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Resumen
Moniliophthora perniciosa, agente causante de la ‘escoba de bruja’ en cacao (Theobroma cacao), presen- ta una elevada variabilidad genética y discrepancias en su taxonomía y es una de las enfermedades más importantes en plantaciones cacaoteras que ocasiona pérdidas económicas a nivel mundial cer- canas a 70%, y de 40% a nivel nacional. La caracterización de la diversidad genética de los biotipos es importante para la ejecución de proyectos encaminados al manejo de este patógeno y el desarrollo de materiales resistentes de cacao. En este estudio se analizaron 12 aislamientos del hongo obtenidos de diferentes materiales de cacao. Cada una de las muestras se evaluó con marcadores moleculares que tienen como blanco una región del ADN ribosomal (ADNr) nuclear conocida como ITS (Internal Trans- cribed Spacer), una región intergénica (IGS-1) y cinco secuencias simples repetidas (SSR). El marcador IGS-1 permitió la determinación del biotipo C, no obstante se encontró una variabilidad genética evi- dente dentro de este biotipo, aún no registrada. El análisis de la diversidad genética de M. perniciosa por medio de marcadores microsatélite arrojó un valor total de 0.4260, una heterocigosidad total de
0.6143 y un Indice de información polimórfica (PIC) de 0.3407, valores considerados de rango medio a 
alto para los aislamientos estudiados y que estiman la variabilidad genética presente en M. perniciosa.
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Abstract
Moniliophthora perniciosa, the founder agent of the ‘witch’s broom’ on cocoa (Theobroma cacao L.) is one of the most important diseases in cocoa plantations, causing economic losses close to 70% world- wide and 40% nationwide. It shows a high genetic variability and discrepancies in its taxonomy. Char- acterization of the genetic diversity of biotypes is important for projects aimed towards the handling of this pathogen and the development of resistant cocoa materials. Twelve isolations of the fungus were analyzed in this study from different cocoa material. Each sample was evaluated with molecular markers directed towards a nuclear ribosomal DNA (rDNA) region known as ITS (Internal Transcribed Spacer), an intergenic region (IGS-1), and five simple sequence repeats (SSR). The IGS-1 allowed the 
determination of biotype C, however, an evident genetic variability was found within this biotype that has not been yet reported. The genetic diversity analysis of M. perniciosa by microsatellite markers gave a total value of 0.4260, a total heterozygosity of 0.6143, and a polymorphism information content (PIC) of 0.3407; these values are considered to be within a medium to high range for the studied isola- tions, and are an estimation of the genetic variability present in M. perniciosa.
Key words: Biotype, cocoa, Colombia, fungi, molecular markers, Moniliophthora perniciosa, pathogen,
Theobroma cacao.
Introducción
La producción de cacao (Theobroma cacao L.) en el mundo se concentra en Africa y Améri- ca tropical; en este contexto, Costa de Marfil es el primer productor con 39% del mercado internacional, mientras Colombia con 1% no es un actor importante en el comercio exterior y ocupa un octavo lugar. La producción de cacao en Colombia esta concentrada en Huila, Tolima, Antioquia, Costa Atlántica, Meta y el eje cafetero donde existen 90,000 hectáreas sembradas en 24,500 fincas, con un rendi- miento promedio por hectárea cosechada de 450 kg de cacao en grano. El cultivo de cacao presenta problemas claramente iden- tificados, entre ellos: el estado fitosanitario de las plantaciones, la falta de tecnología apropiada, escasa capacitación del recurso humano y erosión de la variabilidad genética de las plantaciones, lo que ha incidido en la pérdida de interés por parte de los producto- res (MADR, 2004).
La planta de cacao presenta fundamen- talmente dos patógenos de alta incidencia: Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime y Phillips-Mora, comb. nov. (Aime y Phillips- Mora, 2005) y M. roreri (Cif. y Par.) Evans et al., agentes causantes de la enfermedad de la ‘escoba de bruja’ y la moniliasis del cacao, respectivamente. Estos patógenos producen las mayores pérdidas en producción del fruto, cercanas a 70% a nivel mundial y
40% a nivel nacional (Griffith et al., 2003). El agente causante de la escoba de bruja se clasificó inicialmente por Stahel en 1915, como Marasmius perniciosa; más tarde, se reclasificó y transfirió en el género Crinipe- llis por Singer (1942) y posteriormente, en el
2005, Aime y Phillips-Mora lo denominaron Moniliophthora perniciosa. Este patógeno se ha detectado infectando brotes, infiorescen- cias y frutos de T. cacao, es endémico para

muchas otras especies del género Theobro- ma, Herrania, y de las familias Solanácea, Bignoniaceae y Malpighiaceae (Resende et al., 2000).
Dependiendo del hospedero vegetal donde se encuentra el hongo se han identificado los biotipos: C, presente en las plantaciones de cacao y otras plantas de la familia Malvaceae, S, que se ha encontrado infectando especies pertenecientes a la familia Solanaceae, L que infecta lianas, especialmente Arrabidaea ve- rrucosa perteneciente a la familia Bignonia- ceae, y B, que infecta a Bixa Orellana (Evans,
1978; Bastos y Andebrhan, 1986; Griffith y
Hedger, 1994).
A escala molecular, en estudios del ADN ribosomal en numerosos Basidiomycetes se ha observado que los espaciadores internos transcritos (ITS) muestran una variación que se convierte en un marcador taxonómico muy útil para distinguir entre especies (Vilgalys y González, 1990; White et al., 1990; Miller et al., 1999; Chen et al., 2000). De la misma manera, los espaciadores intergénicos (IGS) han sido utilizados como herramienta para discriminar biotipos (Arruda y Marisa, 2003) y la utilización de microsatélites (SSR) ha soportado estudios de variabilidad genética en biotipos de M. perniciosa (Gramacho et al., 2007). Ante la falta de mayor conoci- miento sobre M. perniciosa en Colombia, en este trabajo se evalúa la variabilidad genética de este hongo por medio de marca- dores moleculares, en busca de fortalecer el conocimiento taxonómico del patógeno que representa un problema fitosanitario serio y por tanto requiere la ejecución de estudios encaminados a conocer su epidemiología y sus mecanismos de manejo, con el fin de trazar estrategias que permitan reducir el impacto negativo sobre las plantaciones de cacao en Colombia.
Materiales y métodos
Las muestras utilizadas en el estudio corres- pondieron a basidiocarpos presentes en tallos para M. perniciosa y en frutos para M. roreri, provenientes de T. cacao (IMC 67, TCA644, EET
8, ICS 95, CAP 34, CCN 51, Escabino, ICS 60, ICS 1, ICS 39, TSH 565 y Luker 40 para M. perniciosa; y Escabino y EET 8 para M. rore- ri) recolectados de la granja Casa Luker S.A (Palestina, Caldas, Colombia) ubicada a 5º 05’ N y 75º 40’ O, a 1010 m.s.n.m. Se evaluaron las condiciones para la obtención de cultivos monospóricos mediante descarga de esporas. Las muestras de basidiocarpos con diferentes estados de desarrollo recolectadas en campo fueron llevadas a laboratorio; cuando algunas de las escobas presentaron basidiocarpos en estadios tempranos de crecimiento se almace- naron en cámara húmeda y cuando mostraron basidiocarpos en estadio óptimo de desarrollo se almacenaron en bolsas y se guardaron a -4
°C. Una vez que los basidiocarpos se sacaron de las cámaras húmedas y de las neveras fue- ron mantenidos a temperatura ambiente por
30 min con el fin de que al momento de la des- carga de las esporas los basidios no estuvieran congelados. También se evaluó la efectividad de los métodos de obtención de ADN con fines de amplificación por PCR (Orozco et al., 2011).
La extracción de ADN del cultivo monos- pórico de M. perniciosa correspondió a 0.5 cm de micelio del hongo que se maceró con
200 μl de buffer de lisis (EDTA 0.5 M, NaCl
5 M, SDS 10 mM) y calentamiento en baño maría por 5/96 °C, más extracción por fenol- cloroformo-alcohol isoamílico y precipitación

con etanol y acetato de sodio (Goodwin y Lee,
1993; Orozco et al., 2011). La extracción direc- ta del ADN de fructificaciones de M. perniciosa y M. roreri, correspondió a cortes de 0.5 cm de basidiocarpos previamente desinfectados con hipoclorito al 3% durante 1 min y agua destilada por 5 min y maceración con 200 μl de buffer de lisis (EDTA 0.5 M, NaCl 5 M, SDS
10 mM) más calentamiento por 1 hora a 56ºC y extracción por fenol-cloroformo alcohol iso- amílico (adicionando 0.3 g de perlas de vidrio al inicio de la extracción) y precipitación con etanol y acetato de sodio, resuspendiendo el ADN en 30 μl de Tris-EDTA pH: 8.0 (Tris HCl
10 mM, EDTA 0.1M) que se conservó a 4 ºC de acuerdo con NIH (2005) y Orozco et al. ( 2011). La calidad y cantidad del ADN fueron determi- nadas por comparaciones con concentraciones conocidas en geles de agarosa al 1%.
Los iniciadores utilizados en el estudio (Cuadro 1) diferencian M. perniciosa y M. roreri, por la amplificación de secuencias repetidas del ADNr que contienen regiones espaciado- ras parciales ITS1, ITS2 y el gen 5.8S, con los iniciadores propuestos por White et al. (1990) y Sartorato et al. (2006). La diferenciación de biotipos se llevó a cabo por la amplificación de secuencias repetidas del ADNr que correspon- den al espaciador intergénico (IGS-1) y regiones parciales de los genes 5S y 28S, con los inicia- dores propuestos por Hsiang y Mahuku (1999) y Mwenje et al. (2006). La variabilidad genética dentro de los biotipos se evaluó por medio de marcadores moleculares tipo microsatélites (SSR) propuestos por Gramacho et al. (2007) y Silva et al. (2007).
Cuadro 1. Marcadores moleculares utilizados para evaluar la diversidad genética de Moniliophthora perniciosa
 
en cacao. 

Iniciador
Tipo de marcador
Secuencia del iniciador 5’ – 3’
FUENTE
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ITS1
ITS4
ITS
O-1
CNL 12
IGS

F: TCC GTA GGT GAA CCT GCG G R: TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC
F: AGTCCTATGGCCGTGGAT
R: CTGAACGCCTCTAA GTCAG

Sartorato et al., 2006; White et al., 1990
Mwenje et al., 2006; Hsiang y Mahuku, 1999
Mscepec_Cp15
SSR
F:AAAGGGAGGAAGCGAAGTCT R: TGTCGAGCACTAGCATGTGA
Mscepec_Cp23
SSR
F: ACCTCCTCATATGGCGTCAC R: GCGGTTGGTGACTCTTGATT
Mscepec_Cp45
SSR
F: ATGACCAGACAAATGAAAC R: CAAAGAGAAATCACAGAGC
Mscepec_Cp47
SSR
F: CAACATCAATCCCACGAC R: GAAGGCTGCGGAAGTAA
mMpCena19
SSR
F: AACAAGGACAGGCACAAC


Gramacho et al., 2007
Silva et al., 2007
 
R: GTATCAATGTAGGGGAGGA 

Todas las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 20 il que contenIan de 100 - 200 ng de ADN, 200 - 800 μM de la mezcla dNTP’s, 1.0 - 2.0 unidades de Taq polimerasa (invitrogen®), 0.75 - 1.5 mM de MgCl2, 0.2 - 2 μM de cada iniciador y 2 μl del buffer 10X (Invitrogen®). El programa de PCR comprendió una desnaturación inicial a
95 ºC por 5 min, seguido de 35 ciclos de des- naturación a 95 ºC por 1 min, anillamiento a 55 ºC por 1 min, extensión de 72 ºC por 1 min y una elongación final de 72 °C por 5 min. Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador BioRad PTC-200 y para su lectura se usó un marcador de peso mo- lecular de 1 Kpb.
Los productos de amplificación fueron separados en geles denaturantes de acrila- mida al 4% y cámaras de secuenciamiento C.B.S Scientific Corp, revelados con nitrato de plata (Sanguinetti et al., 1994) y analiza- dos fotogrãficamente por medio del programa Corel Photo Paint, 2006 (versión 11.633). Se analizaron frecuencias basadas en distancia genética y se utilizó el algoritmo de agrupa- miento NJ (Sneath y Sokal, 1973), para ge-

nerar la correspondiente matriz de similitud con los índices de Nei (1983). Se estimaron las frecuencias alélicas, fenotípica, y de dis- tancia; diversidad genética; heterocigocidad y PIC (Contenido de Información Polimórfica) con el uso del programa Power Marker Versión
3.25 (Liu y Muse, 2005).
Resultados
La amplificación por PCR de secuencias parciales de los espaciadores ITS1, ITS2 y el gen 5.8S del ADNr, utilizando los iniciadores, confirmaron la presencia de dos aislados para M. roreri, con un peso molecular de 710 pb y de doce aislados para M. perniciosa con una banda diagnóstica de 750 pb. Las amplifi- caciones fueron reproducibles y sensibles, lo que se comprobó por la realización de ampli- ficaciones por PCR de diluciones seriadas de ADN hasta de 1/400.
La caracterización molecular de biotipos con los iniciadores CNL12 y O-1 presentó en nueve aislados productos de amplificación de
950 pb, que pueden corresponder al biotipo C (Foto 1). Tres aislados presentan variaciones
[image: image1.png]T4 5 &

T3 T W W nnnw UG an m AN E % Tnnm %
12000 0]

sono o] ~

S50
sa0pb !
1000 oo
S - T ]
espb—| s
T
0050,

100pb.





Foto 1.
Amplificación espaciador intergénico (IGS-1) y regiones parciales de los genes 28S y 5S, con los iniciadores O-1 y CNL
12. Gel de poliacrilamida al 4%, coloreado con nitrato de plata. 1. Marcador de peso molecular (1Kpb), 2. Control de reacción, 3 y 4. Cultivo monospórico de M. p. (EET8), 5 y 6. Cultivo monospórico de M. perniciosa (Escabino), 7 y 8. M. p. (IMC 67), 9-10. M. p. (TCA 644), 11-12. M. p. (EET8), 13-14. M. p. (ICS95), 15-16. M. p. (CAP34), M. p. 17-18. M. p. (CCN51), M. p. (Escabino), 19-20. M. p. (Escabino), 21-22. M. p. (ICS60), 23-24. M. p. (ICS1), 25-26. M. p. (ICS39),
27-28. M. p. (TSH565), 29-30. M. p. (Luker 40), 31. Control negativo, 32. Marcador de peso molecular (1Kpb).
* M. p. (Moniliophthora perniciosa).
de tamaño, de los cuales dos revelaron una banda de aproximadamente 900 pb y el otro, un amplificado aproximado de 980 pb, que no han sido registrados en la literatura.
La diversidad genética de M. perniciosa
evaluada con los microsatélites Mscepec_

Cp15; Mscepec_Cp23; Mscepec_Cp45; Msce- pec_Cp47 y mMpCena 19 (Foto 2) presentaron una buena reproducibilidad, donde el ini- ciador Mscepec_Cp15 fue el mãs polimórfico con cuatro alelos y pesos moleculares entre
170 pb y 200 pb; el iniciador mMpCena 19
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Mscepec_Cp15
Mscepec_Cp23
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Mscepec_Cp45
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Mscepec_Cp47
mMpCena19
Foto 2.    Productos de PCR SSR (Repetición de secuencias discretas). Carril 1: marcador de peso molecular (1 Kb); Carril 2: control negativo; Carril 3 y 4 M. perniciosa hospedero EET8 y Escabino, ambos extracción desde cultivo monospórico; Carril 5 - 17 M. perniciosa hospederos (IMC 67, TCA 644, EET 8, ICS 95, CAP 34, CCN 51, Escabino, ICS 60, ICS 1, ICS 39, TSH 565, Luker40, respectivamente) provenientes de extracción de ADN directa.
se comportó como monomórfico con un solo alelo de 195 pb.
La diversidad genética total analizada por los microsatélites fue de 0.4260, la he- terocigocidad total de 0.6143 y el índice de información polimórfica o PIC de 0.3407, donde el marcador Mscepec_Cp15 fue el más informativo de los utilizados en este estudio y el que mostró un mayor polimorfismo.
Discusión
La amplificación por PCR de regiones par- ciales de los espaciadores ITS1, ITS2 y el gen
5.8S, permitieron diferenciar M. perniciosa de M. roreri, resultados que son similares a los encontrados por Arruda et al. (2003) quienes destacan este marcador molecular para la diferenciación a nivel de especie en Basidiomycetes; así mismo, no se encontra- ron limitantes para la extracción de ADN de fructificaciones o cultivos, por lo cual se pue- den adoptar las fructificaciones como fuente directa de ADN, que es una manera rápida de diagnóstico y que puede refiejar la situación fitosanitaria real del cultivo, tal como lo citan Orozco et al. (2011).
Los resultados obtenidos a través de la amplificación del espaciador intergénico (IGS-
1), y regiones parciales de los genes 28S y 5S para la diferenciación de biotipos, permitió visualizar en nueve de los aislados un peso molecular correspondiente a 950 pb, lo cual concuerda con los estudios de Arruda et al. (2003) en los cuales aislados de M. perniciosa de Theobroma cacao (biotipo C) y de Solanum lycocarpum (biotipo S) presentaron un pro- ducto de amplificación cercano a 950 pb, y el biotipo L correspondiente a Heteropterys acutifolia reveló un amplificado de 1200 pb. No obstante, dos aislados presentaron un producto de amplificación cercano a 900 pb y un tercer aislado un amplificado de 980 pb, que también pueden ser considerados como biotipo C, dados los estudios de Arruda et al. (2003) que registran variabilidad genética dentro del biotipo C, atribuible al hospedero y a su origen geogrãfico.
Los resultados obtenidos en la presente investigación son otra prueba de la variabi- lidad de las regiones intergénicas (IGS), tal como han sido registradas por Duchesne

y Anderson (1990) en la discriminación de poblaciones de hongos fitopatógenos; asI, en el presente estudio se encontró variabi- lidad intraespecIfica para los aislados de M. perniciosa, inclusive en este caso donde las muestras estaban restringidas a un sólo sitio geogrãfico. Arruda et al. (2003) encontraron variabilidad dentro de las regiones IGS en términos de peso molecular y la presencia de polimorfismos en los sitios de restricción, atri- buibles a diferentes arreglos de sus repeticio- nes en tándem o la existencia de inserciones y deleciones. Por otra parte, se debe tener en cuenta que en algunas regiones geogrãficas se presume que M. perniciosa ha coevolucio- nado con sus hospederos de Theobroma cacao (Purdy y Schmidt, 1996; Evans et al., 2002).
Arruda y Marisa (2003) analizaron 120 aislados de M. perniciosa (T. cacao, H. acu- tifolia y S. lycocarpum) procedentes de las regiones de Bahía, Minas, Distrito Federal y la región amazónica (Brasil) y encontra- ron variaciones genéticas de acuerdo con la procedencia del hospedero. Estos resultados también concuerdan con los de Arruda et al. (2003) quienes en la evaluación molecular mediante la técnica ERIC PCR de 50 aislados de M. perniciosa provenientes de T. cacao, H. acutifoliae y S. lycocarpum encontraron agrupación de aislados de acuerdo con el hospedero de infección del hongo, mostrando una considerable variabilidad intraespecIfi- ca dentro de los aislados provenientes de T. cacao, además la existencia de correlación entre el origen geogrãfico de M. perniciosa con el polimorfismo de los grupos. Rincones et al. (2006) proporcionan una visión general de la diversidad genética que existe entre los biotipos de M. perniciosa y sus resultados son utilizados para entender cómo la variabilidad afecta la interacción hospedero-patógeno así como el desarrollo de la enfermedad; sumado a esto, el análisis de secuencias en ese estu- dio demostró que este patógeno posee varias familias de elementos transponibles que con- tribuyen significativamente a la diversidad encontrada.
Bartley (1986) afirma que el biotipo C rompió la resistencia de materiales de cacao después de unas pocas generaciones; la varia- bilidad genética fue observada a nivel cromo-
somal en este biotipo, después de quince años de su introducción en Bahía (Brasil). Rinco- nes et al. (2003) observaron múltiples copias de elementos tipo transposones en el genoma de M. perniciosa biotipo C y propusieron que estos arreglos cromosomales pueden ser los causantes de la recombinación ectópica, que causa la activación de elementos que hacen que este hongo sea capaz de romper la resis- tencia natural o inducida en materiales de cacao. Esta variación de la región IGS de los aislados de M. perniciosa es un indicativo de diferenciación intraespecIfica, no sólo por la composición genética ribosomal sino también por la variación cromosómica. Kistler y Miao (1992) y Zolan (1995) en estudios realizados con hongos fitopatógenos, especialmente con M. perniciosa, demostraron que estos poseen cromosomas muy largos, lo que los hace muy polimórficos y de fãcil observación durante las fases sexual y asexual; así como en los procesos mitóticos y meióticos de la especie (Griffith y Hedger, 1994).
La diversidad genética detectada por los marcadores microsatélites fue limitada por el bajo número de iniciadores utilizados en este estudio y por la restringida cantidad de mues- tras analizadas, sin embargo los resultados revelan una alta tasa de heterocigosidad y un buen Indice de información polimórfica para algunos de los iniciadores. Tres de los iniciadores usados en este estudio fueron de tipo trinucleótidos [mMpCena 19 - (AAC)
18, el Mscepec_Cp47- (CGT)8 y el iniciador compuesto Mscepec_Cp15- (GAT)7(GAA)6], características de los microsatélites que son recomendadas por Gramacho et al. (2007) quienes lograron la amplificación de 12 loci polimórficos y recomiendan el uso de micro- satélites trinucleótidos por encima de los te- tra y dinucleótidos, además los recomiendan para el análisis de poblaciones naturales de M. perniciosa y en estudios que involucren especies altamente relacionadas.
El bajo número de aislados analizados en la presente investigación indica que existen buenas fuentes de diversidad genética para las plantaciones en la granja Casa Luker, lo que concuerda con lo hallado por Lana (2004) quien utilizando marcadores RAPD para 37 aislados de M. perniciosa en el municipio de

Piracicaba del Estado de São Paulo, Brasil, encontró mediante análisis de agrupamien- to ocho grupos diferentes, lo que refuerza la hipótesis de que los aislados genéticamente diferentes pueden ocupar una misma planta hospedera. La baja diversidad alélica observa- da por Gramacho et al. (2007) corrobora una estrategia de homotalismo, donde las hifas de M. perniciosa son capaces de autofecundarse y producir estructuras sexuales de una única cepa genética, sin que se presente entrecruza- miento entre individuos de la misma especie.
Gramacho et al. (2007) indican que los marcadores microsatélites para M. pernicio- sa son abundantes en el genoma, pero que su variabilidad es baja comparada con otros registros para hongos. Un número de alelos en cada locus dentro del rango de 2 a 7 es bajo, si se tiene en cuenta que en este es- tudio se analizaron muestras de diferentes regiones geogrãficas y de varios hospederos. Sin embargo, los autores recomiendan el uso de los iniciadores utilizados en este estudio como herramientas útiles en investigaciones de estructura genética de poblaciones M. perniciosa y M. roreri, teniendo en cuenta que el iniciador mãs polimórfico fue Msce- pec_Cp15- (GAT)7(GAA)6, lo cual concuerda con el estudio de Silva et al. (2007) quienes al desarrollar 30 iniciadores tipo microsa- télite para estudiar diversidad de diferentes aislados en M. perniciosa hallaron un total de nueve loci polimórficos, con un promedio de 2.9 alelos por locus. Así, aunque el ni- vel de polimorfismo es bajo, los iniciadores permiten la evaluación de la diversidad de este patógeno y el establecimiento de perfiles genéticos que ayudan a los esfuerzos en el mejoramiento de cacao y en la búsqueda de materiales resistentes.
Esta baja diferenciación genética puede ser atribuida a las barreras topogrãficas, los cultivos monoclonales, las barreras genéticas seguidas de eventos de colonización del hon- go, bajo fiujo genético entre las poblaciones de M. perniciosa, los mecanismos de homo- talismo del biotipo C y en especial, al ciclo asexual y sexual de la especie. Cabe anotar que esta variabilidad genética es baja ya que la basidiospora es haploide y es la estructura principal para iniciar el ciclo de vida de un
hongo, en este caso M. perniciosa (Purdy y
Schmidt, 1996).
Conclusión
El biotipo C de M. perniciosa fue el único encontrado en cultivos de cacao en la granja Casa Luker; sin embargo, fue evidente la va- riabilidad genética dentro del biotipo, la cual aún no ha sido registrada.
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