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Analisis de variabilidad genética en Moniliophthora roreri
con AP-PCR Yy RAPD en Antioquia, Colombia

Analysis of genetic variability in Moniliophthora roreri
with AP-PCR and RAPD in Antioquia, Colombia

Sandra Patricia Grisales Ortega', Lucia Afanador Kafuri?

Resumen

Moniliophthora roreri es el agente causante de la moniliasis del cacao, la enfermedad mas severa en
las plantaciones de cacao en el departamento de Antioquia, Colombia. Los marcadores molecula-
res RAPD (Random Amplyfied Polymorphism of DNA) y AP-PCR (Arbitraly Primed Polymerase
Chain Reaction) fueron usados para estudiar la variabilidad genética de 170 aislamientos de M.
roreri colectados en doce municipios de Antioquia. El analisis dividi6 la poblacién en seis grupos,
el grupo G1 fue el mas grande y contenia el 95% de los aislamientos con una alta similitud genéti-
ca (coeficiente de similitud de 0,7 a 1), mientras los otros cinco grupos contenian solo aislamientos
de Apartadé y Dabeiba con una similitud genética moderadamente baja (coeficiente de similitud
entre 0,45 a 0,55). El analisis de componentes principales mostré una alta similitud genética entre
la poblacién excepto entre los aislamientos de Apartadé y Dabeiba, que registraron los mas altos
niveles de variabilidad genética con valores altos del indice de Shannon y el porcentaje de loci po-
limorficos, mientras los otros aislamientos registraron una baja variabilidad genética. Los valores
de diversidad y diferenciacién genética en la poblacién muestran una introduccién reciente de M.
roreri en las plantaciones de cacao de Antioquia, y una reproduccién predominantemente clonal
en la poblaciéon. De acuerdo con Amova, la mayoria de la variacion genética se encontré dentro de
los municipios (75,68%) con solo un 5,94% presente entre las subregiones.
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Abstract

Moniliophthora roreri is the causal agent of moniliasis in cocoa, the most severe disease affecting
cocoa plantations in the Antioquia department in Colombia. RAPD (random amplified polymor-
phism of DNA) and AP-PCR (arbitrarily-primed polymerase chain reaction) molecular markers
were used for studying the genetic variability of 170 M. roreri isolates collected from twelve mu-
nicipalities in Antioquia. Cluster analysis divided the population into six groups: the G1 group
was the largest containing 95% of the isolates having high genetic similarity (0.70 to 1.0 similarity
coefficients) whilst the other five groups only contained isolates from Apartado and Dabeiba ha-
ving moderately low genetic similarity (0.45 to 0.55 similarity coefficients). Principal component
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analysis revealed high genetic similarity amongst populations except for isolates from Apartado
and Dabeiba which registered the highest levels of genetic variability, having high Shannon’s
index values and polymorphic loci percentage whilst low genetic variability was recorded for the
other isolates. Genetic diversity and differentiation values in the population showed the recent
introduction of M. roreri in cocoa plantations in Antioquia and predominantly clonal reproduction
in the population. ANOVA revealed most genetic variation within municipalities (75.68%); only

5.94% variation was present in the sub-regions.

Key words: cacao pathogen, genetic diversity, molecular marker.
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INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L.) es atacado
por hongos patdgenos siendo los mas im-
portantes Phytophthora palmivora, Monilio-
phthora perniciosay M. roreri (Antunez, 2003;
Bateman et &l, 2005; Bowers et al, 2001; Cro-
zier et al, 2006; Griffith et al, 2003; Samuels
et al, 2006). A nivel mundial se han realizado
estudios amplios de diversidad genética para
Phytophthora spp. y Moniliophthora perni-
ciosa, hasta ahora se estan realizando los
primeros estudios para M. roreri en América
Latina (Aime y Phillips, 2005; Aime, 2006;
Evans et al, 2002; Evans et al, 2003a; Phi-
llips, 2003; Phillips et al, 2005; Phillips et al,
20064a; Phillips et al, 2006b).

M. roreri muestra uniformidad genética
en América Central, Ecuador y Perl donde
se ha dispersado en forma clonal encontran-
dose actualmente en una fase invasiva. En
Colombia, en la region del Magdalena medio,
muestra un alto nivel de variacién genética
(Kennedy y Aime, 2005; Phillips, 2003; Phi-
llips et &l, 2006a). La fuente de esta variacion
reside en las mutaciones y la reproduccion
sexual entre aislamientos en el hospedan-
te silvestre Theobroma gileri que generan
un nuevo arreglo de genes, suficiente para
responder a la presién de seleccion, lo que
explicaria por qué M. roreri ha desplazado
rapidamente a M. perniciosa en el Peru a pe-
sar de que su presencia en este pais es muy
reciente (Evans, 1981; Evans et al, 2003;
Phillips, 2003).
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En el 2003 se designaron cinco grupos
genéticos para M. roreri en América Latina,
dos endémicos de Colombia: Grupo Co-orien-
te restringido al oriente, y Grupo Co-central
restringido a la region central, el Grupo Gileri
endémico de Ecuador localizado al norocci-
dente, los dos restantes se encuentran en una
fase invasiva, el Grupo Bolivar localizado en
el oriente de Colombia (Norte de Santander),
periferia de Ecuador, Venezuela y Perq, y el
Grupo Co-occidente en el occidente de Co-
lombia, centro de Ecuador, Panama, Costa
Rica, Nicaragua y Honduras (Phillips, 2003).
De estos cinco grupos genéticos cuatro se
encuentran en Colombia excepto Gileri. En
Colombia el grupo Co-oriente tiene la mayor
diversidad genética, y el grupo Co-central
muestra un grado de variacion importante y
parecen estar estrechamente relacionados;
estos dos grupos ocupan areas adyacentes
aunque con diferentes altitudes, Co-oriente
en el Magdalena medio y Co-central en la
cordillera Andina Central (Phillips, 2003). Los
ultimos estudios de variabilidad genética en
Ameérica Latina determinaron tres grupos ge-
néticos para M. roreri con diferentes mode-
los de distribucién, preferencias de huésped
y aparente aislamiento reproductivo entre
ellos; un primer genotipo encontrado en The-
obroma y Herrania al noroccidente de Sur
Ameérica, un segundo genotipo en T. gileri al
norte del Ecuador, y un tercer genotipo en T.
cacao en Centroamérica extendido hacia el
norte, responsable de la dispersién reciente
y rapida de la moniliasis causada por M. ro-
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reri a través de esta zona (Aime, 2006; Ken-
nedy y Aime, 2005).

La moniliasis esta restringida en Sur y
Centroamérica; en algunas areas de Suramé-
rica ha causado pérdidas en los cultivos del
60 al 100% (Evans et al, 1978; Evans, 1986;
Phillips, 2003; Phillips et &l, 2005; Phillips et
al, 2006a; Phillips et &l, 2006b). En Colombia
es la enfermedad mas importante del cacao,
restringida al occidente y noroccidente del
pais, generando pérdidas en produccion de
hasta un 60% (Evans, 1981; Espinal et al,
2005). En Antioquia es la enfermedad mas
importante del cacao siendo los municipios
mas afectados Apartad6 y Valdivia (Maya
et al, 2004). El objetivo de este estudio fue
determinar la variabilidad genética de ais-
lamientos de M. roreri en zonas producto-
ras de cacao en Antioquia con marcadores
moleculares RAPD (Random Amplyfied Po-
lymorphism of DNA) y AP-PCR (Arbitraly
Primed Polymerase Chain Reaction). Este
conocimiento es fundamental para el dise-
flo de estrategias encaminadas al control de
la moniliasis, y programas de mejoramien-
to genético de T. cacao con la seleccion de
genotipos resistentes a las variantes de M.
roreri en Antioquia que permitira mejorar las
condiciones fitosanitarias de los cultivares
de cacao en el departamento.

MATERIALES Y METODOS

Los aislamientos de M. roreri fueron obteni-
dos de frutos de cacao con sintomas de la
enfermedad colectados en doce municipios
productores de cacao en Antioquia siguien-
do la metodologia empleada por Evans
(1981). Como cepas de referencia para el
estudio se utilizaron cuatro aislamientos de
Colombia, Co2 de Norte de Santander (Gru-
po Bolivar), Co8 de Antioquia (Grupo Co-
occidente), Coll y Col8 de Caldas (Grupo
Co-central) proporcionados por Wilbert Phi-
llips Mora (Phillips, 2003). Cada aislamiento
fue cultivado en medio sdlido agar extrac-
to de malta (50 g/l) hasta obtener su es-
porulacion, de cada cultivo se prepar6 una
suspension acuosa de esporas (1 x 108 es-
poras/ml) de la cual se adicioné 1 ml a 100
ml de medio liquido caldo levadura malta (3

g/l extracto malta, 3 g/l extracto levadura, 5
g/l peptonay 10 g/l glucosa), con incubacién
en oscuridad total y agitacién constante a
120 rpm por quince dias. Al término de este
tiempo se recuperé el micelio producido por
filtracion al vacio seguido de liofilizacion por
48 horas, maceracion con nitrégeno liquido
y almacenamiento a -20 °C.

El protocolo usado para la extraccion de
ADN gendmico total fue el descrito por Afa-
nador et al, (1993). La cantidad y calidad del
ADN se determind por electroforesis en gel
de agarosa al 0,8% en solucion buffer TBE
1X (Tris base PM 121.14 - &cido bérico PM
61,84 y EDTA 0,5 M, pH 8,0) tefiidos con bro-
muro de etidio (0,5 pg/ml) corriendo 4 pl de
ADN con 4 pl de buffer de carga a 80 vol-
tios durante 45 minutos. Los productos de
la extraccion de ADN se visualizaron en un
transiluminador de luz UV, y se obtuvo una
imagen de estos en formatos tif y jpg con el
software BioDocAnalyze. Las reacciones de
amplificacion para los marcadores AP-PCR
se realizaron en un volumen final de 20 pl
con 1,5 ul de ADN en una dilucién 1:10, 2 pl
de dNTP (1,25 mM), 1 pl de cebador (20 pM/
pl), 11,3 pl de agua ultrapura, 2 pl del buffer
(10X) de la enzima, 2 pl de MgCl, (25 mM) y
0,2 pl de Taq polimerasa (5U/ul) (Afanador et
al, 2003; Freeman et al, 1993; Freeman et al,
1995). Estas se realizaron en un termocicla-
dor con el programa térmico de amplificacién
con un ciclo a 95 °C por 5 minutos seguido
de 30 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 48 °C
por 30 segundos, 72 °C por 1,5 minutos, un
ciclo de extension a 72 °C por 5 minutos, y un
ciclo de almacenamiento a 4 °C por tiempo
indefinido. En la tabla 1 se indican los cuatro
cebadores tipo AP-PCR evaluados.

Las reacciones de amplificacion para los
marcadores RAPD se realizaron en un vo-
lumen final de 46 ul, ADN 1:10 4 pl, dNTP
(2,25 mM) 8 pl, cebador (10ng/pl), 2,4 ul,
agua ultrapura 21 pl, Buffer (10X) 5 ul, MgCl,
(25 mM) 5 ul y Taq polimerasa (5U/ul) 0,6 pl
(Andebrhan y Furtek, 1994; Andebrhan et &l,
1999). Estas se realizaron en un termocicla-
dor con el programa térmico de amplificacion
con un ciclo a 95 °C por 5 minutos seguido
de 42 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 36 °C
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Tabla 1. Secuencia de bases de los cebadores
tipo AP-PCR utilizados en la evaluacién de
170 aislamientos de M. roreri de Antioquia

Cédigo cebador Secuencia de bases
Oligo 1 (CAG),
Oligo 2 (AGG),
Oligo 3 (GACAC);,
Oligo 4 (GACA),

por 1 minuto, 72 °C por 2 minutos, un ciclo
de extensién a 72 °C por 5 minutos, y uno de
almacenamiento a 4 °C por tiempo indefinido
(Afanador et al, 2003; Andebrhan y Furtek,
1994; Andebrhan et al, 1999); en la tabla 2
se indican los 49 cebadores tipo RAPD eva-
luados. Todos los productos de amplificacion,
junto con un marcador de peso molecular de
1 kb, fueron corridos en geles de agarosa al
1,5%, tefiidos con bromuro de etidio (0,5 pg/
ml) en una camara de electroforesis horizon-
tal a 70 voltios durante 90 minutos, visuali-
zados en un transiluminador de luz UV con

Tabla 2. Secuencia de bases de los cebadores tipo RAPD utilizados en
la evaluacion de 170 aislamientos de M. roreri de Antioquia

Cdédigo Cebador Secuencias de bases Cdédigo Cebador Secuencias de bases
Oligo 1 5- TCC CGAACC C-3 OPA 20 5-GGT GCG ATC C-3'
Oligo 2 5- CAAACG TCG G-3' OPAB 12 5-CCT GTACCG A-3
Oligo 3 5- GGG GGTCTT T-3' OPAB 17 5-TCG CAT CCAG-3’
Oligo 4 5- AAA GCT GCG G-3' OPAN 05 5- GGG TGC AGT T-3'
Oligo 5 5-TGT CAT CCC C-3’ OPBO1 5-GTT TCG CTC C-3*
Oligo 6 5- CAC ACT CCAG-3’ OPBO03 5- CAT CCC CCT G-3'
Oligo 7 5-TTC CCC CCAG-3’ OPBO04 5-GGACTG GAG T-3'
Oligo 8 5-GTG ACG CCG C-3 OPBO05 5-TGC GCC CTT C-3
Oligo 9 5-ATC GTC CAAC-3’ OPBO06 5-TGC TCT GCC C-3’
Oligo 10 5- GGG GGC CTC A-3 OPBO7 5- GGT GAC GCA G-3'
OPA 02 5- TGC CGAGCT G-3' OPBO08 5- GTC CAC ACG G-3
OPA 03 5- AGT CAG CCAC-3 OPBO09 5-TGG GGG ACT C-3'
OPA 05 5-AGG GGT CTT G-3 OPB10 5- CTG CTG GGAC-3
OPA 06 5- GGT CCC TGAC-3 OPB11 5- GTAGAC CCG T-3'
OPA 08 5- GTG ACG TAG G-3 OPB12 5- CCT TGACGC A-3’
OPA 09 5- GGG TAACGC C-3 OPB13 5-TTC CCC CGC T-3’
OPA 10 5- GTG ATC GCA G-3’ OPB14 5-TCC GCT CTG G-3'
OPA 11 5-CAATCG CCG T-3 OPB15 5-GGAGGG TGT T-3'
OPA 12 5-TCG GCG ATAG-3' OPB16 5-TTT GCC CGG A-3’
OPA 13 5- CAG CAC CCAC-3 OPB17 5- AGG GAACGAG-3'
OPA 14 5-TCT GTG CTG G-3’ OPB18 5- CCACAG GAG T-3'
OPA 15 5-TTC CGAACC C-3' OPB19 5- ACC CCC GAAG-3’
OPA 16 5- AGC CAG CGAA-3’ OPB20 5- GGACCCTTAC-3
OPA 17 5-GACCGCTTG T-3 OPE 17 5-CTACTG CCG T-3
OPA 19 5- CAAACG TCG G-3’
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obtencién de imagenes de éstos con el soft-
ware BioDocAnalyze en formato tif y jpg.

Con los datos generados por cada tipo
de marcador se elaboré una matriz binaria
comparando los patrones de bandeo entre
los aislamientos designando la presencia
de una banda como 1 y su ausencia como
0. Con las matrices generadas se realiz6 un
andlisis de agrupamiento mediante el pro-
grama NTSYS-pc 2.0 (Rohlf, 1998; Rohlf,
2005), con el método de la media aritmética
no ponderada (UPGMA) y el coeficiente de si-
militud de Dice, se calculd el coeficiente de
correlaciéon cofenético a cada dendrograma
generado a fin de determinar su confiabilidad
para representar la matriz de similitud origi-
nal, y se realiz6 un andlisis de componentes
principales para visualizar las interrelaciones
entre los aislamientos (Warburton y Crossa,
2000; Warburton y Crossa, 2002). Para esti-
mar la confiabilidad de los grupos genéticos
designados en cada dendrograma se calculo
el valor Bootstrap (P) (Felsenstein, 1985) de
los nodos de cada grupo utilizando el progra-
ma WinBoot (Yap y Nelson, 1996) basado en
1000 réplicas.

A partir de los datos conjuntos de los dos
marcadores, y con el empleo del programa
Popgene versién 1.31 (Yeh et &l, 1997) se
estimo la variabilidad genética en la pobla-
cion asumiendo que ésta se encuentra en
equilibrio de Hardy-Weinberg por el uso de
marcadores dominantes en el estudio. Para
cada municipio se calculé el porcentaje de
loci polimérficos y el indice de Shannon
(Shannon y Weaver, 1949); en cada subre-
gién de Antioquia, y en la poblacion total se
calculé el porcentaje de loci polimérficos, in-
dice de Shannon, diversidad total de genes
(Ht), diversidad de genes de los individuos
relativo a su poblacion (Hs) y diferenciacion
genética (Gst) (Nei, 1973), y entre pares de
municipios se realiz6 un analisis de identidad
y distancia genética basado en Nei (1972).
Con el programa XLSTAT 2007 para los muni-
cipios se calculé el coeficiente de correlacion
entre indice de Shannon y porcentaje de loci
polimérficos; para las subregiones el coefi-
ciente de correlacion entre indice de Shan-
non y porcentaje de loci polimérficos, indice
de Shannony diversidad total de genes. Para

determinar la distribucién de la variabilidad
genética total entre y dentro de las subregio-
nes, y entre la poblacién de cada municipio,
los doce municipios (poblaciones) se agrupa-
ron en seis subregiones (grupos): bajo Cauca
y norte (Taraza y Valdivia), Uraba (Apartadd
y Chigorodd), suroeste y oriente (Tamesis y
Narifio), occidente (Dabeiba y San Jeroni-
mo), Magdalena medio (Puerto Berrio y Ma-
ceo), nordeste (Segovia y Remedios); esta
estructura de la poblacién se analiz6 con el
Programa Arlequin Ver. 3.1 (Excoffier et al,
2006) empleando el analisis de varianza mo-
lecular (Amova) (Excoffier et al, 1992).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron un total de 170 aislamientos de
M. roreri; el nUmero de aislamientos para cada
municipio se indica en la tabla 3. Con el pro-
tocolo de extraccion de Afanador et al, (1993)
se obtuvo ADN de un peso molecular superior
a 7000 pb. Los cuatro cebadores tipo AP-PCR
evaluados generaron patrones de bandas con
tamafios que oscilaron entre 250 y 2000 pb,
el numero total de fragmentos amplificados
fue de 42 de los cuales nueve fueron poli-
morficos, 12 se obtuvieron con el Oligo 1, 13
con el Oligo 2, ocho con el Oligo 3 y nueve
con el Oligo 4. En la figura 1 se presentan los
productos de amplificacion obtenidos con los
Oligos 1, 2, 3y 4 para 18 aislamientos. De los
49 cebadores tipo RAPD evaluados el Oligo
8, Oligo 10 y OPA-10 generaron patrones de
bandas para todos los aislamientos. Solo los
Oligos 8 y 10 fueron evaluados con los aisla-
mientos de M. roreri generando productos de
amplificacion que oscilaron entre 500 a 3000
pb. Con el Oligo 8 se obtuvo un total de diez
bandasy con el Oligo 10 doce para un total de
22 fragmentos, siete de ellos polimdérficos. En
la figura 2 se presenta los patrones de ampli-
ficacién obtenidos con los Oligos 8 y 10 para
18 aislamientos.

El andlisis de agrupamiento para los da-
tos generados con AP-PCR, y a un nivel de
similitud de 0,73, resolvié seis grupos genéti-
cos para M. roreri designados como G1 a G6.
El célculo del coeficiente de correlacion cofe-
nético para el dendrograma arrojé un valor
de r = 0,86, dando un grado de confiabilidad
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Tabla 3. NUumero de aislamientos de M. roreri obtenidos de doce
municipios productores de cacao en Antioquia.

Subregién Antioquia Municipio Numero aislamientos
Bajo Cauca Taraza 15
Magdalena Medio Maceo 24

Puerto Berrio 17
Nordeste Remedios 13
Segovia 4
Norte Valdivia 10
Occidente San Jerénimo 7
Dabeiba 26
Oriente Narifio 10
Suroeste Téamesis 9
Uraba Apartad6 28
Chigorodé 7
Total 170

alto de que éste representa la matriz de simi-
litud original. EI grupo G1 represent6 el 96%
de la poblacién evaluada, los grupos restan-
tes fueron mas pequefios y los conformaron
un ndmero reducido de aislamientos con co-
eficientes de similitud entre 0,60 y 0,70. Los
aislamientos referencia formaron parte del
Grupo G1. Los grupos G5 y G6 mostraron
los coeficientes de similitud mas bajos con
un valor de 0,46 del grupo que los contenia
con respecto a los demas. Estos resultados
reflejaron que no existe un patrén de agru-
pamiento entre los aislamientos, y que la po-
blacién de M. roreri en Antioquia posee una
gran similitud genética con un coeficiente de
similitud entre los aislamientos de 0,7 y 1,0.
Sdélo se encontraron coeficientes de similitud
moderadamente bajos (0,46) en un nimero
reducido de aislamientos de Apartado y Da-
beiba. En la figura 3 se muestra el fragmento
inferior del dendrograma obtenido con el mé-
todo UPGMA mediante marcadores AP-PCR
mostrando los grupos G2 a G6.

En el andlisis de componentes principa-
les, con los datos generados por AP-PCR, los
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tres primeros componentes principales expli-
caron el 27,3, 8,12 y 6,56% de la variacién
total respectivamente que, en conjunto, expli-
can el 42% de la variabilidad observada, de-
tectdndose una gran similitud genética entre
los grupos G1, G2 y G3 que representaron
mas del 96% de la poblacion al observarse
una gran proximidad entre los aislamientos
que los conforman, una menor similitud ge-
nética entre los grupos G4, G5 y G6, y con
el resto de la poblacién al observarse muy
alejados entre si y de la gran nube de aisla-
mientos de G1, G2 y G3, mostrando la gran
homogeneidad genética en la poblacion de
M. roreri en Antioquia con excepcion de una
subpoblacion muy reducida en Apartadd y
Dabeiba (grupos G4, G5 y G6). En la figura 4
se presenta la representacion tridimensional
del analisis de componentes principales para
los 170 aislamientos de M. roreri de Antioquia
basado en el perfil de bandas generado por
los marcadores AP-PCR.

El andlisis de agrupamiento para los da-
tos generados con los RAPD resolvié seis
grupos genéticos para M. roreri designados
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Figura 1. Patrones de bandas generados por los marcadores tipo AP-PCR a partir del ADN de 18 aislamientos
A. Oligo 1. B. Oligo 2. C. Oligo 3. D. Oligo 4. Lineas 1y 20. M: marcador de peso molecular, lineas 2 a 18 cédigo
de identificacion de cada aislamiento, flechas: bandas polimorficas entre los aislamientos.

como G1 a G6 a un nivel de similitud de 0,70.
El calculo del coeficiente de correlacion co-
fenético para el dendrograma obtenido arrojé
un valor de r = 0,78 indicando un grado de
confiabilidad alto de que este representa la ma-
triz de similitud original. El grupo G1 representd
el 83% de la poblacion evaluada, los grupos
restantes fueron mas pequenos y se confor-
maron por un numero reducido de aislamien-
tos con coeficientes de similitud entre 0,60

y 0,70. Los aislamientos referencia forma-
ron parte del grupo G1. Los grupos G5 y G6
mostraron los coeficientes de similitud mas
bajos con respecto a los demas, con un va-
lor del coeficiente de similitud de 0,57 para el
grupo que los contenia. Este andlisis revelo
gue no existe un patron de agrupamiento en
la poblacién de M. roreri en Antioquia, y en-
tre los aislamientos de referencia, mostrando
una composicién genética muy homogénea
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Figura 2. Patrones de bandas generados por los marcadores tipo RAPD a partir del ADN de 18 aislamientos.
A. Oligo 8. B. Oligo 10. Lineas 1 y 20. M: marcador de peso molecular, Lineas 2 a 19 cddigo de identificacion
de cada aislamiento, flechas: bandas polimérficas entre los aislamientos.

en la poblacion; sin embargo, un namero
muy reducido de aislamientos de Apartadd y
Dabeiba mostraron coeficientes de similitud
moderadamente bajos con respecto a los de-
mas aislamientos. En la figura 5 se muestra
el fragmento inferior del dendrograma obte-
nido mediante el método UPGMA basado en
el perfil de bandas generado con RAPD mos-
trando los grupos G2 a G6.

En el andlisis de componentes principa-
les con los datos generados por RAPD, los
tres primeros componentes principales expli-
caron el 18,83, 12,25 y 10,56% de la varia-
cion total respectivamente que en conjunto
explicaron el 41,64% de la variabilidad total
observada detectandose una gran similitud
genética entre los grupos G1, G2, G3, G4 y
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Gb5A que representaron el 98% del total de la
poblacion de M. roreri, con una correlacion
muy estrecha entre estos grupos genéticos
ya que los aislamientos que los conformaron
se entremezclaron unos con otros siendo
dificil discriminar un grupo genético de otro.
Los grupos G5B y G6 mostraron una menor
similitud genética entre ellos y con el resto de
la poblacion, representados por dos puntos
muy alejados entre si y de los demas gru-
pos.

Con los andlisis de componentes princi-
pales con AP-PCR se detectaron cuatro ais-
lamientos de Apartadé y Dabeiba (A2021,
A1024, D031y D036) y con RAPD se detecta-
ron dos aislamientos de Apartadd y Dabeiba
(A1024 y D031) que difirieron genéticamente
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Figura 3. Fragmento inferior del dendrograma obtenido mediante UPGMA vy el coeficiente de similitud de Dice
para 170 aislamientos de M. roreri de Antioquia con base en el perfil de bandas generado por los marcadores
AP-PCR. Grupos G1 a G6 resueltos a un nivel de similitud de 0,73. Los valores Bootstrap P se indican en el nodo
correspondiente de cada grupo.

Figura 4. Analisis de componentes principales de similitud genética entre 170 aislamientos de M. roreri de
Antioquia con base en el perfil de bandas generado por los marcadores AP-PCR. G1 a G6, grupos designados
mediante el andlisis de agrupamiento; la estrella amarilla indica los aislamientos que difieren significativamente
del resto de la poblacion.
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entre si y con el resto de la poblacién. Estos
resultados muestran que algunos aislamien-
tos de Apartadd y Dabeiba posiblemente
estan generando una variabilidad genética
importante en M. roreri al noroccidente de
Antioquia; Apartadé fue uno de los dos mu-
nicipios donde se detect6é una mayor inciden-
cia de la moniliasis (Maya et al, 2004). En la
figura 6 se presenta la representacion tridi-
mensional del analisis de componentes prin-
cipales para los 170 aislamientos de M. roreri
de Antioquia basado en el perfil de bandas
generado por los marcadores RAPD.

En el andlisis de diversidad genética por
municipio, Apartad6 y Dabeiba mostraron al-
tos niveles de variabilidad genética con los
valores mas altos para el indice de Shannon
con 0,304 para Apartadé y 0,312 para Dabei-

ba, y un porcentaje alto de loci polimorficos
de 79,03% para Apartadd y de 82,3% para
Dabeiba, comparado con los demas munici-
pios. Se detectd una correlacion significativa
entre el indice de Shannon y el porcentaje
de loci polimorficos para los municipios (co-
eficiente de correlacion de Pearson r = 0,987,
P < 0,05). En la tabla 4 se muestran los va-
lores del indice de Shannon y el porcenta-
je de loci polimérficos calculados para cada
municipio. El analisis de diversidad genética
por subregiones mostré que la mayor varia-
bilidad genética se encuentra en las subre-
giones occidente y Uraba al noroccidente de
Antioquia, a las que pertenecen Dabeiba y
Apartad6 respectivamente. Estas mostraron
los valores mas altos para el porcentaje de
loci polimérficos (P), indice de Shannon (H”)
y Diversidad total de Genes (Ht), en las de-

Figura 5. Fragmento inferior del dendrograma obtenido mediante el método UPGMA vy el coeficiente de similitud
de Dice de 170 aislamientos de M. roreri de Antioquia con base en el perfil de bandas generado por los marca-
dores RAPD. Grupos G1 a G6 resueltos a un nivel de similitud de 0,70. Los valores Bootstrap P se indican en el

nodo correspondiente de cada grupo.
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mas subregiones la diversidad genética fue
baja reflejada en los bajos valores para estos
mismos estimadores de diversidad genética,
lo que refleja una poblacion de M. roreri gené-
ticamente uniforme en Antioquia a excepcion
de Apartadd y Dabeiba, donde posiblemente
se esta generando una variacion genética in-
cipiente en M. roreri.

Para las subregiones la diversidad gené-
tica (H") inferida del indice de Shannon fue
mas alta que la diversidad total de genes
(Ht), revelando que dicha diversidad esta
distribuida entre linajes clonales, atribuida
principalmente a la diversidad dentro de las
subregiones indicando que los aislamientos
difieren genéticamente dentro de éstas. La
diversidad de genes dentro de la poblacion
(Hs) oscil6 entre 0,10 y 0,15, y la diversidad
de genes total (Ht) oscil6 entre 0,12 y 0,19
mostrando que la diversidad genética fue
baja dentro de la poblacién y en las subpo-
blaciones individuales representadas por las
subregiones. También se detectd una corre-
lacion significativa entre el indice de Shannon
y la diversidad total de Genes (Ht) (Coeficien-
te de correlacién de Pearson r = 0,982, P <
0,05), y entre el indice de Shannon y la diver-
sidad de genes dentro de la poblacion (Hs)
(Coeficiente de correlacién de Pearson r =
0,951, P < 0,05) para las subregiones.

La diferenciacion genética (Gst) en las
subregiones oscil6 entre 0,12y 0,25 que pue-

de ser atribuida a una reciente introduccion
de M. roreri en Antioquia y a una baja presién
de seleccion. Estos valores también indican
que la diversidad genética en el total de la
poblacion se encuentra en las subpoblacio-
nes de M. roreri, y que éstas son muy ho-
mogéneas entre si. El analisis de diversidad
genética para la poblacion total mostré que
los municipios de Apartad6 y Dabeiba estan
aportando la mayor proporcién de variabili-
dad genética en la poblacién de M. roreri en
Antioquia, ya que los valores para el porcen-
taje de loci polimérficos, indice de Shannon
de diversidad genotipica, y diversidad total
de genes disminuyeron en la poblacién cuan-
do estos estimadores se calcularon al excluir
estos dos municipios del andlisis. En la tabla
5 se indican los valores obtenidos para los
estimadores de diversidad genética en cada
subregion, y en la tabla 6 los valores obteni-
dos para estos mismos estimadores en la po-
blacidn total con y sin Apartadd y Dabeiba.

El analisis de identidad y distancia ge-
nética basado en Nei (1972) entre pares de
poblaciones de los municipios reflejé un alto
grado de similitud genética entre los munici-
pios de la region noroccidente de Antioquia
—Apartad6, Chigorod6 y Dabeiba—, con un
valor promedio de identidad genética de
0,976, y los municipios del suroccidente de
Antioquia —San Jer6nimo y Tamesis—, con un
valor de identidad genética de 0,978. Para el

Figura 6. Andlisis de componentes principales de similitud genética entre 170 aislamientos de M. roreri de An-
tioquia con base en la matriz binaria de los marcadores RAPD. G1 a G6 indican los grupos designados mediante
el analisis de agrupamientos, la estrella amarilla indica los aislamientos que difieren significativamente del resto

de la poblacion.
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Tabla 4. Valores de indice de Shannon y porcentaje de loci polimérficos para
M. roreri en doce municipios productores de cacao en Antioquia.

Subregion Antioquia Municipio po:iAJmlz:flico Ig::r:]igs
Bajo Cauca Taraza 37,10 0,18
Magdalena Medio Maceo 54,84 0,25
Puerto Berrio 45,16 0,215
Nordeste Temedios 37,10 0,199
Segovia 19,35 0,115
Norte Valdivia 33,87 0,188
Occidente San Jerénimo 27,42 0,157
Dabeiba 82,26 0,312
Oriente Narifo 33,87 0,171
Suroeste Tamesis 27,42 0,157
Uraba Apartad6 79,03 0,304
Chigorodo 35,48 0,177

resto de la poblacién los valores de identidad
genética entre los pares de municipios osci-
laron entre 0,86 y 0,98 indicando una gran
similitud genética en la poblacién de M. rore-
ri. La mayor distancia genética se encontro
entre los aislamientos de Apartad6 y Puerto
Berrio del occidente y oriente de Antioquia
respectivamente, con un valor de distancia
genética entre estos de 0,141, y entre los
aislamientos de Dabeiba y San Jer6énimo del
occidente de Antioquia con un valor de dis-
tancia genética de 0,137. Para el resto de la
poblacién la distancia genética oscilé entre
0,023 y 0,141, mostrando que las poblacio-
nes de M. roreri en la mayoria de municipios
de Antioquia tienen muy pocas diferencias
genéticas entre si. En la tabla 7 se muestran
los valores de identidad y distancia genética
entre pares de poblaciones de los municipios
de Antioquia.

Al determinar la distribucién de la varia-
bilidad genética en la poblacién de M. roreri
en Antioquia con AMOVA (analisis de varian-
za molecular) se encontré que el 5,94% de
la variabilidad se atribuye a diferencias entre
las subregiones (grupos), el 18,4% a diferen-
cias entre los municipios (poblaciones) den-
tro de cada subregion, y el 75,68% restante
a diferencias dentro de la poblacion de los
municipios con la mayor contribucién aporta-
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da por Apartad6 y Dabeiba. Esta distribucién
de la variabilidad genética podria ser explica-
da por la predominancia de una reproduccion
de tipo clonal en M. roreri en Antioquia, y su
gran homogeneidad genética, o al efecto de
las diferencias en el tamafio de muestra en-
tre los municipios, con un mayor numero de
aislamientos en Apartad6, Dabeiba y Maceo.
En la tabla 8 se muestran los resultados del
andlisis de varianza molecular entre subre-
giones, dentro y entre la poblacion de M. ro-
reri en los municipios de Antioquia.

El alto nivel de similitud genética, y los
bajos niveles de diversidad y diferenciacion
genética entre los aislamientos de la pobla-
cion de M. roreri evaluada, donde mas del
95% de la poblacion hizo parte del mismo
grupo genético, muestran que su introduc-
cion en Antioquia es muy reciente, y que su
propagacion ha sido en una forma clonal,
favorecida por la presencia de condiciones
climaticas muy uniformes, y por el tipo de
material vegetal utilizado para el estable-
cimiento de los cultivos, hibrido en su gran
mayoria. Estos datos son similares a los ob-
tenidos en la caracterizacién morfolégica de
la misma poblacion (datos no publicados)
donde se encontrd una gran similitud morfo-
I6gica entre todos los aislamientos. También
estos datos son congruentes con la defini-
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Tabla 5. Valores de porcentaje de loci polimorficos, indice de Shannon, diversidad

genética total, diversidad genética dentro de la poblacion, y diferenciacion genética
para los aislamientos de M. roreri en las subregiones de Antioquia.

Subregion Antioquia pa H® Hte Hs® Gste
Bajo Cauca y Norte 46,8 0,229 0,155 £ 0,041 0,123 £ 0,028 0,210
Magdalena Medio 59,7 0,261 0,170 + 0,039 0,150 + 0,031 0,119
Nordeste 38,7 0,217 0,142 + 0,038 0,106 + 0,022 0,252
Occidente 82,3 0,320 0,190 + 0,034 0,150 + 0,021 0,211
Oriente y Suroeste 38,7 0,194 0,127 £ 0,032 0,110 + 0,024 0,138
Uraba 83,9 0,304 0,172 £ 0,027 0,152 £ 0,021 0,115

Porcentaje de loci polimoérfico

indice de Shannon de diversidad genotipica
Diversidad de genes total

Diversidad de genes dentro de la poblacion
Diferenciacion genética

® Q0 T

Tabla 6. Valores de porcentaje de loci polimérficos, indice de Shannon, diversidad genética total, diversidad
genética dentro de la poblacion y diferenciacion genética para la poblacion total de M. roreri en Antioquia

Poblacion pa Al Hte Hsd Gste
Poblacion total con 93 0,321 | 0,190 +0,037 0,132 + 0,017 0,306
Apartad6 y Dabeiba
Poblacion total sin 66,13 0,273 | 0,174 +0,039 0,120 + 0,019 0,312
Apartadd y Dabeiba

Porcentaje de loci polimérfico

indice de Shannon de diversidad genotipica
Diversidad de genes total

Diversidad de genes dentro de la poblacion
Diferenciacién genética

O Q0O TO

cién de los tres grupos genéticos dada por
Aime (2006), donde la poblacién de M. roreri
en Antioquia estaria relacionada con el ge-
notipo 1 el cual se encuentra distribuido al
noroccidente de Suramérica, zona en la cual
se encuentra ubicado Antioquia. Ademas, es
de anotar que el genotipo 1 de Aime (2006)
encierra cuatro de los cinco grupos genéti-
cos definidos por Phillips (2003) a excepcion
del grupo Gileri de Ecuador, resultados que
concuerdan con los obtenidos en la presente
investigacion donde todos los aislamientos de
referencia pertenecientes a tres de los cinco
grupos genéticos definidos por Phillips (2003)
(Bolivar, Co-occidente y Co-central) hicieron

parte del mismo grupo genético G1, el cual
representd mas del 95% de los aislamientos
de Antioquia.

La estructura genética de la poblacion de
M. roreri en Antioquia difiere de lo reportado
por Phillips (2003). La cercania de la zona del
Magdalena medio antioquefio con el Magda-
lena medio santandereano, hizo suponer que
los aislamientos procedentes de esta region
podrian mostrar la mayor variabilidad y dife-
renciacion genética de toda la poblacion, y que
los municipios ubicados en las regiones mas
distantes geograficamente de esta region,
como el noroccidente Antioquefio, mostrarian
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Tabla 8. Analisis de varianza molecular (AMOVA) entre subregiones, dentro y entre la

poblacién de M. roreri en doce municipios productores de cacao en Antioquia

o Suma de Componentes % de
Fuente de variaciéon . . P
cuadrados de varianza variacion
Entre subregiones 177,22 0,388 5,94 <0,001
Entre municipios dentro de la subregién 113,50 1,2019 18,38 <0,001
Dentro de los municipios 1072,71 4,949 75,68 <0,001

la menor variabilidad y diferenciacion genéti-
ca. Contrario a lo esperado, Maceo y Puerto
Berrio en el Magdalena medio en Antioquia
mostraron una gran similitud genética con el
resto de la poblaciéon y una baja variabilidad
genética, mientras que la mayor variabilidad
genética se detectd en Apartad6 y Dabeiba al
noroccidente de Antioquia, la region mas dis-
tante del Magdalena medio en Santander.

La moderada variabilidad genética en un
namero reducido de aislamientos de Aparta-
do y Dabeiba hace pensar en una evolucién
incipiente de variantes de M. roreri en estos
municipios. Estas variantes posiblemente
fueron introducidas por intervencién huma-
na desde la zona del Magdalena medio en
Santander considerada el centro de origen y
diversidad de M. roreri por Phillips (2003); sin
embargo, los aislamientos de Apartadé y Da-
beiba mostraron poca similitud genética con
los aislamientos de la regiéon del Magdalena
medio en Antioquia adyacente a la regién del
Magdalena medio en Santander. Otra posi-
ble explicacion seria la evolucion de nuevas
variantes como respuesta a una alta presion
de seleccion impuesta por las condiciones
climéticas particulares del noroccidente de
Antioquia, al tipo de material vegetal utilizado
en los cultivares de cacao en esta region, o a
la presencia de hospedantes silvestres como
T. gileri y Herrania, ya que no existen estu-
dios previos con evidencia biolégica que in-
diguen la ocurrencia de reproduccion sexual
de M. roreri en esta region de Antioquia.

CONCLUSIONES

La poblacion de M. roreri en Antioquia posee
una gran similitud genética, bajos niveles de
diversidad y diferenciacion indicando que
su introduccion en Antioquia posiblemente

es muy reciente, con una propagacion de
forma clonal, favorecida por la presencia de
condiciones climaticas poco agresivas para
el hongo y el tipo de material vegetal utiliza-
do para el establecimiento de los cultivos, lo
gue impone una baja presién de seleccién.
Sin embargo, M. roreri mostré una variacién
genética moderada en Apartado y Dabeiba
que pueden representar sitios de evolucién
y focos de dispersion de nuevas variantes
del hongo. El mayor porcentaje de variabili-
dad genética se encontré dentro de los mu-
nicipios con la mayor contribuciéon aportada
por los aislamientos de Apartadd y Dabeiba,
con un porcentaje pequefio de variacién en-
tre los municipios dentro de cada subregion,
y una variaciéon de magnitud muy pequefa y
poco significativa entre las subregiones de
Antioquia. Con base en los resultados de la
presente investigacion se sugiere emprender
estudios de variabilidad genética con la mis-
ma poblacion estudiada o con aislamientos de
la region noroccdiente de Antioquia, en parti-
cular de Apartadé y Dabeiba, con marcadores
codominantes u otras técnicas moleculares
gque permitan la estimacion de parametros en
la poblacion que no pueden ser determinados
con marcadores dominantes y que permitan
identificar estas posibles nuevas variantes,
también para esclarecer una posible repro-
duccién sexual de M. roreri en esta region,
y descartar el efecto del tamafio de la mues-
tra en los municipios con mayor ndmero de
muestras: Apartadd, Dabeiba y Maceo.
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