
genética poblacional. (Phillips-Mora et al., 2007; Ali et al., 2015)

Moniliopthora roreri ha sido caracterizado principalmente por su fase asexual, y se ha informado
que carece de una fase sexual o teleomdrfica bien definida, lo que lo clasifica como un hongo

anamarfico (Evans. et al, 2003).
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Phillips (2003) en sus estudios realizé el primer andlisis sobre diversidad genética del hongo
M.roreri con el fin de identificar cual es el centro de origen del hongo tomando en cuenta
muestras de paises productores de cacao, utilizando marcadores moleculares de tipo ISSR( Inter
Secuencias simples repetidas) y AFLP(polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion
amplificados), encontrando de este modo que los aislados de M.roreri de Colombia presentaron
mayor diversidad genética, para los aislados de Ecuador una escala intermedia y bajo para aislados
de América Central, por lo que se sugiere a Colombia como el lugar de origen de M.roreri , por
otra parte no se han realizado analisis de diversidad que amplifican para las regiones ITS, sin
embargo Phillips-Mora et al. (2007) realizd nuevamente un estudio con marcadores AFLP e ISSR
donde se analizé un total de 94 aislamientos de América Central y América del Sur, como
resultado se encontro que los indices de Shannon para América Central fueron de (0 - 20 + 0 - 06),
mientras que para aislados de Ecuador la diversidad genética fue menor de (0 - 15 £ 0 - 04), estos
resultados fueron similares a los realizados con primers que amplifican para las regiones ITS
encontrando mayor variabilidad genética en los aislados de Colombia y siendo menor para
Ecuador, sin embargo al tomar en cuenta los indices de Shannon de la investigacion realizada es
mayor a los realizados por Phillips-Mora et al. (2007), ya que los aislados de la provincia de Orellana
alcanzaron valores que van desde (34,58 + 1) siendo superiores, en otros estudios realizados por
Melo et al., (2014) de los 28 loci de microsatélites analizados, se encontrd que solo 10 de ellos eran
polimorficos, esto significa que en la poblacién de M. roreri en Ecuador, solo un subconjunto de
los loci examinados mostré variacion en términos de alelos diferentes, esto indica que, en
promedio, cada loci polimdrfico tenia aproximadamente 3.2 alelos diferentes en la poblacion
M.roreri, y esta variabilidad puede proporcionar informacién sobre la diversidad genética dentro
de la poblacién, por otro lado se presentd un valor de 0.3 heterocigosidad siendo un nivel
moderado, lo que puede influir en la adaptabilidad y la capacidad del patdégeno para evadir las

defensas del hospedero.

Analizando la parte genética de acuerdo a los indices de diversidad, La Belleza-CCN51
(LBCN5_) obtuvo 7 genotipos en el indice de riqueza multilocus y de igual manera la misma
localidad en el indice de Shannon sigue manteniendo la mayor cantidad de genotipos de 34,58
este efecto pudo deberse a que la mayoria de las muestras fueron obtenidas de la localidad de la
Belleza del canton Francisco de Orellana del mismo modo podria deberse a que en este lugar

existen aislados sensibles y resistentes

4.1.7. Comprobacion de la hipotesis
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Mediante el estudio realizado se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipétesis alterna que
menciona que al menos una de las cepas de Trichoderma sp. presentan antagonismo in vitro y los

aislados de Moniliophthora roreri difieren genéticamente.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Las especies que presentaron mayor porcentaje de inhibicidon de Trichoderma sp. frente a M.
roreri fueron T. harzianum (cepa TH2) con el 45,02% T.lentiforme (cepa TL3) con el 44,89%, y
T. harzianum (cepa NSHS3T) con el 42,11% , por otro lado T.andinanse (cepa TA1) con el
30,53% de inhibicion, y Trichoderma sp. (cepa LBST1) con el 28,53% de inhibicion , fueron las
mas bajas con respecto al porcentaje de inhibicidn.

La cepa de M.roreri que mayormente fue inhibida fue la cepa C25 con 46,97% de inhibicién que
corresponde al genotipo CCN51 de la localidad La Belleza del canton Francisco de Orellana, y la
cepa C1 con 28,53% de inhibicion que corresponde al genotipo CCN51 de la localidad La Paz

del canton Loreto fueron la que menor se inhibid ya que presenta mayor resistencia.

La interaccion de T.breve vs C26 de M.roreri presentd el mayor porcentaje de inhibicion del
66,57% proveniente del cantdn de la Joya de los Sachas por otro lado, la especie de Trichoderma
sp. (LBSTL) frente a la cepa C24 de la localidad de La Madgalena del cantén Francisco de

Orellana presento el menor porcentaje de inhibicion.

El nivel de antagonismo que es mas visible es con el Trichoderma harzianum (TH2) donde el
antagonista., crece completamente por encima del patdégeno y cubre totalmente la superficie del
medio de cultivo; del nivel se determind a Trichoderma sp. (LBS1T) como menos eficiente es
decir que el antagonista sobrecrece las dos terceras partes de la superficie del medio, sin embargo,

es capaz de limitar el crecimiento del patégeno.

La localidad de La Belleza-CCN51 present6 7 genotipos multilocus, siendo la misma localidad la
de mayor numero de indice de riqueza de 7 genotipos, de acuerdo al indice de Shannon la
localidad con mayor indice fue la Belleza-CCN51 (LBCN5_) con un valor de 34,58, seguido de
la localidad La Calumefia-Super Arbol (LCSA_) con 12,27.
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5.2. Recomendaciones

Se recomienda utilizar la especie de Trichoderma harzianum (NSHS3T) coleccion Orellana, ya

gue se encuentra adaptada al clima y condiciones ambientales de la provincia de Orellana
Realizar pruebas en campo a menor y mayor escala con las especies de Trichoderma sp. que
mostraron una fuerte actividad inhibitoria sobre el patdgeno, ademéas de tomarlo en cuenta como

método de control bioldgico.

Realizar PCR para aquellas cepas que no mostraron amplificacion, ademas utilizar méas variedad
de marcadores genéticos para identificar mayor fuente de polimorfismos.
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GLOSARIO

AFLP: (Polimorfismo para el largo de los fragmentos amplificados) se refiere a la variabilidad
en la longitud de los productos amplificados durante una reaccién de PCR (Reaccion en Cadena
de la Polimerasa). La PCR es una técnica molecular utilizada para amplificar secuencias

especificas de ADN (Suarez, 2017, pég. 427).

Antagonismo: oposicion o confrontamiento entre diferentes organismos mediante la cual se

puede evaluar la capacidad que tiene un hongo antagonista sobre un patégeno (Barreno y Pérez, 2003,
p. 479).

Basidiomicete: Un basidiomiceto es un tipo de hongo perteneciente al grupo Basidiomycota, una
de las principales divisiones en el reino Fungi. Estos hongos son conocidos por producir

estructuras reproductivas especializadas llamadas basidios, que son células portadoras de esporas
(Barreno y Pérez, 2003, pag. 440).

Conidio: Un conidio es una estructura de reproduccion asexual que se encuentra en ciertos grupos

de hongos, especialmente en los filamentos microscépicos llamados hifas (Barreno y Pérez, 2003, p.
446).

Electroforesis: técnica en la que se aplica una corriente de energia a un gel que estd compuesto

por las moléculas de ADN de interés (Morales y Romero,2016).

Esporas: Las esporas son estructuras reproductivas especializadas que se encuentran en diversos

organismos, principalmente en hongos, musgos, helechos y algunas bacterias. (Suarez, 2017, pag.
428).

Género: Grupo bien definido de especies que se distingue claramente de otros microorganismos
(Ryan y Ray, 2017, pags. 80-125).

Hifa: Las hifas son estructuras tubulares y filamentosas que forman el cuerpo vegetativo de los
hongos y constituyen la red llamada micelio. Estas estructuras son esenciales para las funciones

metabdlicas y reproductivas de los hongos. (Barreno y Pérez, 2003, pag. 462).

Inhibicion: Hace referencia a la propiedad de un conjunto de células en medio de cultivo que son

capaces de impedir o reprimir el crecimiento de otra cuando estas entran en contacto. (Barreno y
Pérez, 2003, pag. 463).



Micelio: Se considera como micelio a un grupo de tejidos filamentosos que conforman el cuerpo

vegetativo de un hongo. (Barreno y Pérez, 2003, pag. 462).

Patogénico: Capaz de ocasionar enfermedad (Ryan y Ray, 2017, pags. 80-125).

PCR: La reaccién en cadena de la polimerasa es una reaccion que se caracteriza por amplificar

millones de veces una secuencia especifica de ADN. (Alcivar, 2016, pag. 9).

Primer: oligonucle6tidos compuestos por al menos 6 bases que se utilizan como iniciadores en
la amplificacién in vitro de ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
conocen cominmente como “cebadores” o “primers". Estos cebadores son esenciales para la
sintesis de ADN durante la PCR, ya que proporcionan el punto de inicio para la accion de la

enzima polimerasa (Ferreira, 2000, pag. 9).

RAPD: Amplificacion al azar de ADN Polimorficos, estos cebadores son oligonucleétidos cortos
(generalmente de 10 a 20 nucle6tidos) y se seleccionan de manera aleatoria sin informacion previa

sobre la secuencia del genoma (Ferreira, 2000, pag.9).

Saprofito: Organismo que vive de la materia organica muerta en el ambiente (Ryan y Ray, 2017,
pags. 80-125).

Secuenciamiento: la secuenciacion se denomina al orden en el que se determina las bases que

forman la cadena de ADN (Morales y Romero,2016, pag.8).

Sintoma: Reacciones o alteraciones internas o externas que sufre una planta como resultado de

su enfermedad (Pefia et al., 2015: pag.11).

Trichoderma sp.: considerado un hongo anaerdbico se encuentra principalmente en el suelo,
ademas es considerado benéfico siendo capaz de actuar como antagonista, toma los nutrientes del

otro y los degrada (Morales y Romero,2016, pag. 5).
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ANEXOS

ANEXO A: CALCULOS PARA DETERMINAR REACTIVOS Y CANTIDADES PARA
PREPARAR MEDIO V8 MODIFICADO

Reactivos Cantidad
Jugo V8 200 mL
Maltosa 20 ¢
Asparagina 1lg
Extracto de

Malta 10¢g
CaCo3 39
Agar-Agar 209

Fuente: (Recheigl,1978)
Realizado por: Quispe, G., 2023.

ANEXO B: PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Materiales utilizados para la Preparacion de materiales y Dizpenzar en cajas Petri y dejar
preparacién del medio V8 medio de cultivo gelificar

o »
--

Con un palillo estéril transferir Incubar hasta que la caja este
micelio a una caja llena




ANEXO C: CULTIVO DUAL M. roreri vs Trichoderma sp.

Dispensar el medio de cultivo V8 Con un sorbete transferir el
v dejar gelificar micelio a un extremo de la caja

Dejar en incubadora y dejar
crecer el patogeno por 4 dias,
para colocar el antagonista

Medicion de cajas, cuando entran
en confrontacion

ANEXO D: REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

En un tubo colocar 6,25 uL de Ajiadir 2 uL de los PRIMERS L
GoTaq HOT STAR Master Mix S A Aiiadir 2 uL de agua ultrapura

Colocar el MIX en los tubos y Colocar los tubos en el termociclador
etiquetarlos




ANEXO E: PROCESO ELECTROFORESIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Colocar 360 ml de agua y 40 ml
de TBE y transferirlo a una
botella

Reactivo y materiales para
preparar TBE y gel de Agarosa

Pesar 0,8 g de agarosa en el
matraz Erlenmeyer

Colocar el intercalante en el gel de
agarosa y colocarlo en la cuba de
electroforesis

Dejar gelificar con las bandas
puestas

Colocar 60 ml de TBE preparado
en el Erlenmeyer junto ala
agarosa y llevarlo al microondas

Sobre papel parafilm 2 uL de Transferir la mezcla a cada
buffer y 2uL del producto de PCR pacillo

.. A | ~ \

Colocar en Ia maquina y luego
revelar el gel en el
transluminador




ANEXO F: GELES REVELADOS EN ELECTROFORESIS CON PRIMERS ITS4Y 5
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ANEXO G: GELES REVELADOS EN ELECTROFORESIS CON PRIMERS TIPO RAPDS
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ANEXO H: CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE Moniliophthora roreri H.C Evans VS

Trichoderma andinense (TAL)

Al: Trichoderma andinanse
P1: Moniliophthora roreri H.C Evans
PAC: Control M.roreri
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ANEXO I: CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE Moniliophthora roreri H.C Evans VS
Trichoderma resei (TR5)

TRS: Trichoderma resei
P1: Moniliophthora roreri H.C Evans
P1C: Control M.roreri







ANEXO J: CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE Moniliophthora roreri H.C Evans VS
Trichoderma breve (TB5)

TB6: Trichoderma breve
P1: Moniliophthora roreri H.C Evans
PAC: Control M.roreri




ANEXO K: CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE Moniliophthora roreri H.C Evans VS
Trichoderma harzianum (TH2)

TH2: Trichoderma harzianum

P1: Moniliophthora roreri H.C Evans
PAC: Control M.roreri







ANEXO L: CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE Moniliophthora roreri H.C Evans VS
Trichoderma harzianum coleccion Orellana (NSHS3T)

NSHS3T: Trichoderma harzianum
: {Coleccion Orellana)
SHST T | P1: Moniliophthora roreri H.C Evans
P1C: Control M.roreri







ANEXO M: CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE Moniliophthora roreri H.C Evans VS

Trichoderma lentiforme (TL3)

TL3: Trichoderma lentiforme
P1: Moniliophthora roreri H.C Evans
PAC: Control M.roreri
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ANEXO N: CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE Moniliophthora roreri H.C Evans VS
Trichoderma longibrachatum (TL4).

TL4: Trichoderma longibrachatum

P1: Moniliophthora roreri H.C Evans
PAC: Control M.roreri







ANEXO O: CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE Moniliophthora roreri H.C Evans VS
Trichoderma sp. (LBSL1T)

LBS1T: Trichoderma sp.
P1: Monifiophthora roreri H.C Evans
P1C: Control M.roreri







ANEXO P: CRECIMIENTO DE LAS CEPAS
Trichoderma sp. (TB7)

T
!

DE Moniliophthora roreri H.C Evans VS

B7: Trichoderma sp.

P1: Moniliophthora roreri H.C Evans
P1C: Control M.roreri







ANEXO Q: PORCENTAJE DE INHIBICION Trichoderma sp. vs Moniliophthora roreri H.C

Evans

CEPA MEDIAS NIVEL DE
SIGNIFICANCIA

C25 46,97 a

Cl1 42,11 ab

C26 41,83 bc

C17 41,78 bcd
C23 41,13 bcde
C16 40,33 bcdef
C10 39,82 bcdef
C6 39,58 cdefg
Ci14 39,36 cdefg
Ci12 38,01 cdefg
C9 37,3 defg
C19 36,52 efgh

C3 35,95 efgh
Ci15 35,54 efghi

ANEXO Q: PORCENTAJE DE INHIBICION Trichoderma sp. vs Moniliophthora roreri H.C

Evans
ESPECIES CEPA MEDIAS NIVEL DE SIGNIFICANCIA
TB6 C26 66,57 A
TL3 Ci11 64,5 AB
TB6 C17 60,43 ABC
NSHS3T C25 59,88 ABCD
TB6 C25 59,26 ABCDE
TL3 C25 59,17 ABCDE
TH2 C25 58,27 ABCDEF
NSHS3T Ci11 57,42 ABCDEFG
TB6 c11 56,99 ABCDEFGH
TL4 C25 56,41 ABCDEFGHI
NSHS3T Cl4 56,08 ABCDEFGHIJ
TR5 C17 55,28 ABCDEFGHIJK
NSHS3T C16 55,13 ABCDEFGHIJK
TH2 C26 54,53 ABCDEFGHIJKL
TL3 C3 54,31 ABCDEFGHIJKLM
TH2 C9 53,59 ABCDEFGHIJKLM
TL3 C10 53,48 ABCDEFGHIJKLM

TL4 C9 53,09 ABCDEFGHIJKLMNO




TB6 C9 52,41 ABCDEFGHIJKLMNOP
TL4 C23 52,35 ABCDEFGHIJKLMNOP
TH2 C3 52,2 ABCDEFGHIJKLMNOP
TL3 C16 51,7 ABCDEFGHIJKLMNOP
TL3 C19 50,42 ABCDEFGHIJKLMNOPQ
TB6 C19 50,2 ABCDEFGHIJKLNOPQR
TL3 Cl4 49,67 ABCDEFGHIJKLMNOPQRS
TH2 c23 49,03 ABCDEFGHIJKLMNOPQRST
TH2 C12 48,97 ABCDEFGHIJKLMNOPQRST
TL4 C10 48,89 ABCDEFGHIJKLMNOPQRST
TH2 cz21 48,72 ABCDEFGHIJKLMNOPQRST
TH2 C6 48,52 ABCDEFGHIJKLMNOPQRST
TH2 C11 48,27 ABCDEFGHIJKLMNOPQRST
TH2 C17 48,25 ABCDEFGHIJKLMNOPQRST
TL3 Cc23 48,13 ABCDEFGHIJKLMNOPQRST
TL3 C17 48,02 ABCDEFGHIJKLMNOPQRST
NSHS3T C10 47,94 ABCDEFGHIJKLMNOPQRST
NSHS3T C6 47,64 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
NSHS3T C19 47,64 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TL3 C6 47,23 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TL4 C26 46,71 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
NSHS3T C17 46,54 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TB6 C6 46,48 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TL3 C26 46,41 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
NSHS3T C15 46,02 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TH2 C14 45,86 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TL3 C8 45,36 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TL4 C16 45,24 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TAl Cl4 45,22 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TRS C6 45,18 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TH2 C19 45,01 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TR5 C25 44,87 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
LBS1T C6 44,75 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
NSHS3T C22 44,53 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TB6 C23 44,45 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TH2 C8 44,4 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TH2 C18 44,32 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TL3 C12 44,28 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TB6 C12 44,25 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
NSHS3T C9 43,92 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TL3 cz21 43,51 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TH2 Cc22 43,06 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
LBS1T Cl1 42,99 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU




NSHS3T C26 42,73 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
LBS1T C23 42,35 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TL4 C20 42,24 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TH2 C24 41,01 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TB6 C10 40,06 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TRS C16 40,06 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TA1 C20 39,85 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TH2 C15 39,72 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
B7 C10 39,63 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TL4 C22 39,45 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TL3 C15 39,44 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TL4 C18 39,34 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TL3 C24 39,09 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
NSHS3T C3 38,87 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TB7 C16 38,47 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TL4 C15 38,38 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TL4 C12 38,35 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TH2 C20 37,91 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TH2 C10 37,86 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TA1 Cc23 37,39 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TL3 C20 37,08 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
LBS1T C16 37,06 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TB7 C15 36,89 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TB6 C16 36,83 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TR5 C12 36,77 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TB6 C8 36,69 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TB7 C14 36,4 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TB7 C26 36,37 ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTU
NSHS3T C18 36,17 BCDEFGHIJKILNOPQRSTU
TB7 C17 36,07 BCDEFGHIJKILNOPQRSTU
TB6 C24 35,92 BCDEFGHIJKILNOPQRSTU
LBS1T C17 35,59 BCDEFGHIJKILNOPQRSTU
TB6 C18 35,41 BCDEFGHIJKILNOPQRSTU
TR5 C15 35,12 BCDEFGHIJKILNOPQRSTU
NSHS3T C20 35,04 BCDEFGHIJKILNOPQRSTU
TAl C10 35,03 BCDEFGHIJKILNOPQRSTU
TB7 C3 35 BCDEFGHIJKILNOPQRSTU
TR5 C18 34,92 BCDEFGHIJKILNOPQRSTU
TRS Cc21 34,61 BCDEFGHIJKILNOPQRSTU
TB7 C25 34,45 BCDEFGHIJKILNOPQRSTU
TA1l C18 34,38 BCDEFGHIJKILNOPQRSTU
TL4 cz21 34,13 CDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TB7 C1 34,05 CDEFGHINJKLMNOPQRSTU




TL3 C22 33,95 CDEFGHIJKLMNOPQRSTU
LBS1T C12 33,87 CDEFGHINKLMNOPQRSTU
TB6 Cl4 33,84 CDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TB7 C8 33,38 CDEFGHIJKLMNOPQRSTU
B7 C23 33,37 CDEFGHINKLMNOPQRSTU
TRS C9 33,37 CDEFGHINKLMNOPQRSTU
TL3 C18 33,05 CDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TR5 C3 32,95 CDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TAl C25 32,9 CDEFGHINKLMNOPQRSTU
TAl C12 32,83 CDEFGHINKLMNOPQRSTU
TAl Cl6 32,71 CDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TB6 C1 32,45 CDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TRS C1 32,41 CDEFGHINKLMNOPQRSTU
TAl C19 32,4 CDEFGHINKLMNOPQRSTU
NSHS3T Cc23 32,34 CDEFGHIJKLMNOPQRSTU
NSHS3T C12 32,19 CDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TB6 C3 31,78 CDEFGHINKLMNOPQRSTU
NSHS3T C24 31,67 CDEFGHINKLMNOPQRSTU
TL4 C1 31,34 CDEFGHINKLMNOPQRSTU
NSHS3T C8 31,16 CDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TB7 C18 31,15 CDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TL4 Cl4 31,06 CDEFGHINKLMNOPQRSTU
TB7 c21 30,8 CDEFGHINKLMNOPQRSTU
TR5 Cc23 30,74 CDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TB6 C15 30,69 CDEFGHIJKLMNOPQRSTU
TB7 C12 30,55 CDEFGHINKLMNOPQRSTU
TH2 C1 30,04 DEFGHIJKLMNOPQRSTU
TAl cz21 29,86 DEFGHIJKLMNOPQRSTU
TR5 C10 29,79 DEFGHIJKLMNOPQRSTU
LBS1T Cl4 29,67 DEFGHIJKLMNOPQRSTU
TAl C9 29,43 EFGHIJKLMNOPQRSTU
TAl C3 29,28 EFGHIJKLMNOPQRSTU
TR5 C11 28,77 FGHIJKLMNOPQRSTU
LBS1T C20 28,71 FGHIJKLMNOPQRSTU
TL3 C1 28,63 FGHIJKLMNOPQRSTU
LBS1T C15 28,48 FGHIIKLMNOPQRSTU
LBS1T cz21 28,48 FGHIJKLMNOPQRSTU
TL4 C11 28,26 FGHIJKLMNOPQRSTU
TB7 C19 28,19 FGHIJKLMNOPQRSTU
TRS C26 28,1 FGHIJKLMNOPQRSTU
TB7 C11 28,04 FGHIJKLMNOPQRSTU
LBS1T C26 28,01 FGHIJKLMNOPQRSTU
LBS1T C18 27,84 GHIJKLMNOPQRSTU




TAl C6 27,58 GHIJKLMNOPQRSTU

TAl C26 27,01 HIJKLMNOPQRSTU
LBS1T C3 26,65 IJKLMNOPQRSTU
TA1 Cc22 26,58 IJKLMNOPQRSTU
TRS Cl4 26,45 IJKLMNOPQRSTU
TAl C24 26,38 IJKLMNOPQRSTU
NSHS3T C1 26,37 IJKLMNOPQRSTU
TL4 C24 26,36 IJKLMNOPQRSTU
TB6 C20 26,24 IJKLMNOPQRSTU
TAl C17 25,81 JKLMNOPQRSTU
TH2 Cl6 25,78 KLMNOPQRSTU
LBS1T C10 25,75 KLMNOPQRSTU
TL4 C19 25,44 KLMNOPQRSTU
TL4 C6 25,44 KLMNOPQRSTU
TA1 C8 25,38 KLMNOPQRSTU
TR5 C20 25,37 KLMNOPQRSTU
TRS C8 25,31 KLMNOPQRSTU
TRS C19 25,24 KLMNOPQRSTU
TL3 C9 25,19 KLMNOPQRSTU
TA1 C15 25,12 KLMNOPQRSTU
NSHS3T cz21 25,04 KLMNOPQRSTU
TL4 C8 24,69 KLMNOPQRSTU
LBS1T C19 24,14 KLMNOPQRSTU
TA1 C11 23,79 LMNOPQRSTU
TB7 C20 23,78 MNOPQRSTU
TB7 C9 23,76 NOPQRSTU
LBS1T C22 23,53 NOPQRSTU
TB7 C6 23,39 NOPQRSTU
TB7 C24 23,03 OPQRSTU
TB7 C22 22,96 OPQRSTU
TB6 C22 22,84 OPQRSTU
TR5 C24 22,75 PQRSTU
TL4 C3 22,54 PQRSTU
LBS1T C8 22,33 PQRSTU
TAl C1 22,3 PQRSTU
LBS1T C9 20,98 QRSTU
TB6 cz21 20,47 QRSTU
TL4 C17 19,99 RSTU
TRS C22 19,63 STU
LBS1T C1 19,17 TU
LBS1T C25 17,53 U

LBS1IT C24 17,53 u
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