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“"Cuando un hombre empieza a
aprender. nunca sabe lo que va a
encontrar. Espera recomipensas que nunca
llegaran. Lo que se aprende no es nunca
lo que uno creia. Y asi tropieza con el
primero de sus enemigos naturales: ;el
miedo! Para superar su miedo el hombre
debe desafiarlo y dar el siguiente paso en
su aprendizaje, y el siguiente y el
siguiente; no debe detenerse, entonces
cmpezara a  sentirse  seguro  de  si.
Aprender no es ya una tarea aterradora.
Cuando llegue ese momento el hombre
habra vencido a su primer enemigo
natural. A cambio del miedo a adquirido
la claridad de mente que le permite
conocer y satisfacer sus deseos; nada esta
oculto.

Asi ha encontrado a su segundo
enemigo: jla claridad! porque dispersa el
miedo pero también ciega. Hace al
hombre no dudar nunca de si; tiene valor
porque tiene claridad. Pero todo es un
error, €s como sl viera algo claro pero
incompleto.

Para derrotar a su segundo
enemige debe desafiar su claridad y
usarla solo para ver, v vendrdi un
momento en que comprenda que su
claridad era sélo un punto en sus ojos.
Sabra entonces que por fin ha alcanzado
el poder; puede hacer con él lo que se le
antoje.

Entonces el hombre habra encontrado a
su tercer enemigo: jel poder! Un hombre en
esta etapa apenas advierte que su tercer
enemigo se cierne sobre ¢él. Y de pronto, sin
saber, habra perdido la batalla. Su enemigo lo
habra transformado en un hombre cruel v
caprichoso.

El hombre tendrd que desafiar a su
tercer enemigo con {oda intencion y darse
cucnta de gue el poder que aparentemente ha
conquistado nunca ha sido suvo en verdad.
Entonces sabra como y cuando usar ese poder.
Asi habra vencido a su tercer enemigo.

Pero el hombre estara para entonces al
final de su travesia por el camino del
conocimiento y, casi sin advertencia, tropezara
con su iltimo enemigo: jla vejez! Este enemigo
es el mas cruel de todos, el unico al que no se
puede vencer por completo. Este es el tiempo
en que el hombre ya no tiene miedo ni una
claridad impaciente, todo su poder esta bajo su
control; pero también tiene un deseo constante
de descansar, si se rinde a este deseo habra
perdido el tltimo asalto y se convertira en una
débil criatura vieja. Pero si el hombre se sacude
el cansancio y vive su destino hasta el final.
pucde entonces ser llamado hombre de
conocimiento, aunque sélo sea por esos
momentos en que logra ahuyentar al dltimo
enemigo, el enemigo invencible. Esos
momentos de claridad, poder y conocimiento
son suficientes.”

“LAS ENSENANZAS DE DON JUAN"

Carlos Castaneda
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CARACTERIZACION, DIVERSIDAD GENETICA Y BUSQUEDA DE MARCADORES
ASOCIADOS A PATOGENICIDAD EN CEPAS SELECTAS DE Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) DE MICHOACAN, MEXICO.

RESUMEN

Se llevd a cabo la caracterizacion morfolégica, bioquimica y molecular de 21 cepas de
Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) provenientes de distintas regiones del Estado de Michoacan,
seleccionadas en base a sus caracteristicas morfolégicas contrastantes. Se estudiaron también las relaciones
de agrupamiento entre los aislamientos monoconidiales, asi como la posibie relacion de marcadores
bioquimicos y moleculares asociados a la patogenicidad de este hongo. Se presenta la descripcion
morfolégica y patogénica de cada una de las cepas bajo estudio en la cual se observa que no hube dos cepas
con caracteristicas iguales. l.as caracteristicas tipicas de C. gloeosporioides son: micelio blanco,
consistencia algodonosa, colonia blanca, crecimiento de micelio al azar e hifas cortas en el borde de
crecimiento. Se observé también que no existe relacién entre la patogenicidad medida como capacidad
invasiva de pulpa de aguacate y la velocidad de crecimiento in vitro, esta Gltima se caracteriza por presentar
cuatro tipos de pendiente (velocidad de crecimiento) cuando se representa como una recta, en general las
cepas con pendiente mayor corresponden a las cepas causantes de manchas superficiales provenientes de la
localidad de Uruapan. El agrupamiento obtenido mediante perfiles isoenzimaticos y mediante RAPD es
similar; el agrupamiento hecho con el total de datos resultd igual al obtenido con los cuatro iniciadores
RAPD. En general se observa que las relaciones de agrupamiento se establecen tanto en base a la localidad
de origen como al sintoma producido por la cepa. La variabilidad genética fue alta cuando se consideraron
caracteres isoenzimaticos y bandas RAPD, pero fue menor cuando se usaron caracteres morfolégicos. El
promedio de bandas RAPD definidas por cada iniciador es muy alto (23.2), al igual que el promedio de
alelos de isoenzimas por locus (2.6). Se encontraron tres alelos de isoenzimas que por ser Unicos son utiles
en ¢l estudio de flujo de genes, ellos son Gdhl-3, Idh2-1 e Idh2-5, ademas de las bandas RAPD OPB06.7,
OPB06.16, OPQ09.14, OPQ09.28, OPQ09.29, OPQ0935, OPQ09.36, OPQ09.37, OPA09.14, OPA09.15,
OPA09.23, OPA09.24 y OPA09.25. Se encontraron también tres alelos con probable asociacion a alta
patogenicidad de C. gloeosporioides: Mdh2-1, Adh2-2 y Acpl-4; y cuatro bandas RAPD: OPB06.11,
OPQ09.12, OPA09.3 Y OPAQO9.7. Ademas hubo dos bandas RAPD asociadas a baja patogenicidad:
OPB06.2 y OPB06.6.



INTRODUCCION

En México el cultivo del aguacate (Persea americana cv. Hass) es muy importante para
la economia nacional debido a que se mantienen en promedio 91,000 hectareas sembradas con
produccién anual promedio de 751,000 toneladas y rendimiento de 8.25 toneladas por hectarea.
Las exportaciones ascienden a 42,775,000 dolares por afo, y se exporta principalmente a
Inglaterra, Francia y Japon (Direccion de Estudios Econémicos Basicos 87-96. Sector
Agropecuario. Consejo Nacional Agropecuario, 1997). La exportacién a Estados Unidos se ha
hecho unicamente en forma de pulpa y guacamolie por tratarse, hasta 1998, de un producto

vetado por ese pais.

El Estado de Michoacan cuenta con el 90% de la superficie nacional sembrada siendo el
iniciador productor en el dmbito mundial; fos municipios mas importantes de la franja aguacatera
del estado son: Periban, Uruapan, Tancitaro, San Juan Nuevo, Tacadmbaro, Ario de Rosales.

Tingiiindin, Zitacuaro, Atapan, Salvador Escalante y Ziracuaretiro.

Uno de los factores mas importantes que limitan la produccidén, abatiéndola hasta un 70%.
es la presencia de enfermedades fungosas, de las cuales la mas importante por el dafio econémico
que causa, €s la antracnosis que se reconoce por diversos sintomas tales como cuarteaduras,
manchas y viruela. El agente causal de esta enfermedad es el hongo ascomiceto Colletotrichun

gloeosporioides.

La antracnosis se presenta en todos los municipios productores y ataca al aguacate desde
la etapa de formacion de frutos hasta su traslado, almacenaje y comercializacion. El agente
causal de esta enfermedad es el hongo Colletotrichum gloeosporioides cuya fase sexual
(teleomorfo) es Glomerella cingulata. El control quimico de este hongo es muy costoso pues se

requiere de un gran nimero de aplicaciones de diferentes fungicidas.




ANTECEDENTES
Importancia del cultivo del aguacate

En México el aguacate se cultiva desde tiempos precoloniales, aprovechandose lo que
actualmente conocemos como aguacate criollo, sin embargo, el mejoramiento genético tiende a
incrementar la produccion al desarrollar variedades mas rendidoras, este es el caso de la variedad de
aguacate llamada “Fuerte” introducida de Estados Unidos y que sustituyd practicamente a todas las

huertas criollas; pesteriormentc (especialiente en Michoacan) fue sustituida por la variedad Hass.

Actualmente la variedad Hass se mantiene como un gran monocultivo ocupando
practicamente toda la superficie cultivada con aguacate en el estado de Michoacan, el cual es el
principal estado productor de este fruto con alrededor del 80% de la produccion nacional y mas de

90,000 hectareas cultivadas (Consejo Nacional Agropecuario, 1997).
Factores limitantes de la produccion

Debido a su condicion de monocultivo en Michoacan, el aguacate enfrenta muchos factores
adversos que limitan su produccién, entre ellos podemos destacar deficiencias en la composicion de
nutrientes del suelo, susceptibilidad al ataque de plagas principalmente del suelo e insectos v
vulnerabilidad a enfermedades virales, bacterianas y fungosas. Entre estas Gltimas la mas importante
por el dafio economico que causa es la antracnosis cuyo agente causal es el hongo ascomiceto

Colletotrichum gloeosporioides.
Caracteristicas y sintomas de la antracnosis

C. gloeosporioides produce una gran cantidad de sintomas diversos cuando infecta la cascara
v la pulpa del aguacate, el mas conocido es la antracnosis cuyos sintomas tipicos son: lesiones
oscuras y hundidas, circulares o elipsoidales con grandes cantidades de esporas formando masas
compactas de color salmén, naranja o rosadas. Otros tipos de sintomas son los definidos por Morales
(1996) quien sefiala que se pueden encontrar cuarteaduras, manchas superficiales, viruela y

combinaciones de ellas tales como antracnosis-cuarteaduras o antracnosis-manchas superficiales.

Los dafios por este hongo se pueden presentar en cualquier estado del desarrollo de la planta

causando caida prematura de frutos o pérdida de calidad comercial en estos, afectando la fotosintesis



y otras funciones fisioldgicas ¢ incluso, pudiendo permanecer como infeccion latente y causar dafios

en postcosecha e incluso durante su vida de anaquel (Bailey y Jeger, 1992).
Distribucién de C. gloeosporioides

La antracnoesis por Cofletotrichum spp es una enfermedad que se caracteriza por su condicion
cosmopolita, encontréndose en todos los continentes, sobre todo en regiones templadas. tropicales v
subtropicales donde ataca a una gran variedad de hospederos tales como cereales, pastos. gramineas.

frutales, hortalizas, etc. {Bailey y Jeger, 1992).

En México se han reportado hongos del género Colletotrichum practicamente en todo el pais.
C. gloeosporioides se ha detectado en todas las regiones productoras de aguacate incluyendo el
centro, norte y sureste del pais, con especial preponderancia en los estados de Michoacan.
Guanajuato y Puebla. En el estado de Michoacan se ha detectado practicamente en todos los
municipios de la franja aguacatera donde produce dafios considerables llegando a abatir la
produccion hasta un 70% en algunas localidades; las zonas de Michoacan mas afectadas son

Tacambaro, Uruapan, Periban y Zitacuaro (Morales y Vidales, 1994).
Taxonomia del género Colletotrichum

La ubicacidn taxonémica de C. gloeosporioides permanece sin esclarecerse del todo debido a
la gran variabilidad morfoldgica, cultural y de patotipos que presenta; por este motivo se han llegado
a establecer hasta once sinénimos del mismo hongo colocandolo incluso en dos géneros diferentes:

Colletotrichum y Gloeosporium (Sutton, 1992).

La identificacion de especies de Colletotrichum se ha basado principalmente en caracteres
morfoldgicos y de crecimiento en varios medios tales como forma y tamafio de conidios. presencia o
ausencia de setas y esclerocios, y forma de haustorios y apresorios. Sin embargo, estos criterios no
han sido lo suficientemente esclarecedores por lo que se intentd recurrir a caracteristicas tales como
la relacién huésped-patogeno y especificidad de hospederos, asi como a fisiologia del crecimiento y

patrones de proteinas solubles (Lenné y Burdon, 1990).

Las caracteristicas morfoldgicas consideradas como descriptoras de la especie (.
gloeosporioides son: conidios en masas de color rosado o salmén cubiertas por una capa

mucilaginosa cuando las colonias no han envejecido, tamafio de los conidios de 12 a 18 pm de largo



por 3.5 a 6.0 um de ancho, color de la colonia variable de blanco grisaceo a gris oscuro, setas

presenles, esclerocios ausentes, apresorios clavados (en forma de maza), ovados y algunas veces

lobulados (Morales, 1996).
Caracterizacién genética y morfoidgica

La caracterizacion genética y morfologica del género Colletotrichum y su teleomorfo
Glomerella cingulata se han estudiado por mucho tiempo; asi, Chilton y Wheeler (1949) describen
como se lleva a cabo la segregacidn y frecuencias de mutacion en cultivos monoascosporicos que
presentan la caracteristica genética plus (las cepas plus se complementan con cepas minus para
reproducirse sexualmente). En 1987, al estudiar G. cingulata y otros ascomicetos filamentosos,
Perkins seftala los modelos de segregaciéon de los genes que causan el que una cepa se comporte
como “plus” o “minus”. Vaillancourt y Hanau en 1991 desarrollaron un método para hacer analisis
genetico de C. graminicola causante de antracnosis en maiz, el cual consiste en inocular el hongo en
camara humeda sobre trozos estenilizados por autoclave de hojas de maiz, de esta manera se obtiene

progenie proveniente de cruzamientos sexuales.

En 1985 Tu report6é una modificacién al medio de Mathur para crecimiento. esporulacion y
germinacion de esporas de C. lindemuthianum, este medio mejorado contiene dextrosa. bactopeptona,

extracto de levadura y bactoagar a pH final de 5.5.

Por otra parte, Tamayo er al. (1995) describieron las diversas razas de C. findemuthianum en
Antioquia, Colombia encontrando once razas diferentes en un apoblacion de 19 aislamientos
monospdricos. Smith (1990) caracterizo morfoldgica, cultural y patogénicamente las especies de
Colletotrichum aisladas de fresa, las que incluyeron C. fragariae, C. gloeosporioides v C. acutatum.
Maas (1983) pudo diferenciar a C. gloeosporioides, C. fragariae, C. coccodes, C. trifolii, C.

dematium, G. cingulata y Gloeosporium spp. con base en la virulencia de cada aislamiento.

Resistencia a antracnosis

Prusky er al. (1983) aislaron un metabolito secundario del aguacate con propiedades
antifungicas y lo caracterizaron como cis l-acetoxy-2 hidroxy-4-oxo-heneicosa-12. 15-dieno. En
frutos inmaduros la alta concentracion de este compuesto evita el desarrollo de C. gloeosporioides,

sin embargo cuando el fruto madura la concentracion de este metabolito decae y puede desarrollarse



ta enfermedad. Este compuesto inhibe el crecimiento del hongo pero contribuye a la latencia de la

enfermedad, debido a que no lo mata.

En un experimento in vitro Prusky et al. (1982) encontraron que el compuesto antiftingico a
concentracion de 790 ug-mL™ inhibié totalmente la germinacion de las esporas y el crecimiento
micelial de C. gloeosporioides. Es relevante sefialar que la cascara de frutos inmaduros de aguacate
Hass tiene concentraciones de hasta 1200 pg/g, sin embargo esta concentracion decrece hasta 113

ug/g cuando el fruto madura.

La induccién de la permanencia de este dieno por cualquier método (bioquimico,
mejoramiento genético o ingenieria genética) podria dar muy buenos resultados en la resistencia del

aguacate a antracnosis, aunque se tendria que estudiar si el fruto asi modificado es comestible.
Caracterizacion bioquimica del género Colletotrichum

Los estudios moleculares de la variacion genética de los hongos son muy importantes ya que
la magnitud de la variabilidad se correlaciona positivamente con la capacidad adaptativa y evolutiva
de cada poblacion, por lo tanto un hongo muy variable desde el punto de vista genético sera también

capaz de adaptarse rapidamente a fungicidas o a cultivares resistentes (Wolfe, 1985).

A pesar de la importancia de la estimacion de la variabilidad genética de los hongos por
medios moleculares, existen pocos trabajos que pongan énfasis en este aspecto. Una de las
herramientas Atiles y practicas es la electroforesis de isoenzimas que se ha usado tnicamente a partir
de 1985 cuando Burdon y Roelfs definieron la manera en que cambian las frecuencias alélicas en
poblaciones de Puccinia graminis cuando se reproducen de manera sexual y asexual encontrando que
las primeras poseen mayor variabilidad. También intentaron correlacionar la variacion de la
virulencia y la varnabilidad isoenzimatica en poblaciones asexuales de P. recondita y P. graminis, y

encontraron asociacion de patrones enzimaticos con genotipos virulentos.

McDonald y McDermott (1993) consideran que los marcadores electroforéticos como las
proteinas o 1soenzimas estiman de manera muy precisa la estructura genética de las poblaciones, sin
embargo, afirman que muchas especies de hongos poseen muy poca variacién isoenzimatica, A pesar
de lo antenior, Morales (1996) logré separar aislamientos de C. gloeosporioides sobre la base de
diferentes sistemas isoenzimaticos, aunque no logré obtener buena resolucion para ninguna de las

deshidrogenasas estudiadas.



Bonde et al. (1991) estudiando aislados de fresa pudieron separar C. fragariae, C. acutatum v
C. gloeosporioides usando coeficientes de similitud entre y dentro de los aislamientos, encontrando
ademas cierto grado de parentesco entre las dos tltimas especies. Por otra parte, Maas (1983) observo
mayor parentesco entre C. coccodes y C. fragariae que con C. gloeosporioides. Lenné y Burdon
{1990) encontraron seis patotipos de C. gloeosporioides asociados a diferentes patrones

1S0eNZimaticos.

En Uromyces appendiculatus, agente causal de la roya del frijol, se estudiaron 55 enzimas y
proteinas por medio de eleciroforesis de almidon para tratar de encontrar marcadores fenotipicos:
trece enzimas resultaron ltiles para este propdésite (Linde er al., 1990), lo cual sugiere que este tipo

de estudios se pueden llevar a cabo en otras especies de hongos fitopatégenos.
Caracterizacién genética molecular

Otra herramienta molecular muy 4til para conocer €l grado de diversidad genética de las
poblaciones es el estudio del ADN de la especie problema mediante diferentes técnicas. Sin
embargo, una limitante ha sido la extraccién del ADN del micelio de los hongos de tal forma que no
esté degradado o contaminado; para ello Raeder y Broda (1985) desarrollaron un método rapido en
los hongos Phanerogochaeta chrysosporium, Aspergillus nidulans y Coprinus cinereus; este método
se basa en la desestabilizacion de las membranas celular y de los organelos mediante el detergente
iénico dodecil sulfato de sodio (SDS). La ventaja de este método es que requiere muy pequenias
cantidades de micelio liofilizado (50 mg). En 1992 Sreenivasaprasad e al. lo modificaron

adicionando un tratamiento con fenol:cloroformo para incrementar la pureza del ADN.

Por otra parte, el desarrollo de la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) que
permite amplificar segmentos especificos o al azar de ADN (Randall er al. 1985) ha sido adaptada
para estudios de marcadores tales como el Polimorfismo de ADN Amplificado al Azar (RAPD)
(Williams er al., 1990). Esta técnica se basa en la amplificacion exponencial por PCR, mediante la
repeticion 35 a 45 veces de ciclos térmicos, de fragmentos de ADN definidos por los sitios de
reconocimiento de iniciadores de 10 bases. La primera temperatura (94°C) es de desnaturalizacidn, es
decir, separacion de las dos cadenas de ADN; la segunda (35°C) es para que el iniciador reconozcea su
sitio complementario en el ADN blanco, y la tercera (72°C) es la fase de sintesis de la cadena

complementaria (Figura 1).
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Figura 1. Amplificacion de fragmentos RAPD mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa. En
el segundo ciclo se omitié el alineamiento a 35°C. En lineas gruesas se observan los fragmentos
definidos por los iniciadores y que seran amplificados en ciclos sucesivos.

Practicamente desde su descubrimiento se ha dudado acerca de la reproducibilidad de los
resultados usando RAPD; asi Hallden e al. (1996) demostraron que en estudios de diversidad
genética la reproducibilidad de los patrones de bandas tiene efectos tan importantes como la
competencia por los sitios homélogos del ADN muestra en la reaccién de amplificacion. Sin
embargo, la utilizacion de técnicas simples puede reducir apreciablemente ese error (Hu y
Quiros, 1991; Stiles er al., 1993). Por otra parte, Skroch y Nienhuis (1995) mencionan que el
impacto de una mala interpretacién de bandas puede ser de hasta el 2% mientras que la minima
reproducibilidad obtenida es del 76%. Kubelik y Szabo (1995), trabajando con el hongo Pucciniu
graminis, encontraron el doble de bandas RAPD usando iniciadores con 80-100% de G+C en

lugar del 60-70% normal; el mismo resultado se obtuvo con ADN de muchos otros hongos.

incluyendo ascomicetos.

Usando las herramientas descritas u otras similares Bailey y Jeger (1992) reportan un
estudio de variacidn genética en C. gloeosporioides aislados de aguacate, papaya, platano vy
mango confirmando que hay alta variacidn entre aislamientos del mismo cultivo y del mismo

pais, sin embargo aislamientos procedentes de diferentes cultives fueron similares, como en e
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caso de dos cepas de papaya que fueron iguales a una de aguacate. Braithwaite en 1990 estudio la
variacién genética de C. gloeosporioides que ataca Stylosanthes spp. usando el Polimorfismo en
la Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLP); Mills et al. {1992) reportaron alta diversidad
en esta especie aislada de aguacate usando patrones de restriccién con las enzimas Hind 1 v
Bam I e hibridados con el plasmido pMY60 usado como sonda. Sreenivasaprasad er al. (1992)
usando RFLP en estudios de ADN ribosomal y mitocondrial de C. acutatum, C. fragariae y C.
gloeosporioides aislados de fresa encontraron que hay una amplia heterogeneidad en C. acutatum
de difcrentes huéspedes y resultados similares fueron obtenidos mediante RAPD; C.

gloeosporioides no presentd variacion entre aislamientos.

Alahakoon er al. (1992) lograron seleccionar una variante genética virulenta en mango
pasandola a través de frutos de tomate. Esta variante y las de campo mostraron diferentes
patrones de bandas de RAPD y RFLP ademas de diferencias morfolégicas en conidios, septos y
nucleos. Por su parte, Udupa et al. (1998) lograron reconocer diversos patotipos del hongo
Ascochyta rabiei, el cual es reconocido por presentar una pobre definicién de su variabilidad
genética, usando 14 marcadores RAPD y una sonda oligonucleétida complementaria a la
secuencia microsatélite (GATA),. Otoya er al. (1995) evaluaron la diversidad genética de C.
lindemuthianum de Colombia usando RAPD y encontraron amplia variabilidad en este hongo

que presenta evolucion divergente entre el norte y sur de Colombia.



JUSTIFICACION

Existen evidencias que indican amplia variacion genética en C. gloeosporioides, tales
como la diversidad de colonias contrastantes en caracteristicas como color, presencia de anillos,
tasa de crecimiento y otros caracteres en cultivo. Otra caracteristica altamente variable es la
susceptibilidad a fungicidas. De manera relevante se observa que este hongo puede producir una
gran diversidad de sintomas, tales como antracnosis, manchas, viruela, cuarteaduras, marchitez
de brotes florales, v otros. Sin embargo los estudios para determinar con certeza el grado de la
variabilidad genética son escasos, enfocandose principalmente al estudio de caracteres
morfologicos y de virulencia. Los estudios a nivel genético que consideren el uso de huellas

genomicas son practicamente inexistentes.

La clasificacion taxondmica en el nivel de género y especie es muy dificil por tratarse de
un taxon muy variable, existiendo hasta la fecha una gran cantidad de sinénimos. Particularmente
C. gloeosporioides presente una gran cantidad de tipos morfoldgicos por lo que requiere estudiar
mas profundamente las relaciones de agrupamiento que indiquen el posible parentesco entre los

diversos tipos

Igualmente importantes es la bisqueda de genes, o marcadores genéticos relacionados
con la patogenicidad ¢ virulencia de los hongos que atacan a los cultivos de importancia
alimenticia. Con este conocimiento seria posible realizar estudios de mutaciones o reproduccion
sexual dirigida entre cepas seleccionadas por sus caracteristicas patogénicas de manera que se

posibilite el estudio de las bases genéticas de esa carcteristica.

También de suma importancia son los estudios enfocados a encontrar la forma en que los
genes de este hongo se mueven dentro y entre las poblaciones ademas de los progenitores a su
descendencia, esto es, el flujo genético horizontal y vertical. Para este tipo de estudios es
condicién indispensable encontrar genes o marcadores de genes cuya presencia o ausencia pueda
ser determinada facilmente en diferentes poblaciones 6 en generaciones filiales sucesivas.
Adicionalmente los marcadores seleccionados pueden ser usados como modelo para estudios

relacionados con evaluacion de riesgos en bioseguridad.
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OBJETIVOS
Los objetivos del presente trabajo fueron los siguientes:

1.- Caracterizar una poblacion de cepas de Colletoirichum gloeosporioides a nivel

morfoldgico, patogénico, bioquimico y genético.

2.- Establecer las relaciones genéticas entre cepas de diferentes localidades del area

productora de aguacate Hass de Michoacan, México.

3.- Encontrar marcadores bioquimicos (isoenzimas) y moleculares (RAPD) asociados a la

patogenicidad de C. gloeosporioides.

4.- Seleccionar isoenzimas o bandas RAPD que puedan usarse como marcadores en

estudios de flujo genético entre cepas de C. gloeosporioides de diferentes localidades.
HIPOTESIS

Las hipétesis a probar en el presente estudio son:

1.- La vanabilidad morfolégica observada indica que es posible la existencia de una

amplia variabilidad genética.

2.- Los patrones de bandas RAPD proporcionan una mejor estimacién de la variabilidad

genética que las 1soenzimas y los caracteres morfoldgicos.

3.- Existe una relacién directa entre los diferentes sintomas y localidad de origen de los

hongos con sus perfiles de 1soenzimas y RAPD.

4.- Es posible establecer la correlacion entre bandas de isoenzimas v RAPD con la
patogenicidad de las cepas para encontrar posibles marcadores asociados a los genes

responsables de esta caracteristica.

5.- Si la variabilidad estimada por isoenzimas y RAPD es amplia puede ser posible
encontrar bandas lnicas o facilmente identificables que sirvan como marcadores para estudios de

flujo genético.
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MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realizo en el Laboratorio de Marcadores Genéticos Moleculares
(LAMAGEM) del Campo Experimental Valle de México (CEVAMEX) del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP) a cargo de la Dra. Susana Azpiroz
Rivero y actualmente del Dr. Héctor Guillén Andrade; v en el Laboratorio 312 de Alimentos y
Biotecnologia de la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Quimica de la

Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), a cargo de la Dra. Amanda Galvez

Mariscal y la Dra. Amelia Farrés Gonzalez-Saravia.

Area de Estudio

La region de estudio se localiza en Michoacan entre las coordenadas 19°-20°° latitud norte
y 101°-102° longitud oeste. El clima predominante es semicalido subhimedo con lluvias en

verano y porcentaje de lluvia invernal menor al 5%. Tancitaro posee un clima templado en su

parte norte; Tacdmbaro presenta una pequefia irea semifria.

Los tipos de suelo predominantes son andosol, luvisol, litosol y regosol distribuidos en

mosaico con predominancia en Uruapan, San Juan Nuevo y Tancitaro de los tres primeros tipos.

En Uruapan y Tacambaro la mayoria de los huertos se presentan entre los 1300 y 1500
msnim, en Tancitaro, Peribdn y San Juan Nuevo la altitud predominante es entre 1500 y 2000

msnm (INEGI, 1985).

Muestreo

Se colectaron 3 frutos de aguacate cultivar Hass por cada una de tres parcelas con los
sintomas representativos producidos por Colletotrichum gloeosporioides: antracnosis tipica,
antracnosis-cuarteaduras, manchas superficiales y viruela. El muestreo se hizo al azar en cada

tipo de sintoma (Cuadro 1).

Los frutos colectados se mantuvieron en una cdmara humeda para transportarse al

laboratorio, donde se hicieron siembras en medios nutritivos por cada tipo de sintoma.
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Cuadro 1. Aislamientos monoconidiales, localidad de origen y sintoma producido.

Monoconidial Localidad Sintoma

45 Uruapan Antracnosis-cuarieaduras
46 Uruapan Manchas superficiales
47 Uruapan Manchas superficiales
43 Uruapan Manchas superficiales
48A Uruapan Manchas superficiales
49 Uruapan Manchas superficiales
50 Uruapan Manchas superficiales
51 Uruapan Manchas superficiales
Ms51 Uruapan Manchas superficiales
52 Uruapan . Manchas superficiales
53D Zirosto Viruela

S53E Zirosto Viruela

54 San Juan Nuevo Antracnosts

55 Tacambaro Antracnosis

56 San Juan Nuevo Antracnosis-cuarteaduras
57 Tacambaro Viruela

58 Periban Antracnosis

59 Tancitaro Manchas superficiales
60 Los Reyes Manchas superficiales
61 Tacambaro Viruela

62 Ziracuaretiro Viruela

Material Biologico

Para obtener el material bioldgico se hicieron siembras por tipo de sintoma en medio de
cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA) al 4% en cajas Petri de 100 milimetros de diametro. A los
dos dias de crecimiento se reaislaron nuevos subcultivos en los diferentes hongos presentes para
obtener aislamientos puros. Cuando estos llenaron la caja y habian esporulado, se hicieron
preparaciones temporales con lactofenol azul para observarse al MICTOSCOpPIO compuesto y

proceder a su identificacion mediante el uso de claves dicotomicas especializadas.

De la manera descrita se obtuvieron aislamientos puros de Colletotrichum
gloeosporioides, de los cuales se seleccionaron los que mostraron caracteristicas diferentes y se
procesaron para obtener aislamientos monoconidiales de la siguiente manera: se sometieron 2 luz
continua durante ocho dias para obtener abundante esporulacién, posteriormente a cada caja se le
agregaron 10 mililitros de agua destilada estéril y la superficie del hongo se removié con una

espatula para liberar los conidios; la suspensién asi obtenida se consideré como suspension
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madre para preparar diluciones sucesivas en proporcién 1:10 y realizar siembras en PDA para
obtener colonias individuales procedentes de un solo conidio. Este resultado se obtuvo al llegar a
una solucion diluida en un factor de 10°. De esta manera se obtuvieron 60 aislamientos
monoconidiales de los cuales se seleccionaron los que mostraron caracteristicas morfologicas

contrastantes. Estos aislamientos fueron usados como material de estudio.

Caracterizacion morfoldgica

Para la caracterizacion morfolégica se hicieron siembras en PDA en incubadora a 28°C,
los caracteres considerados fueron los siguientes (Cuadro 2): color de micelio, color de la
colonia, presencia de anillos radiales, color de anillos, presencia y color de manchas radiales.

consistencia del micelio y color del centro de la colonia donde se colocd el indculo.

Cuadro 2. Caracteres considerados en la caracterizacion de 21 aislamientos de C. gloeosporioides.

CARACTERES MORFOLOGICOS SISTEMAS ENZIMATICOS INICIADORES DECAMEROQOS
Y FISIOLOGICOS

Color de micelio Malato deshidrogenasa OPBO6 (5°-TGCTCTGCCC-3)
Consistencia del micelio Alcohol deshidrogenasa OPQO9 (5°-GGCTAACCGA-3")
Tipo de crecimiento del micelio Glutamato deshidrogenasa OPAOQ9 (5°-GGGTAACGCC-3")
Direccidon de las hifas del borde Catalasa OPV06 (5°-ACGCCCAGGT-3")
Tamario de las hifas del borde Isocitrato deshidrogenasa

Color de colonia al reverso Esterasa

Color del centro de la colonia Fosfatasa acida

Forma de la colonia Transaminasa glutamico oxaloacética

Presencia de anillos concéntricos
Presencia de manchas radiales
Presencia de estrias

Velocidad de crecimiento*

Capacidad invasiva de pulpa*

* Aunque estos caracteres no son estrictamente morfolégicos se incluyeron en este apartado para una mejor manejabilidad
de datos y analisis estadisticos, los cuales resultaron mas completos.
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Se hicieron tres repeticiones y las mediciones se llevaron a cabo cuando cada aislamiento
ltend la caja de cultivo. Adicionalmente se hicicron experimentos de velocidad de crecimiento y
de patogenicidad por separado, ya que estos indicadores son considerados de valor en estudios de

caracterizacion fitopatdlogica.
Caracterizacién patogénica (capacidad invasiva de pulpa)

Los frutos necesarios para este experimento por triplicado se seleccionaron con base a
uniformidad de tamano, madurez fisiologica (tres cuartos de madurez) y contenido de materia

seca (23%); la procedencia de todos los frutos fue la regién de Uruapan.

Para cada repeticion se obtuvieron indculos de las cajas Petri conteniendo medio PDA
con sacabocados de 7mm de didmetro, las rodajas de medio con el hongo obtenidas se insertaron
en tres perforaciones equidistantes practicadas con el mismo sacabocados en un fruto de aguacate

Hass.

Los frutos asi inoculados se mantuvieron en charolas cubiertas con plastico para formar
una camara huimeda mantenida a condiciones ambiente. Después de ocho dias se retiraron de la
camara humeda, se retird la pulpa infectada por cada inéculo, se pesé y se promedié por fruto.
Para su analisis estadistico los pesos promedio se distribuyeron en una escala de 4 categorias: el
tipoltuvo el rangode 1 a3.8 g, el tipo [I de 3.9a6.7 g. el tipo 11l de 6.8 2 9.6 g v el tipo IV de
9.7al125¢g.

Yelocidad de Crecimiento

Este experimento se hizo con tres repeticiones. Para llevarlo a cabo se hicieron siembras
simultineas en cajas Petri con medio PDA de los 21 monoconidiales a temperatura de incubacion
de 28°C y condiciones de oscuridad total. Diariamente se midi6 el dizmetro de la colonia con un
calibrador tipo Vernier con el objetivo de encontrar la tasa diaria de crecimiento en diametro y en
area, asi como el crecimiento acumulado por dia. Las mediciones se detuvieron cuando el
monoconidial con crecimiento mas rapido llend la caja Petri. Esta caracteristica es muy usada en
Fitopatologia para determinar el nimero de variantes presentes en los hongos, ademas de dar una

idea de la capacidad patogénica de los mismos.
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En el analisis de los resultados de este experimento se considerd una escala de tres
categorias de acuerdo al didmetro final alcanzado por cada monoconidial en el tiempo
considerado. Para la velocidad de crecimiento de tipo [ el rango fue de 4.0 a 6.0 mm, el tipo Il de

6.7a9.3mmyel tipo [l de9.4a12.0 mm.
Caracterizacion Bioquimica

Esta caracterizacion se llevé a cabo por medio de la obtencion de perfiles isoenzimaticos
por electroforesis en gel horizontal de almidén al 12%. Las enzimas consideradas fueron las
sigulentes (Cuadro 2): Malato deshidrogenasa (MDH), Alcohol deshidrogenasa (ADH),
Glutamato deshidrogenasa (GDH), Catalasa (CAT), Isocitrato deshidrogenasa (IDH), Esterasa
(EST), Fosfatasa acida (ACP) y Transaminasa glutamico-oxaloacética (GOT) (Morales, 1996).

Obtencion de Micelio

Se sembraron 21 monoconidiales en 200 mL de medio de cultive liquido Papa-Dextrosa.
La preparacion de este medio se hizo hirviendo durante 10 minutos 200 gramos de papas frescas
picadas en 500 mililitros de agua destilada, posteriormente se filtré la solucién obtenida a través
de manta de cielo, se le agregaron 20 gramos de dextrosa y se aforé a 500 mL. Este medio fue
distribuido en porciones de 100 mL en matraces de 250 mL en cada uno de los cuales se
colocaron tres rodajas de 7mm de didmetro de un monoconidial. Los matraces asi sembrados se
mantuvieron a 28°C y con agitacion orbital de 200 revoluciones por minuto. Cuando el micelio
lleno el matraz se filtrd a través de manta de cielo y se exprimié para eliminar la méaxima
cantidad de medio posible. La masa de micelio obtenida se congelé con nitrégeno liquido y se
almacené a —80°C para su posterior liofilizacion, la cual se hizo con el propésito de tener
material deshidratado pero con la estructura celular intacta lo cual mantiene los materiales

celulares (proteinas, ADN, etc.) en condiciones estables.

La liofilizacion de los monoconidiales se realizé a presion de vacio de 10 mBar a
temperatura de -50°C en la liofilizadora Labconco Lyph Lock 4.5. Una vez concluido ¢l proceso
de liofilizacién las muestras se molieron hasta obtener un polvo muy fino en un molino para café

{Moulinex) y se guardaron a -20°C hasta su uso.
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Extraccion de enzimas

Para la extraccion de las isoenzimas se pesaron 20 miligramos de tejido liofilizado en
tubos Eppendorf de 1.5 mL, se le agregaron 200 pl de amortiguador de extraccidon (Montero
1996), v se molieron con un taladro doméstico al cual se le adaptd una punta de teflon a manera
de broca con el fin de descompartamentalizar las células del micelio; este proceso durd 3
segundos, después las muestras se centrifugaron en una microcentrifuiga a 13000xG; del
sobrenadante se obtuvieron 4 alicuotas de 20 ul las cuales se guardaron a —80°C hasta su uso en
el cargado de los geles para el corrimiento electroforético. Todo este proceso se llevo a cabo

manteniendo las muestras en hielo para evitar la desnaturalizacion de las isoenzimas.
Electroforesis de isoenzimas

La preparacion de los geles y las condiciones generales de la electroforesis fueron las
establecidas por Stuber y Goodman (1988). Se prepararon dos tipos de gel. C y D, a
concentracion del 12% de almidon. Los dos tipos de geles difirieron en su formulacién y en el
pH, el cual fue de 6.5 para el gel D y 8.3 para el gel C; cada tipo de gel se uso para revelar
diferentes enzimas de acuerdo a su pH optimo de separacion. La preparacion de los geles se hizo
de la siguiente manera: en un matraz de 1000 mL se puso la cantidad correspondiente de almidon
(42.25 g para el gel Cy 61.75 para el D) y sacarosa (14.15 g para C y 14.25 para D), se le agregé
un 30% del volumen final de amortiguador para gel (350 mL para C y 560 mL para D) v se puso
a agitar en una plancha magnética para formar una suspensién, el resto del amortiguador se
calento hasta ebullicién en un horno de microondas y posteriormente se vertié en la suspensién
de almidon-sacarosa sin dejar de agitar hasta que empezd a gelificar, inmediatamente después el
gel asi obtenido se puso a “cocer” en el homo de microondas hasta obtener una consistencia
cristalina y sin burbujas de aire; posteriormente s¢ le aplicé vacio durante 5 segundos para
uniformizarlo y se procedié a vaciarlo en el portagel que media. El gel se dej6é enfriar durante
una hora y posteriormente se guardoé a temperatura ambiente en una bolsa de plastico cuidando
que quedara perfectamente adherida a la superficie del gel sin que se formaran tuneles de aire o
burbujas. Al dia siguiente el gel se enfrié a 4°C durante una hora para proceder al cargado de las
muestras. Las alicuotas de las muestras se descongelaron y se mantuvieron en hielo, en ellas se

humedecid una tira de papel filtro Whatman del nimero 4 de 11x3 mm, el exceso de muestra se
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le quité por absorcion con otro papel filtro, y se inserté en un corte practicado a 3 cm del extremo
del gel (este corte junto con las tiras de papel corresponden a los pozos de la electroforesis en
acrilamida). Como testigos se colocaron dos tiras humedecidas en alicuotas consistentes de una
mezcla de los extractos de los 21 monoconidiales. El gel asi preparado quedé listo para el
corrimiento. Para ello se colocd en las charolas de electroforesis dentro del refrigerador de 4°C
con el amortiguador de corrimiento con el pH adecuado para cada tipo de gel. El gel D se corrié
a 250V durante 6 horas y el C a 175V durante 5 horas; como indicador de corrimiento se usé una

tira de papel filtro embebida en una solucidn diluida de azul de bromofenol.

Cuadro 3. Sistemas enzimaticos, sustrato, cofactor y colorante usados para la caracterizacion
bioquimica de C. gloeosporivides.

ENZIMA BUFFER (pH) SUSTRATO COFACTOR COLORANTE

Malato 9.1+- Acido DL-Milico B-NAD PMS (Fenazin

deshidrogenasa methosulfato)

Alcohol 8.0 Etanol B-NAD MTT y PMS

deshidrogenasa

Glutamato 8.5 Acido Glutamico NBT (Nitro blue

deshidrogenasa tetrazolio) y PMS

Catalasa Agua destilada Perdxido de Cloruro férrico y
Hidrégeno fermcianuro de

potasio

Isocitrato 8.0 Acido Isocitrico  B-NAD NBT y PMS

deshidrogenasa

Esterasa 6.0 ayp- Ninguno Fast blue RR salt
Naftilacetato

Fosfatasa acida 5.0 Fosfato 4cidode  Cloruro de Fast gamet GBC
naftilo Magnesio salt

Transaminasa 7.4 Acido Fosfato dibasico  Fast blue BB sali

glutamico Cetoglutaricoy  de sodio

oxaloacética Ac. Aspartico

Al termino del corrimiento se procedié al revelado de los geles, para ello se obtuvieron

cortes transversales (rebanadas), 5 para el gel D y 4 para el gel C, las cuales se sumergieron en
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50 mL de solucidn de revelado especifica para cada sistema enzimatico como se muestra en el
Cuadro 3; esta solucion contiene el sustrato de la enzima por revelar, su cofactor y/0 grupo
prostético, asi como los colorantes para detectar el producto final de la reaccion enzimatica; el
tiempo de revelado fue de 16 horas a 36°C y con agitacién orbital constante. con excepeion de la

catalasa que se revelo y fij6 inmediatamente.

Una vez que se observaron bandas de actividad enzimatica nitidas se procedio a la
fijacién del gel, para lo cual se enjuagd perfectamente la rebanada con agua corriente para
eliminar lo mejor posible la solucién de revelado. Después la rebanada se cubrié con una
solucion fijadora de acido acético, metanol y agua en proporéién 1:5:5 (vol:vol:vol). Al cabo de
tres horas se enjuagé perfectamente esta solucion y se sustituyé por una solucion de glicerol al

10% para rehidratar y suavizar la rebanada de gel durante 24 horas.

Después de este procedimiento se llevo a cabo la conservacion final de la rebanada de gel
y para ello se cortaron dos hojas de papel celofan natural y se empaparon en una solucion de
glicerol al 10%, una de ellas se coloco encima de un cristal de medidas un poco menores, encima
del cual se coloco la rebanada de gel sin que quedaran burbujas en la cara que queda en contacto
con el celofan, encima de ella se coloct la otra hoja de celofan sin que quedaran burbujas de aire:
los extremos sobrantes de celofan se doblaron bajo el cristal. El sistema asi formado se cubrio
con papel absorbente para evitar la luz directa y se dejé secar a temperatura ambiente por 48
horas o en incubadora a 36°C durante 4 horas. Una vez que la rebanada de gel se secé se corté el
celofan a 0.5 cm de las orillas del gel y se procedié a su etiquetado. De esta forma el zimograma

(patr»n de bandas de isoenzimas) quedd listo para su analisis.
Caracterizacion genética por RAPD
Obtencién de micelio

Con el fin de obtener grandes cantidades de micelio para la extraccion de ADN (alrededor
de 1 gramo de peso seco), se hicieron siembras 200 mL en medio liquido Papa-Dextrosa
preparado en la forma antes indicada. El micelio se exprimi6, se congeld con nitrdgeno liquido,

se liofilizd y se molié hasta obtener un polvo muy fino.
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Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé con el método de Raeder y Broda (1985) modificado por
Sreenivasaprasad (1992) de la siguiente manera: Se pesaron 100 miligramos de micelio
liofilizado en tubos Eppendorf de 2 mL, se les agregd 1000 pl de amortiguador de extraccion
(200 mM Tris HCl pH 8.5, 250 mM EDTA sal disédica y 0.5% SDS) mas 1 mL de
fenol:cloroformo (7:3 vok:vol) agitando con una punta de pipeta para hacer que todo el polvo de
micelio estuviera en contacto con él; s¢ dejaron los tubos a temperatura ambiente durante 15 min.
v se centrifugaron a 13,000xg durante una hora; la fase acuosa se transfirid a un nuevo tubo
Eppendorf y se le agregaron 30 pl de ribonucleasa A (20 mg'ml™’') y se incubd 15 min. a 37°C:
posteriormente se realizaron dos extracciones organicas agregando 1 mL de fenol:cloroformo y
centrifugando 10 min. a 13000xg; después se agregaron 500 pl de isopropanol para precipitar el
DNA y se dejo estabilizar durante 15 min. a temperatura ambiente; después se centrifugd 5
minutos, se decantd el sobrenadante y se enjuagé la pastilla de ADN con 200 pl de etanol al

70%; finalmente se incubé a 36°C para secarlo y se resuspendio en 200 pl de solucién Tris

EDTA 10 mM pH 8.0.

A partir de la solucién obtenida se preparé una alicuota diluida 1:4 para cuantificar la

concentracion y la pureza de ADN por espectrofotometria de luz ultravioleta. La concentracion

se obtuvo mediante la férmula

L4DN (ng 1 ip))= (002 XFDXs0ng 7 ,11)

donde: DO;e0 = Densidad optica de la solucidon de ADN leida a longitud de onda de 260

nm
FD = Factor de dilucion
50 ng-uL™! = Una unidad de densidad éptica del ADN a 260 nm.

La pureza se midié como la razén de las lecturas a longitudes de onda de 260 y 280 nm
(260/280) donde valores entre 1.8 y 2.0 indican ADN con la pureza suficiente para la reaccion de
PCR, valores menores de 1.8 indican contaminacion por proteinas y valores mayores de 2.0
indican contaminacion por fenol o alguna otra sustancia organica.
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Las soluciones originales de ADN de todos los monoconidiales se estandarizaron a 200
ngul”' y se usaron como soluciones madre para preparar las soluciones de trabajo a

concentracion de 20 ng-uL™.
Amplificacién de fragmentos de ADN

Con las soluciones de trabajo de ADN se procedié a hacer las reacciones de PCR usando
los iniciadores (iniciadores decameros) OPB06, OPQ09, OPA09 y OPV06 de Operon
Technologies Inc.(Estados Unidos; las concentraciones de los reactivos involucrados en las
reacciones de amplificacion por cada 20 pl de reaccion fueron: ADN muestra (40ng), iniciador {1
uM), Taq polimerasa (1 unidad), dNTP’s (200 uM cada uno), MgCl; (2 mM) y buffer 10X

(2ul). La Taq polimerasa usada fue de la compaiiia Gibco.

Para la amplificacion se usé el termociclador Techné PHC 2 enfriado por agua. el
programa de amplificacién estuvo compuesto por un ciclo inicial de desnaturalizacion de 7
minutos a 94°C, 3 ciclos de 94°C 1 min., 36°C por Imin y 72°C por 2min; 36 ciclos de 94°C 10

segundos, 40°C 20 seg. y 72° 2 min.; y un ciclo de extensidn final de 72°C 5 min.

Los productos amplificados se separaron por electroforesis horizontal en gel de agarosa

al 2% a 5V/cm y se revelaron por tincién con bromuro de etidio a 1 pg'ml™ durante una hora.

La documentacién se realizo por fotografia instantanea, previo lavado del gel en agua

corriente, usando una camara instantanea DynaTech con filtro naranja.

Las bandas observadas se codificaron mediante un cddigo binario dando el valorde 1 a la

presencia de una banda dada y 0 a su ausencia.
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Analisis estadistico

En todos los analisis estadisticos de este estudio se considerd un nivel de significancia de
0.05.

Anilisis conjunto

Los datos de todos los experimentos (morfoldgicos, isoenzimas, RAPD, patogénico y
velocidad de crecimicnto) se codificaron en formato binario de presencia/ausencia, incluidos los
caracteres cuantitativos que por su distribuciéon normal fueron categorizados en rangos para
determinar en cual de estos se encontraba la observacién correspondiente a cada monoconidial.
La codificacion se hizo de acuerdo a los lineamientos establecidos por Crisci y Lopez (1983)
quienes recomiendan la formacion de tantas categorias como sea necesario para cubrir la
variedad de datos generados, es decir que una variable dada puede ser dividida en dos o mas
subvariables siempre y cuando las variables consideradas reciban el mismo tratamiento con la

finalidad de no dar mayor peso estadistico a ninguna de ellas.

Con el procedimiento descrito arriba se formé una matriz de ceros Y unos que se
consider6 como la matriz de datos originales que contenia los resultados morfologicos,
isoenziméticos y de bandas RAPD. A partir de esta matriz se calcularon distancias genéticas
mediante el programa de coémputo RAPDI104 (Armstrong et al. 1994). Este paquete fue
desarrollado para el analisis de marcadores genéticos de expresion dominante que se estudian
unicamente por su presencia o ausencia y que se codifican como uno o cero, tales como las
bandas RAPD. En este trabajo se usé para uniformizar los analisis estadisticos ya que los datos
originales estaban en cédigo binario; para ello se considerd que los datos morfoldgicos de todos
los monoconidiales provenian de una sola poblacién hipotética analizada con un iniciador
también hipotético ya que este programa requiere de esos datos para su funcionamiento.
Asimismo se considerd que los datos de isoenzimas correspondian a una poblacién analizada con
distintos iniciadores cada uno de los cuales representaba uno de los sistemas enzimaticos
determinados en este estudio. Con la matriz de datos se hizo un analisis de distancias genéticas
mediante el programa RAPD104 usando el algoritmo de Rogers y Tanimoto (1960) que se basa
en la proporcion de bandas compartidas por dos individuos. A partir de la matriz de distancias

genéticas, la cual muestra el grado de disimilaridad entre todos los pares posibles de
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monoconidiales, se realizo un analisis de agrupamiento que gener6é un dendograma usando el
método Neighbor Join Tree del programa de computo NTSYS desarrollado para andlisis de
taxonomia numérica (Rohlf 1993) con el objetivo de conocer las relaciones de semejanza entre

todos los monoconidiales.

Adicionalmente se caiculd el Indice de Variabilidad Genética (IVG) de Montero et al.
(1998) propuesto originalmente para calcular diversidad genética basandose en marcadores
dominantes, especificamente bandas RAPD y que se basa en la proporcién de individuos que
poseen una banda particular sobre el nimero total de bandas y iniciadores usados. Este indice se
utilizé6 para uniformizar las estimaciones de variabilidad genética dado el tipo de datos

(presencia-ausencia) de la matriz original de datos.
Marcadores asociados a patogenicidad

Con los resultados de patogenicidad (pulpa invadida por micelio) v las bandas RAPD e
isoenzimas obtenidas se hizo un analisis de varianza con atencion especial al tamario del efecto
de cada banda medido por el coeficiente de correlacién (r?). Dado que la patogenicidad del hongo
es un caracter poligénico se esperaba que diferentes bandas presentaran una F significativa y
alta (con valores de 0.2 o mayores), las bandas que cumplen con estas caracteristicas se considera
que tienen un efecto significativo en la patogenicidad en comparacién con otras bandas. El
objetivo de este andlisis fue encontrar bandas RAPD y de isoenzimas asociadas positiva o

negativamente con la capacidad de invasién de la pulpa presentada por C. gloeosporioides.
Analisis morfoldgicos

De la matriz original de datos se usaron Unicamente las columnas correspondientes a los
caracteres morfologicos (variables) con el fin de calcular el Indice de Variabilidad Genética.
tomando en cuenta las consideraciones hechas en el apartado de Analisis Conjunto para el
manejo de este tipo de datos. También se calculd la matriz de distancias genéticas con el
algoritmo de Rogers y Tanimoto (1960) y se hizo un anélisis de agrupamiento con el método

Neighbor Join Tree para obtener un dendograma.

Se llevo a cabo un analisis de correlacion entre todas las variables con el fin de encontrar

aquellas que estuvieran altamente correlacionadas y poder scleccionar las mas adecuadas para un

23



analisis de componentes principales, el cual se hizo para encontrar ¢l peso de cada variable con
respecto a cada uno de ellos, de manera que se puede determinar cual de ellas contribuye en
mayor medida a explicar la variabilidad observada. Estos analisis se hicieron con el paquete

estadistico de computo SAS (SAS Institute, 1988).

El analisis de componentes principales es una técnica de estadistica multidimensional que
permite conocer las relaciones espaciales de las variables medidas asi como la estructura de las
mediciones mismas. lo que facilita la determinacién de la significancia de cada variable con
respecto al total de acuerdo a su varianza, ademas del peso estadistico descriptivo de cada una
basiandose en categorias jerarquizadas de mayor a menor con respecto a la varianza, estas

jerarquias son llamadas “componentes principales”.

Este anélisis se complementd con un analisis de correlacion de Pearson y andlisis de
coeficientes de determinacidn con el objeto de encontrar las variables que poseen la mavor
varianza acumulada y que, por lo tanto, expliquen de manera general la distribucién de la
variabilidad del hongo bajo estudio. De esta forma se encontré la cantidad minima indispensable

de caracteres capaces de describir y caracterizar a C. gloeosporioides

Tambien se llevé a cabo un analisis de correspondencia para comprobar la independencia
de filas y columnas de la matriz de datos y conocer cuantos de los monoconidiales representan la
diversidad de los 21 en estudio, ademas de encontrar las variables que describen una cepa tipica
de (. gloeosporioides, esto se considera como un primer paso para conocer la diversidad del

género Colletotrichum en el estado de Michoacan. Este analisis se hizo con el paquete NTSYS.
Analisis de patogenicidad

El analisis de este experimento se basé en la construccién de una grifica de barras de la
cantidad total de pulpa de frutos de aguacate invadida en el periodo de 8 dias y su comparacion

con las graficas de crecimiento en medio de cultivo PDA.

Velocidad de crecimiento

Su determinacion consistié en la construccion de graficos con los datos provenientes de

las mediciones diarias del diametro de las colonias. Se hicieron graficas de la cantidad de
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crecimiento diario, crecimiento diario acumulado. crecimiento final y area acumulada. De cada
una de ellas se determind la ecuacidn que describe mejor el crecimiento de cada monoconidial

mediante analisis de regresion. Estas ecuaciones son caracteristicas para cada cepa.
Analisis de Isoenzimas

De la matriz original de datos se seleccionaron las columnas correspondientes a las
bandas de isoenzimas las cuales permitieron aplicar diferentes tipos de analisis estadisticos. Se
calculo el Indice de Variabilidad Genética, analisis de varianza, porcentaje de loci polimérficos.
promedio de alelos por locus, nimero total de loci resueltos y nimero total de alelos
encontrados. También se buscaron bandas que pudieran ser itiles en estudios de flujo genético
entre cepas de C. gloeosporiog’des; como bandas itiles para este tipo de estudios se consideraron
aquellas que fueran unicas o de frecuencia muy baja, de buena definicién y reproducibles.Una de
las caracteristicas que hacen ttiles a las isoenzimas es que son marcadores codominantes, por lo

que su seguimiento a través de sucesivas generaciones es facil y rapido.

Con las isoenzimas también se hicieron analisis de coeficientes de determinacion para
seleccionar variables en la misma forma que para los caracteres morfoldgicos, se calculéd también
una matriz de correlacion de Pearson, andlisis de correspondencia, distancias genéticas y de

agrupamiento.
Analisis de RAPD

Con las bandas generadas por las amplificaciones de ADN se hicieron lo< siguientes
analisis: andlisis de varianza por locus para encontrar bandas correlacionadas con la
patogenicidad, Indice de Variabilidad Genética, porcentaje de bandas polimérficas,
determinacion de bandas ftiles para estudios de flujo genético, analisis de coeficientes de
determinacion y seleccién de variables, analisis de correlacién, de correspondencia, distancias

genéticas y de agrupamiento.

Con el objeto de saber qué iniciador describe mejor el agrupamiento de todos los
monoconidiales se hizo un analisis de distancias genética y agrupamiento por cada uno, ademais

del analisis con todos ellos.
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RESULTADOS
Descripcion morfologica de los monoconidiales
Las caracteristicas tipicas morfoldgicas de C. gloeosporioides se muestran en la figura 2.
Monoconidial 45

Cepa de micelio gris claro de consistencia algodonosa y crecimiento al azar (en todas
direcciones). Colonia vista por el reverso de la caja de color blanco, con el centro (lugar donde se
colocd el indeulo inicial) de color gris muy oscuro. El borde de crecimiento es circular con hifas
de tamafio corto que crecen en forma radial; por lo tanto el crecimiento de esta cepa se da en dos
etapas: en la primera ¢l crecimiento es de tipo radial y en una segunda etapa el crecimiento es en
todas direcciones (al azar) para colonizar completamente €l espacio ocupado en la primera etapa.
Esta es una de las cepas que presentan mayor velocidad de crecimiento (tipo II1 en una escala de
3 categorias); también muestra una amplia capacidad de invasién de pulpa (tipo IV en una escala

de 4 categorias).
Monoconidial 46

Cepa con micelio blanco de consistencia algodonosa y crecimiento al azar. El color de la
colonia al reverso es blanca, presenta manchas radiales al madurar y centro blanco. El borde de la
colonia es circular con hifas largas que crecen al azar. Es una de las cepas que presentan menor
velocidad de crecimiento en medio de cultivo (tipo I), sin embargo presenté capacidad de

invasion de pulpa intermedia baja (tipo II).
Monoconidial 47

Cepa con micelio gris claro de consistencia algodonosa y crecimiento al azar pero con
color de la colonia al reverso blanco igual que el centro y con manchas radiales al envejecer. El
borde de la colonia es circular con hifas cortas de crecimiento al azar. Presenta alta velocidad de

crecimiento (tipo 1II), pero capacidad intermedia baja (tipo II) de invasién de pulpa.
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Monoconidiales 48 y 48A

Cepa con micelio blanco de consistencia lanosa y crecimiento en espiral. Colonia blanca
al reverso, de forma circular y con centro gris verdoso claro. Las hifas del borde son cortas v
crecen en direccion inclinada correspondiendo al crecimiento espiral del micelio. Su velocidad

de crecimiento fue alta (tipo IIl) y su capacidad de invasién de pulpa intermedia aita (tipo I1I).
Monoconidial 49

Micelio gris claro de consistencia algodonosa y crecimiento al azar. Colonia blanco
grisaceo al reverso de forma irregular con anillos concéntricos y de centro gris muy oscuro. Las
hifas del borde son cortas y crecen al azar. Tuvo alta velocidad de crecimiento (Tipo III) ¥

capacidad de invasion de pulpa intermedia alta (tipo I1I).
Monoconidial 50

Micelio blanco de consistencia algodonosa y crecimiento al azar. Colonia blanca al
reverso con manchas radiales al envejecer y centro verdoso oscuro. El borde de la colonia es
irregular con hifas cortas que crecen al azar. Su velocidad de crecimiento es intermedia (tipo 1)

y posce baja capacidad de invasion de pulpa (tipo I).
Menoconidial 51

Micelio blanco de consistencia algodonosa y crecimiento al azar. Colonia blanca de
forma irregular con anillos concéntricos y centro gris muy oscuro. Las hifas del borde son cortas
y crecen al azar. Su velocidad de crecimiento es intermedia (tipo I} y baja capacidad de invasion

de pulpa (tipo I).
Monoconidial M5t

Micelio blanco de consistencia algodonosa y crecimiento al azar. Colonia blanca de
forma irregular con anillos concéntricos y centro gris muy oscuro. Las hifas del borde son cortas
y crecen al azar. Su velocidad de crecimiento es intermedia (tipo I) y su capacidad de invasion

de pulpa es muy baja (tipo I).
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Figura2, Caracteristicas tipicas de los monoconidiales de C. gloeosporioides. Se observa

la consistencia de micelio algodonoso (A), granuloso (E) y adsorbido al medio (D). La
presencia de estrias de crecimiento (F). Hifas cortas del borde de crecimiento (C) y largas (B).
Color de colonia blanco (A, B, C, D) y amarillo cremoso (E, F).
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Monoconidial 52

Micelio blanco de consistencia algodonosa y de crecimiento radial. Colonia blanca al
reverso de forma irregular con manchas radiales que aparecen al envejecer y centro gris muy
oscuro, presenta ademas estrias por crecimiento acumulado de micelio. Las hifas del borde son
cortas y crecen de forma radial. Su velocidad de crecimiento es alia (tipo III) al igual que su

capacidad de invasién de pulpa (tipo IV).
Monoconidial 53D

Micelio blanco de consistencia granulosa y crecimiento al azar. Colonia blanca al reverso
de forma irregular con centro verdoso oscuro. Las hifas del borde son cortas y crecen al azar.
Presenta velocidad de crecimiento baja (tipo I) al igual que la capacidad de invasion de pulpa

(tipo 1).
Monoconidial 53E

Micelio blanco de consistencia algodonosa que crece al azar. Colonia blanca al reverso de
forma irregular con centro gris muy oscuro. Las hifas del borde son cortas y crecen al azar.

Presenta una baja velocidad de crecimiento (tipo I) y capacidad de invasion de pulpa media baja
(tipo II).

Monoconidial 54

Micelio blanco de consistencia algodonosa que crece al azar. Colonia de color blanco-
amarilla al reverso, de forma irregular con manchas radiales al envejecer y centro gris verdoso
claro. Las hifas del borde son cortas y crecen al azar. Presenta una baja velocidad de crecimiento

(tipo I) pero capacidad de invasion de pulpa media alta (tipo I1I).

Monoconidial 55

Micelio blanco de consistencia algodonosa muy fina de crecimiento al azar. Colonia
blanca a] reverso de forma irregular con centro blanco. Las hifas del borde son cortas y crecen al
azar. La velocidad de crecimiento es intermedia (tipo II) y su capacidad de invasién de pulpa

media baja (tipo II).

29




Monoconidial 56

Micelio de color blanco cremoso que crece al azar y adsorbido a la superficie del medio
de la caja de cultivo. Colonia de color blanco cremoso al reverso de forma irregular con centro
blanco. Las hifas del borde son cortas y crecen al azar. Presenta velocidad de crecimiento

intermedia (tipo IT) y baja capacidad de invasién de pulpa (tipo I).
Monoconidial 57

Micelio blanco amarillo de consistencia algodonosa que crece de manera radial. Colonia
de color blanco-naranja al reverso de forma circular con anillos concéntricos y centro de color
naranja. Las hifas del borde son cortas y crecen de manera radial, lo cual le da una apariencia
estriada al borde de crecimiento. Presenta velocidad de crecimiento intermedia (tipo 1I) pero

capacidad de invasidn de pulpa media alta (tipo III).
Monoconidial 58

Micelio blanco de consistencia granulosa de crecimiento al azar. Colonia blanca al
reverso de forma circular con centro gris verdoso claro. Las hifas del borde son cortas y crecen al
azar. Presenta velocidad de crecimiento intermedia (tipo II) pero alta capacidad de invasin de

pulpa (tipo IV).
Monoconidial 59

Micelio blanco de consistencia algodonosa y crecimiento al azar. Colonia blanca al
reverso de forma irregular con anillos concéntricos y centro amarillo naranja. Las hifas del borde
son cortas y crecen al azar. Su velocidad de crecimiento es intermedia (tipo II) y su capacidad de

invasion de pulpa es media alta (tipo III).
Monocomidial 60

Micelio blanco de consistencia granulosa y crecimiento al azar. Colonia blanca al reverso
de forma irregular con centro blanco. Las hifas del borde son cortas y crecen al azar. Su

velocidad de crecimiento es baja (tipo I) al igual que su capacidad de invasién de pulpa (1ipo D).
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Monoconidial 61

Micelio blanco de consistencia algodonosa muy fina y crecimiento al azar. Colonia
blanca al reverso de forma irregular con centro de color verdoso oscuro. Las hifas del borde son
cortas y crecen al azar. Su velocidad de crecimiento es alta (tipo III) pero su capacidad de

invasion de pulpa es baja (tipo I).
Monoconidial 62

Micelio gris claro de consistencia algodonosa y crecimiento al azar. Colonia blanca al
reverso de forma circular con anillos concéntricos. El borde de crecimiento es circular con hifas
cortas que crecen al azar. Su velocidad de crecimiento es alta (tipo III), pero su capacidad de

invasion de pulpa es media baja (tipo II).
Caracterizacion morfologica

Los 21 hongos estudiados presentaron caracteristicas morfolégicas diferentes, no hubo un
conjunto de caracteristicas igual en dos monoconidiales. La diversidad morfoldgica es alta, lo

cual se refleja en el valor del IVG (Cuadro 4 de la pagina 43).

Analisis de Correlacion

De la matniz original se seleccionaron las columnas correspondientes a las caracteristicas
morfoldgicas, patogénicas y de velocidad de crecimiento (ver Anexo A, Cuadro 1); con ellas se
hizo el analisis de correlaciéon de Pearson entre todos los caracteres. De aqui se encontraron

diferentes variables altamente correlacionadas (con valores de r* de 0.79 a 1.0).

Los resultados de este analisis muestran que siempre que una cepa presenta color de
micelio blanco cremoso, éste crece adsorbido a la superficie del medio de cultivo y €l color de la
colonia vista por el reverso de la caja es de color blanco cremoso; sin embargo estas
caracteristicas fueron unicas para el monoconidial 56 de la localidad de San Juan Nuevo y que
produce sintomas de antracnosis-cuarteaduras. De igual forma, siempre que el color de micelio
de la cepa es blanco-amarillo el color de la colonia vista por el reverso es de color blanco-naranja
y el centro de la colonia (lugar donde se colocd el indculo) es de color naranja; estas

caracteristicas fueron propias del monoconidial 57 que procede de la localidad de Tacambaro y
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produce el sintoma de viruela. Igualmente, cuando el micelio tiene consistencia lanosa crece en
forma espiral y las hifas del borde crecen de manera inclinada coincidiendo con los brazos de las
espirales del micelio; estas caracteristicas fueron tipicas de las cepas 48 y 48A que proceden de
la localidad de Uruapan y producen manchas superficiales. Cuando el crecimiento del micelio
fue al azar, casi siempre las hifas del borde de crecimiento también crecieron al azar (la tinica
excepcidn fue el monoconidial 45 donde las hifas del borde crecieron de forma radial). Cuando
las hifas del micelio crecieron en forma radial se presentaron estrias en el borde de crecimiento y
las hifas del borde crecieron de forma radial con la unica excepcién del monoconidial 45 el cual

presento hifas del borde con crecimiento radial pero micelio con crecimiento al azar.

En contra de lo que pudiera esperarse la velocidad de crecimiento en medio de cultivo no
se correlaciond con la patogenicidad medida como invasion de pulpa en gramos. Se esperaria que
existiera una relacion directa entre crecimiento y patogenicidad, sin embargo en pocos casos se

presento esta relacion. Este punto se discute en el apartado de patogenicidad.
Componentes principales

De las variables altamente correlacionadas entre si se dejé solo una de ellas v las demas
se eliminaron, se dejaron también todas las variables que no mostraron correlacién con alguna
otra y se procedio a realizar un analisis de componentes principales (ACP) para encontrar la
distribucién de la variabilidad morfologica observada entre las variables definidas por las

categorias de cada componente.

Para que este ACP fuera lo mas completo posible se incluyeron los datos codificados para
la velocidad de crecimiento y patogenicidad. de esta forma estos caracteres tuvieron la misma
probabilidad de ser elegidos en los andlisis de seleccidn de variables que los caracteres

morfolégicos.

Los valores caracteristicos (eigenvalues) de la matriz de covarianza tuvieron valores
descendentes casi de manera proporcional (ver Anexo A, Cuadro 2) ya que el componente
principal 1 (CP1) explicé la variabilidad observada en un 18.45%, el CP2 explicé el 14.5%, el
CP3 explicd el 12%, el CP4 explico el 9.6%, el CP5 y el CP6 explicaron aproximadamente un

7.8% cada uno.
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Los primeros ocho componentes principales presentaron una proporcion acumulada del
81.5%. Este niimero de CP es alto pues en otras especies solo se requieren 4 6 5 (Hair ef al. 1995.
Hamrick y Godt 1990); esta caracteristica es un primer indicador de que la vanabilidad del
hongo es amplia y que dado que la varianza se distribuye en varios componentes no se puede
reducir a pocos de ellos y a las variables que estos definan, esto significa que no hay grupos

definidos de caracteres morfologicos para cada componente.

Los vectores caracteristicos (eigenvectors) (ver Anexo, Cuadro 3) mostraron que para el
CP1 las variables que explican mayormente su proporcién de variabilidad morfolégica medida
son: presencia de color de micelio blanco que representa un -22.6% de este componente,
crecimiento al azar (-29.8%), forma del borde de crecimiento de la colonia (-32.2%), disposicidn
radial de las hifas del borde de crecimiento (22.2%), disposicién al azar de las hifas del borde de
crecimiento (-36.6%), velocidad de crecimiento tipo III (32.8%) y capacidad de invasién de

pulpa tipo I (-26%). Aunque los valores pueden ser negativos para la seleccion de esos caracteres

se considera su valor absoluto.

Para el CP2 las variables de mayor poder explicativo fueron: presencia de anillos
conceéntricos (32.3%), consistencia lanosa del micelio (-25.0%), consistencia algodonosa del
micelio (43.7%), centro de la colonia gris muy oscuro (29.5%), centro de la colonia gris verdoso
claro (-36%), crecimiento del micelio en espiral (-24.9%), y direccion inclinada de las hifas del

borde de crecimiento (-25%).

Para el CP3 las variables mas importantes fueron: color de micelio gris claro (-33.3%),
consistencia algodonosa muy fina del micelio (-24.2%), velocidad de crecimiento tipo III (-

36.9%%), invasion de pulpa tipo Il (-27.7%) e invasién de pulpa tipo 111 (32.6%).

Para el CP4 tnicamente la presencia de manchas radiales (33%) e invasién de pulpa tipo
IV (24.5%) tuvieron valores altos de explicacién de la proporcién de la variabilidad total definida

por este componente,
Coeficientes de determinacion

A partir de la matriz de los vectores caracteristicos se calcularon coeficientes de

correlacion entre las variables y los CP (ver Anexo A, Cuadro 3), posteriormente se calcularon
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los coeficientes de determinacion y a partir de estos la varianza acumulada de cada variable a
través de todos los CP entendiendo que cada caracter tiene un vector caracteristico. Se considero
empiricamente, de acuerdo a los resultados obtenidos, que las variables con varianza acumulada
de valor mayor o igual a 2.0 fueron los que representaban el conjunto minimo de caracteristicas

que describen adecuadamente las cepas de Colletotrichum gloeosporioides.

Las variables seleccionadas fueron: presencia de anillos concéntricos (varianza
acumulada igual a 0.2152), presencia de manchas radiales (0.2055), consistencia algodonosa del
micelio (0.2870), centro gris muy oscuro (0.2057), forma del borde de crecimiento (0.2415),
velocidad de crecimiento tipo II (0.3171), velocidad de crecimiento tipo 111 (0.2438), invasion de

pulpa tipo I (0.2097) € invasién de pulpa tipo 111 (0.2793).

Para futuros estudios de variabilidad morfolégica de C. gloeosporioides se recomienda

incluir y prestar la mayor atencidn a estas nueve variables.
Analisis de correspondencia

Este analists (Anexo A, Cuadro 5) se realizo para comprobar la completa independencia
de filas y columnas de la matriz de datos. También sirvié para determinar cuintos de los
monoconidiales representan la variabilidad de todas las cepas estudiadas. Los resultados
mostraron que los primeros ocho monoconidiales acumulan el 80% de la vanabilidad total, los
primeros once acumulan el 91.77%. Esto significa que en estudios descriptivos de estos
monoconidiales basta estudiar los primeros 8 a 11 de acuerdo al orden hasta aqui manejado, es

decir desde el monoconidial 45 hasta el M51 6 53E.

Adicionalmente este analisis confirmé estadisticamente, por medio del calculo de la
distancia al centroide, que las variables caracteristicas (distancia menor o igual a 1.0) de este
hongo fueron: micelio blanco de consistencia algodonosa, color de colonia blanca, crecimiento

de micelio al azar e hifas del borde de crecimiento cortas que crecen al azar.

Por otra parte las variables mas raras (aquellas con mayor distancia al centroide) fueron:
micelio blanco cremoso, colonia blanco grisacea, colonia blanco cremosa. micelio adsorbido al

medio de cultivo y centro de la colonia de color amarillo-naranja.
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Analisis de Agrupamiento

Con la matriz de datos morfologicos, velocidad de crecimiento y patogenicidad se

calcularon las distancias genéticas entre monoconidiales (Anexo A Cuadro 4), considerando que

s1 se elimina el efecto ambiental mediante condiciones de cultivo controladas las diferencias

observadas se deben a la constitucién genética de cada monoconidial. Se observé que las

distancia mas pequena (0.0) se encontré entre las cepas 48 y 48A las cuales fueron idénticas. La

distancia mas grande (0.487) se encontrd entre S pares: 47/57, 52/56, 53D/57, 57'60 y 57/61.

Estos resultados indican que el monoconidial 57, que participa en 4 parejas, es diferente de todos

los demas, esta diferencia se debe principalmente a que presenta tres caracteristicas tnicas: color

de micelio blanco-amarillo, color de colonia blanco-naranja y centro naranja.

Distancia
(.48 0.36 0.24 0,12 -0.00
L[
2471
I —__
2B
_ —L
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Figura 3. Dendograma de caracteres morfoldgicos de C. gloeosporioides. A la derecha se
observa el niimero de identificacién del monoconidial, y abreviados, localidad y sintoma.
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Con las distancias genéticas se procedié al analisis de agrupamiento que dio origen al
dendograma que se muestra en la Figura 3, en la que se observa que el monoconidial (MC) 57 se
separa completamente del resto a una distancia mayor de 0.36, el MC 52 le sigue a distancia de
aproximadamente 0.36 y los MC 48 y 48A, idénticos entre ellos, a distancia un poco nienor de
0.36. A distancia un poco mayor de 0.24 se forman los grandes grupos I y I, con el grupo 1
formado preponderantemente por monoconidiales de Uruapan. A distancia aproximada de 0.24 el
grupo II se subdivide en los subgrupos 2A y 2B, en el 2A dos de los MC son de Uruapan y en e
2B se observan tres MC que producen viruela, cuatro que producen manchas superficiales y dos

que producen antracnosis.

La distribucién general del dendograma se da en base tanto de la localidad de colecta del

monoconidial como a los sintomas que produce.
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Caracterizacion patogénica y velocidad de crecimiento

La caractenzacidn patogénica determinada como la capacidad de invasion de pulpa de aguacate Hass
medida en gramos se representd por medio de una grafica de barras y se compar6 con la grafica de diametro

total alcanzado por cada monoconidial en medio de cultivo (Figura 4).

En la Figura 4 también se observan las graficas de barras de la cobertura final en milimetros de cada
monoconidial y el peso en gramos de la pulpa invadida (patogenicidad) de cada uno de ellos. Se puede ver que
no hay una correspondencia completa entre ambas caracteristicas; por ejemplo, el MC 62 presenta una de las
mayores coberturas finales pero baja patogenicidad. Unicamente los MC 45, 48 y 52 presentan comportamiento
alto tanto en cobertura como en peso de la pulpa invadida, por su parte el MC 53D tiene valores bajos en ambas
caracteristicas. De lo anterior se desprende que la patogenicidad no tiene que ver con la velocidad de

crecimiento en medio de cultivo, por lo menos no en todos los casos.

Las graficas de crecimiento acumulado diario resultaron ser aproximadamente rectas por lo cual se
hicieron analisis de regresiéon para encontrar las ecuaciones que mejor las describen donde la pendiente
representa la velocidad de crecimiento (Figura 5). En la grafica que contiene todos los monoconidiales se puede
observar la formacion de cuatro grupos por la forma de su curva de crecimiento: el grupo I contienc a los
monocomdiales con mayor pendiente (12.2 a 14) los cuales son 48, 45, 48A y 62; el grupo Il esta formado por
monoconidiales de pendiente media alta (10.6 a 12.1) que son 47, 52, 49 y 61; el grupo III de pendiente media
baja (8.4 a 9.4) agrupa a la mayoria de los monoconidiales que fueron 50, 51, 55, 58, 46, 57, M51 y 56; por
altimo el grupo IV de pendiente baja (4 a 4.6) qued6 formado por los monoconidiales 54, 59, 60, 53E y 53D.

Las graficas de crecimiento medido como é4rea acumulada diaria dieron como resultado curvas
exponenciales en las cuales también se hicieron analisis de regresion para encontrar las ecuaciones
caracteristicas que describen el comportamiento de cada monoconidial (Figura 6). En la grafica donde se
concentran todos tos monoconidiales (Figura 7) se observa la formacién de los cuatro grupos descritos antes con

mayor definicidn,

En la Figura & se observa el crecimiento diario no acumulado en milimetros: aqui se observa que la
mayoria de los monoconidiales presentaron una reduccion en su crecimiento al cuarto dia, lo cual concide con el
inicio de la produccion en masa de conidios, probablemente e crecimiento se inhibe en favor de la produccién

de conidios los cuales al germinar diseminaran al hongo.
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Figura 4. Graficas de barras que muestran el peso invadido final de pulpa a los
ocho dias y el diametro final de crecimiento a los siete dias.
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Figura 5. Graficas de crecimiento acumulado diario de C. gloeosporioides.
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Figura 6. Crecimiento en drea acumulada diaria de C. gloeosporioides.
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Indice de Variabilidad Genética

Con los datos morfoldgicos de patogenicidad y velocidad de crecimiento se calculé el Indice de
Vanabilidad Genética para obtener un valor que describa la variacion genética de C. gloeosporioides
de Michoacén. Este valor (0.2153) se compara con los obtenidos en los otros tipos de caracterizacién
en el Cuadro 4. E1 IVG es un indice que proporciona valores absolutos adimensionales que estiman la
variabilidad genética, de acuerdo a cada tipo de datos, con base a la distribucion entre todos los
monoconidiales de cada uno de los caracteres medidos, por lo tanto esta comparacion es valida a pesar

del onigen diverso de los datos medidos.

El Cuadro 4 refleja que con los caracteres morfoldgicos se estima una magnitud menor de
variabilidad genética que cuando se emplean isoenzimas o RAPD. Por otra parte, con estas dos
técnicas se detecta una magnitud de variabilidad con valores muy cercanos, por lo que pueden ser los
caracteres de eleccion para estudios futuros de variabilidad genética de C. gloeosporioides. Los otros
estimadores son poco precisos y se estudian practicamente s6lo como referencia, como ejemplo se
observa que el Porcentaje de Caracteres Polimérficos no presenta diferencias importantes entre los
diferentes tipos de datos, en cambio el promedio de caracteres por locus posee diferencias demasiado
grandes entre RAPD y los otros tipos de caracteres como para que resulte itil como estimador de

variabilidad genética.

Cuadro 4. Estimadores de variabilidad genética por categorias de datos v total.

IVG  No. Total de Caracteres’ Porcentaje de Caracteres Promedio de
Polimérficos Caracteres por Locus®
Morfolégicos 0.2153 39 61.5 29
Isoenzimas 0.350 44 68.2 2.6
RAPD 0.344 93 71.0 232
Total 0.3031 176 66.9 9.6

1 Para isoenzimas se refiere a alelos. Para RAPD se refiere a bandas.
2 Para RAPD en este analisis se considera cada iniciador como un locus.
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Caracterizacion bioquimica

Mediante los andlisis de electroforesis en gel de almidén se logré buena resolucién en
ocho sistemas enzimaticos cuyos zimogramas tipicos se observan en la Figura 9. Se definieron
17 loci y 44 alelos (Figura 10); se considerd un locus como cada una de las zonas de actividad en
el zimograma de cada enzima y un alelo como cada una de las bandas de actividad enzimatica

detectadas en cada locus. El promedio de alelos por locus fue de 2.6.

De las ocho enzimas detectadas cuatro fueron deshidrogenasas (Malato deshidrogenasa,
Glutamato deshidrogenasa, Alcohol deshidrogenasa e Isocitrato deshidrogenasa) las cuales, de

acuerdo a Morales (1996), se consideraban de dificil resolucién para C. gloeosporioides.

La enzima Isocitrato deshidrogenasa presento un patrén de dos bandas asociadas a cada
alelo, las demas presentaron una banda por cada alelo. En el Cuadro 1 del Anexo B se muestran

los alelos presentes por cada monoconidial.

Anahisis de correlacidon

De la matriz original de datos se seleccionaron las columnas pertenecientes a las bandas
definidas por las isoenzimas, con ellas se llevo a cabo un analisis de correlacién de Pearson con
el proposito de encontrar las bandas que tuvieran mayor correlacion. Se consideraron como

bandas altamente correlacionadas aquellas que presentaran valores mayores o iguales a 0.7.

Los resultados muestran que existe alta correlacién entre las bandas Mdhl-1, Estl-3.
Est3-2 y GGdhl-1. Mdh1-2 se correlaciona con Mdh2-2; Mdh3-1 se correlaciona positivamente
con Cat2-2 y negativamente con Idh1-1; Adh2-2 tiene correlacion completa con Idh2-2; idh2-4
se correlaciona completamente con Acpl-2; Est3-3 se correlaciona negativamente con Est4-1 y

positivamente con Acp2-3, finalmente, Acp2-1 se correlaciona con Acp2-2.

De las variables altamente correlacionadas entre si se seleccioné sélo una de ellas y se

eliminaron las demas para proceder a un analisis de componentes principales.
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Componentes principales

El analisis de componentes principales (ACP) tuvo el objetivo de encontrar las variables

mas representativas de la variabilidad 1soenzimatica observada de acuerdo a cada componente.

Los valores caracteristicos (eigenvalues) (ver Anexo B, Cuadro 2) tuvieron dos
comportamientos: el valor caracteristico de los dos primeros CP fue alio con proporcion de
22.95% y 15.44% respectivamente, los siguientes seis tuvieron valores bajos (9.74%, 8.49%.
7.6%, 6.76%, 4.98% y 3.98%).

Los primeros ocho componentes principales presentaron una proporciéon acumulada de
79.8%. Dado que este niimero de componentes es alto se puede concluir, al igual que para el
analisis de componentes principales de los datos morfologicos, que la varianza al interior de cada
componente s pequefia y que mas bien se distribuyen en varios de ellos, lo cual significa que
hay muchas variables que son importantes en la descripcion de la variabilidad de este hongo. Por
lo tanto se puede afirmar que C. gloeosporioides presenta una gran diversidad de formas con

respecto a las isoenzimas que posee.

Los vectores caracteristicos {cigenvectors) (ver Anexo B, Cuadro 3) mostraron que para
el CP1 las bandas mas importantes por su porcentaje de variabilidad explicada fueron: Mdh1-1
con un valor de 0.26935, Mdh2-1 (-0.2451), Adhl-1 (-0.2758), Gdhl-1 (0.2031), Idh2-2 (0.3417),
Est1-2 (0.2128), Esti-3 (0.2843), Est3-2 (0.2119), y Got1-2 (0.2128).

Para el CP2 las variables mas importantes fueron: Mdh3-1 (-0.3966), Mdh3-2 (0.2490).
Cat2-2 (-0.2458), Idh1-1 (0.2937), Est1-4 (-0.2082), Est4-1 (-0.2237), Acp2-1 (-0.3405) y Got -
2 (-0.2514).

Para el CP3 las variables mas importantes fueron: Gdhl-2 (0.3809), Esti-1 (0.3627),
Est2-2 (0.2618), Est3-3 (0.2164) y Got1-2 (0.2106).

Para el CP4 las bandas mds importantes fueron: Mdh1-2 (-0.2030), Mdh2-2 (-0.2030),
Catl-1 (0.3017), Acpl-1(-0.2048) y Acpl-4 (-0.2161).

Para el CP5 las variables mas importantes fueron: Adh2-1 (0.2096), 1dh2-4 (-0.2094),
Est2-1 (0.2984) y Acpl-2 {(-0.2094).
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Figura 9. Zimogramas tipicos de Colletotrichum gloeosporioides. a) Malato deshidrogenasa,
b) Esterasa y c) Transaminasa glutimico oxaloacetica. T = testigo, Mdh2-1 = alelo asociado a
alta patogenicidad.
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Figura 10. Perfil de alelos de isoenzimas presentes en los aislamientos monoconidiales
de C. gloeosporioides. Los marcados con blanco probablemente estan relacionados con alta
patogenicidad

Coeficientes de determinacion

A partir de la matriz de los vectores caracteristicos se hizo un analisis de coeficientes de
determinacion y varianza acumulada para encontrar el conjunto minimo de bandas de isoenzimas que
describen mejor la variabilidad la vanabilidad isoenzimatica total observada. Se consideré que las
variables mas importantes eran aquellas que poseian un valor acumulado de la varianza a través de todos

los CP mayor o igual a .2 (ver Anexo B, Cuadro 3).

Las bandas seleccionadas fueron: Mdh2-1, Mdh3-2, Mdh3-3, Adhl-1, Adh2-1, Cat2-1, Idh1-1.
Estl-4, Estd4-1, Acpl-3 y Gotl-1. Estas bandas son las recomendadas cuando se hagan estudios

descriptivos de C. gloeosporioides de Michoacan.
Analisis de correspondencia

Con este analisis se confirmé la completa independencia entre filas y columnas de la matriz de

datos (ver Anexo B, Cuadro 5). También se encontraron los valores mas comunes de las variables de
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gloeosporioides, los cuales describen un perfil isoenzimatico tipico del hongo bajo estudio. estas bandas
fueron aquellas que presentan la distancia mas corta al centroide: Mdh3-2, Idh1-1, Idh2-3, Est1-4, Est2-1.
Est4-1 y Acpl-3. Por otra parte, las variables mas raras (las que tienen mayor distancia con respecto al

centroide) fueron: Idh1-2, Idh2-1, Estl-1, Acpl-1 y Acp2-1.

Los valores caracteristicos acumulados mostraron que los primeros ocho monoconidiales
representan el 78.98% de la vanabilidad isoenzimatica total, mientras que con los primeros 12 se explica
el 91%. Es decir, que en estudios descriptivos bastaria estudiar estas cepas (desde la 45 hasta la 51 ¢ 53E)

para representar la variabilidad de toda la coleccion.
Andlisis de Agrupamiento

Con la matriz de datos de isoenzimas se llevé a cabo el andlisis de distancias genéticas (ver
Anexo B, Cuadro 4), el cual dio como resultado que la menor distancia se encontré entre los MC 48 y
48A, situacion igual a la del andlisis morfolégico. La distancia méds grande (0.0 de identidad) se encontrd
en cuatro pares diferentes: 48/56, 48A/56. 50/56 y 53D/56; es notorio que en las cuatro parejas uno de los
integrantes es ¢l monoconidial 56, lo cual indica que este es el que mas se separa, lo que significa que su
perfil isoenzimatico es diferente a todos los demas. Esto contrasta con el analisis morfolégico donde el

MC 57 fue el que mas se separd.

A partir de la matriz de distancias genéticas se procedié a la construccién de un dendograma
mediante el analisis de agrupamiento. En la Figura 11 se observa que el MC 56 se separa completamente
de los demas, los cuales forman dos grandes grupos, en el primero de ellos se observa una gran
preponderancia de los MC de Uruapan y en el segundo se encuentran cuatro de los cinco MC que

producen viruela formando parejas.

En general se puede decir que al igual que en los analisis morfolégicos el agrupamiento se da con

base en la localidad de colecta y a los sintomas producidos.
Indice de Variabilidad Genética (IVG)

Con los datos de isoenzimas se calcularon Indices de Variabilidad Genética por sistema
enzimatico (Cuadro 5) y promedio (Cuadro 4). Se encontrd que ¢l sistema que mayor variabilidad detecta
es Alcohol deshidrogenasa (0.5634) a pesar de que s6lo tiene 2 loci y 3 alelos debido a que estos son
altamente variables. El sistema que menos variabilidad detecta es Glutamato deshidrogenasa (0.1543) que

presenta tres alelos pero de baja frecuencia.
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Cuadro 5. Indice de variabilidad genética por sistema enzimatico e iniciador.

ENZIMA IVG
Alcohol deshidrogenasa 0.5634
Catalasa 0.3535
Esterasa 0.2798
Fosfatasa acida (.2545
Glutamato deshidrogenasa 0.1543
Isocitrato deshidrogenasa 0.2357
Malato deshidrogenasa 0.4566
Transaminasa glutamico oxaloacética 0.5022
INICIADOR
OPBO6 0.3358
OPQO9 0.2313
OPA09 0.4119
OPV06 0.1053
Distancia
1.00 0.75 0.50 0.25 C.00
‘ ' 45 U-AC
47 U-MS
S 48 uUMSs
48A U-MS
46 UMS
f 43 U-MS
L 51 U-MS
— 52 UMS
l 5 TAC-A
58 P-A
M91 U-MsS
L 57 TAC-V
50 uU-MS
— ! 530 ZIROS-v
83F ZIROS-v
[ 54 SIN-A
60 LR-MS
h9 TAN-MS
| 61 TAC-v
672 ZIRA-V
56 SIN-AC

Figura 11. Dendograma de caracteres isoenziméticos de C. gloeosporioides. A la derecha se
observan el numero de identificacién de cada monoconidial y, abreviados, la localidad y el sintoma
que producen.

50




El Indice de Variabilidad Genética Promedio fue de 0.3500 (Cuadro 4) valor
notoriamente mas alto que el obtenido con los datos morfolégicos. Esto significa que las

isoenzimas son mejores descriptores de la variabilidad genética de C. gloeosporioides.

Adicionalmente se calcularon el porcentaje de loci polimérficos (PLP) y Nimero
Promedio de Alelos por Locus (Cuadro 4). El PLP tuvo un valor alto (76.3%) lo cual proporciona

una estimacién de la amplia variabilidad genética exhibida por este hongo.
Marcadores para estudios de flujo genético

Los marcadores para estudios de flujo genético deben ser bandas de isoenzimas de facil
resolucion e interpretacion, que la posibilidad de confundirlas con otras sea muy baja y que
puedan determinarse faciimente los estados homocigoto y heterocigoto. Dado que las enzimas se
comportan como marcadores codominantes se puede considerar como un buen marcador aquel
alelo que presente baja frecuencia entre todos los monoconidiales o, de ser posible, que sea una
banda Gnica, esto permitiria hacer cruzamientos dirigidos o disefiar experimentos de intercambio

de genes y poder analizar la presencia de esta banda en la progenie con alio grado de seguridad.

Se encontraron tres bandas Unicas que pudieran funcionar como marcadores (Gdhl-3,
1dh2-1 e Idh2-5), sin embargo estas enzimas requieren mucho cuidado para su resolucién y si
existe alguna leve diferencia entre corrimientos, por pequefia que sea, se pueden obtener
diferencias de resolucién, lo cual lleva a confusiones en la identificacion de estos marcadores.
Por lo tanto se recomienda un gran cuidado y una estandarizacién exhaustiva de las condiciones

experimentales para lograr la reproducibilidad y la correcta identificacion de dichas bandas.

Marcadores asociados a patogenicidad

Mediante analisis de varianza entre cada alelo y los datos de patogenicidad (pulpa
invadida en gramos) fue posible determinar cuales alelos tienen efectos estadisticos significativos
en este caracter, ademas se considerd el coeficiente de correlacion (r?) para determinar el tamafio

del efecto de cada alelo.

Los alelos seleccionados fueron aquellos que tuvieron una F significativa y valor de 1

alto y que ademas se presentaran en monoconidiales de patogenicidad alta o baja sin ningyn tipo
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de duda. Se esperaba que fuera mas de un alelo involucrado en este caricter ya que la

patogenicidad es una caracteristica poligénica.

Los marcadores (Cuadro 6) que mostraron asociacién con la patogenicidad fueron Mdh2-

1, Adh2-1 y Acpl-4 presentes en cepas de alta patogenicidad.

Los resultados indican que podria existir un efecto aditivo entre estos marcadores pues el
MC 46 presenta solamente el alelo Mdh2-1 y la pulpa invadida fue de 8.18 gramos, el MC 45
presenta los alelos Mdh2-1 y Acpl-4 y su pulpa invadida es de 11.31 gramos, el MC 58 fue el de

mayor patogenicidad (14.33 gramos) y presenta los tres alelos.

Cuadro 6. Presencia por monoconidial de los loci RAPD y alelos de isoenzimas

asociados con la patogenicidad medida como peso de pulpa de aguacate Hass en gramos.

OPB06.2 OPB06.6 OPB06.11 OPQQ9.12 OPA09.3 OPA09.7 Mdh2.1 Adh2-l Acpl-d P;i?ph
45 A A A A 11.31
46 A A A A 8.18
47 A A A 4.71
48 A A 7.24
49 A A A 9.63
50 A 4.00
51 A A A A 6.88
M31 A A 5.50
52 A A A A A A 12.41
53D B B 1.53
53E B B 4.97
54 A 10,43
55 A A A A 8.28
56 2.82
57 A A A 9.66
58 A A A A A A 14,33
59 10.01
60 B B 5.32
61 3.99
62 7.28

B = Bandas asociadas a baja patogenicidad.
A = Bandas asoctadas a alta patogenicidad.
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Caracterizacion por RAPD

Para este anilisis se considerd cada banda definida por cada iniciador como un locus. Los
cuatro iniciadores estudiados dieron por resultado la definicién de 93 bandas, el iniciador
OPBO6 tuvo 18 bandas, el OPQO09, 38; el OPA09, 25 y el OPV06, 12. Un ejemplo de los

productos de amplificacién de cada iniciador se ve en la Figura (12).
Analisis de correlaciéon

De la matnz original de datos se seleccionaron las columnas correspondientes a las
bandas definidas por cada uno de los cuatro iniciadors usados, con ellas se hizo un analisis de
compeonentes principales y posteriormente un anélisis de correlacién. En este caso se procedio asi

para simplificar el analisis debido al gran nimero de bandas RAPD obtenidas (93).

Para el analisis de correlacién se consideraron iinicamente las bandas que tuvieron valores
altos de 1’ con el fin de conocer las relaciones entre los posibles marcadores genéticos asociados

a patogenicidad.

Los resultados mostraron correlacion completa entre los loci OPQ09.1, OPQ09.2,
OPQO09.3, OPQ09.4, OPQ09.8 y OPQ09.9. Lo anterior nos indica que estos fragmentos de ADN
pudieran formar parte de un grupo de ligamiento, de ahi la correlacién con valor de 1.0 entre
todas ellas. Ademas de este grupo, el Unico par de bandas en los que hubo alta correlacién (con

valor de 0.8416) fue entre los loci 2 y 6, ambos definidos por el iniciador OPBQ6.
Componentes principales

El anélisis de componentes principales se hizo para encontrar los loci que mas aportan a

la vanabilidad genética total de acuerdo a las categorias definidas por cada componente.

La matriz de valores caracteristicos (eigenvalues) mostré una distribucion escalonada de
los componentes principales ya que el CP1 representa un 19.4% de la variabilidad total, ¢l CP?2

representa el 16.3%, el CP3 el 11.3%, el CP4 el 8.2%, y el CP5 el 6.7%.

53



0PQ09.12

L59
Le63

Figura 12. Productos de amplificacion caracteristicos C. gloeosporioides. A} Iniciador OPBOG6, B)
OPQO09, C) OPAD9 y D)YOPV(6. La explicacion de los loci sefialados se da en la seccidn de marcadores
RAPD asociados a patogenicidad (Pagina 57). El marcador de peso molecular es $X174/Haelll.
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Con los primeros siete componentes principales se obtiene un 73.6% de la variabilidad
total y con los primeros 11 un 8.9%. Esto, al igual que en los analisis anteriores demuestra lz

amplia variabilidad exhibida por C. gloeosporioides.

La matriz de vectores caracteristicos mostrd que para el CP1 los loci que mas aportaron a
la variabilidad explicada por ese componente fueron: locus OPQ09.1 (y los loci correlacionados
con éste), el locus OPQO09.8 (correlacionado con el locus OPQ09.9), el locus OPBO6.13 v e.
focus OPQ09.10. Para el CP2 los loci mas importantes fueron: el OPBO6.12, OPQ09.5.
OPQ09.16, OPQ09.23, OPQ09.26, y OPQ09.34. Para el CP3 los loci mas importantes fueron:
OPBO6.1, OPB0O6.3, OPB06.4, OPB06.8, OPBO6.16 y OPBQO6.17. Para el CP4 fueron:
OPQ09.18, OPQ09.19, OPQ09.30 y OPQ09.40. Para el CP5 fueron: OPB06.10, OPQ09.14.
0OPQ09.25, OPQ09.28 y OPQ09.29. Todos los loci indicados tuvieron un valor absolute mayor o
igual a 0.20.

Coeficientes de determinacién

El analisis de coeficientes de determinacion y varianza acumulada se hizo con el objeto
de encontrar el conjunto minimo de loci que mejor describe la variabilidad total observada, es
decir, aquellos loci que tengan el valor mas alto de varianza acumulada a través de todos los

componentes principales. Se consideraron las variables con varianza acumulada mayor o igual a
0.3.

Los loci seleccionados fueron: OPBQ6.3, OPB06.8, OPB06.10, OPBO6.11, OPQ09.14.
0OPQ09.18, OPQ09.23, OPQ09.30, OPQ09.31, OPQ09.33, OPQ09.35, 0OPQ09.36, OPQ09.3".
OPA09.6, OPA09.14, OPA09.15, OPA09.18, OPA09.20, OPA09.23, y OPV06.5. Estos son los

loci recomendados para estudios descriptivos o de caracterizacién de C. gloeosporioides.

Analisis de correspondencia

Este analisis se hizo para confirmar la independencia de filas y columnas de la matriz de
datos de bandas RAPD. Se us6 también para encontrar los loci caracteristicos de este hongo, es
decir los que son mas comunes, para ello se seleccionaron las bandas que presentaron menor
distancia al centroide (menor o igual a 2.0), estos loci fueron: QPBO6.1 1, OPBO6.13.
OPBO6.14, OPBO6.15, OPQ09.7, OPQ09.12, OPQ09.18, OPQ09.19, OPQ09.24 y OPA09.11.
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Por otra parte los loci mas raros (los de frecuencia mas baja y de distancia al centroide mayor o
igual a 12.0) fueron: OPB0O6.7, OPB06.16, OPQ09.14, OPQ09.28. OPQ09.33, OPQ09.35.
OPQ09.36 y OPQ09.37.

Los valores caracteristicos acumulados mostraron que los primeros ocho monoconidiales
(MC) representan el 70% de la variabilidad total de la coleccién mientras que los primeros trece
representan ¢l 89%. Estos resultados concuerdan con los encontrados mediante los analisis de

caracteres morfoldgicos y de isoenzimas.
Analisis de agrupamiento

A partir de la matriz de datos de los loci definidos por RAPD se calculd un matriz de
distancias genéticas que mostré que la menor distancia genética se encuentra entre los
monoconidiales 61 (de la localidad de Tacambaro y causante de viruela) y 62 (de Ia localidad de
Ziracuaretiro y causante de viruela), y la distancia mas grande entre los monoconidiales 46 (de la
localidad de Uruapan y causante de manchas superficiales) y 47 (de la localidad de Uruapan vy

causante de manchas superficiales).

A partir de la matriz de distancias genéticas se hizo un andlisis de agrupamiento que dio
como resultado el dendograma de la Figura 13. Aqui puede observarse que la distribucion
general muestra agrupamientos por localidad ya que el grupo I contiene sicte de los
monoconidiales procedentes de Uruapan, aungue uno de ellos es causante del sintoma
antracnosis-cuarteaduras. En el grupo II hay tres monoconidiales procedentes de Uruapan y
causantes de manchas superficiales, pero se ve que los monoconidiales de Zirosto causantes de
viruela se agrupan estrechamente, asimismo los monoconidiales procedentes de Tacambaro y

Periban que causan Antracnosis se unen estrechamente en el subgrupo 1.2.

Es notorioc que en el subgrupo 1.1 se encuentran todos los monoconidiales que
presentaron resolucion para pocas bandas RAPD mientras que los demés grupos y subgrupos

presentan una cantidad apreciablemente mayor de bandas.

La distribucién de este dendograma se da con base en ¢l nimero de bandas presentadas
por cada monoconidial y, como en el caso de los analisis morfolégicos y de isoenzimas (aunque

no tan bien definidos), en la localidad y sintomas producidos.
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Figura 13. Dendograma basado en loci RAPD de C. gloeosporioides. A la derecha se observan
el nimero de identificacién de cada monoconidial y, abreviados, la localidad y sintoma que
producen.

Indice de vaniabilidad genética

Se caleulo el Indice de Variabilidad Genética (IVG) para las bandas definidas por cada
iniciador y el promedio (Cuadro 5). Se encontré que el iniciador que presenta mayor valor de
IVG fue el OPA0Y (0.4119) y el menor (a pesar de producir el mayor mimero de bandas) fue el
OPQO09 (0.2313). El valor promedio de IVG para la coleccion completa fue de 0.3437, valor
aproximadamente igual al encontrado mediante los analisis isoenzimaticos. Esto nos indica que
ambos sistemas funcionan igualmente bien para la deteccién y descripcion de la variabilidad

genética de C. gloeosporioides.
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Marcadores para estudios de flujo genético

Debido a que los marcadores RAPD se comportan como dominantes se debe hacer la
consideracion de que la seleccion de estas bandas para estudios de flujo genético esta
condicionada a que sean secuenciadas para convertirlas en sondas y usarse para deteccion de
regiones homoélogas de ADN por medio de la técnica de SCAR (Region Amplificada de
Secuencia Conocida), de esta forma se obtendrian marcadores codominantes a los que se podra

dar seguimiento seguro y confiable en la progenie.

Las bandas seleccionadas son las que se presentan de forma tnica en algiin monoconidial.
En este estudio esas bandas fueron: OPB06.7, OPBO6.16, OPQ09.14, OPQ09.28. OPQ(9.29,
OPQ09.35, OPQ09.36, OPQ09.37, OPA(09.14, OPA09.15, OPA09.23, OPA09.24 v OPA09.25.
los monoconidiales que poseen esas bandas pueden ser usados para realizar cruzamientos
dirigidos o de intercambio de genes y su progenie puede ser analizada mediante la determinacion

de la presencia o ausencia de estas bandas ya convertidas a SCAR.
Marcadores asociados a patogenicidad

Mediante analisis de varianza entre cada locus RAPD y los datos de invasion de pulpa se
determino qué bandas estan asociadas con la patogenicidad de C. gloeosporioides (Cuadro 6).

Las consideraciones fueron las mismas que para el analisis isoenzimatico.

Los loci que se asocian a la patogenicidad por su F significativa y valor alto de r* son: loci
OPB06.2 y OPB06.6 asociados a patogenicidad baja exhibida por los MC 53D, 53E y 60; loci
OPB06.11, OPQ09.12, OPA09.3 y OPA09.7 asociados a alta patogenicidad (Cuadro 6); todos los
monoconidiales que poseen estas bandas presentan alia patogenicidad, con la tinica excepcion del

47.
Analisis Conjunto

A partir de la matriz original de datos se realiz6 un analisis de distancias genéticas con el
fin de encontrar los monoconidiales mas semejantes y los mas diferentes sobre la base de todas

las caracteristicas estudiadas. Esta matriz de distancias genéticas ademas sirvio para realizar un
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analisis de agrupamiento y construir un dendograma que represente las relaciones totales de los

monoconidiales (Figura.14).

Los resultados muestran que la distancia més pequeiia se dio entre los monoconidiales 61

y 62 y la distancia mas grande entre los MC 48 y 50.

El dendograma muestra un agrupamiento con base en las localidades de colecta y a los
sintomas producidos, es decir, confirma los resultados encontrados en cada uno de los analisis de

agrupamicnto realizados.

Distancia
19 g : ; ?
45 U-AC
47  U-MS
| 48 U-MS
48A U-MS
46 U-MS
|5[} U-MS
B?  U-MS
BhH  TAC-A
——:58 P-A
53  TAN-MS
| 49  U-MS
51 UMS
M51 U-MS
56 SIN-AC
L 67 TAC-V

| 530 ZIROS-V
53t

ZIROS-V
H4  SIN-A
&0 LR-MS
| 61 TAC-V
62 ZIRA-V

Figura 14. Dendograma construido con el total de caracteres estudiados. A la derecha se
observan el numero de identificacion de los monoconidiales y, abreviados, la localidad y el
sintoma que producen,
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DISCUSION

Los resultados de la caracterizacién morfolégica indican una gran variabilidad de los
caracteres considerados. El rasgo mas importante fue el que, en contra de lo que senala la
bibliografia donde comunmente se reportan colonias de color gris, predominé el color blanco;
hubo también dos monoconidiales sobresalientes por su tipo de crecimiento ya que el micelio se
desarrolla llenando la caja de cultivo de manera espiral con los brazos bien definidos, este es el
primer reporte de cepas de C. gloeosporioides con esta caracteristica. los monoconidiales que la
poseen son 48 y 48A ambos procedentes de Uruapan y productores del sintoma de manchas
superficiales, es de sefialar que ambas cepas fueron idénticas morfologicamente aunque difirieron

en sus patrones isoenzimaticos y de RAPD.

Para caracterizar morfolégicamente las cepas de este hongo no se tomaron en cuenta la
forma y tamafio de los conidios ya que Morales (1996) reporta poca variedad en esas
caracteristicas, por lo que su valor como criterio descriptivo dentro del género Colletotrichun: es
discutible. En cambio se consideraron variables poco o nada utilizadas en la descripcion de este
hongo tales como color del centro de la colonia, direccién del crecimiento de las hifas del borde
de la colonia, presencia de manchas radiales cuando la colonia madura y tipo de crecimiento del
micelio; estos caracteres demostraron su importancia en este tipo de estudios, particularmente la
presencia de manchas radiales y color del centro de la colonia los cuales fueron seleccionados

como buenos descriptores de la variabilidad genética del hongo bajo estudio.

Respecto a la caracterizacion patogénica es notable que no se correlaciond directamente
con la velocidad de crecimiento en medio de cultivo: por ejemplo la cepa 48 tuvo una gran
cantidad de pulpa invadida manifestandose como una de las mas virulentas, sin embargo su
velocidad de crecimiento fue apenas intermedia con respecto a las demés. Lo contrario sucede
con la cepa 58 la cual tuvo la mayor velocidad de crecimiento, pero su capacidad invasiva de
pulpa no fue de las mas altas. La posible explicacién de estos resultados es que la capacidad
invasiva estd determinada por diversas condiciones tales como la textura fina de la pulpa de
aguacate, la temperatura 6ptima del desarrollo de cada monoconidial lo cual se podria asociar al
microclima del lugar exacto de procedencia del hongo, la acumulacién diferencial de metabolitos
secundarios tales como el heneicosadieno reportado por Prusky (1982) como resultado de

posibles diferencias metabdlicas y genéticas de los frutos de aguacate usados; en cambio la
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velocidad de crecimiento en medio de cultivo esta determinada por otro tipo de factores como la
capacidad para aprovechar los nutrientes del medio (los cuales son diferentes a la pulpa), la
velocidad del ciclo celular y/o de elongacién de la célula después de la mitosis, etc. Todos estos
factores son dificiles de controlar por el investigador y cada uno de ellos requiere el disefio
especifico de estrategias experimentales para su estudio. A pesar de ello es factible encontrar
marcadores bioquimicos y de ADN (sobre todo de éstos) asociados a estos rasgos considerando
si su comportamiento es como loci de caracteres cuantitativos (QTL) o como genes de efectos
mayores; seria tambien de mucha ayuda conocer y caracterizar bioquimicamente los compuestos
asociados a la patogenicidad ya sea para incrementarla o reducirla y que pueden estar presentes
tanto en el fitopatogeno como en el huésped tales como niveles de trealosas, del heneicosadieno

de Prusky, o produccion de enzimas hidroliticas como quitinasas, etc.

Respecto a la posible relacion entre los diferentes sintomas producidos por C
gloeosporioides, se esperaria que en un anilisis de agrupamiento se formaran grupos estrechos
con aquellos monoconidiales que presentan iguales sintomas, sin embargo solamente es posible
hablar de tendencias de la formacién de grupos entre monoconidiales que producen el mismo
sintoma. Los resultados del presente trabajo muestran tendencias de agrupamiento tanto por
sintomas como por localidad de origen. Estos resultados pueden deberse a dos situaciones: 1) Se
requiere un estudio més profundo para caracterizar los monoconidiales que presentan los mismos
sintomas tales como mas sistemas isoenziméaticos, mas iniciadores u otras técnicas complejas y
precisas como el Polimorfismo en la Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP), 2)
Probablemente los diferentes sintomas no se presentan por diferencias geneticas en los hongos
sino en los huéspedes 6 por la influencia de factores externos como la humedad o temperatura de
cada microclima; una tercera posibilidad (aunque discutible) es que, en el fondo, los sintomas no
sean diferentes en si, sino que se presenten solamente como diferencias de grado en la sevendad
de las mismas, estas diferencias podrian deberse a que el hongo ataca al aguacate en diferentes
etapas fenologicas o de maduracién del fruto, otra posibilidad es que una misma cepa produzca
diferentes sintomas cuando se encuentra en condiciones diferentes (microclimaticas, fenoldgicas.
estacionales, de maduracion, etc.). Todas estas posibilidades permanecen como incdgnitas a

resolver.
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Todos los estimadores usados en este estudio (niimero de componentes principales, Indice
de Variabilidad Genética, porcentaje de caracteres polimérficos, y promedio de caracteres por
locus y varianza acumulada} indican la amplia variabilidad genética de C. gloeosporioides. Esta
caracteristica ha sido reportada en diferentes poblaciones del hongo. aunque en México —con

cepas mexicanas- solo se ha realizado el trabajo de Morales (1996).

En el caso del estado de Michoacan esta amplia variabilidad genética se puede deber al
intenso intercambio de germoplasma de aguacate en forma de plantas recién injertadas o frutos
de aguacate, esto se da porque la gran mayoria de los viveros se encuentra en Uruapan y de aqui
se distribuyen plantas a las otras localidades, por otra parte este municipio es el lugar donde se
concentra una parte importante de la produccidn de todo el estado ya que de aqui se comercializa
y se envia principalmente a la ciudad de México o Guadalajara; este intenso trafico en ambos
sentidos propicia de igual manera un intercambio de germoplasma del hongo que se encuentra
como infeccion latente (sin sintomas visibles) en plantas y frutos. Aunado a esto es de
considerarse la capacidad de C. gloeosporioides para reproducirse sexualmente siendo ademas
una especie heterotalica, es claro que este tipo de reproduccion que incluye la meiosis y por
consiguiente el entrecruzamiento de segmentos cromosémicos es, junto con las mutaciones, la
mayor fuente de variabilidad de este hongo, cuya fase sexual, Glomerella cingulata, es
ampliamente reconocida. Por otra parte el modo de dispersion por esporas facilita el intercambio
de material genético a distancias considerables pudiendo abarcar diferentes localidades. Todo lo

anterior podria dar como resultado un alto flujo de genes entre hongos de diferentes origenes.

La estimacién de la variabilidad genética mediante el IVG demuestra que tanto RAPD
como isoenzimas tienen un valor similar y muy alto comparado con los caracteres morfoldgicos.
Se puede afirmar que ambas técnicas proporcionan estimaciones adecuadas, a pesar de que la
potencialidad de las isoenzimas es menor debido a que el nimero de ellas es pequefio comparado
con los RAPD. Las isoenzimas se consideran estrictamente como marcadores fenotipicos, sin
embargo bajo condiciones controladas de temperatura, humedad, stress, etc., las diferencias que
presentan pueden atribuirse a factores inherentes al genoma del hongo; y desde este punto de

vista representan una descripcion adecuada de la variabilidad genética.

Con respecto a los marcadores bioquimicos y bandas RAPD es importante notar que hubo

una gran cantidad de bandas de ambos tipos, lo cual dio como resultado que todos los genotipos
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fueran unicos, es decir no hubo dos cepas que tuvieran exactamente las mismas bandas. En
algunos textos se menciona esla caracteristica como ‘“‘variacion genotipica”, pero es importante
aclarar que no es sinonimo de “variabilidad genética” ya que ésta se obticne cuando las
frecuencias absolutas de los genes son aproximadas a 0.5, es decir que esos genes son de
aparicién variable en la poblacion estudiada. Lo anterior significa que la variacién se asocia con
el niimero de caracteres mientras que la variabilidad se correlaciona con las frecuencias absolutas

de estos.

En el presente trabajo se observa que el valor del Indice de Vanabilidad Genética es alto,
sin embargo, considerando la gran cantidad de caracteres se esperaria uno mucho mas alto. Esto
es asi debido a que muchos caracteres presentan frecuencias bajas mientras que pocos caracteres
tuvieron frecuencias altas, esta situacién se aprecia de manera preponderante en el caso de los
RAPD. Aun asi, ei valor del IVG en ambos tipos de bandas fue alto, aunque Morales er al (1998)
reportan un valor mas alto en otras cepas procedentes de Michoacan (0.41) y Montero er af
(1998} reportan valores de 0.44 y 0.41 para una poblacién de hongos de Uruapan y otra de
Tacambaro respectivamente. Estos trabajos fueron realizados usando iniciadores diferentes a los
del presente trabajo; es dc esperarse que diferentes iniciadores produzcan un patrén diferente de
bandas sobre las mismas mucstras, por lo tanto lo ideal es utilizar el mayor nimero posible de

iniciadores para obtener una caracterizacion lo mas completa posible.

Generalizando, este cstudio es importante porque sienta las bases para investigar a
profundidad la estructura genética de las poblaciones de Colletotrichum gloeosporioides y los

caracteres genéticos asociados a su virulencia,

Se recomiendan diferentes lineas de investigacién que pueden tener como base los
‘resultados obtenidos en este (rabajo con impacto en la produccién, a mediano y largo plazo, del

aguacate y el control del patdgeno.

Incluso este hongo podria usarse como modelo en estudios de evaluacion de riesgos en
bioseguridad por sus caracleristicas de alta varabilidad con un gran nimero de bandas de
isoenzimas y, principalmcnte de RAPD, ademas de sus tipos de reproduccién sexual y asexual.
Se cuenta también con plasmidos y sistemas de transformacion genética por balistica eficientes y

capaces de producir transformantes estables (Rodriguez et al. 1992).
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Las sugerencias son las siguientes:

1. Caracterizacion de la variabilidad genética y estructura poblacional de un mavor

numero de cepas y de poblaciones de C. gloeosporioides.
2. Estudios de flujo de genes entre cepas bien caracterizadas de este hongo.

3. Investigacién acerca de la correlacion entre marcadores genéticos que pudieran usarse

como etiquetas de genes y la patogenicidad.

4. Conversioén por Ingenieria Genética o mutaciones dirigidas de cepas virulentas a
cepas avirulentas y su posible uso mediante cruzamiento sexual con cepas regionales

caracteristicas de alta virulencia para disminuir el dafio causado por este hongo.

5. Busqueda de germoplasma de aguacate criollo con resistencia genética natural a la
antracnosis para identifir el o los genes responsables de la resistencia y transferirlos al
aguacate Hass por fitomejoramiento o por ingenieria genética (esta ultima opcidn
parece ser mejor debido al largo tiempo que se requiere para la obtencién de

poblaciones recombinantes de este fruto debido a su largo ciclo de vida).

Para todos estos tipos de estudio se recomienda que se consideren un mayor nimero de

aislamientos monoconidiales, de sintomas y de marcadores (isoenzimas y/o RAPD).
CONCLUSIONES

Del presente trabajo se pueden extraer diversas conclusiones importantes acerca de la
caracterizaciéon morfologica, bioquimica y de ADN del hongo causante de Ja Antracnosis del
aguacate en Michoacan Colletotrichum gloeosporioides. También sirve como estudio preliminar
que sefiala algunos temas donde convendria llevar a cabo investigaciones dirigidas que
conduzcan a un conocimiento mas profundo de la biologia, especialmente la patologia, de este

hongo con €l objetivo de plantear eficaces estrategias de control.

Las conclusiones mas importantes son las siguientes:



1. Colletotrichum gloeosporioides es una especie genéticamente muy variable. Todos
los estimadores relacionados con la diversidad genética considerados en este

estudio presentan valores altos.

2. Tanto las isoenzimas como las bandas RAPD son mejores estimadores de la
variabilidad genética que los caracteres morfoldgicos, sin embargo existe

complementariedad entre todos estos tipos de marcadores.

3. Las relaciones genéticas que se establecen entre las diferentes cepas monoconidiales
coinciden, en primer lugar y de acuerdo a los anélisis de agrupamiento, con la

localidad de origen y, en segundo, con los sintomas que producen.

4. La velocidad de crecimiento en medio de cultivo y la patogenicidad no estan

correlacionadas de manera directa.

5. Los alelos de isoenzimas Mdh-1, Adh2-a y Acpl-4 estan correlacionadas con alta

patogenicidad de los monoconidiales que las poseen. De igual forma los loci

RAPD OPB06.11, OPQ09.12, OPA09.3 y OPA09.7 estan asociados con esta

caracteristica.
6. Los loci RAPD OPB06.2 y OPB06.6 estan correlacionados con baja patogenicidad.

7. Las caracteristicas descriptivas tipicas de C. gloeosporioides recomendadas en
estudios de caracterizacién son: micelio blanco algodonoso, colonia blanca,

crecimiento al azar e hifas del borde cortas.

8. Se recomiendan las variables morfolégicas, bioquimicas y de ADN seleccionadas en
este trabajo para llevar a cabo estudios de variabilidad genética sobre una

poblacién mas amplia de aislamientos monoconidiales.

9. Se encontraron diversas bandas de isoenzimas y RAPD que pueden funcionar como

marcadores en estudios de flujo genético.

10. Se presenta el primer reporte de cepas (48 y 48A) con patrén de crecimiento en

espiral.
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ANEXO A, ANALISIS ESTADISTICOS MORFOLOGICOS.

9“010111: AP CI (I €Y A CICI 4 (D 14 O I O
™

QO ed A1 D OOQEOO DO i) L) ed 3 !
® _ SO IO OO A AO 0O QOO e
™

€3 O O (2 1y (D €3 € DLy €202 DY CY e d LY €D LY D 1
_.I"nuCOCnuﬂuainunuo..._GOﬁulOOO.I.lo

OO OOODOCOOO0OCHHOOOOO MO 400 o
v “ A0 A A1 A0 A OO0 0000 O —
™M

[aNeNa s NoNeNeNeNeNelleNeNeoNaol Ko NoRo N el eNe 1
nlornocoorrnooocoo A oo O
™

OO0 HOOOOAQOOOOOAD
A.“ CO0O0V00O0ON OO0 mHOODOoOODOHOO
[l

A OO A A0 A0 A O0O0A0AA0OO 1
mloooococcooco~rococooocoooO
)

OO0~ OGO OOOOO00OTCOAO0C0 O !
Nloocorriooco~“oD0o00Oo0OoO00OQ
™

O 00O rHOAMAOO0 A00O0OOWOOO |
ai_"O 1 OO ~F ¢4 OO rd b eA 4 rd & o4 = A
(a8 ]

COCOO0O 1041000 C OO0 H0HOO— !

o | < o o oo o
™

SN -NoNeNeNeleNo] oo COHOO0O0 OO
9" — — - — — —
™~

oo oCcOooCo o0 OO0 O0OO0O0OO0 |
w “ AH A A A OD OO0 00O A00 0O —

OO0 COOOO0OOA00QOOOCNDOo N
_.I__OOOOﬂUOOnUAULOOOOOlOOOOO
™~

OO0 ACOHOOOCOOoOOOOOOCO !

6- lllllllllllllllllllllllll
o !
Ard et ed v d O rd e d O e kA o1 O 4O ted e e I e .4 O
DWW OO RNRO AN N O 00O M
AS RS R - - L T o B TS B ST BV o BT INY o UV RNT A BT o BT ST BT e RV RRTs

3 et ) v a4 O edalod el etrd ed e 40O v d el ed 1)
€1 = €Y I

[T | VAT N ) e A U O T A ) )t (S U IR I O B BN |

hE AR I G WS S VA TRRT & R ST D Y o T BT RNV A BRVE NN VS BT R BEVENEVS BRYUREYe)




Los caracteres del 1 al 39 corresponden a: Micelio blanco, gris claro, blanco cremoso y
blanco amarillo; colonia blanca vista por el reverso, blanca grisacea, blanco amarilla, blanco
cremosa y blanco naranja; anillos concéntricos; manchas radiales; micelio lanoso. algodonoso,
algodonoso muy fino, adsorbido y granuloso; centro naranja, blanco, gris muy oscuro, verdoso
oscuro, gris verdoso claro y amarillo naranja; color de manchas radiales; crecimiento al azar, espiral
y radial; forma del borde de crecimiento; tamaiio de las hifas del borde; direccion de las hifas del
borde radial, al azar e inclinada; estrias en el borde de crecimiento: velocidad de crecimiento tipo |
(4 26.6 mm). Tipo 11 (6.7 a 9.3 mm} y Tipo 111 (9.4 2 12.0 mm); invasion de pulpa Tipo I (1.0 a 3.3
g). TipoH1(3.9al.7 g), Tipo 1 (6.8 2 9.6 g) y Tipo IV (9.7 a 12.5 g).

Cuadro 2. Matriz de valores caracteristicos de los primeros 10 componentes principales

para los caracteres morfologicos..

Eigenvalues diferencia proporcion acumulada Raiz

CP1 0,9726 0,2051 0,1840 0,1840 (,9862
CcpP2 0,7675 0,1314 0,1452 0,3292 0,8761
CP3 0,6361 0,1308 0,1203 0,4496 0,7976
CP4 0,5053 0,0872 0,0956 0.5451 0,7108
CP5 0,4181 0,0063 0,0791 0,6242 0,6466
CP6 04118 0,0759 0,0779 0,7022 0,6417
CP7 0,3359 0,0738 0,0635 0,7657 0,5796
CP8 0,2620 0,0242 0,0496 0,8153 05119
CP9 0,2378 0,0436 0,0450 0,8603 0,4877
CP10 0,1942 , 0,0367 0,8970 0,4407

Cuadro 3. Analisis de componentes principales, coeficientes de correlacion y

determinacion, y varianza acumulada de las variables morfolégicas de C. gloeosporioides.

Eigenvectors
CP1 CcP2 CP3 CP4 CP5 CP& CP7 CP8 CPS CP10

V1 -0,2256 -0,2319 0,2345 0,2635 -0,1569 0,1316 0,2237 0,1471 0,1134 -0,0516
V2 0,1545 0,1728 -0,3338 -0,0332 0,0148 0,1232 -0,1506 -0,1110 -0,1339 0,2187
V3 -0,0189 0,0057 -0,0115 -0,1317 0,0901 -0,1333 -0,0994 0,0710 -0,1708 -0,2014
V4 0,0901 0,0535 0,1108 -0,0987 0,0520 -0,1215 0,0263 -0,1071 0,1914 0,0343
V5 -0,1024 -0,1114 -0,1485 00,1951 -0,1102 0,0653 0,4342 0,1382 -0,0152 0,0828
V6 0,0408 0,0686 -0,0303 -0,0340 -0,0869 0,0718 -0,1678 -0,0058 -0,0174 0,1597
continua...
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...continuacion

V7 -0,0096 -0,0163 0,0795 00692 00550 90,1176 -0,1932 -0,0964 0,0120 -0,0754
V8 -0,0189 0,0057 -0,0115 -0,1317 0,0901 -0,1333 -0,0994 00710 -0,1708 -0,2014
Vo 0.0801 0,0535 0,1108 -0,0987 0,0520 -0,1215 0,0263 -0,1071 0,1914 00343
V10 0,0953 0,3230 0,0947 -0,2686 -0,2766 0,1110 0,0152 0,1365 0,2042 0,1550
V11 -0,0008 0,0356 02209 0,3393 0,3235 0,1249 -0,1022 0,1377 -0,0897 0,0004
V12 0,1443 -0,2497 -0,0075 -0,0322 -0,0861 0,0609 0,0278 0,1653 0,0442 .-0,1267
V13 01362 0,4368 0,2241 0,1825 -0,0593 0,2223 -0,0826 0,1645 0,0111 -0,1005
V14 -0,0668 -0,0278 -0,2417 -0,0158 0,1895 0,0115 0,1728 0,0106 0.2264 0,2131
V15 -0,0189 0,0057 -0,0115 -0,1317 0,0901 -0,1333 -0,0994 0,0710 -0,1708 -0.2014
V16 -0,1948 -0,1650 0,0366 -0,0028 -0,1341 -0,1615 -0,0186 -0,4114 -0,1109 0,2154
V17 0.,0901 0,0535 0,1108 -0,0987 0,0520 -0,1215 0,0263 -0,1071 0,1914 0,0343
V18 -0,1021 -0,0286 -0,1416 -0,0162 0,356% 0,1417 0,1967 -0,1915 0,1524 -0,0012
V19 00926 0,2949 -0,0428 0,2423 -0,3462 0,0072 0,0480 0,0576 -0,1612 -0.2446
V20 -0,1467 -0,0485 -0,0348 0,1265 0,0320 -0,1965 -0,1305 0,2849 0,1972 0,2703
V21 0,0668 -0,3593 0,1472 -0,0170 -0,1170 0,1740 -0,0586 -0,1839 -0,2468 0,0282
V22 -0,0142 0,0287 0,0651 -0,0595 -0,0554 0,0732 0,0345 00612 0,0173 0,1128
V23 0,0125 0,0412 0,0819 0,3296 04647 0,1800 -0,0666 0,0708 -0,0457 0,0539
V24 -0,2982 0,1666 -0,1408 -0,0644 0,0133 0,1439 -0,1263 -0,0508 -0,2027 0,0874
V25 0,1443 -0,2497 -0,0075 -0,0322 -0,0861 0,0609 0,0278 0,1653 0,0442 -0,1267
V26 0,1538 0,0831 0,1483 00966 0,0728 -0,2048 0,0985 -0,1144 0,1585 0,0393
V27 03219 -0,0812 -0,1535 -0,2515 0,3270 -0,0292 0,0102 0,0753 -0,1084 -0,2298
vag 0,0071 -0,0051 -0,0581 -0,0102 -0,1693 -0,1133 -0,0383 -0,0514 0,0566 -0,0051
V29 02219 0,1280 0,0763 0,1528 0,0457 -0,2637 00972 -0,1604 -0,0225 0.0431
V30 -0,3662 0,1217 -0,0688 -0,1206 0,0405 0,2028 -0,1250 -0,0048 -0,0217 0,0836
V31 0,1443 -0,2497 -0,0075 -0,0322 -0,0861 0,0609 0,0278 0,1653 0,0442 -0,1267
V32 01539 0,0831 0,1483 0,0966 0,0728 -0,2048 0,0985 -0,1144 0,1585 0,0393
V33 -0,1628 -0,0547 0,0213 0,1760 -0,0723 0,0059 -0,3130 -0,3186 0,2818 -0,3500
Va4 -0,1857 0,1313 0,3479 -0,3353 0,1264 -0,0309 0,3887 0,1407 -0,2681 0,0742
V35 0,3284 -0,0766 -0,3692 0,1593 -0,0541 0,0250 -0,0757 0,1779 -0,0136 0,2758
V36 -0,2601 -0,0242 -0,0399 0,0009 0,0304 -0,4102 -0,2375 0,3689 0,1019 -0,0076
V37 -0,0482 0,1532 -0,2765 -0,0535 0,0139 0,2416 0,2940 -0,1314 0,2240 -0,3413
V38 02134 -0,1629 0,3259 -0,1924 0,0084 0,3430 -0,2060 -0,0442 0,0901 02413
V39 0,0950 0,034C -0,0095 0,2451 -0,0528 -0,1744 0,1496 -0,1933 -0,4160 0,1076

CoeCorr! CoeCorr2 CoeCorr3 CoeCorrd CoeCorr5 CoeCorr6  CoeCorr7 CoeDet1(r2)

v -0,2225 -0,2032 0,1870 0.,1873 -0,1015 0,0844 0,1297 0,0502
V2 0,1523 0,1514 -0,2662  -0,0236 0,0096 0,0791 -0,0873 0,0235
V3 -0,0187 0,0050 -0,0092  -0,0936 0,0583 -0,0855 -0,0576 0,0004
V4 0,0888 0,0468 0,0884 -0,0701 0,0338 -0,0780 0,0152 0,0080
V5 -0,1010 -0,0876 -0,1184 0.1387 -0,0712 0.0419 0,2517 0,0104
V6 0,0403 0,0601 -0,0242 -0,0241 -0,0562 0,0461 -0,0973 0.0016
V7 -0,0085  -0,0143 0,0634 0,0492 0,0356 0,0755 -0,1120 0,0001
v8 -0,0187 0,0050 -0,0082 -0,0936 0,0583 -0.0855 -0,0576 0,0004
Va 0,0888 0,0468 0,0884 -0,0701 0,0336 -0,0780 0,0152 0,0080
V10 0,0940 0,2829 0,0756 -0,1910 -0,1788 0,0713 0,0088 0,0080
V11 -0,0008 0,0312 0,1762 0,2412 0,2002 0,0801 -0,0592 0,0000
V12 0,1423 -0,2187 -0,0059 -0,0229 -0,0557 0,0391 0.0161 0,0205
V13 0,1343 0,3826 0,1787 0,1297 -0,0383 0,1426 -0,0479 0,0183
Vid -0,0659 -0,0244 -0,1928 -0,0112 0,1225 0,0074 0,1002 0,0044
V15 -0,0187 0,0050 -0,0082 -0,0936 0,0583 -0,0855 -0,0578 0,0004
V16 -0,1921 -0,1445 0,0292 -0,0020 -0,0867 -0,1036 -0,0108 0,0374
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V17
Vig
V19
V20
V21
V22
V23
V24
V25
V26
V27
V28
V29
V30
V31
V32
V33
V34
V35
V36
V37
V38
V39

\Al
V2
V3
V4
V5
V6
V7
V8
Vo
V10
Vi1
V12
V13
V14
V15
V16
V17
V18
V19
V20
V21
V22
V23
V24
V25
V28

0,0888
-0,1006
0,0914
-0,1447
0,0659
-0,0140
0,0124
-0,2941
0,1423
0,1518
0,3175
0,0070
0,2188
-0,3612
0,1423
0,1518
-0,1605
-0,1634
0,3239
-0,2565
-0,0476
0,2104
0,0937

CoeDet2 CoeDet3d CoeDet4

0,0471
0,0262
0,0000
0,0025
0,0109
0,0041
0,0002
0,0000
0,0025
80,0814
0,0611
0,0546
0,1671
0,0007
0,0000
0,0238
0,0025
0,0007
0,0762
0,0021
0.1131
0,0007
0,0015
0,0243
0,0546
0,0060

0.0468
-0,02351
0,2584
-0,0425
-0,3148
0,0251

0,0361

0,1460
-0,2187
0,0728
-0,0711
-0,0045
0,1121

0,1066
-0,2187
0,0728
-0,0479
0,1150
-0,0671
-0,0212
0,1342
-0,1428
0,0298

0,0439
0,0888
0,0001
0,0098
0,0176
0.0007
0,0050
0,0001
0,0088
0,0072
0,0389
0,0000
0,0400
0,0466
0,0001
0,001
0,0098
0,0160
0,0015
0,0010
0,0173
0,0034
0,0053
0,0158
0,0000
0.0175

0,0884
-0,1129
-0,0341
-0,0278
0,1174
0,0520
0,0653
-0,1123
-0,0059
0,1183
-0,1225
-0,0463
0,0608
-0,0549
-0,0059
0,1183
0,0170
02774
-0,2945
-0,0319
-0,2205
0,2600
-0,0076

0,0494
0,0008
0,0123
0,0069
0,0270
0,0008
0,0034
0,0123
0,0069
0,0513
0,0818
0,0007
0,0237
0,0002
0,0123
0,0000
0,0069
0,c002
0,0417
0.0114
0,0002
0,0025
0,0772
0,0029
0,0007
0,0066

-0,0701
-0,0115
0.1722
0,0899
-0,0120
-0,0423
0,2343
-0,0457
-0,0229
0,0686
-0,1788
-0,0073
0,1086
-0.0857
-0,0229
0,0686
0,1251

-0,2384
0,1133
0,0006
-0,0380
-0,1368
0,1742

CoeDet
0,0159
0,0001
0,0052
0,0017
0,0079
0,0049
0,0020
0,0052
0,0017
0,0485
0,0677
0,0048
0,0023
0,0232
0,0052
0,0116
0,0017
0,0823
0,0775
0,0007
0,0089
0,0020
0,1396
0,0001
0,0048
0,0034

76

0,0336
0,2307
-0,2239
0,0207
-0,0757
-0,0358
0,3005
0,0086
-0,0557
0,0471

02114

-0,1095
0,0295
0,0262

-0,0557
0,0471

-0,0467
0,0817
-0,0350
0,0197
0,0090
0,0054
-0,0341

CoeDet
0,0111

0,0097
0,0114
0,0095
0,0027
0,0033
0,0089
0,0114
0,0095
0,0079
0,0100
0,0024
0,0317
0,0001

0,0114

0,0167

0,0095
0,0129

0,0000

0,0248
0,0194
0,0034
0,0208
0,0133
0,0024

0,0269

-0,0780
0,0909
0,0046
-0,1261
01117
0,0470
0,1185
0,0923
0,0391

-0,1314
-0,0187
-0,0727
-0,1652
0,1304

0.0391

-0,1314
0,0038
-0,0198
0,0160
-0,2632
0,1550
0,2201

-0,1119

CoeDet7)

0,6290
0.0131
0,0057
0.0004
0,1093
0,0163
0.0216
0,0057
0,0004
0,0001
0,0061
0,0004
0,0040
00173
0,0057
0,0002
0,0004
0,0224
0,0013
0,0099
0,0020
0,0007
0,0026
0,0092
0,0004
0,0056

0.0152
0.1140
0,0278
-0,0756
-0,0340
0,0200
-0,0386
-0,0732
0,0161

0,0571

0,0059
-0,0222
0,0563
-0,0724
0,0161

0.0571

-0,1814
0,2253
-0,0439
-0,1376
0,1704
-0,1194
0,0867

VarAcui
0,0502
0,0235
0,0004
0,0080
0,0104
0,0016
0,0001
0,0004
0,0080
0,0090
0,0000
0,0205
0,0183
0,0044
0,0004
0,0374
C,0080
0,0103
0,0085
00212
0,0044
0,0002
0,0002
0,0877
0,0205
0,0234

0,0080
0,0103
0.0085
0,0212
0,0044
0,0002
0.0002
0.0877
0.,0205
0,0234
0,1022
0.0001
0,0486
0.,1323
0,0205
0,0234
0,0261
0,0271
0,10864
0,0667
0,0023
0,0449
0,0089

VarAcu?2
0.0973
0,0497
0.0004
0,0105
0,0212
0,0058
0,0003
0,0004
0,0105
0,1003
0,0011
0,0752
0,1854
0,0051
0,0004
0,0613
0,0105
0,0110
0,0847
0,0233
01175
0,0009
0,0016
0,1120
0,0752

0,0294
continna,.,



.continuacion.

V27
V28
Vvag
V30
V31
V32
V33
V34
V35
V36
V37
V38
V39

V1

V2

V3

V4

V5

V6

V7

V8

VS

V10
V11
V12
V13
V14
V15
V186
V17
V18
V18
V20
Va1
V22
Va3
V24
V25
V26
va27
V28
v2g
V30
V31
V32
V33
V34
V35
V36

0,0058
0,0000
0,0144
0,0130
0,0546
0,0060
0,0026
0.0151
0,0051
0,0005
0,0205
0,0233
0,0010

CoeDet2 CoeDetd3 CoeDetd CoeDet5 CoeDeté CoeDet?

0,0471
0,0262
0,0000
0,0025
0,0109
0,0041
0,0002
0,0000
0,0025
0,0914
0,0011
0,0546
0,1671
0,0007
0.,0000
0,0238
0,0025
0,0007
0,0762
0,6021
0,1131
0,0007
0,0015
0,0243
0,0546
0,0060
0,0058
0,0000
0,0144
0,0130
0,0546
0,0060
0,0026
0,0151
0,0051
0,0005

0,088
0.0027
0,0046
0,0038
0,0000
0.0175
0,0004
0,0965
0,1087
0,0013
0.0610
0,0847
0,0001

0,0439
0,0889
0,0001
0,0088
0,0176
0,0007
0,0050
0,0001
0,0098
0,0072
0,0389
0,0000
0,0400
0,0466
0,0001
0,0011
0,0008
0,0160
0,0015
0,0010
0,0173
0,0034
0,0053
0,0158
0.,0000
0,0175
0,0128
0,0027
0,0046
0,0038
0,0600
0,0175
0.,0004
0,0965
0,1087
0,0013

0,0450
0,0001
0,0166
0,0103
0,0007
0,0066
0.0220
0,0799
0,0180
0,0000
0,0020
0,0263
0.0427

0,0494
0,0008
0,0123
0,0069
0,0270
0,0008
0.,0034
0,0123
0,0069
0,0513
0,0818
0,0007
0,0237
0,0002
0,0123
0,0000
0,0069
0,0002
0,0417
0.0114
0,0002
0,0025
0,0772
0,0029
0,0007
0,0066
0,0450
0,0001
0,0166
0,0103
0,0007
0,0066
0,0220
0,0799
0,0180
0,0000

0,0691
0,0185
0,0013
0,001
0,0048
0,0034
0,0034
0,003
0,0019
0,0006
0,0001
0,0000
0,0018

0,0159
0.,0001
0,0052
0,0017
0,0079
0,0049
0,0020
0,0052
0,0017
0,0495
0,0677
0,0048
0,0023
0,0232
0,0052
0,01186
0,0017
0,0823
0,0775
0,0007
0,0089
0,0020
0,1396
0,0001
0,0048
0,0034
0,0691
0,0185
0,0013
0,0011
0,0048
0.0034
0,0034
0,0103
0.0019
0,0006
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0,0005
0,0082
0,0446
0,0264
0,0024
0,0269
0,0000
0,0006
0,0004
0,1080
0,0375
0,0755
0,0195

0,0111
0,0087
0,0114
0,0085
0,0027
0,0033
0,0089
0,0114
0,0085
0,0079
0,0100
0,0024
0,0317
0,0001
0,0114
0,0167
0,0095
0.0129
0,0000
0,0248
0,0194
0,0034
0,0208
0,0133
0.,0024
0,0269
0,0005
0.0082
0.0446
0.0264
0.0024
0,0269
0.0000
0,0006
0,0004
0,1080

0,0001
0,0008
0.0055
0,0091
0,0004
0,0056
0,0568
0.0876
0,0033
0,0327
0.0501
0.0246
0,0130

00290
0.0131
0,0057
0,0004
0,1093
0,0163
0,0216
0,0057
0,0004
0,0001
0,0061
0,0004
0,0040
0,0173
0,0057
0,0002
0,0004
0,0224
0,0013
0,0098
0,0020
0.0007
0,0026
0,0092
0,0004
0,00566
0,0001
0,0008
0,0055
0,0091
0,0004
0,0056
0,0568
0,0876
0.0033
0,0327

0,1022
0,0001
0,0486
0,1323
0,0205
0,0234
0,0261
0,0271
0,1064
0,0667
0,0023
0,0449
0,00838

VarAcu1
0,0502
0,0235
0,0004
0,6080
0,0104
0,0016
0,0001
0,0004
0,0080
0,0090
0,0000
0,0205
0,0183
0,0044
0,0004
0,0374
0,0080
0,0103
0,0085
0,0212
0,0044
0,0002
0,0002
0,0877
0,0205
0,0234
0,1022
0,0001
0,0486
0,1323
0.0205
0,0234
0,0261
0,0271
0,1064
0,0667

0,1080
0,0001
0,0629
0,1452
0,0752
0.,0294
0,0287
0,0422
01115
0,0672
0,0228
0,0682
0,009

VarAcu2
0,0973
0.0497
0,0004
0,0105
0,0212
0,0058
0,0003
0.0004
0,0105
0,1003
0,0011
0,0752
0,1854
0,0051
0,0004
0,0613
0,0105
0,0110
0,0847
0,0233
0,1175
0,0009
0,0016
0.1120
0,0752
0,0294
0,1080
0.0001
0,0629
0,1452
0,0752
0,0294
0,0287
0,0422
0,1115

0.0672
continua...
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V37
v3s
V39

0,0205
0,0233
0,0010

0,0610
0,0847
0,0001

Vi

V2

V3

V4

V5

V5]

V7

V8

Vg

Vio
Vi1
vi2
V13
V14
V15
V16
V17
V18
V19
V2o
V21
Va2
V23
V24
V25
V26
vay
V28
V28
V30
V31
V32
V33
V34
V35
V36
V37
V38
V39

0,0020
0,0263
0,0427

0.0001
0,0000
0.0018

0,0375
0,0755
0,0195

0.,0501
0,0246
0,0130

0.0023
0.0449
0.0089

VarAcu3 VarAcud4 VarAcub VarAcu6 VarAcu?

0,1412
0,1386
0,0005
0,0203
0,0388
0,0065
0,0054
0,0005
0,0203
0,1075
0,0400
0,0752
0,2254
0,0517
0,0005
0,0623
0,0203
0,0270
0,0861
0,0242
0,1348
0,0043
0,0070
0,1279
0,0752
06,0469
0,1268
0,0028
0,0676
0,1490
0,0752
0,0469
0,0291
0,1387
0,2202
0.0685
0,0838
0,1529
0,0100

0.1805
0,1393
0,0128
0.,0272
0,0659
0,0073
0.0088
0,0128
0,0272
0,1588
0,1219
0,0759
0,2491
0,0519
0,0128
0,0623
0,0272
0,0272
0,1279
0,0356
0,1350
0,0068
0,0842
0,1308
0,0759
0,0536
0,1718
0.0028
0,0841
0,1594
0,0759
0,0536
0,0511
0,2186
0,2383
0,0685
0,0859
0,1792
0,0527

0,2065
0,1395
0,0181
0,0290
0,0737
0,0122
0,0107
0,0181
0,0290
0,2083
0,1895
0,0807
0,2514
0,0751
0,0181
0,0740
0,0290
0,1085
0,2054
0,0363
0,1439
0,0088
0,2238
0,1309
0,0807
0,0570
0,2409
0,0214
0,0855
0,1604
0,0807
0,0570
0,0545
0,2289
0,2402
0,0691
0,0860
0,1793
0,0545

0,2176
0,1482
0,0295
0,0384
0,0764
0,0155
0,0196
0,0295
0,0384
0,2162
0,1995
0,0831
0,2831
0,0752
0,0285
0,0907
0,0384
0.1224
0,2054
0,0611
0,1633
0,0122
0,2446
0,1442
0,0831
0,0839
0,2414
0,0296
0,1301
0,1868
0,0831
0,0839
0,0545
0,2296
0,2406
0,1771
0,1234
0,2548
0,0740

0,2466
0,1624
0,0352
0,0388
0,1857
0,0318
0,0412
0,0352
0,0388
0,2163
0,2056
0,0836
0,2870
0,0925
0,0352
0,0808
0,0388
0,1448
0.2067
0.6709
0,1653
0,0129
0,2472
0.1534
0,0836
0,0895
0,2415
0,0305
0,1356
0,1959
0,0836
0,0895
0,1113
0,3171
0,2439
0.2098
0,1735
0,2794
0,0870
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Cuadro 4. Matriz de distancias genéticas de los aislamientos monoconidiales de C.

gloeosporioides calculadas a partir de datos morfolégicos.
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Cuadro 5. Anilisis de correspondencia entre filas y columnas de la matriz de datos

morfoldgicos.

Trace of 281.031

matrix =
X2 = 595.787 df = 760 Prob = 1.0000

i Eigenvalue Percent Cumulative
1 0.44853 15.96 15,96
2 0.40910 14.56 30.52
3 0.34881 12.41 42.93
4 0.27681 9.85 52.78
5 0.22332 7.95 60.73
8 0.20356 7.24 67.97
7 0.17928 6.38 74.35
8 0.15886 5.65 80.00
9 0.13213 4.70 84.70
10 0.09036 322 87.92
11 0.08770 3.12 91.04
12 0.07122 2.53 93.57
13 0.06389 2.27 9585
14 0.04928 1.75 97.60
15 0.03484 1.24 98.84
16 0.01460 0.52 99.36
17 0.00937 0.33 99.69
18 0.00550 0.20 99.89
19 0.00315 0.1 100.00
20 0.00000 0.00 100.00

Row variables:

Variable Rel. freq Distr2

1 0.04717 215.453

2 0.05189 143.905

3 0.05189 171.058

4 0.04717 319.216

5 0.04717 319.216

6 0.04717 244 855

7 0.05189 141.237

8 0.04717 131.8314

9 0.05189 366.244

10 0.05660 277.942

11 0.04245 251.841

12 0.04245 166.581

13 0.05189 317.383

14 0.04245 188.590

15 0.04245 850.545

16 0.05660 634.109

17 0.04245 254,022

18 0.04717 296.383

19 0.04245 251.841

20 0.04245 193.679

21 0.04717 141.253

continda...
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Column variables:

Variable

OO~ bhWKN=

[ 1% U N AR S N A e
OO~~~ EWN--O

Rel. freq

0.07075
0.02358
0.00472
0.00472
0.07547
0.00943
0.00472
0.00472
0.00472
0.02358
0.02358
0.00943
0.05189
0.01887
0.00472
0.01415
0.00472
0.01887
0.02358
0.01887

Dist*2 Variable

0.42618
308.582
2.255.556
1.666.667
0.34382
911.818
1.827.273
2.255.556
1.666.667
309.867
279.030
960.000
0.84055
435.354
2.255.556
685.185
1.666.667
435.354
319.289
435.354

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

Rel. freq

0.01887
0.00472
0.02358
0.07547
0.01415
0.00943
0.03774
0.08862
0.01887
0.07075
0.01415
0.00943
0.01887
0.03774
0.04245
0.02358
0.02830
0.03302
0.01415

Distr2

432.677
2.020.000
279.030
0.35930
585.253
783.333
167137
0.12587
373.788
0.45235
585.253
783.333
462.121
164.498
129.343
353.980
255.713
187.780
593.580
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ANEXO B ANALISIS ESTADISTICOS DE ISOENZIMAS

Cuadro 1. Matriz de datos de isoenzimas
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Cuadro 2. Matriz de valores caracteristicos de los primeros 10 componentes principales

calcutados a partir de los alelos de isoenzimas.

Eigenvalue Diferencia Proporti Acumulado Raiz

CP1 1,6296 0,5337 0,2295 0,2295 1,2766
CcP2 1,0958 0,4046 0,1544  0,3839 1,0469
CP3 0,6913 0,0886 0,0974 04812 08314
CP4 0,6027 00660 00849 0,5661 0,7763
CP5 0,5366 00575 0,0756 06417 07326
CP8& 0,4791 0,1254 00,0675 0,7082 06922
CP7 0,3537 0,0714 00,0488 0,7580 0,5948
cpPs 0,2823 0,0140 0,0398 0,7988 0,5313
CP9 0,2683 0,0192 0,0378 0,8366 0,5180
CP10 0,2491 . 0,0351 0,8716  0,4991

Cuadro 3. Analisis de componentes principales, coeficientes de correlacién y

determinacién, y varianza acumulada de las variables isoenzimaticas de C. gloeosporioides.

Eigenvector CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP§6 CP7 cP8 CcPg CP10

V1 0,2695 0,0896 -0,0967 0,0659 -0,1041 0,0571 -0,0354 0,0104 0,1307 -0,0799
V2 -0,0580 0,0836 0,1043 -0,2030 -0,2124 0,0629 0,1468 0,0524 0,0428 -0,0544
V3 -0,2451 0,1365 -0,0662 0,3155 0,2450 0,0171 -0,0669 -0,1829 0,041t 0,1947
V4 -0,0580 0,0836 0,1043 -0,2030 -0.2124 0,0629 0,1468 0,0524 0,0428 -0,0544
V5 -0,0597 -0,3966 0,0606 0,0750 -0,0837 0,0012 -0,0291 00736 0,0055 0,0649
V6 0,0326 0,2490 -0,2353 0,3431 0,1920 -0,1722 -0,0095 0,1690 -0,2440 -0.0711
V7 -0,1754 -0,1603 -0,1423 -0,0073 0,0942 0,1309 0,4087 0,3268 -0,0301 -0,2747
V8 -0,2758 -0,0897 -0,3275 0,0555 -0,1270 -0,0842 0,0045 0,072y 0,2575 0,0635
V9 -0,1703 0,1800 -0,18912 -0,1258 0,2096 0,1673 0,29088 -0,1692 -0,0548 0,0720

V10 0,3417 -0,0517 0,0005 -0,0611 -0,0006 -0,0605 0,0039 0,0842 -0,2119 0,1953
V11 0,2031 0,0955 -0,1033 0,1093 -0,1412 0,0437 -0,0387 0,0171 -0,0690 -0,1282
V12 -0,0318 0,0542 10,3808 0,0967 0,0844 0,0319 0,2619 0,1376 -0,1672 -0,0550
V13 -6,0284 00336 -0,0728 -0,0217 0,0560 -0,0988 00426 -0,1227 -0,0250 (,0822
V14 0,1835 -0,0105 0,0043 0,3017 -0,1415 0,1836 0,2673 -0,0475 -0,1916 0,1036
V15 -0,0159 -0,0345 0,1656 -0,1975 0,0766 -0,3908 0,3159 -0,2324 0,0304 0,1372
V16 -0,4125 -0,2458 -0,0731 0,1681 -0,1736 0,0867 -0,1315 0,0480 0,1298 -0,1484
V17 0,1411 0,2937 -0,2268 0,0003 0,1936 0,0657 0,2268 00,2463 0,0874 0,0708
V18 -0,0663 00713 0,1418 -0,0106 -0,1579 -0,1986 -0,0546 -0,1019 0,0130 -0,1045
V19 -0,0185 0,0588 0,1216 0,0795 0,0876 0,0452 -0,1143 0,1769 00286 0.0748
V20 0,3417 -0,0517 0,0005 -0,0611 -0,0006 -0,0605 0,0039 0,0842 -0,2119 0.1953
V21 0,0228 -0,0625 -0,1567 0,0629 0,1255 0,0843 -0,0542 0,0433 -0,0306 0.1311
V22 -0,0642 -0,0179 -0,0474 -0,0278 -0,2094 00,2162 00766 0,0270 0,1160 0,3073
V23 0,0194 0,0096 -0,0365 -0,0339 0,0136 -0,0322 -0,0631 0,0482 -0,2183 0.0619
continua.,.
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V24
V25
V26
V27
V28
V29
V30
V31
V32
V33
V34
V35
V36
Va7
V38
V38
V40
V41
V42
V43
Va4

V1
V2
V3
V4
V5
V')
v7
V8
vy
V10
V11
V12
Vi3
V14
V15
V16
V17
V18
V19
V20
V21
V22
V23
V24
V25
V26

-0.0807
60,2128
0,2843
0,0099
-0,1013
0,1008
0,1982
0,2119
-0,0764
0,1377
-0,0613
-0,0642
-0,1091
-0,0423
0,0343
0,0528
-0,0535
-0,1510
0,0971
0,2128
0,0225

0,1640
0,0089
0,0669
-0,2082
-0,1368
-0,0980
-0,1356
0,0505
0,1710
-0,2237
0,0527
-0,0179
-0,3405
-0,0278
01116
0,0528
0,1085
0,1874
0,1868
-0,2514
0,0602

0,3267
-0,0806
-0,0964
-0,1412
-0,0818
0,2618
0,1119
-0,0445
0,2164
-0,1883
-0,0281
-0,0474
0,1916
0,0290
0,177
-0,0040
0,0596
-0,0453
0,2106
0,0568
-0,1047

0,0558 0,0926

-0,1601 0,1497
0,0158
-0,2971 0,3446
-0,0227 (,2984

-0,0692

-0,0570 0,2147
-0,1127 0,1587

0,0535 -0,0112

-0,0167 0,0508

0,2215 -0,0119
-0,2048 -0,0389
-0,0278 -0,2094
0,2604 0,0890
0,2161
0.0386 0,1672
-0,0408 0,0798
0,0462 0,1763
-0,0354 0,0080
0.3166 -0,0680
0,0735 0,1874
-0,1277 -0,1797

-0,0400

0,1847

-0,0678
0.0t71

0,1916

0,1090

-0,0269
-0,0036
0,0799
-0,0616
-0,2173
0,2789
0,2162
-0,0160
0,1611

0,2454
0,2002
0,0227
-0,4022
0,1195
0,0568
0,1243

-0,0061
-0,1048
-0,0377
0,0752

-0,0450
-0,0087
0,0762
0,0090
-0,0695
0,1200
-0,0505
0,0766
-0,0574
0,1811

-0,2869
-0,1726
-0,1237
0,0976
0,2489
0,2491

0,0482

CoeCorr CoeCorr CoeCorr CoeCorr CoeCorr CoeCorr CoeCorr

4
0,3441

-0,0740
-0,3129
-0.0740
-0,0762
0,0416
-0,2238
-0,3521
-0,2174
0.4363
0,2592

-0,0405
-0,0375
0,2343

-0,0203
-0,1436
0,1801

-0,0706
-0,0236
0,4363
0,02¢1

-0,0820
0,0247
-0,1030
0,2717
0,3629

2
0,0938
0,0875
0,1429
0,0875
-0,4152
0,2607
-0,1678
-0,0939
0,1989
-0,0541
0.1000
0,0567
0,0352
-0,0110
-0,0362
-0,2573
0,3075
0.0746
0,0615
-0,0541
-0,0654
-0,0187
0,0100
0,1717
0,0093
0.0701

3
-0,0804
0,0867
-0,0550
0,0867
0,0504
-0,1956
-0,1183
-0,2723
-0,1580
0,0004
-0,0859
0,3167
-0,0605
0.0035
0,1377
-0,0607
-0,1886
0,178
0,1011
0,0004
-0,1303
-0,0394
-0,0303
0,2717
-0,0670
-0,0802

4
0,0512
-0,1576
0,2449
-0,1576
0,0582
0,2664
-0,0057
0,0431

-0,0976
-0,0475
0,0845
0,0751

-0,0169
0,2342
-0,1533
0,1305
0,0002
-0,0083
0.0617
-0,0475
0,0488
-0,0215
-0,0263
0,0433
-0,1243
0,0123

5
-0,0763
-0,1558
0,1795
-0,1556
-0,0613
0,1406
0.0690
-0,0930
0,1535
-0,0004
-0.1034
0,0618
0.0411
-0,1036
0,0561
-0,1272
0,1418
-0,1157
0,0642
-0,0004
0,0919
-0,1634
0,0100
0.0678
0,1097
-0,0507

85

6
0,0395
0,0435
0,0118
0.0435
0,0009
-0,1192
0,0906
-0,0583
0,1158
-0,0419
0,0302
0.0221
-0.0684
0,1271
-0,2705
0,0600
0,0455
-0,1375
0,0313
-0,0419
0,0583
0,1496
-0,0223
0.,1279
-0,0469
0,0118

7
-0,0211
0,0873
-0,0398
0,0873
-0,0173
-0,0057
0,2431
0,0027
01777
0,0023
-0,0230
0,1558
0,0254
0,1590
0,1879
-0,0782
0,1349
-0,0325
-0,0680
0,0023
-0,0322
0,0456
-0,0375
-0,0038
-0,0623

-0,0224

-0,1190
0,1245
-0,0276
-0,0667
-0,0710
0,1958
-0,0783
-0,1046
0,2983
-0,1758
-0,1223
0,0270
0,1192
-0,1034
-0,1382
-0,3152
06,3415
-0,1140
-0,1283
-0,0848
0,2106

-0.1409
0,3629
0,2261

-0,0470
0,1216
0,1040
0,1585
0,2581

0,1633
-0,0696
-0,0938
0,11860
06,0177
0,0087
0,0057
-0,0228
0,1327
0,1460
0,3807
0,1596
-0,1152

CoeCorr CoeDet

8
0,0055
0,0278
-0,0972
0,0278
0,0391
0,0898
0,1737
0,0387
-0,0899
0,0447
0,0091
0,0731
-0,0652
-0,0252
-0,1235
0,0255
40,1308
-0,0541
0,0840
0,0447
0,0230
0,0144
0,0256
-0,0633
0,0662

1
0,0828
0,0043
0,0767
0,0043
0,0045
0.,0014
0,0383
0,0971
0,0370
0,1491
0,0526
0,0013
0,001
0,0430
0,0003
0,0161
0,0254
0,0039
0.0004
0,1491
0,0007
0,0053
0,0005
0,0083
0,0578

-0,0147 0,1032

-0.1646
0,0063
-0,1691
-0,1947
0,1883
0,3364
0,2016
-0,0928
-0,0919
0,0465
0,0455
0,3073
-0,0048
0,1485
-0,0165
-0,0913
0,0392
0,0041

0,0614
-0,3407
0.,0896

CoeDet
2
0.0084
0,0073
0,0195
0,0073
0.1647
0,0649
0,0269
0.0084
0,0378
0.0028
0,0096
0,0031
0,0012
0,0001
0,0012
00632
0,0903
0,0053
0,0036
0,0028
0,0041
0,0003
0,0001
0,0282
0,0001
0,0047
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V27
V28
vag
V30
V31
V32
V33
V4
V35
V36
var
V38
V38
V40
Va1
V42
V43
Va4

Vi
V2
V3
V4
\')
V6
V7
V8
V8
V10
V11
V12
V13
Vi4
V15
V16
V17
V18
V19
V20
V21
V22
Va3
V24
V25
V26
Va7
Va8

0,3629
-0,1293
0,1287
0,2531

0,2705
-0,0975
0,1758
-0.0783
-0,0820
-0,1392
-0,0540
0,0438
0,0674
-0,0683
-0,1928
0,1239
0,2716
0,0287

-0,2180
-0,1432
-0,1026
-0,1419
0,052¢9
0,1790
-0,2342
0,0552
-0,0187
-0,3564
-0,0291
0,1168
0,0553
0,1136
0,2067
0,1955
-0,2632
0,0630

-0.1174
-0,0680
02177
0,0930
-0,0370
0,1799
-0,1566
-0,0233
-0,0394
0,1593
0,0241

0,0978
-0.0033
0,0496
-0,0376
0,1751

0,0473
-0,0870

-0,2307
-0,0176
-0,0442
-0,0875
0,0415
-0,0130
0.,1719
-0,1580
-0,0215
0,2021

0,1678
0,0300
-0,0317
0,0358
-0,0275
0,2458
0,0570
-0,0991

CoeDet3 CoeDetd CoeDet5 CoeDet

0,0078
0,0090
0,0036
0,0090
0,0031
0,0460
0,0168
0,0892
0,0304
0,0000
0.0089
0,1206
0,0044
0,0000
0,0228
0,0044
0,0428
0,0167
0.0123
0,0000
0,0204
0,0019
0,0011
0,0888
0,0054
0,0077
0,0077
0,0056

0,0034
0,0320
0,0773
0,0320
0,0044
0,0914
0,0000
0,0024
0,0123
0,0029
0,0093
0.6073
0,0004
0.,0706
0,0303
0,0219
0,0000
0,0001
0,0049
0,0029
0,0031
0,0006
0,0009
0.,0024
0,0199
0,0002
0,0685
0,0004

0,0079
0,0330
0,0440
0,0330
0,0051
0.0270
0,0065
0,0118
0,0322
0,0000
0,0146
0,0052
0,0023
0,0147
0.0043
0.0221
0,0275
0,0183
0,0056
0,0600
0,0115
0,0321
0,0001
0,0063
0,0164
0,0035
0,0870
0,0652

6
0,0023
0,0027
0,0002
0.0027
0.,0000
0,0205
0,0119
0,0049
0,0194
0,0025
0,0013
0,0007
0,0068
0,0233
0,1057
0,0052
0,0030
0,0273
0,0014
0,0025
0,0049
0,0323
0,0007
0,0236
0,0032
0,0002
0,0254
0,0082

0,2524

0,2186
0,1573
0,1163
-0,0082
0,0372

-0,0087
-0,0285
-0,1534
0,0652
-0,0293
0,1225
0,0583
0.,1291

0,0058
-0,0498
0,1373
-0,1316

0.1326
0.,0755
-0,0186
-0,0025
0,0553
-0,0426
-0,1504
0,1930
0,1496
-0,0111
0,115
0.1699
0,1386
0,0157
-0,2784
06,0827
0,0393
0,0861

0,0447
-0,0268
-0,0052
0,0453
0,0054
-0,0413
0.0714
-0,0300
0,0456
-0,0342
0,1077
-0,1707
-0,1026
-0,0736
0.0580
0,1481

0,1482
0,0286

-0,0355
-0,0377
0,1040
-0,0416
-0,0556
0,1585
-0,0935
-0,0650
0,0144
0,0633
-0,0549
-0,0734
-0,1674
0,18156
-0,0606
-0,0682
-0,0451
01119

0,0001
0.0131
0,0130
0,0502
0,0573
0,0074
0,0242
0,0048
0,0053
0,01562
0.0023
0,0015
0,0036
0,0037
0,0291
0.0120
0,0578
0.0006

CoeDet7 CoeDet8 VarAcu1 VarAcu2 VarAcu

0,0007
0.0128
0,0027
0,0128
0,0005
0,0001
0,0993
0,0000
0,0531
0,0000
0,0009
0,0408
0,6011
0,0425
0,0593
0,0103
0,03086
0.0018
0,0078
0,0000
0,0017
0,0035
0,0024
0,0000
0,0065
0.0008
0,0034
0,0012

86

0,0001
0,0015
0,0178
0,0015
0,0029
0,0152
0,0568
0,0028
0,0152
0,0038
0,0002
0,0101
0,0080
0,0012
0,0287
0,0012
0,0322
0,0055
0,0166
0,0038
0,0010
0,0004
0,0012
0,0075
0,0082
0,0004
0,0024
0,0027

0,0828
0,0043
0,0767
0,0043
0,0045
0,0014
0,0393
0,0971
0,0370
0,1491
0.0526
0.0013
0,0011
0,0430
0,0003
0,0161
0,0254
0,0039
0,0004
0,1491
0,0007
0,0053
0,0005
0,0083
0,0578
0,1032
0.0001
0.0131

0,1012
0.0116
0,0962
0,0116
0,1692
0,0663
0,0662
0,10585
0,0748
0,1519
0,0622
0,0044
0.0023
0,0431
0,0016
0.0794
0,1157
0,0092
0,0041
0,1518
0,0048
06,0056
0,0008
0,0365
0.0579
0,1079
0,0455
0,0327

3
0,1089
0,0207
0,05498
0,0207
0,1723
0,1123
0,0830
0,1947
0.1052
0.1519
0,071
0,1250
0,0067
0,0431
0.0244
0,0838
0,1585
0,0260
0,0164
0,1519
0,0252
0,0075
0,0017
0,1252
0,0633

0,1156
0.0621
0,0383

G,0454
0,0196
0,0101
0,0192
0,0027
0,0306
0,0524
0,0029
0,0003
0,1214
0.0008
0,0130
0,0029
0.0123
0,0408
0,0365
0,0662
0.,0038

VarAcu
4
0,1123
0,0526
0,1771
0.,0526
0.1766
0,2037
0,0830
0,1971
0.1175
0,1548
0,0803
0,1322
0,0071
0,1138
0,0546
0,1058
0,1585
0,0260
0,0213
0,1548
0,0282
0,0081
0.0026
01277
0,0832
0,1158
0,1306
0,0387
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V28
V30
V31
V32
Va3
V34
V35
V36
V37
V38
Vg
V40
V44
V42
V43
Va4

0,0570
0,0104
0,0018
0,0389
0,0295
0,0007
0.0019
0,0305
0,0007
0,0115
0,0000
0,0030
0,0017
0,0369
0,0027
0,0091

0.0025
0,0098
0,0022
0,6002
0,0381
0,0325
0.,0006
0,05626
0,0363
0,0012
0,0013
0,0017
0,0010
0,0778
0,0042
0.0127

0.0338
0,0185
0,0001
0.0019
0,0001
0,001
0,0321
0.0058
0,0012
0.0205
0,0046
0,0228
0.0000
0.0034
0,0257
0,0237

Al
V2
V3
V4
V5
V6
\'44
V8
V8
V10
V11
V12
V13
V14
V15
V16
V17
V18
V19
V20
V21
V22
V23
V24
V25
V26
V27
vas
V29
V30
Vil
V32

0.0005
0,0000
0,0044
0,0026
0.6327
0,0538
0,0323
0,0002
0,0180
0,0417
0,0277
0,0004
0,1120
0,0099
0,0022
0,0107

0,0000
0.0035
0,0000
0,0029
0,0086
0,0015
0,0035
0,0020
0,0185
0,0480
0,0177
0,0091
0,0057
0,0369
0,0369
0,0014

0,0204
0,0033
0,0058
0,0473
0,0164
0,0079
0,0004
0,0075
0,0057
0.0102
0.0528
0,0620
0,0069
0,0087
0,0038
0.,0236

0,0130
0,0502
0,0573
0,0074
0,0242
0.0048
0,0053
0.0152
0,0023
0,0015
0,0036
0,0037
0,0291
0,0120
0,0578
0,0006

0,0230
0,0694
0,0600
0,0380
0,0766
0,0077
0,0056
0,1365
0,0031
0,0145
0,0065
0.0160
0,0699
0,0486
0.1240
0,0044

VarAcu5 VarAcub VarAcu? VarAcu$8

0,1202
0,0857
0,2211
0,0857
0,1818
0,2307
0,0895
0,2089
0,1497
0,1548
0,0849
0,1375
0,0094
0,1284
0,0589
0,1278
0,1860
0,0443
0,0269
0,1548
0,0398
0,0402
0,0027
0,1339
0,0996
0,1193
0,1183
0,1039
0,1163
0,1081
0,0639
0,0791

0,1225
0,0884
0,2213
0.0884
0,1818
0,2512
0,1014
0,2138
0,1690
0,1573
0,0963
0,1382
0,0161
0.1518
0,1647
0,1330
0,1889
0,0716
0,0283
0,1573
0,0447
0,0725
0,0034
0,1576
0,1028
0,1185
0,2430
0,1121
0,1168
0,1081
0.0684
0,0817

87

0,1232
0,1012
0,2239
0,1012
0,1823
0,2512
0,2008
0,2138
0,2221
0,1573
0,0971
0,1780
0,0172
0,1943
0,2240
0,1433
0,2185
0,0734
0,0361
0,1573
0,0464
0,0760
0,0058
0,1576
0,1093
0,1204
0,2464
0,1133
0,1169
0,116
0,0684
0,0846

01233
0,1027
0,2417
0,1027
0,1851
0,2664
0,2575
0,2166
0,2374
0,1611
0,0973
0,1890
0,0252
0,1955
0,2527
0,1446
0.2518
0.0789
0,05627
0,1611
0,0474
0,0764
0,0070
0,1651
0.1176
0,1208
0,2488
0,160
0,1372
0,1148
0,0742
0,1318

0.0800
0,0798
0.0616
0,0770
0,1061
0.0084
0.0075
0,1671
0,0038
0,0261
0,0065
0,0189
0,0716
0,0854
01267
0,0135
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0.0826
0,0897
0,0638
0.0772
0.1441
0.0409
0,0081
0,2187
0,0400
0.0272
0.0078
0.0206
0,0726
0.1632
0,1308
0.,0262
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V33 01442 0,1769 0,1855 10,2019

V34 0,0420 00958 0,0974 10,1053
V35 00402 00725 0,0760 0,0764
V36 02255 0,2257 00,2276 0,2352
vVa7z 00412 0,0592 0,0787 0,0844
V38 00477 0,0894 10,1383 10,1485
V39 00124 10,0402 0,0579 90,1107
V40  0,0434 0,0437 0,0528 0,1148
V41 00726 0,1846 0,1903 0,1972
V42  0,1666 0,1765 02134 10,2221
v43 00,1566 10,1588 0,1957 0,1995
vd44  0,0499 00606 0,0619 0,0855

Cuadro 4. Matnz de distancias genéticas de los aislamientos monoconidiales de C.

gloeosporioides calculadas con los datos isoenzimaticos.

MC45 MC46 MC47 MC48 MC4B8A MC4% MC50 MC51 MIMEL MIESZ
T4 1.088
Mideg 0.375 1.000
MC4™ ¢ 0.471 0.500 1.0CC
MT42 ¢.438 $.357 0.833 1.000
MT4EA 0.467 T.385 0.75C 0.3%0C 1.000
RS 0.250 G.500 0.412 0.294 0.313 1.000C
MCEL 0.158 0.286 0.313 0.267 0.286 0.400 1.000
MCSI 0.316 0.500 0.412 0.2%4 0.313 0.714 0.313 1.00C
sACIl o+ C.238 0.158 0.250 0.278 0.29%4 0.316 0.222 0.316 ..3:<
MT3z . 0.182 0.375 0.389 0.278 0.2%4 0.563 0.294 0.563 J.368 ..32C3
MC5ZD | 0.136 0.167 0.143 0.100 0.105 0.200 0.400 0.20C Z..3€ 5.192
MC53E | 0.182 0.158 ©.190 90.150 ©0.100 0.190 0.375 0.25¢C ©£.383 2.13C
ME54 1 0.185 0.167 0.240 0.208 0.167 0.240 0.400 0.24C C.243 ,.z231
=TI 0 0.227 0.278 0.238 0.143 0.15C 0.238 C.2ii 0.3L7 I.lZz .zt
MCSE 0.048 0.125 ©C.002 0.000 0.0C 0.105 0.000 S.ie7 I.III I.l1lZ
MC5T 1 0.158 0.200 ©.235 0.188 0.200 0.313 0.200 5.23% T.28%% .13
MZEZ: - 0.381 0.316 0.474 0.368 0.316 0Q.400 9.316 C.474 T.ZEL  I.3%:
MZIsE 0.211 0.267 (0.375 0.429% 0.3%7 0.375 0.357 .29 1.I21L L.I"%
AN C.167 0.143 £.227 0.250 2,220 0.227 2.412 .27 L..e"  I.iiT
MCEL C.273 0.200 C.4z1 0.471 €.412 0.227 ©£.333 0$.22° .16 t..&°
MZEZ €.238 0.222 0.389 0.438 0.375 0.250 ©0.375% $.182 <Z.137 -..82
MT53D MCHE3E  MC54 MC55 MCE6 MC57 MC58B MZ59 26l Zael
MCS3D 1.000
MCE3E 0.667 1.000
MCE4 0.550 0.684 1.00C
MCER €.130 0.174 0.222 1.000
MC5¢ ¢ 0.000 0.048 0.037 0.211 1.300
MCET ¢ 0.050 0.048 0.217 0.278 0.05%% 1.009
MCss: ¢ 0.217 0.318 0.346 0.429 0.136 0.316 1.000
MC53% ©.294 0.278 0.38. 0.200 0.056 0.188 0.363 1.0CC
MCcel ' 0.421 0.556 0.700 0.208 0©.943 0.143 (0.292 0.471 ...C:
MCe: 1 0.227 0.273 0.360 0.208 0.091 0.143 ©.409 0.38% .32 1.2C¢C
MCez | 0.250 ©.238 0.391 0.174 0.048 0.158 0.261 0.533 I.35¢ >.782
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Cuadro 5. Analisis de correspondencia entre filas y columnas de la matriz de datos

1s0enzimaticos.
Trace cf matrix = 1.79380
X2 = 599.130 df = 860 Prob = 2..2¢C8
i Eigenvalue Perzent Cumulative
1 6.33235 18.53 18.53
2 0.28490 15.88 34.41
3 0.19498 i0.87 45,28
4 0.16457 9.17 54.45
5 C.15C12 8.37 62.82
6 0.11515 6.42 69.24
7 0.09845 5.49 74,73
B8 0.07623 4,25 78.98
9 0.06609 3.68 82.66
10 0.06059 3.38 86.04
11 0.05164 2.88 88.92
12 0.04597 2.586 91.48
13 €.03943 2.20 83.68
14 £.03448 1.92 85.60C
15 0.02723 1.52 97.12
16 0.01691 0.94 98.07
17 0.01344 0.75 98.81
18 0.01140 0.64 9g.45
19 C.00793 0.44 96.8¢
20 0.00194 0.11 100.00

Column variables:

Variable Rel. freg Dist”2
MC45 0.26946 0.48412
MC46 0.03892 2.19667
ca7 0.02695 2.84875
MC48 0.03593 1.56724
MC4BA ¢.02994 2.105%¢
MC49 £.02695 2.422190
MC50 0.03583 1.89192
MC51 0.02695 2.26927
MCM51 0.03593 1.64419
uZ52 0.0389:2 2.99322
MZ53D 0.03892 2.70378
MCS3E 0.03593 2.64736
MC54 0.03892 2.24270
MC55 0.05€e89 1.44995
€56 0.04192 2.80459
MC57 0.02€695 5.89534
MC58 0.02€695 4.92138
MC59 0.04790 1.19263
MC60Q 0.02994 2.06316
MCh1 0.04491 1.78812
MC62 0.04491 1.73054

continua.,,
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Row variables:

Variable Rel. freqg Dist"2
Mchl 0.01497 2.88329
Mdhl 0.01198 3.85299
Mdh2 0.02994 1.57550
Mdh?2 0.011¢8 3.8529%5
Mdh3 0.01796 3.16707
Mdh3 0.03892 0.85855
Mdh3 0.03293 1.10003
Adhl 0.02994 1.71910
Adh2 0.02096 2.44385
Adh2 0.02395 1.61865
Gdhl 0.01198 3.67598
Gdhl 0.01796 2.30429
Gdhl 0.01198 2.82708
Catl 0.0209¢ 1.93163
Car? 0.0179¢6 3.22654
Catz2 0.01796 2.85781
Idhl 0.03892 0.88980
Idhl 0.01198 4.56667
Ich?2 0.00599 5.89206
Igh2 0.02395 1.61865
Idh2 0.06587 0.17684
Idh2 0.017%6 2.07673
Idh2 0.01796 2.60802
Estl 0.01497 3.90662
Estl 0.02096 1.89012
Estl 0.02395 1.50268
Estl 0.05090 0.47941
Est2 0.05389 0.50116
Est2 0.01497 2.325%40
£Est3 0.01198 3.11396
Est3 0.01497 2.21529
Est3 0.01796 2.33502
Est4 0.04790 0.67012
Acpl 0.00898 6.39050
Acpl 0.01198 3.13932
Acpl 0.03593 1.04824
Acpl 0.01796 1.94292
Acp?2 0.01198 4.14114
Acp?2 0.01198 3.34591
Acp?2 0.01497 2.31798
Acp?2 0.02695 1.65381
Got1l 0.02695 1.52615
Gotl 0.02994 1.18157
Got1l 0.01497 2.47703
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ANEXO C. ANALISIS ESTADISTICOS DE RAPD

Cuadro 1. Matriz de datos de bandas RAPD

« oL LT IT2C0C0I0003CE00000C00100000520000000000C00003000C0C 00 LLIInIIriiiLls

2TL20.002C1001200022110001120110106221010010019000010006620100222210121Q00200003o¢e

C:ZCZL:.‘AO 02000033201000CC1001032310101001L0100100100C22220C00221002000 200 1ott
LIl 10DL0CIC00CCC00111052101C002230010211110100001C2CL111007 100 oacorrioarlt
I IL00L0111111110000011100061100101211010000000000000002201002250110100000022608
LTI II200C0CC00CCC0O000C00C000010C3001C00G00C00GO00C00C00CL11I211000000C02220080
CoLLlTITo00IIII00011110011120110200210000100102C03010112000000222110200z0002005¢028
CTI0TCIICI3TR0LL100002000C000C0000000C00C000000300000C0C222000 2211110000 Cmciet
CT2CC022000000100000000600000000000200000C000C00000000020010CL 1 TNIQONTD2TTI00DT
220l .C00101220002022100211120110100C121000100230060000002200107221¢121Qnnnonneie
LLIITIIIZC00CI0011050C00000C00000CC21C00001000C1180000CC3C00C005010 011l
L22302720000010011000000000000000002100100000001100000050000C22200012C2 252755008
122.022200000100110000000000110000011C00000000011000000C20C00CCC002000002222030888
CLIC0CCII200101210002217100212000000C0320C0000000200000C0CCCOCIO0CIRL01IoICIIoIoonnl
SI3C8TI2706000020000000000000000000C500000000000000000000530C0CC2500038CIIICI0I5000
ST30T072000000000000000000000000005010100000C600000000C0C1010C222000C022 22012808
CIICTIIIJCI0IIIo0CLII1001I110010C0CL300C0C1080230C000C o IcTIIooIiI s it
ol IZ0CO0CCo000111100111000000053100000000220000C2CC 2000100t Iiooiilliriiiise
1121122111000001100000000000C0000000000000000000000000CC0000C230012000022075200
CIITTOII20CGCOSIIIT000330C00000C0053000050000C00CCCESoTI00C0C0IICnConIIiIInne
SIS C00CT0000CI0000500300000CC20C00C00000C00000C00CC0000CCICoCooIoIIIIIIn:

JoLITIlloglel

ZLIZLIIL001GC
cliillZziilolo
S.oClIIIC01L0
1033822500000
C.3027Z2310111
TI2T2ITIo00ce
CTOITLIIIN0I0
cITl0IITI1i010
2158227200000

_________ PRSI
R N

IIC0CLLIitioce
2210000
IZCCI_LUVOOO

SIITII0011C
SUITITIIo00CT
TILITIIIIGEES
SO ¢ ¢4 b
JIToTllLaoooc
JoooLoInsioce

Las filas representan en orden ascendente a cada uno de los monoconidiales. Las columnas de
izquierda a derecha representan las bandas de cada primer numeradas progresivamente; de Ia
columna 1 a la 18 corresponden al primer OPBO06, de 1a 19 a la 56 corresponden al primer OPQ09,
dela 57 ala 8! al primer OPA(Q9 y de la 82 a la 93 al primer OPV06.
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Cuadro 2. Matriz de valores caracteristicos de los primeros 15 componentes principales

calculados para las bandas RAPD.

Eigenvalue Differen

Proporti

Cumulati Raiz

CP1
CP2
CP3
CP4
CP5
CP&
CP7
cP8
CP9
CP10
CP11
CP12
CP13
CP14
CP15

18,021 2,84812 0,193772
15,173 466673 0.183147
10,506  2,92204 0,112967
1,35485 0.081547
046370 0,066978
0,53330 0,061892
0.68533 0,056257
0,84564 0,048888
0,25475 0,039795
0,70722 0,037056
0,51003 0,029451
0,48574 0,023967
0,34993 0,018744
0,02033 0,014982

, 0,014763

7,584
6,229
5,765
5,232
4,547
3,701
3,446
2,739
2,229
1,743
1,383
1,373

0,193772
0,356918
0,469885
0,551432
0,618409
0,680401
0,736658
0,785546
0,825341
0,862397
0,891849
0,915816
0,93456
0,949542
0,964305

4,2451
3.8952
3,2413
2,7539
2,4958

2,401

2,2873
2,1323

1,9238

1,8564
1.6550
1,4930

1,3203

1,1804
1,1718

Cuadro 3. Analisis de componentes principales, coeficientes de determinacidén v varianza

acumulada de las variables de RAPD de C. gloeosporioides.

CP1

cP2

CP3

CP4

CP5 CP6

CP7

cPs

CP9

CP10 CoeCorr1 CoeCorr2

V1
V2
V3
V4
V5
V6
V7
V8
V9
V10
V11
Vi2
Vi3
V14
V15
V18
V7
V18
V19
V20
V21
V22

-0,1175
-0,0978
-0,0484
-0,1043
-0,0654
-0,1329
-0.0565
-0,0484
-0.1105
-0,0920
0,1377
-0,0823
0.,1814
0.,1107
0,1504
-0,0559
-0,1102
-0,0906
0,2080
0,2080
0,2080
0,2080

0,0349
-0,0814
0,0336
-0,0537
0.1385
-0,0133
-0,0280
0,0336
0,1598
0,0947
0,0631

0,2221

0,0579
-0,0108
0,1219
-0,0006
-0,0729
-0,1089
0.0165
0,0165
0,0165
0,01865

0,2095
0,1121

0,2446
0,2306
0,1950

0,0374

0,1089
0,2446
-0,0141
0,1351

0,0858
0,0586
0,0886
0,1366
0,0558
0,2004
0,2207
0,0710
-0,0125
-0,0125
-0,0125
-0.0125

0,1275 -0,1152 -0,0122
0,1477 -0,0495 -0,0093

0,118

0,0951 0,0867

0,1333 -0,0045 -0,0088
-0,0914 -0,0635 0,0508

0,1764
-0,0808
-0,1118
0,0035
-0,0435
-0,0426
0,0080
0,0191

0,1974
-0,0054
-0,1260

0,0912 -0,0417
0,0361 0,0498
0,0951 06,0667
0,0305 -0,0123
0,2315 0,0185
0,1096 0,0009
0,0663 -0,0170
0,1241 0,0433
0,0574 -0,0057
0,0090 0,0240
0,0678 0,0378

0,1007 -0,0135 -0,0222
0,1994 -0,0866 -0,0755
0,0397 0,0301 -0,1292
0,0397 0,0301 -0,1292
0.0397 0,0301 -0,1292
0,0397 0,0301 -0,1292

92

-0,0026
-0,0338
-0,0799
0,0171

-0,0912
-0,0610
-0,1946
-0,0799
-0,1772
-0,1018
0,2472
-0,0074
0,1116

0,1668

0,0928

-0,0927
-0,0038
0,0554
-0.0132
-0,0132
-0,0132
-0,0132

0,0448
0,1430
0,0843
0,0385
0,0805
01217
0,2038
0,0843
0,1273
0,0643
0,0865
-0,0500
0,0383
0,0203
0,0770
0,0430
0,0158
-0,0449
-0,0003
-0,0003
-0,0003
-0,0003

0,0105
0,1383
0,0847
0,0657
0,00486
01797
0,1829
0,0847
0,1082
0,1343
0,0082
-0,0434
-0,0669
-0,0569
-0,1612
0,0527
0,0477
-0,0084
0,0968
0,0968
0,0968
0,0968

0,0586
0,1830
0,0440
0,0118
0,0983
0,1238
0,2241

0,0440
0,1537
-0,0072
0,0706
-0,0822
0,0708
0,0510
0,0855
0,0252
0,0020
-0,0306
0,0970

0,0970

0,0970

0,0970

-0,4989
-0,4152
-0,2056
-0,4429
39,2775
-0,5643
-0,2398
-0,2056
-0,4690
-0,3905
06,5847
-0,3496
0,7700
0,4698
0,6385
-0,2374
-0,4679
-0,3847
0,85828
0,8828
0,85828
0.8828c

0,1358
-0,3172
0,1308
-0,2080
0,5395
-0,0516
-0,1091
0,1308
0,6226
0,3690
0,2456
0.8652
0,2257
-0,0421
0,4746
-0,0023
-0,2839
-0,4243
0.0644
0,0644
0,0644

0.0644
ontinua...
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V23
V24
V25
V26
vai
vas
V29
V30
V31

V32
V33
V34
V35
V36
V37
V38
V39
V40
V41

V42
V43
V44
V45
V48
V47
V48
V49
V50
V51
V52
V53
V54
V55
V56
V57
V58
V59
VB0
V61
V62
VB3
V64
VE5
V66
V67
VB8
V69
V70
V71
V72
V73
V74
V75
V76
V77
v78

-0.0823
-0,0369
0,1330
0,2080
0,2080
0,1808
-0,0929
0,1483
0,1392
-0.0844
0,1435
-0,0807
0,0274
0,0250
0,0281
0,0594
-0.0297
-0,0419
-0,0907
0,1588
-0,0707
-0,0807
0,1392
-0,0844
-0.0407
-0,0864
-0,1227
0,0959
0,1083
-0,0907
0,1093
0,1093
0,1093
-0,0369
-0,0317
-0,0177
0,0048
0,0775
0,1717
0,1145
0,0658
0,1379
0,1250
-0,0208
0,0791
0,1096
0.0939
-0,0301
-0,0301
-0.0630
-0,1119
-0.1335
-0,0725
0,0854
0,0089
0,0060

0,2221

0,1854

0,1146

0,0165

0,0165

0,0373

0,1507

0,0445

0,1316

0,1094

0,0560

0,2109

0,1781

-0,0225
0,0170

0,0755
0,1406
0,0164
0,2109
0,1246
0,0923
0,2109
0,1316
0,1094
0,1813
-0,0935
-0,0240
0,0371

-0,0055
0,2109
-0,0055
-0,0055
-0,0055
0,1854
0,1708
0,1994
0,1428
-0.0135
0,0165
-0,0008
0,1642
-0,0185
0,0337
-0,0425
0,1122
0,0455
0,0803
-0,0230
-0,0230
-0,0559
-0,1181
0,0685
0,1711

0,0367
0,2007
-0,0095

0,0586
0,1535
0,0903
-0,0125
-0,0125
0,0102
0,0510
0,1424

-0,0001
-0,1153
0,0968
-0,0958
0,1197
0,1658
0,0660
0,1783
-0,1285
0,1999
-0,0958
0,0041

0,0082
-0,0958
-0,0001
-0,11563
-0,0168
0,0755
0,0048
-0,0148
0,0142
-0,0958
0.0142
0,0142
0,0142
0,1535
0.0042
-0,0894
-0,0174
-0,0453
-0,0341
-0,0532
-0,0190
-0,0937
-0,1279
0,1494
0,0965
-0,0012
0,0824
-0,0586
-0,0586
-0,0221
0,0610
-0,0040
-0,1084
0,0615
0.0610
-0,0461

0.0080
-0,0503
-0,0262
0,0397
0,0397
0,1218
0,0136
0,0875
01107

0,0826

0,0300
0,0628
0,0021

0,2606
0,2345
-0,0571
0,0152
0,0625
0,0628
0,0828
0,1218
0.0628
0,1107
0,0826
0,0039
0,2560
0,2729
0,0729
0,1327
0,0828
0,1327
0,1327
0.1327
-0,0503
-0,0193
0.,0970
-0,1264
-0,0551
0.0508
0,0823
-0,0657
-0,00860
0,0400
0,0840
-0,0972
0,2083
-0,0091
-0,0620
-0,0620
0,0739

0,1075
0.2536
0,06086
0,0417

-0,0153
0,0131

0,0663
-0,1019
-0,0018
¢,0301

0,0301

0,0079
0,0105
0,0512

-0,1206
0,2494

0,0323
0,0102
-0,1297
-0,0357
0,0887
0,1005
-0,0540
0,0489
0,0102
-0,0985
-0,2359
0,0102
-0,1206
0,2494
-0,2353
-0,0852
0,0593
-0,0727
0,0421

0,0102
0.0421

0,0421

0,0421

-0,1019
0,1222
-0,0357
0,0501

-0,0016
0,0499
0,0212

0,0589
-0,0018
0,1468
0,0588
0,0064

-0,0889
-0,0779
-0,0062
-0,0062
-0,0697
-0,0076
-0,0630
00773

0,0855

0,0880

0,1129

-0,0170
0,0244
-0,1609
-0,1292
-0,1292
0,0784
-0,0359
-0,0008
0,0652
-0,0616
0,1472
-0,0509
0,0808
0,0673
0,0165
-0,0282
01760
0,0115
-0,0509
-0,0041
-0,0343
-0,0509
0,0652

-0,0616
-0,0086
-0,0665
-0,0926
0,1157

0,0941

-0,0509
0,0941

0,0941

0,0941

0,0244

0,1214
0,0277

-0,0929
-0,0620
0,1449
0,2803
0,0237
0,1141

0,0254
0,1853
0,0049
-0,0147
-0,1748
0.1829
0,1829
0,1046

0,1252

-0,0897
0,0690

0,3092

-0,1187
0,1836

93

-0,0074
0.0325
-0,0382
-0,0132
-0,0132
-0,0778
-0,0047
0,0094
-0,0808
-0,0569
-0,0544
-0,0701
0,0889
0,0248
0,0381

0,0963
0,0004
0,1412
-0,0701
-0,0547
-0,0078
-0,0701
-0,0908
-0,0569
-0,0397
0,0878
0,0474
0.1013
-0,2774
-0,0701
-0,2774
-0,2774
-0,2774
0,0325
0,1282
0,0029

0,0845
-0,0202
0,0185
-0,0364
0,1535
-0,0128
-0,0111
-0,1104
0,1285
0,0809

0,1671

0,0614

0.0614

0,0655

0.0647

0,0238

0.0473

0.0721

0,0472

0,1743

-0.0500
-0.0519
-0,0747
-0,0003
-0,0003
-0,0138
-0,0909
-0,0893
-0,0037
-0,0106
-0,0022
0,003
0,01314

-0,0614
-0,1937
-0,0760
-0,0536
-0,0685
0,0039
-0,0086
0,0403
0,0039
-0,0037
-0,0106
0,0160
-0,0227
-0,0259
0,0931

-0,0887
0,0039
-0,0987
-0,0987
-0,0987
-0,0519
-0,1049
0,0600
-0,1538
0.0635
0,1231

0,1567

0,1124

0,1466
0,1601

0,1278

0,2071

0,0938

-0,0011
-0,3117
-0,3117
-0,19756
-0,0010
-0,0159
0,1181

-0,1081
-0,0549
0.1885

-0,0434
-0,1272
-0,1087
0,0968
0.0968
0,1112
-0,0538
0,0426
0,039
0,1040
0,0970
-0,0037
0,05683
0.0263
0,1633
0,0067
0,2327
-0,0013
-0,0037
0,0385
-0,0937
-0,0037
0,0399
0,1040
-0,1091
0,0089
0,0644
0,2728
-0,1654
-0,0037
-0,1654
-0,1654
-0,1654
-0,1272
-0,0639
0.1629
-0,0020
0,1098
0,0019
-0,0406
0,0355
-0,0419
0,0028
-0,1268
-0,0112
-0,0476
0,0904
0.1201
0,1201
0,0726
0,0126
0,0048
-0,1612
-0.0492
0,0038
-0,2597

-0,0822
-0,0454
0,1147
0,0970
0,0970
-0,0267
-0,2040
-0,0846
0,0309
-0,0724
-0,2166
0,0206
-0,1055
-0,1435
-0,0430
-0,0750
-0,0491
-0,1195
0,0206
0,0993
0,1296
0,0206
0,0309
-0,0724
0,1008
-0,0226
-0,0594
-0,1107
0,0068
0,0206
0,0068
0,0068
0,0068
-0,0454
0,1203

-0,0501
0,0691

-0,0972
-0,0037
-0,1137
-0,0882
-0,15685
-0,0743
-0,0335
0,1790

0,1728

0,0257

0,2100

0,2100

0,2088

0,2250

-0,0043
0,0905

0,0314

0,0333

0,1203

-0,3496
-0,1568
0,5645
0,8828
0,8828
0,7680
-0,3943
0,6208
0,5908
-0,3582
0,6090
-0,3851
0,1162
0.1060
0,1195
0,2520
-0,1259
-0.1778
-0,38561
0,6741
-0,3000
-0,3851
0,5908
-0,3582
-0,1726
-0,3667
-0,6210
0.4070
0,4640
-0,3851
0.4640
0,4640
0,4640
-0,1568
-0,1347
-0,0753
0,0203
0,3292
0,7288
0.4860
0,2793
0,5855
0,5305
-0.0882
0,3356
0,4654
0,3088
-0,1277
-0,1277
-0,2675
-0.4749
-0,5667
-0,3076
0,3626
0,0377
0,0254

0,8652
0,7223
0,4462
0,0642
00,0642
0.1452
0,587
0,1734
0,5125
0,4260
0,2183
0,8214
0,6937
-0,0877
0,0664
0,2944
0,5476
0,0637
0,8214
0,4855
0,3596
0,8214
0,5125
0,4260
0,7062
-0,3641
-0,0934
0,1443
-0,0214
0,8214
-0,0214
-0,0214
-0,0214
0,7223
0,6651
0,7769
0,5561
-0,0526
0,0642
-0,0031
0,6398
-0,0721
0,1313
-0,1656
0,4369
0,1770
0,3518
-0,0897
-0,0897
-0,2178
-0,4559
0,2670
0,6666
0,1428
0,7817
-0,036%
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V79
V80
V81
V82
V83
V84
V85
V86
V87
vasg
Va9
VS0
Va1
V92
Va3

Vi
\'Y
V3
V4
V5
V6
V7
V8
Vo
V10
AR
V12
V13
V14
V15
V18
V17
V18
V19
V20
V21
Va2
V23
V24
V25
Ve
va27
vag
Va8
V30
V31
V32
V33
V34
V35
V36
V37

-0,0844
-0,0407
-0.0103
0.0062
-0,0199
-0,0890
-0,0185
0,0331

-0,0846
-0.0091
-0.0926
-0,0986
-0,0166
-0,1201
-0,0410

CoeCorr3

0,6791
0,3635
0,7929
0,7476
0,6320
0,1213
0,3529
0,7929
-0,0458
0,4378
0,2781
0,1899
0,2873
0,4426
0,1808
0,6787
0,7152
0,2301
-0,0404
-0,0404
-0,0404
-0,0404
0,1898
0,4974
0,2928
-0,0404
-0,0404
0,0329
0,1652
0,4615
-0.0002
-0,3736
0,3138
-0,3106
0,3879
0.5374
0.2140

0,1094
0,1813
0.0743
0,0780
-0,0662
0,0208
0,0290
-0,0147
0,0136
0,0814
-0,0734
-0,0315
0,0492
0,0553
-0,0374

CoeCorrd

0,3511
0,4066
-0,3079
0,3670
-0,2517
0,4857
-0,2225
-0,3079
0,0086
-0,1189
-0,1174
0,0221
0,0525
0,5435
-0,0148
-0,3469
02773
0,5492
0.1094
0.1094
0,1094
0,1084
0,0221
-0,1386
-0,0721
0,1094
0,1094
0,3355
0,0374
0,2409
0,3049
0,2274
0,0825
06,1728
0,0058
07177
0,6457

-0,1153 0,0826
-0,0168 0,0039
0,2283 -0,0733
-0,0924 -0,0677
-0,0377 0,0530
-0,1379 -0,0164
-0,0786 -0,0140
-0,0083 0,1494
-0,0937 0,1048
-0,1330 0,0504
-0,0917 0,1328
-0,0764 0,1403
-0,0648 0,0113
-0,0881 -0,0021
0,0417 -0,1072

CoeCorr5 CoeCond
-0,2874 -0,0292
-0,1234 -0,0223
0,2373 00,1602
-0,0112 -0,0207
-0,1584 0,1219
0,2276 -0,1000
0,0902 0,197
0,2373 0,1602
0,0762 -0,0297
0,5779 0,0445
0,2737 0,0021
0,1656 -0,0409
0,3097 0,1040
0,1433 -0,0137
0,0224 0,0576
0,1691 0,0007
-0,0337 -0,0534
-0,2162 -0,1812
0,6751 -0,3103
0,0751 -0,3103
0,0751 -0,3103
0,0751 -0,3103
0,1656 -0,0409
-0,2542 0,0585
-0,0044 -0,38564
0,0751 -0,3103
0,0751 -0,3103
0,0197 0,1882
0,0263 -0,0863
0,1278 -0,0019
-0,3010 0,1565
0,6224 -0,1478
0,0806 0,3534
0,0255 -0,1222
-0,3236 0,2181
-0,0890 0,1615
0,2215 0,0396

0,2494
-0,2353
0,0949
-0.2114
-0,0677
0,1963
-0,2529
0,0077
0,1782
-0,0395
0,0704
0,0903
-0,2123
0,0023
-0,0052

CoeCorr?

-0,0059
-0,0772
-0,1827

0,0391
-0,2085
-0,1394
-0,4451
-0,1827
-0,4053
-0,2325

0,5655
-0,0169

0,2552

0,3816

0,2123
-0,2119
-0,0086

0,1267
-0,0302
-0,0302
-0,0302
-0,0302
-0,0169

0,0743
-0,0873
-0,0302
-0,0302
-0,1779
-0,0107

0,0216
-0,2078
-0,1302
-0,1243
-0,1603

0,2034

0,0567

0,0870

-0,0616
-0,0086
0,0422
0,2069
-0,1306
0,1534
0,0521

0,1661

0,1511

-0,0496
-0,0265
-0,0094
0.1826
0,1751

0,1257

CoeCorr8
0,0954
0,3049
0,1798
0,0842
0,1716
0,2595
0,4345
0,1798
0,2715
0,1371
0,1844

-0,1065
0,0816
0,0432
0,1641
0,0917
0,0336

-0,0957

-0,00086

-0,00086

-0,0006

-0,0006

-0,1065

-0,1107

-0,1592

-0,0006

-0,0006

-0,0295

-0,1938

-0,1903

-0,0078

-0,0225

-0,0047
0,0084
0,0280

-0,1310

-0,4130

94

-0,0669
-0,0397
0,0845
0,0276
0,0128

0,0821

0,0067

0,2348
0,1567

0,1100
0.0693
01172
0,0780
-0,0366
-0,1886

CoeDet1

0,0586
0,0406
0.0100
0,0462
0.0181
0,0750
0,0135
0,0100
0.0518
0,0359
0,0805
0,0288
0,1397
0,0520
0,0960
0,0133
0,0516
0,0349
0,1838
0,1836
0.,1836
0,1836
0,0288
0.0058
0,0751
0,1836
0,1836
0,1390
0,0365
0,0908
0,0822
0,0302
0,0874
0,0349
0,0032
0,0026
0,0034

-0,0106
0,0160
-0,0876
-0,0639
0,0811

-0,0982
0.1269
0,1664
-0,0770
0,1748
0,1261

0,1257
-0,0641
0,1358
0,2247

CoeDet2
0,0047
0,0258
0,0044
0,0112
0,0747
0,0007
0,0031
0,0044
£,0985
0,0349
0,0155
0,1922
0.0131
0.0005
0,0578
0,0000
0,0207
0,0462
0,0011
0,0011
0,0011
0,0011
0,1922
0,1339
0,0511
0.0011
0,061
0,0054
0,0885
0.0077
0,0674
0,0466
0,0122
0,1732
0,1236
0,0020
0,0011

0,1040
-0,1091
-0,0662
0,1774
-0,0668
-0,0550
0,0216
0,0472
0.0156
-0,0502
-0,0943
-0,1312
0,1976
-0,0004
0,1890

CoeDet3

0,1423
0,0408
0,1940
0,1724
0,1232
0,0045
0,0384
0,1940
0,0006
0,0591
0,0239
0.0111
0,0255
0,0604
0,0101
0,1421
0,1578
0,0163
0,0005
0,0005
0,0005
0,0005
0,011
0,0763
0,0264
0.,0005
0,0005
0,0003
0,0084
0,0657
0.0000
0,0431
0,0304
0,0298
0,0464
0,0891
0,0141

-0,0724
0,1008
-0,1635
-0,0925
0.0153
0,1130
-0,2040
0,0051

0,1392
0,0025
-0,1365
-0.0046
-0,0878
0,1648
-0,0013

CoeDetd
00,0448
0,0600
0.0344
0,0489
0,0230
0,0857
0,0180
0,0344
0,0000
0,0052
0,0050
0,0002
0,0010
0,1073
0,0001
0,0437
0,0279
0,1095
0,0043
0,0043
0,0043
0,0043
0,0002
0,0070
0,0019
0,0043
0,0043
0,0409
0,0005
0,0211
0,0338
0,0188
0,0025
0,0108
0,0000
0,1871
0,1514

-0,3582
-0,1726
-0.0436

0,0261
-0,0845
-0,2931
-0,0784

0,1406
-0,3590
-0,03886
-0,3931
-0.4185
-0.0703
-0.5097
-0,1742

CoeDets
0,0331
0,0061
0,0226
0,0000
0,0100
0,0208
0,0033
0,0226
0,0023
0,1338
0,0300
0,0110
0,0384
0,0082
0,0002
0,0115
0,0005
00,0187
0,0023
0,0023
0,0023
0,0023
0,0110
0,0259
0,0000
0,0023
0,0023
0,0002
0,0003
0,0065
0,0363
0,1552
0,0026
0,0003
0,0420
0,0032
0,0197

0.4260
0,7062
0,2894
0,3040
-0,2580
0,0811
01129
-0,0573
0,0531
0.3171
-0,2858
-0,1227
0,116
0.2155
-0,1457

CoeDett

0,0004
0,0002
0.0107
0,0002
0.0062
0,0042
0,0060
0,0t07
0,0004
0,0008
0,0000
0,0007
0,0045
0,0001
0,0014
0,0034
0.0012
0.0137
0.0401
0,0401
0.0401
0,0401
0,0007
0,0014
0,0622
0,0401
0,0401
0.0147
0.0031
0,0000
0,0102
0.0091
0,0520
0,0062
0,0198
0.0109
0.0007

continna...




...continuacion

V38 0.5778 -0,1572 0,2508 -0,0676 0,2203 -0,1620 0,0150 0,0222 0,1030 0,0090 0,0252 0.0019
V39 -0.4165 0,0418 -0,1349 04225 0,0009 -0,1142 0,0037 0,0770 0,0535 00006 0,0073 0,0743
vag 06481 0,1722 01221 0,0276 0,3230 -0,1482 0,0074 0,0010 0,1296 00108 0,0060 0,0003
v41 -0,3106 0,1728 0,0255 -0,1222 -0,1603 0,0084 0,0349 0,1732 0,0298 0,0108 00003 0,0062
v4z 0,0133 0,2280 -0,2484 -0,0099 -0,1250 -0,0184 0,1071 0,0605 0,0001 0,0188 0,0247 0,0000
V43 0.0267 0,3354 -0,5888 -0,0824 -0,0179 0,0858 0,0212 0,0332 0,0002 0,0408 0,1389 0,0028
V44 -0.3106 0,1728 0,0255 -0,1222 -0,1603 0,0084 0,0348 0,1732 0,0298 0,0108 0,0003 0,0062
V45 -0.0002 0,3048 -0,3010 0,1565 -0,2078 -0,0078 0,0822 0,0674 0,0000 0,0338 0,0363 0,0102
V46 -0.3736 0,2274 0,6224 -0,1478 -0,1302 -0,0225 00302 0,0466 0,0431 0,0188 0,1552 0,0091
V47 -0,0545 0,0108 -0,5873 -0,0206 -0,0908 0,0341 0,0070 0,1280 0,0009 0,0000 0,1382 0,0002
V48 0,2447 0,7050 -0,2127 -0,1596 0,2008 -0,0483 0,0317 0,0340 0,0185 0.1805 0,0181 0,0106
v49 00155 0,7515 0,1480 -0,2224 0,1083 -0,0553 0,0639 0,0022 0,000% 0,2051 0,0088 0,0206
V50 -0,0482 0,2006 -0,1813 02778 0,2317 0,1986 0,0390 0,0053 0,0007 0,0146 0,0132 0,0321
V51 0.0460 0,3654 0,1050 0.2258 -0,6346 -0,2104 0,0507 0,0001 0,0007 0,0485 0,0044 00212
V52 -0.3106 0,1728 0,0255 -0,1222 -0,1603 0,0084 00349 0,1732 0,0298 0,0108 0,0003 00062
V53 0.0460 0,3654 0,1050 0,2258 -0,6346 -0,2104 0,0507 0,0001 0,0007 0,0485 0,0044 00212
V54 0.0460 0,3654 0,1050 0,2258 -0,6346 -0,2104 0,0507 0,0001 0,0007 0,0485 0,0044 0,0212
V65 0.0460 0,3654 0,1050 0,2258 -0,6346 -0,2104 00507 0,0001 0,0007 0,0485 0,0044 00212
V56 0.4974 -0,1386 -0,2542 0,0585 0,0743 -0,1107 0,0058 0,1339 0,0763 0,0070 0,0259 0,0014
V57 0,0137 -0,0533 0,3050 0,2915 0,2932 -0,2236 0,0043 0,1136 0,0001 0,0010 0,0373 0,0354
vs8 -0,2899 0,2671 -0,0890 0,0666 0,0066 0,1279 0,0013 0,1549 0,0259 0,0259 0,0032 0,0018
V39 -0,0564 -0,3482 0,1251 -0,2232 0,2160 -0,3280 0,0001 0,0794 0,0010 0,0440 0,0063 0,0207
V60 -0,1467 -0,1517 -0,0041 -0,1488 -0,0462 0,1354 0,0255 0,0007 0,0066 0,0084 0,0000 0,0092
ve1 -0,1106 0,1400 0,1246 0,3479 00424 02625 0,1251 0,0011 0,0038 0,0071 0,0062 0.0504
V62 -0,1725 0,2266 0,0528 0,6730 -0,0833 0,3341 0,0556 0,0000 0,0092 0,0186 0.,0011 0,1886
V63 -0,0614 -0,1810 0,1470 0,0568 0,3512 0,2397 0,0184 0,105 0,0012 0,011% 0,0087 0,0013
V64 -0,3038 -0,0165 -0,0045 0,2739 -0,0292 0,3126 0,0807 0,0013 0,0285 0,0001 0,0000 0,0313
V65 -0,4146 0,1101 03663 0,0705 -0,0254 0,3413 0,0663 0,0044 0,0530 0,0044 0,0538 0,0021
V66 0,4843 0,2313 0,1469 04449 -0,2526 0,2726 0,0018 0,0070 0,0724 00,0194 00086 00824
V67 0,3129 -0,2678 0,0160 0,0119 0,2938 0,4417 0,0265 0,0490 0,0302 0,0260 0.0001 0,0001
V68 -0,0038 0,5736 -0,2218 -0,0352 0,1850 0,2001 0,0510 0,0080 0,0000 0,1195 0,0197 0,0005
V69 0,2672 -0,0251 -0,1944 -0,4197 0,3821 -0,0023 0,0375 0,0318 0,0220 0,0002 0,0151 0,0734
V70 -0,1801 -0,1708 -0,0155 0,4391 0,1404 -0,6646 0,0038 0,0021 0,0111 0,0106 0,0001 00803
V71 -0,1801 -0,1708 -0,0155 0,4391 0,1404 -0,6646 0,0038 0,0021 0,0111 0,0106 0,0001 0,0803
V72 -0,0717 0,2036 -0,1739 02511 0,1499 -0,4211 0,0169 0,0122 0,006 0,0151 0,0121 0,0263
V73 01978 0,2962 -0,0191 0,3006 0,1480 -0,0021 0,0531 0,0543 0,0121 0,0318 0,0001 0,0376
V74 -0,0130 0,6983 -0,1572 -0,2153 0,0545 -0,0339 0,0756 0,0183 0,0001 0,771 0,0099 0,0193
V75 -0,3514 0,1670 0,1928 0,1658 0,1082 0,2517 0,0223 0,114t 0,0381 0,0101 0,0149 0,0114
V76 0,1993 0,1148 02134 0,7424 0,1648 -0,2306 0,0310 0,0052 0,0123 02,0048 0,0183 0,2295
V77 0,1977 -0,0423 0,2195 -0,2850 0,1079 -0,1171 0,0003 0,1569 0,0121 0,0006 0.0193 0,0338
V78 -0,1493 0,0362 0,2817 0,4407 0,3988 0,4020 0,0002 0,0003 0,0069 0,0005 0,0318 0,0809
V79 -0,3736 0,2274 0,6224 -0,1478 -0,1302 -0,0225 0,0302 0,0466 0,0431 0,0188 0,1552 0,0091
v80 -0,0545 0,0108 -0,5873 -0,0206 -0,0908 0,0341 0,0070 0,1280 0,0009 0,0000 0,1382 0,0002
v81 0,7401 -0,2019 0,2370 0,1012 0,1932 -0,1867 0,0004 0,0215 0,1690 0,0148 0,0225 0,0043
vaz -0,2¢93 -0,1865 -0,5276 0,4968 0,0632 -0,1362 0,0002 0,0237 0,0276 00126 0.1115 0,1028
V83 -0,1220 0,1460 -0,1691 -0,3137 0,0293 0,1729 0,0017 0,0171 0,0046 0,0077 00115 0,0410
V84 -0,4470 -0,0451 0,4900 03684 0,1878 -0,2093 0,0202 0,0017 0,0616 0,0007 00962 0,0565
v85 -0,2548 -0,0384 -0,6311 0,1250 0,0153 0,2705 0,0014 0,0033 0,0200 0,0005 0,1596 0,0065
veeé -0,0270 04114 00193 0,3988 0,5371 0,3548 0,0047 0,0008 0,0002 0,0615 0,0001 00662
v87 -0,3036 0,2885 04447 0,3627 0,3585 -0,1641 0,0304 0,0007 0,0284 0,0302 0.0792 0,0548
ves -043t0 0,1389 -0,0986 -0,1192 0,2515 0,3728 0,0004 0,0258 0,0573 0,0070 0,0039 0,0059
v89 -0,2971 0,3658 0,1756 -0,0637 0,1585 0,2689 0,0364 0,0210 0,0272 0,0486 00124 0,0017
Vg0 -0,2476 0,3865 0,2254 -0,0226 0,2680 0,2680 0,0413 0,0039 0,0189 0,0542 0,0204 0.0002
V81 -0,2100 0,0312 -0,5298 0,4385 0,1784 -0,1367 0,0012 0,0094 0,0136 0,0004 0,124 0,0801
V92 -0,2854 -0,0059 0,0058 0,4204 -0,0838 0,2895 0,0612 0,0119 0,0251 0,0000 0,0000 0,0736
V83 0,1351 -0,2952 -0,0130 0,3019 -0,4314 04791 0,0071 0,0055 0,0056 0,0317 0,0001 tQ.O:}BO
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CoeDet? CoeDei8 VarAcul VarAcu2 VarAcu3 VarAcud VarAcuS VarAcub JarAcu? VarAcu8

V1  0,0000 0,0043 00586 0,0634 0,2057 0,2504 00,2835 0,2839 0,2839 0,2882
V2 0,0026 0,0436 00406 00664 0,1072 00,1672 00,1733 0,1736 0,1762 0,2198
v3 0,0146 00152 00100 0,0143 0,2083 0,2428 0,2653 0,2760 02806 0,3058
V4 00,0007 0,0033 00462 0,0574 0,2298 0,2787 0,2788 00,2790 02796 0,2830
V5 00190 00138 0,0181 0,0929 0,2161 0,2391 0,2491 0,2553 0,2743 0,2881
V6 0,0085 0,0316 0,0750 0,0757 0,0802 00,1659 0,1866 0,1908 0,1993 0,2309
V7 0,0866 0,0885 00135 0,0166 0,0550 0,0730 0,0762 0.,0822 0,1688 0.2573
V8 0,0146 0,0152 0,0100 0,0143 0,2083 0,2428 0,2653 0.,2760 00,2906 0.3058
V9  0,0718 0,0346 00518 00,1513 0,1520 0,1520 0,1543 00,1547 02265 02611
V10 0,0236 0,0088 00,0359 0,0709 0,1300 0,1352 0.,2690 0.2698 0.,2935 0.3023
V11 0,1398 0,0158 00805 0,0960 0,1199 00,1249 00,1549 00,1549 0,2947 0.3107
V12 0,0001 0,0053 00288 0,2209 0,2321 0,2322 0,2432 00,2439 02441 0,2494
V13 0,0285 0,0031 01397 0,1527 0,1782 00,1792 00,2176 0,2221 02506 0,2537
V14 0,0637 0,0009 0,0520 0,0525 0,1129 0,2202 00,2284 0,2285 02921 0,2930
V15 0,0197 0,0126 00960 0,1539 0,1640 0,1640 0,1642 0,1656 0,1853 0,1980
V16 0,0196 0,0039 00133 0,0133 0,1554 0,1991 0,2105 0,2140 0,2336 0,2375
V17 00,0000 00,0005 0,0516 0,0723 0,2301 00,2580 0,2585 0,2597 0,2587 0,2602
V18 0,0070 00,0043 0,0349 0,0811 0,0974 0,2069 00,2257 0,2393 0,2464 0,2507
V19 0,0004 0,0000 0,1836 0,1847 0,1852 10,1885 0,1918 0,2319 0,2323 0,2323
V20 0,0004 0,0000 0,1B36 0,1847 0,1852 0,1895 0,1918 0,2319 0,2323 0,2323
V21 0,0004 0,0000 0,18368 00,1847 0,1852 00,1895 0,1918 0,2319 0,2323 0,2323
V22 0,0004 0,0000 0,1836 0,1847 0,1852 0,1895 00,1918 0,2319 00,2323 0,2323
V23 0,0001 00,0053 0,0288 ©,2209 0,2321 0,2322 0,2432 0,2439 0,2441 00,2494
vz4 0,0024 0,0057 0,0058 0,1387 0,2160 0,2230 0,2489 0,2503 0,2528 00,2585
V25 0,0033 0,0119 0,0751 01262 0,1526 0,1545 0,1545 00,2167 0,2200 00,2319
V26 0,0004 00,0000 0,1836 0,1847 0,1852 0,1895 0,1918 0,2319 0,2323 02323
V27 0,0004 0,0000 0,1836 0,1847 0,1852 0,1895 0,1918 00,2319 0,2323 0,2323
V28 0,0138 00,0004 0,1390 0,1444 0,1447 0,1856 0,1857 0,2005 0,2143 02147
V29 0,0001 0,0176 0,0366 0,4251 0,1335 00,1341 0,1343 00,1374 01375 00,1551
V30 0,0002 0,0170 0,0908 00885 0,1643 0,1853 0,1918 0,1919 0,1921 0,2091
V31 0,0188 0,0000 0,0822 0,1497 0,1497 10,1834 0,2197 0,2299 0,2488 02488
V32 0,0074 0,0002 00302 00768 0,1199 0,1387 0,2939 00,3030 0,3104 0.3106
V33 0,0068 0,0000 00874 00996 0,1300 0,1325 0,1351 0,1871 0,1938 0,1939
V34 0,0112 0,0000 00349 02081 0,2379 00,2488 0,2490 0,2552 00,2665 0,2665
V35 0,0181 0,0004 00032 0,1267 00,1731 0,1732 0,2151 0,2349 0,2530 0,2534
V36 0,0014 0,0081 0,0026 0,004€¢ 0,0937 00,2808 0,2840 0,2948 0,2962 0,3043
V37 0,0033 0,0800 0,0034 0,0045 0,0186 01700 0,1897 0,1903 0,1936 02736
V38 0,0212 0,0123 0,0150 00372 0,1402 0,1491 00,1743 0,1762 0,1975 0,2098
V39 0,0000 0,0061 0,0037 0,0807 0,1342 0,1349 0,1422 00,2165 0,2165 0,2226
V40 0,0456 0,0103 0,0074 0,0085 0,1381 0,1488 0,1548 0,1551 0,2007 00,2110
V4t 00112 0,0000 0,0349 0,2081 02379 00,2488 00,2480 0,2552 0,2665 0,2665
V42 - 0,0068 0,0002 0,1071 0,1676 0,1676 0,1865 00,2112 0,2113 0,2181 02182
V43 00,0001 00,0035 0,0212 0,0544 0,0546 0,0955 00,2344 0,2372 0,2374 00,2408
V44 0,0112 0,0000 00349 00,2081 0,2379 0,2488 00,2490 0,2552 0,2665 0,2685
v45 0,0189 0,0000 00822 0,1497 0,1497 0,1834 00,2197 0,2299 0,2488 02488
V46 0,0074 0,0002 0,0302 0,0768 0,1199 0,1387 00,2939 0,3030 03104 03106
V47 0,0036 0,0005 00070 00,1350 0,1360 0,1360 0,2742 02744 02780 02786
V48 0,0176 0,0011 00317 0,0657 00842 0,2646 00,2828 10,2934 03110 03121
V49 0,0051 0,0014 0,0639 00,0662 0,0663 0,2713 00,2801 0,3007 0,3058 0,3073
V50 0,0235 0,0185 0,0390 0,0444 0,0451 0,0597 00,0729 0,1050 0,1285 0,1470
V51 0,1761 0,0208 0,0507 00,0508 0,0515 0,1000 0,1044 00,1256 0,3017 00,3225
v52 00,0112 0,0000 0,0349 00,2081 0,2379 0,2488 0,2490 0,2552 0,2665 0,2665
V53 0,1761 0,0208 0,0507 0,0508 0,0515 0,1000 0,1044 0,1256 0,3017 0,3225
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V54 0,1761 0,0208 0,0507 0,0508 00515 0,1000 0,1044 0,1256 0,3017 0,3225
V55 0,1761 0,0208 0,0507 0,0508 00515 0,1000 0,1044 0,1256 03017 0,3225
V56 0,0024 0,0057 0,0058 0,1397 0,2160 0,2230 0,2489 0,2503 0,2528 0,2585
V57 0,0376 0,0234 0,0043 0,1178 0,1179 0,1189 0,1562 0,1916 0.2292 0,2526
V58 0,0000 0,0077 0,0013 0,1563 0,1822 0,2081 0,2113 0,2131 0,2132 0,2208
V59 0,0204 0,0505 0,0001 0,0795 0,0805 0,1245 0,1308 0,1515 0,1719 0,2224
V60 0,0009 0,0086 0,0255 0,0262 0,0329 0,0412 0,0412 0,0504 0,0514 0,0600
V61 0,0008 0,0323 0,1251 0,1262 0,1299 0,1371 0,1433 0,1937 0,1945 0,2268
V62 0,0030 0,0523 0,0556 0,0556 0,0648 0,0835 0,0846 0,2732 0,2762 0,3286
V63 0,0539 0,0270 0,0184 0,1235 0,1246 0,1365 0,1452 0,1465 0.2004 0,2274
V64 0,0004 0,0458 0,0807 0,0821 0,1106 0,1107 0,1107 0,1419 0,1423 0,1881
V65 0,0003 0,0546 0,0663 0,0707 0,1237 0,1281 0,1819 0,1840 0,1842 0,2389
V66 0,0279 0,0348 0,0018 0,0089 0,0812 0,1007 0,1093 0,1918 0,2197 0,2545
V67 0,0377 0,0915 0,0265 0,0755 0,1057 0,1318 0,1319 0,1319 0,1697 0,2612
V68 0,0150 0,0188 0,0510 0,0591 0,0591 0,1785 0,1982 0,1988 0,2137 0,2325
V69 0,0638 0,0000 0,0375 0,0692 0,0913 0,0915 0,1066 0,1800 0,2438 0,2438
V70 0,0086 0,2071 0,0038 0,0059 0,0171 0,0276 0,0277 0,1081 0,1167 0,3238
V71 0,0086 0,2071 0,0038 0,0059 0,0171 0,0276 0,0277 0,108t 0,1167 0,3238
V72 0,0098 0,0831 0,0169 0,0290 0,0306 0,0457 0,0578 0,0840 0,0939 0,1770
V73 0,0096 0,0000 0,0531 0,1074 0,1195 0,1514 0,1515 0,1891 0,1987 0,1987
V74 0,0013 0,0005 0,0756 0,0939 0,0340 0,2710 0,2809 0,3003 0,3016 0,3021
V75 0,0051 0,0297 0,0223 0,1364 0,1745 0,1846 0,1995 0,2109 0,2160 0,2458
V76 0,0119 0,0249 0,0310 0,0362 0,0485 0,0532 0,0715 0,3010 0,3129 0,3378
V77 0.0051 0,0064 0,0003 0,1572 0,1693 0,1699 0,1892 0,2231 0,2282 0,2346
V78 0,0695 0,0758 0,0002 0,0005 0,0074 0,0079 0,0397 0,1206 0,1901 0,2659
V79 0,0074 0,0002 0,0302 0,0768 0,1199 0,1387 0.2839 0,3030 0,3104 0,3106
V80 0,0036 0,0005 0,0070 0,1350 0,1360 0,1360 0,2742 0,2744 0,2780 0,2786
V81 0,0163 0,0163 0,0004 0,0219 0,1910 0,2058 0,2283 0,2325 0,2488 0,2652
v82 0,0017 0,0087 0,0002 0,0239 0,0515 0,0642 0,1757 0,2784 0,2802 0,2889
V83 (0,0004 0,0140 0,0017 0,0188 0,0234 0,0311 0,0426 0,0835 0,0839 0,0979
V84 0,0154 0,0205 0,0202 0,0219 0,0836 0,0843 0,1805 0,2370 0,2525 0,2730
V85 0,0001 0,0343 0,0014 0,0047 0,0248 0,0253 0,1849 0,1914 0,1915 0,2258
V86 0,1261 0,0590 0,0047 0,0055 0,0057 0,0672 0,0673 0,1336 0,2597 0,3187
v87 0,0562 0,0126 0,0304 0,0311 0,0595 0,0897 0,1690 0,2238 0,2800 0,2926
va8 0,0277 0,0652 0,0004 0,0262 0,0835 0,0905 0,0944 0,1003 0,1280 0,1931
V39 0,0110 0,0339 0,0364 0,0574 0,0846 0,1332 0,1456 0,1473 0,1582 0,1922
ve0 0,0314 0,0337 0,0413 0,0451 0,0640 0,1183 0,1386 0,1389 0,1703 0,2039
V81 0,0139 0,0088 0,0012 0,0106 0,0242 0,0246 0,1370 0,2171 0,2310 0,2398
V92 0,0031 0,0393 0,0612 0,0731 0,0983 0,0983 0,0983 0,1719 0,1750 0,2143
Vg3 0,0813 0,1076 0,0071 0,0126 0,0182 0,0499 0,0500 0,0879 0,1693 0,2769
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Cuadro 4. Matriz de distancias genéticas de los aislamientos monoconidiales

gloeosporioides calculadas para los datos de RAPD.

45 45 47 48 48a 49 50 52 M51 52
4t 0.0C00
4z 0.5120 0.0000
a- C.4878 0.7347 0.00C00
4€ 0.5000 0.6324 0.5000 0.00Q0C
4tz 2.5581 0.6423 0.6619 0.5909 0.0000
4z <.2453 0.5000 0.5469 0.6015 0.6324 0.5000
5% 0.54€9 0.3393 0.7432 0.7347 0.6324 0.5120 ©.0000
S 2.427C0 T.5120 0.0535%4 $.652Z 0.6C15 ©.3966 C.5238 (.2000
MEZ 0.2313% £.5469 0.4754 (£.558% 0.59%09 0.29%36 0.5354 0.3393 7.0000
cc 5.5120 0.3243 0.6809 0.6324 0.5354 0.5238 €.309. C.3120 1.53CC C.C220¢
S C.4500 U.6714 0.5692 0.6619 0.6324 ©.4878 0.6222 5.3000 5.3826 0.6714
SEE 0.4500 0.6324 0.5692 0.6809 0.5909% 0.5120 0.6222 0.5000 C.4628 0.6324
£4 0.3684 C.6324 0.5469 £.6619 0.5000 0.4370 0.5354 0.5000 £.41C3 0.3959
c: G.3393 0.3966 0.5909 0.6015 0.5238 0.4628 0.4133 0.4237 £.3243 0.2778
ce 0.1942 0.5802 0.4628 G.5%09 0.5581 0.2778 0.5000 {.3826 -.2115 0.512C
T ©.2936 C.601.5 0.4878 3.5909 0.6015 C.3684 £.5909 0.4370 2.3684 C.5522
S 0.4103 C©.3826 0.6423 0.5909 0.5120 0.5000 0.3684 0.4628 5.4237 0.1942
zz 0.3540 C.4628 0.5802 0.6522 0.6423 0.3966 0.3966 0.4878 2.3091 0.354°0
€2 5.4237 C.7083 0.5909 0.6423 0.5000 0.437C 0.6423 0.5238 £.4103 .€32Z
6. 1 0.2286 0.6015 0.5354 0.6119 0.5354 0.33%3 0.5238 0.4370 2.2778 0.5354
Z 0.1765 0.5469 0.5000 C.5581 0.5469 0.2936 0.512C C.2237 .194Z C.322¢
53D S3E 54 55 56 57 58 53 60 61
$:Z | 0.0000
£:Z 2.2286 0.0000
Zs G.2286 C.2286 0.0000
5% 5.5582 C.5354 0.4878 0.3000
ZE C.3966 0.3684 0.2778 (0.3393 0.0C0D
t- <.4754 0.4500 0.4237 C0.4754 0.2617 0.2000
St ! 0.5909 C.5469 0.5000 0.1400 0.3826 0.5120 0.0000
sz G.4754 0.4754 0.4500 0.2453 0.2936 0.4628 0.3243 £.C2C0C
62 ., 0.4103 0.4370 0.3826 0.5120 0.3393 0.4500 0.546% 0.5238 ¢.0000C
€. ¢ 0.3684 0.3393 0.2453 0.3684 0.1212 0.2936 0.41C3 0.3540 $.2778 C.Co0C
Ge 0.38B26 (.3540 0.3243 0.3243 0.1020 0.3091 0.3684 £.3091 C.354C 2 oe
62
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Cuadro 5. Analisis de correspondencia entre filas y columnas de la matriz de datos de
RAPD.

Trace of matrix = 3.47624
X2 = 1411.352 df = 1840 Prob = ~.0a0¢c
i Eigenvalue Percent Cumulative
1 0.56570 16.28 16.28
2 0.41609 11.97 28.24
3 0.35553 10.23 38.47
4 0.28359 8.16 46.63
5 0.24697 7.10 53.73
3 0.22C2¢0 6.34 6J.57
7 C.19359 5,57 65.64
8 0.16781 4,83 70.47
S 0.16387 §.71 75,18
i0 0.14050 4.04 79.22
il 0.13082 3.76 82.99
12 0.12085 3.48 86.46
13 0.10436 3.00 89.46
14 £.08985 2.58 92 .05
5 0.06986 2.01 94.06
L6 0.06369 1.83 95.89
P 0.04579 1.32 97.21
18 0.04006 1.15 98.36
e 0.03709 1.07 99.43
29 0.01991 .57 100.00
Column variables:

Variable Rel. freg Dist"2

45 C.01970 6.33811

46 0.08867 1.28502

47 C.07389 3.46725

48 C.091.3 2.32473

48R 0.082374 2.221606

49 C.03695 4.187C6

50 0.07143 2.99253

51 0.05911 2.40347

M51 0.027329 4.23278

52 0.07389 1.39572

53D 0.05665 2.76342

53E 0.05172 3.059586

54 0.03695 3.86627

55 0.04187 2.25790

56 0.00493 35.65278

57 0.03448 8.13977

58 0.04826 1.88539

59 0.032%41 3.10770

60 0.04187 6.68706

61 0.00985% 21.65625

62 0.0073% 17.97531

..continna...
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Row variables:

Variable Rel. freq Dist"2
b £.01478 2.079.13
2 C.00739 5.76312
3 G.00493 7.955838
4 £.01232 2.99503
< C.00739 4.19961
6 C.00985 3.65007
7 0.00246 22.88235
8 C.00493 7.95588
S 0.00739 4.37652
1< 0.0073¢% 4.484190
1l C.01478 1.71809
P ©.00739 3.04972
13 C.01724 1.28268
4 C.02463 0.75903
1 c.g2217 £.97202
i6 C.00739 14.25817
e €.01478 4.59377
S £.00985 g,34701
19 0.01478 2.01024
23 £.01478 2.01024
21 £.C1478 2.01024
22 C.01478 2.01024
23 C.00739 3.04%872
24 £.00493 4.72854
25 0.01724 1.449C8
26 0.01478 2.01024
27 0.01478 2.01024
28 0.00739 3.31235
29 0.01232 3.57057
30 0.01478 1.72553

i C.00985 2.11152
32 0.00246 12.53333
33 2.01232 2.11276
34 2.00493 5.12655
3z .0C73¢ 2.7991¢C
3¢ c.01478 1.81309
3" .02463 £.82713
kL £.064q93 5.36863
39 0.01232 2.67403
47 ©.00493 6.81863
42 C.004893 5.12658
a2 ¢.01232 1.80336
43 0.00493 6.15629
44 0.00493 5.12658
45 2.00985 2.11152
46 0.00246 12.53333
47 £.00246 9.97297

S 5.00739 6.11691
43 0.00%85 3.84%09
52 0.00246 10.27778
SN .00246 13.00000
52 0.00493 5.12658
t3 0.00246 13.00000
<4 .00246 13.00000
53 5.00246 13.00000
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0.00492 4.72854
57 0.01478 1.66382
58 C.007353 2.97601
59 0.02217 1.60274
60 0.00739 6.330586
1 0.01478 1.86373
62 0.00985 3.32882
63 0.02463 1.00174
€4 0.0197¢C 2.05982
65 0.02217 1.25302
€6 0.01724 1.82706
67 0.02217 1.0940G2
68 0.02217 D.84397
§a ¢.02217 2.30740
70 0.00246 28.00000
71 C.00246 28.00002
°2 C.004%3 10.66304
13 0.01724 3.80309
74 C.01232 2.54234
75 C.JC73%9 3.80255
76 0.01232 2.32542
77 C.0.232 1.81123
78 0.0C246 15.916867
79 0.00246 12.53333
8¢ C.0C0246 9.97297
81 0.0C246 10.94118
82 0.01232 4.16270
83 C.0C739 7.88181
84 0.00985 15.40312
85 0.01724 4.9175%
86 0.00739 4.280886
87 0.00985 3.923%6
88 €c.02217 1.55888
89 ¢.02217 3.775%6
90 G.01478 5.65772
91 0.01478 3.12224
32 C.0197¢C 1.7489¢
93 G.00493 11.73725
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Cuadro 1. Matriz de distancias genéticas construida con todos los atributos medidos

ANEXO D. ANALISIS ESTADISTICO CONJUNTO

(morfoldgicos, bioquimicos y RAPD).

L0032
.5749
.35354
.5394
. 4433
L3318
L4286
.5083
L3779
.592¢0
.5e33
.574

.4CC0
.5333
.5514
.4072
.4144
.6196
.5574
.5085

OO0 OO0 0 OCOOOO0OO0DOO0OO0O0O0OO0

0000
L4144
.5210
.4828
.6142
L4762
.4893
. 5920
.5514
. 5333
.5574
.5148
.5148
. 5210
. 5455
.5148
.5455
.4629
.421%

COO0OC OO0 OODOOCOOO0O00COO0O0 0o

.C200
.3704
.5455
.€250
.5749
L5272
.5691
.6087
.6142
.6142
.574%9
.5863
.5574
.5210
.5394
.5B806
.5148
.4893

OO O0CO0OO0OOCOO0OO0OO0DO0OODDOo OO0

. G000
.5574
.5574
.5394
. 5394
.5085
.5863
.5691
. 5333
.5272
.5633
.5574
.4828
.5394
.5085
L4762
.4893

OO0 O0OCOD0DO0O0OO0O0OO0OO0

.00CC
.4696
.3318
.3474
.4696
L5021
. 4957
.4828
.48¢83
.4072
.414¢4
.4828
L3779
.4828
L4215
L3474

QOO0 OO0 OCOOCO OO0

L0330
.4493
.4629
L3704
L4833
.5C85
.4696
L4215
.5021
L5574
.3853
.3628
.5230
L4493
.4629

OO OO OO0 0C0O0 OO0 0O0O0

I atals
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.G000
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. 0000
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