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Resumen

La monilia (Moniliophthora roreri) es la principal enfermedad bidtica de T. cacao en
Colombia. Se requiere conocer aspectos basicos de la biologia del patégeno para generar
estrategias de manejo. Se analiz6 la diversidad genética y estructura poblacional de 186
aislamientos de M. roreri procedentes de siete departamentos de Colombia utilizando 13
microsatélites. Se encontraron 152 genotipos multilocus (MLG) y poblaciones clonales de
acuerdo al indice de asociaciéon estandarizado (IA). Esto sugiere que monilia presenta
recombinacion asexual o parcial debido a la parasexualidad. Se reconocieron dos grupos
genéticos entre los aislamientos mediante el método de agrupamiento bayesiano,
diferenciandose por origen geografico y altitud. En cuatro localidades se monitored la
incidencia de la enfermedad a clones con diferentes grados de susceptibilidad en el tiempo
y la parte espacial en el Cl La Suiza de Corpoica, entre julio de 2013 a mayo de 2015. Para
el analisis temporal y espacial se empled el modelo linear generalizado con distribucién de
quasi-Poisson con funcion de ligacion logaritmica. Se encontré relacién significativa entre
clones vy localidades. El clon SSC61 presenté la mayor intensidad de la enfermedad y en
San Vicente los menores niveles de la enfermedad en todos los materiales. De acuerdo al
test I de Moran se evidencié una autocorrelacion espacial de la enfermedad. La epidemia
de monilia varia de acuerdo con la localidad, variedad y localizacion en el campo. Por ello,
las practicas de manejo se deben ajustar segun los microambientes y la distribucion de los
materiales en el lote.
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Introduccion

El hongo altamente especializado Moniliophthora roreri destruye frutos de las especies
pertenecientes a los géneros Theobroma y Herrania. Este tiene un alto nivel de adaptacion
y el gran numero de esporas de larga vida, haciendo de éste un fitopatdgeno altamente
eficaz y un formidable invasor de nuevas areas geograficas (Phillips-Mora et al. 2007). Para
el manejo de esta enfermedad se debe considerar la epidemiologia del patdégeno, que
permita establecer las bases tedricas para comprender las epidemias en el tiempo y en el
espacio. De la monilia se conoce que la dispersion de las esporas depende de la
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temperatura y la humedad, y ésta se da por medio del agua, material vegetal infectado,
animales, herramientas y el hombre (Leandro 2011).

En cacao no se cuenta con materiales con resistencia vertical a la monilia (Ali et al. 2015),
y en condiciones desfavorables al hospedero, este patdégeno consigue infectar clones con
alto grado de resistencia, alterar el metabolismo e inducir respuestas a estrés, engafnando
los mecanismos de defensa de la planta de T. cacao (Bailey et al. 2014). Parte de la
adaptacion de M. roreri se podria explicar por la genética de sus poblaciones. Por tanto,
generar conocimiento de la variacion genética de las poblaciones de este patégeno es
fundamental para un programa de mejoramiento genético basado en la generacion de
materiales con resistencia eficaz y sustentable (Ali et al. 2015). En este trabajo se estudio
la variabilidad genética de aislamientos de M. roreri en las principales zonas cacaoteras de
Colombia, principalmente en municipios de Santander, centro de diversidad, y la dinamica
espacio-temporal de la enfermedad en diferentes ambientes de esta region.

Materiales y Métodos

Material fungico, extraccion de DNA y amplificacion de SSR

Los aislamientos M. roreri se obtuvieron de frutos enfermos de T. cacao colectados en siete
departamentos productores de cacao en Colombia de materiales susceptibles (ICS60,
ICS39 e ICS40) y material con resistencia parcial (ICS95). Por localidad se seleccionaron
cinco fincas, teniendo como criterio de seleccién el material vegetal y la distancia entre las
fincas (> 5 km). Para la obtencion de los aislamientos se siguid la metodologia descrita por
Jaimes et al, 2016.

El DNA gendmico se extrajo y purific6 de aislamientos de M. roreri usando el kit ZR
Fungal/Bacterial MiniPrep (Zymo Research), se usaron los 13 marcadores SSR con mayor
polimorfismo para el analisis y las condiciones de PCR de acuerdo con la metodologia
descrita por Jaimes et al. (2016). Los SSR se arreglaron en 3 paneles multiplex de acuerdo
con el tamano de los productos, su polimorfismo y el fluoréforo. Los productos de la
amplificacién fluoromarcados se visualizaron en el analizador genético automatizado de
DNA 310 ABI PRISM (Applied Biosystems). Los fragmentos de PCR se detectaron con el
software de analisis GeneMapper™ version 3.0 (Applied Biosystems).

Andlisis de genética y estructura poblacional

Los genotipos multilocus (MLG) se determinaron usando el grupo de 13 SSR. El andlisis se
realizé sobre 186 aislamientos de M. roreri. Para el analisis de la genética poblacional, los
MLG se asignaron para cada aislamiento con el paquete popprimplementado en el software
R v. 3.3.1. Para la estructura genética de la poblacién de todos los aislamientos se estimo
cuatro niveles de estratificacion: 1) Clon, Il) Localidad, Ill) Estado y IV) Altitud. Para cada
estrato, se probaron para el equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) en el paquete. Se determiné
la diversidad genotipica, la uniformidad y el indice de Shannon-Wiener. Con el fin de
determinar el grado de clonalidad y el potencial de recombinacion en la poblacion se calculd
el desequilibrio de ligacion (LD) para todos los marcadores SSR usando el indice
estandarizado de asociacion IA y fd. Para estimar el nivel de mezcla e inferir en el nimero
de clusters se realizé un analisis de agrupamiento bayesiano en el software STRUCTURE
v. 2.3.4, se comparo la probabilidad estimada de cada valor K para determinar el numero
de poblaciones presente con base en el maximo /n de K.



Sitio experimental y disefio para estudio espacio-temporal

El estudio se realiz6 en cuatro localidades de Santander en cultivos comerciales, entre ellas
el Cl La Suiza de Corpoica. Se tuvo como criterios de seleccion: 1) La disponibilidad
variedades de cacao (ICS 95 — clon resistente, CCN51 — moderadamente resistente y el
SCC 61 — clon susceptible); 1I) manejo agronémico similar, especialmente: remocién
semanal de frutos, control de malezas y cosecha oportuna; y Ill) diferentes condiciones
ambientales. Cinco plantas al azar se marcaron por clon por sitio de muestreo. En el caso
del C.l. La Suiza, se seleccionaron cinco plantas por material por bloque en una parcela
experimental con cuatro bloques completos al azar.

Analisis espacio-temporal

Para el analisis temporal, se registro el numero de frutos totales y removidos con sintomas
avanzados de la enfermedad a intervalos de 15 dias entre julio de 2013 y mayo de 2015.
El numero de frutos cosechados se registré solo en el centro de investigacion La Suiza.
Para el analisis espacial, se considerd la distribucion de cada planta en la parcela
experimental del C.I. La Suiza.

Para analizar el efecto de las localidades sobre la incidencia de la enfermedad se sumaron
los conteos realizados por arbol. Para el andlisis, se seleccionaron las fechas con datos
completos y se empled un modelo linear generalizado (gim) con distribucién de quasi-
Poisson con funcion de enlace logaritmica, debido a la sobredispersion. Los frutos enfermos
removidos se consideraron como la variable dependiente. En todos los analisis, los efectos
se consideraron como significantes con el valor de p < 0,05. Todo el analisis estadistico se
realizé usando el paquete spdep del software R v. 3.2.3.

Resultados y Discusién
Diversidad genética y estructura poblacional de M. roreri

En total, se detectaron 152 MLG para todas las poblaciones de M. roreri, mostrando alta
diversidad genética. La mayoria de MLGs estuvieron representados por un solo aislamiento.
Phillips-Mora et al. (2007) reportaron resultados similares con alto nivel de polimorfismo
estimado con perfiles de AFLP e ISSR en poblaciones de este patégeno. En todas las
poblaciones se obtuvo una heterocigosidad esperada (Hexp) promedio de 0,69, indicando
un alto grado de variabilidad. Aunque, Ali et al. (2015) reportan ausencia de heterocigosis
entre los aislamientos de M. roreri para cinco grupos genéticos previamente reportados,
también encontraron que los aislamientos del nororiente de Colombia muestran altos
niveles de diversidad genética, posible centro de origen de M. roreri. Pero, se debe estudiar
aislamiento de otras regiones, como las del suroccidente de Colombia, que también
mostraron alta diversidad. Esta diversidad se puede deber a una alta tasa de mutacion o
algun nivel de intercambio genético entre y dentro de las poblaciones de las diferentes
localidades geograficas.

Por otra parte, se refuta la hipétesis de no vinculo entre los marcadores, ya que tanto para
para la poblacién corregida y sin correccion, se obtuvieron valores fd 0,184 y 0,183
respectivamente, indicando una poblacién clonal, siendo el desequilibrio de vinculacion de
los multilocus significativamente mayor a cero para cada poblacion (P < 0,001). Los valores



de IA y id estimados sugieren que las poblaciones de M. roreri son poblaciones clonales.
Esto evidencia la ausencia de recombinacion sexual en M. roreri (Diaz-Valderrama y Aime,
2016), soportando la hipdtesis que éste es probablemente un hongo un hongo
exclusivamente con fase anamorfica. Si M. roreri tiene una reproduccion estrictamente
clonal, se evidencia un alto flujo genético junto con grandes tamaros efectivos de las
poblaciones que podrian explicar la diversidad genotipica encontrada.

La estadistica Bayesiana asigno los 186 aislamientos en dos grupos distintivos, tanto para
un modelo con o sin mezcla. Para los dos analisis, la distribucién de los grupos genéticos
exhibe una alta correlacién con la localizacién geografica del sitio de colecta de los
aislamientos. En el cluster 1 se agruparon los aislamientos de Arauca, Norte de Santander
y Narifio con un 98,97%, 96,23% y 99,24% de ancestria, respectivamente. En el cluster 2
se agruparon los aislamientos de Antioquia, Tolima y Huila con un 98,41%, 99,46% vy
98,98% de ancestria, respectivamente. Sin embargo, los aislamientos de Santander aunque
con mayor contribucion del cluster 2 (55,65%), sus poblaciones evidenciaron un 44,35% de
ancestria del cluster 1 (Figura 1). Esto se podria explicar por estar localizado en el
Magdalena Medio, considerado el centro de diversidad de esta especie (Ali et al., 2015).

La comparacion de la variaciéon genética entre y dentro de dos niveles jerarquicos de la
poblacion, considerando el departamento como poblacidon y los otros estratos como
subpoblaciones, revelaron una diferenciacion significativa en las tres subpoblaciones
estimadas para el andlisis (P = 0,01). La mayor diversidad de haplotipos (85,83% - 89,53%)
se encontré dentro de las subpoblaciones (clon, municipio o altitud), pero una cantidad
apreciable (7,78% - 10,91%) separa las poblaciones (departamento), dependiendo del
estrato seleccionado como subpoblaciones para el analisis. Cuando los clones, municipios
y altitud se consideraron como subpoblaciones, se obtuvo valores de ¢ de 0,109, 0,078 y
0,099 entre las poblaciones, respectivamente. Esto refleja una moderada diferenciacién
entre las poblaciones de los departamentos y generalmente es el resultado de un moderado
flujo genético.
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Figura 1. Analisis de la estructura genética de M. roreri con 13 SSR. Grafico generado con
las salidas de Structure y organizados por el valor K. Cada color representa un cluster
definido en el software Structure v- 2.3.4. Las barras verticales representan los
aislamientos, y la longitud de cada segmento coloreado de cada barra vertical representa
la contribucién en proporcién de poblaciones ancestrales.



Ali et al. (2015) sugieren que la diferenciacion de las poblaciones de M. roreri se dio por su
dispersién desde el Valle Alto del Magdalena en el tiempo y por deriva genética localizada
asociada a los aislamientos. Sin embargo, dado la alta diversidad de haplotipos encontrada
en este estudio, se sugiere que adicional a una tasa de mutacién y a un flujo genético, en
estas poblaciones se puede dar una posible recombinacion esporadica o parcial por
parasexualidad. Pese a la carencia de fase sexual, este patdégeno evoluciona rapidamente
y se refleja en su virulencia, eso explica que los aislamientos altamente virulentos de M.
roreri unido a las limitadas fuentes de resistencia provoquen la pérdida de resistencia o
tolerancias de los materiales con el tiempo (Ali et al., 2015). Es asi, que usar variantes del
patdgeno puede ser de utilidad para el “screening” de materiales por resistencia.

Epidemiologia de M. roreri

Entre frutos de cacao enfermos, clon y localidad se identificd una interaccion. Los valores
mas altos de frutos removidos enfermos se encontraron en el clon SCC61 en la mayoria de
localidades estudiadas, excepto en San Vicente de Chucuri y en el B1 de la parcela
experimental en el C.1. La Suiza en Rionegro. Igualmente, el clon ICS 95 obtuvo los menores
valores de frutos enfermos removidos en la mayoria de localidades, excepto en San Vicente
de Chucuri (Figura 2). Este primer andlisis sugiere que se presenta poca incidencia de
monilia en San Vicente y el B1 en Rionegro, asi como las diferencia entre los clones y los
niveles de enfermedad entre localidades. Esta interaccion se evidencio con el andlisis del
GLM, identificando una interaccion significativa entre frutos enfermos removidos y localidad
(P < 2,2 e7), frutos enfermos removidos y clon (P < 2,2 e'%) y entre frutos removidos y clon
por localidad (P = 3,768 e). Los bajos niveles de la enfermedad se identificaron en San
Vicente y B1. Los altos niveles de la enfermedad se identificaron en el B4. En lo que
respecta con las variedades de cacao, el mayor numero de frutos removidos se obtuvo con
el SCC 61 y el numero con el ICS 95.
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Figura 2. Interaccion de frutos enfermos removidos para los clones de cacao ICS 95, CCN
51y SCC 61 en Cimitarra, EI Carmen de Chucuri, San Vicente de Chucuri y los bloques
B1, B2, B3 y B4 en Rionegro (Santander — Colombia).

Con respecto al analisis espacial, se evidencio una autocorrelacién (Desviacién estandar
de la estadistica de la | de Moran = 7,6644; P = 8,986 e'°) al considerar los datos de los
bloques en Rionegro. Cuando el andlisis se realizé considerando cada bloque, no se
encontré una autocorrelacion espacial (Desviacion estandar de la estadistica de la | de
Moran = 0,28195; P = 0,389). Esto se debe a los bajos niveles de enfermedad que se
presentaron en el B1. Entre las localidades analizadas, asi como entre los bloques en una
misma localidad, los niveles de monilia difieren para cada clon. Los bajos niveles de
enfermedad se observaron en el B1, en donde se registré los mas altos niveles de monilia
en los clones CCN 51 e ICS 60. En B2 y B3 se observo niveles de enfermedad intermedia,
con un comportamiento variable del clon CCN 51. Los altos niveles de la enfermedad se
observaron en el B4, en los clones susceptibles SCC61 y ICS 60. Sin embargo, el
comportamiento de los materiales de cacao varia de acuerdo con su localizacion en la
parcela experimental, asi como con la localidad (Jaimes et al., 2011).

En Colombia el ciclo de la monilia puede iniciar en cualquier momento. Sin embargo, los
periodos criticos se asociaron con los periodos de mayor formacién de frutos. Los niveles
de resistencia de los clones variaron entre localidades, lo cual puede relacionarse mas con
una tolerancia dada por el ambiente y no por el genotipo. Ademas, la estructura de los
forestales y de los cacaos afecta estos niveles de resistencia. Gidoin et al. (2013)
encontraron que con una distribucion regular de los sombrios se reduce la intensidad de la
enfermedad. Se requiere zonificar los materiales de cacao por su comportamiento
productivo y por resistencia a la monilia, asi como la estructura de las especias asociadas.
Adicionalmente, se debe comprender los mecanismos de resistencia en las variedades de
cacao y como se ven afectados por los diferentes factores ambientales para definir la accién
de genes aditivos o no aditivos y la interaccién genotipo — ambiente.

Conclusiones

La alta variabilidad genética y la naturaleza clonal de las poblaciones de M. roreri en los
principales departamentos productores en Colombia sugieren una recombinacion rara o
parcial debida a la parasexualidad.

Las poblaciones de M. roreri en los principales departamentos productores de Colombia se
agruparon en dos grupos genéticos asociados a su origen, observandose un alto flujo
génico entre las poblaciones.

Las epidemias de monilia estan influenciadas por las localidades, el material vegetal y su
localizacién en el campo.
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