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RESUMEN

Las regiones del departamento de Norte de Santander, Colombia, cultivadores de cacao presentan la
enfermedad més grave que es la moniliasis causada por el hongo fitopatogeno Moniliophthora roreri.
Inicialmente se llevo a cabo el protocold de desinfeccion en la mazorca enferma, se sembrd en agar PDA
(papa dextrosa), agar PDA modificado (gentamicina y pulpa de cacao) y agar extracto de malta,
incubandolo por 10 dias a una temperatura de 15°C, mostrando mejor crecimiento en agar PDA. Después
se continud con la extraccion de ADN, posteriormente se ratifico la efectividad de muestras conservadas
de monilia aisladas en los municipios de El Zulia, Clcuta, Tiba, Puerto Santander, Bucarasica, El Tarra,
Teorama y Sardinata de Norte de Santander, una vez comprobada la presencia de ADN por electroforesis
en gel de agarosa, se seleccionaron 24 muestras, luego se estandarizo la técnica de ISSR (inter secuencias
repetidas); para el cual se obtuvieron patrones de bandas en la mayoria de las 27 muestras con los
cebadores 823, 880, 890 y 891, mientras que con el cebador 816, 874 y 885 generaron muy pocas bandas.
Con el empleo de ITS4 y ITS5 se realizd la PCR, los amplicones fueron secuenciados para 2 muestras
aisladas del hongo y arrojo: para el hongo HFa007 un porcentaje de identidad del 97,08%, Diaporthe
pseudomangiferaem y para el hongo HFa009 un porcentaje de 99,29% de identidad para Diaporthe
melonis. Se ejecuto el analisis estadistico, donde se obtuvo un dendograma basado en el coeficiente de Dice,
el cual mostro las relaciones existentes para las 28 muestras estudiadas. La muestra 6d-17 proveniente de
Sardinata se agrupo de forma independiente.
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ABSTRACT

The regions of the department of Norte de Santander, Colombia, cocoa cultivators have the most serious
disease that is the moniliasis caused by the phytopathogenic fungus Moniliophthora roreri. Initially the
protocol of disinfection was carried out in the diseased ear, then it is sown in PDA agar (potato dextrose),
modified PDA agar (gentamicin and cocoa pulp) and malt extract agar, incubating them for 10 days at a
temperature of 15 ° C, showing better growth in PDA agar. After DNA extraction was continued, the
effectiveness of conserved samples of isolated monilia in the municipalities of El Zulia, Clcuta, Tibu, Puerto
Santander, Bucarasica, El Tarra, Teorama and Sardinata de Norte de Santander, was later confirmed. the
presence of DNA by agarose gel electrophoresis, 24 samples were selected, then standardized the ISSR
technique (repeated inter sequences); for which they obtained band patterns in most of the 27 samples with
the primers 823, 880, 890 and 891, while with primer 816, 874 and 885 they generated very few bands.
With the use of 1TS4 and ITS5 the PCR was performed, sequencing was carried out on 2 isolated samples
of the fungus and yield: for the HFa007 fungus with an identity percentage of 97.08% for Diaporthe
pseudomangiferaem and for the HFa009 fungus a percentage of 99.29% Diaporthe melonis. The statistical
analysis was executed, where a dendogram based on the Dice coefficient was obtained, which showed the
existing relationships for the 28 samples studied. The 6d-17 sample from Sardinata was grouped
independently.
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1. INTRODUCCION

Colombia ha posicionado gran cantidad de productos de la canasta familiar a nivel mundial, ahora tiene
como acompafiante en la canasta exportadora al cacao, que en la ultima década conquist6 varios mercados
internacionales, dobld su produccion y pasoé de tener mas exportaciones que importaciones [1]. EI grano de
cacao se ha convertido en producto fundamental de la economia de Colombia. A través de procesos
industriales se realiza la transformacion de las almendras del cacao obteniendo como productos finales
maquillajes, licores, grasa natural comestible, chocolates y demas articulos elaborados con base de este. Por
otra parte, el cacao al igual que los diversos cultivos desarrolla enfermedades que alteran las funciones
normales de la planta debido a acciones de agentes patdgenos o de factores ambientales.

La moniliasis es un problema actualmente comdn en Colombia, produciendo grandes pérdidas cercanas a
un 50% de la cosecha anual, lo anterior significa que, si la produccion para el afio 2016 fue del orden de 56
mil 785 toneladas, la monilia destruyd 28 mil 292 toneladas [2]. Esta problematica causa enfermedades en
vainas y en semillas comercialmente importantes que contienen algunas de estas especies, es una
podredumbre del cacao extremadamente destructiva, dafios internos y externos a las vainas que resultan en
la pérdida total de este. En el departamento se observo la infeccion de este hongo en plantas forestales, al
occidente de la cordillera andina de Colombia zona rica en especies de Herrania y Theobroma [3].

Norte de Santander presenta problemas importantes en el cultivo de cacao como: baja produccion por
problemas fitosanitarios, escasez de masa critica, baja mano de obra, baja adopcion y transferencia de
tecnologia. Raz6n por la que se ha producido interés por el desarrollo tecnol6gico en cuanto a variedades,
semillas, manejo integrado de plagas y enfermedades [4,5]. En Colombia se han realizado estudios sobre
la biologia molecular del hongo Moniliophthora roreri, con marcadores moleculares como ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats), que permite caracterizar este tipo de hongo, con el rapido aislamiento de ADN
gendémico puro de alto peso molecular [6]. En este trabajo se estandarizo la técnica molecular de ISSR para
evaluar y caracterizar la diversidad genética del hongo Moniliophthora roreri en Norte de Santander,
Colombia. Al mismo tiempo se plante6 revelar las fuentes de variacion genética, lo cual servira de ayuda



para obtener mas informacién sobre este hongo, facilitando el conocimiento para investigaciones futuras,
para implementar manejos que contrarresten esta enfermedad. En Norte de Santander, monilia afecta las
11.655 hectareas cosechadas por los cacaoteros [7].

2. METODOLOGIA
RECOLECCION DE MUESTRAS

Se recolectaron muestras de frutos de cacao en la finca la Esmeralda, en la cual algunas mazorcas mostraron
presencia de manchas color café y crecimiento de esporas, sintomas de la enfermedad. Caracteristicas muy
similares a la presencia del Fitopatogeno Moniliophthora roreri, obtenidos en municipio de El Zulia
(corregimiento de Astilleros). Se emplearon los siguientes pasos en campo: Se clasificaron los arboles que
contenian el fruto enfermo, con papel periddico estéril se tomo el fruto por el lado que no presentaba la
enfermedad y con un cuchillo estéril se cortd el pedunculo, procediendo a envolver en papel periodico estéril
y luego se guardd en bolsas plasticas [8], rotulando cada bolsa. Después de la recoleccion se conservaron
en nevera por 3 0 4 dias antes de la siembra.

Método de desinfeccion: Se lavo la mazorca con solucion jabonosa y agua estéril, luego se cortd parte de
la epidermis del fruto en trozos de tejido de 0,5 cm en los limites del area enferma con la zona donde no hay
crecimiento flngico, agregando 3 trozos de tejido por frasco de compota estériles y se procedio a realizar el
protocolo de desinfeccién empleado por [9], agregando hipoclorito de sodio 2.5% por 2 min, se enjuago6 con
agua destilada estéril por 3 min, se agreg6 alcohol al 60% por 3min, se lavé con agua destilada por 3 min'y
por Gltimo se seco cada trozo en servilletas. En seguida se procedi6 a la siembra en los siguientes medios:
800 ul de gentamicina: agar PDA, agar PDA modificado y agar extracto de malta, incubandolos por 10 dias
a temperatura de 25°C.

Replicas empleadas para obtener el hongo puro: Se seleccionaron 4 cepas en crecimiento, y se realizaron
una serie de réplicas en agar PDA.

Extraccion y verificacion de ADN Fungico: Las 4 cepas HFa007, HFa009, HFa010a y HFa010e
seleccionadas que se encontraban por duplicado en agar PDA (Agar Papa Destroxa), se sembraron en caldo
Dextrosa Saboraud y se incubaron por 10 dias a temperatura de 25°C.

Posteriormente con ayuda de baja lenguas estériles se extrajo el hongo, dejandolo en una caja de Petri estéril,
con ayuda de una hojilla estéril se cort6 el micelio en pedazos pequefios y se agregd 0.5 g en un microtubo
de 2 ml. Se adiciond 1 volumen (500 ul) de Buffer de Extraccién el cual contenia (50 mM Tris-HCI pH:
7.5, 50 mM EDTA (acido etilendiaminotetraacético), 2% SDS, 1% Na,SOs), se macerd con un pistilo por 1
min, se llevé agitacion en el Vortex por 1 min 'y se centrifug6 a 6000 rpm por10 min. Después de centrifugar,
a cada microtubo se le extrajo el sobrenadante y se agregd a un nuevo tubo de 1.5 ml y se incubd a 70°C
por 15 min. Se le adicion6 1 volumen de fenol-cloroformo y se centrifugd a 10000 rpm durante 10 min. La
parte acuosa se transfiri6 a otro nuevo tubo de 1.5 ml, agregando 1 volumen de isopropanol y se llevé a 0°C
por 10 min, seguido a esto se llevo a centrifugar a 120000 rpm por 10 min; luego se procedio a descartar por
inmersion el isopropanol, se lavé con etanol al 70% y se centrifug6 a 10000 rpm por 10 min, en seguida se
retir6 el etanol por inmersion y se dejo secar el precipitado a 37°C. Estando completamente seco, se re-
suspendio en 50 pl Buffer TBE (tris, borato, EDTA) 1x y se guard6 en nevera [6].

Para la verificacion de la calidad del ADN extraido, se utilizo el gel de agarosa al 0,7% y Gel Red como
intercalante. La electroforesis fue corrida inicialmente a 120 V por 3 min y la corriente final de 110 V por
40 min. Posteriormente, se visualizé el gel en el ChemiDoc™ Imaging System de BIO-RAD.

Chequeo de ADN de muestras de Monilia: Se realiz6 la comprobacion de la calidad y cantidad del ADN
de 56 muestras del fitopatdgeno conservadas en el laboratorio de Biotecnologia Molecular para aplicar el



marcador ISSR. Chequeando las muestras con electroforesis en gel de agarosa, utilizando 9 geles de agarosa
al 0.8%, con una corrida electroforética de 120 V por 30 min y observadas en el ChemiDoc. Escogiendo las
mejores para la continuidad de este trabajo. Y también los ADN fueron cuantificados en el Nanodrop
Thermo Scientific.

Ensayo con el Marcador Molecular ISSR 880: Se realizd la mezcla de PCR Nova Tag® polimerasa,
cantidad para 11 muestras (tabla 1), a cada microtubo se agregaron 18 ul del Mix, y 2 ul del ADN de cada
muestra.

Visualizacién de los productos de PCR: Se empled gel de agarosa a una concentracion de 1,5% [10]. El
marcador de peso molecular empleado fue de 1Kb, y para la electroforesis la corriente inicial fue de 100 V
por 30 min y la final de 80 V por 10 min [11]. Posteriormente se visualizo el gel en el ChemiDoc.

Tabla 1. Mezcla de reaccién utilizada para la PCR, con los cebadores ITS4 e ITS5 [3]. Componentes,
concentracion y cantidad para 5 muestras de monilia.

Componentes Concentracion | Cantidad (pl) | Volumen para
Final 5 muestras

Agua  desionizada 14.8 74.4ul
estéril
Buffer 1X 25 12.5pul
MgCl 1.5 mM 1.5 7.5ul
Cebador ITS 4 0.5 uM 1.25 6.25pl
Cebador ITS 5 0.5 pM 1.25 6.25 pl
DNTPs 0.2mM 0.50 2.5ul
Suero Fetal Bovino 1 5ul
Taq Polimerasa 0.02 U/ul 2 0.5ul
ADN 1
Total 23.8ul 116pl

Estandarizacion de la técnica molecular, ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) Se escogieron 24
muestras de ADN de las conservadas, mas 3 muestras aisladas, ajustando el cebador correspondiente a cada
mezcla. Luego se llevé al Termociclador MultiGene™ OptiMax (Labnet) acordando la temperatura de
hibridacion adecuada para cada cebador (tabla 2). Posteriormente se realizaron las electroforesis, con gel de
agarosa a una concentracion del 2% y una corrida de 80 V por 2 h. Las bandas obtenidas se observaron en
el ChemiDoc™ Imaging System de BIO-RAD.

Tabla 2. Temperaturas de alineamiento éptimas de los 7 Cebadores estandarizadas para ISSR.

Cebador Secuencia Estan-(lj—?riza da Referencia
816 (CA)T 55 Phillips-Mora, 2003 [11]
823 (TC)7TCC 55 [11]
874 (C)s TCC CTC CCT CCCT 55 [11]
880 G(GA)2CGACA G(GA):2 50 Aragon y Sanchez [12]
885 BHB (GA)s 55 [11]
890 ACGACTACG(GT)7 64.7 [12]
891 HVH (TG)- 55 [11]




3. RESULTADOS Y DISCUSION

Recoleccion de fruto de cacao enfermo: Las 4 Muestras recolectadas en la finca la Esmeralda presentaron
caracteristicas de la enfermedad de cacao similares a la moniliasis (figura 1) [13].

Figura 1. Frutos de cacao enfermos aparentemente de monilia. Muestras recolectadas: a) HFa007,
b) HFa009a, ¢) HFa010a y d) HFa010e.

v .

Siembra del hongo en medio de cultivo: Después de sembrar los microorganismos en agar PDA, se pudo
apreciar el crecimiento de las cepas como lo muestra la figura 2. Se seleccionaron las cepas HFa007,
HFa009a, HFa010a y HFa010e, las cuales obtuvieron el mejor crecimiento sin presentar contaminacion
(figura 2).

Figura 2. Siembra de cortes realizados al fruto de Cacao enfermo para cada muestra en medio PDA.
Muestras: a) HFa007, b) HFa009a, c) HFa010a y d) HFa010e.

A partir de las cepas madres se procedio a realizar la purificacion mediante repiques sucesivos (figura 3) en
agar PDA, pH 5.6 y se incubaron a 25°C, hasta obtener cepas puras del fitopatdgeno. Caracteristicas
Morfoldgicas en medio PDA, Aa, Ab y Bb: presentan contaminacién; Ac, Ad, Da y Db: borde irregular,
textura suave, tonalidad cremosa, esporulacion con anillos centrales; Ba borde irregular, textura polvorienta,



tonalidad blanca, esporulacion con anillos centrales; Bc: borde irregular, textura suave, tonalidad cremosa,
esporulacién uniforme; Bd: borde irregular, textura suave, tonalidad amarillo cremoso, esporulacion con
anillos centrales; Ca y Chb: borde irregular, textura suave, tonalidad café claro, esporulacion con anillos
terminales; Cc y Cd: borde irregular, textura suave, tonalidad amarillo cremoso, esporulacién con anillos
terminales; Dc y Dd: borde irregular, textura suave, tonalidad amarillo cremoso, esporulacién con anillos
centrales.

Figura 3. Replicas sucesivas de las cepas en PDA, para las muestras: HFa007, HFa009a, HFa010a y
HFa010e.

Cepasseleccionadas Repiques por duplicado Repiques por duplicado

HFa007 Replica 1 (Aa) Replica 2 (Ab) Replica 1 (Ac)

HFa00%a Replica 2 (Bb) Replica 1 (Bg)

Replica 2 (Bd)

S

Replica 1(Ca) Replica 2 (Cb) Replica 1(Cg) Replica 2 (Cd)

HFa010e Replica 1 (Da) Replica 2 (Db) Replica 1 (Dg) Replica 2 (Dd)

Estas caracteristicas de textura suave con anillos centrales o terminales de las cepas aisladas (figura 3), de
cacao infectado, son similares al hongo fitopatégeno Moniliophthora roreri, e iguales a las reportadas por
Villamizar y Afanador. [14, 15].

Extraccion y visualizacion del ADN: Se utilizd el protocolo estandarizado por Suérez L. [6] realizando la
extraccion de ADN por duplicado a partir de cultivos en PDB (figura 4).

Figura 4. Crecimiento de las cepas en Caldo Papa Dextrosa. Muestras: a) HFa007, b) HFa009a, c)
HFa010a y d) HFa010e.




Extracciones de ADN: A las 8 cepas seleccionadas se les realizé la extraccion del ADN vy la electroforesis
en gel de agarosa al 0.7% (figura 5), en el gel se puede observar que todas las muestras analizadas
presentaban una buena cantidad de ADN, y se escogieron las muestras con mejor calidad y cantidad de
ADN (1): HFa007 R1, (4): HFa010e R2 y (7): HFa009 R1.

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 0.7% w/v, de las extracciones de ADN para 8 muestras
de monilia. (1): HFa007 R1, (2): HFa007 R2, (3): HFa010e R1, (4): HFa010e R2, (5): HFa010a R1, (6)
HFa010a R2, (7): HFa009 R1, (8): HFa009 R2.

Luego se establecié un orden para cada muestra en la electroforesis teniendo en cuenta el aislamiento con
su nomenclatura y municipio correspondiente (tabla 3). En este mismo orden se mantuvieron las muestras
en la corrida de cada electroforesis. Obteniendo en cada electroforesis los resultados reportados en las
figuras 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, y 14. (figura 6 a la 14). En la figura 6, se aprecia el ADN en el gel de
agarosa al 0.8%. La cantidad y calidad del ADN fue verificada en el Nanodrop, mostrando rangos de ADN
desde 5,3 ng/ul hasta 2.754,2 ng/ul, de las que se eligieron 28 ADN de diversos municipios, relacionados
en la tabla 3. La banda de cada muestra presento una cantidad de ADN y nivel de pureza aceptable.

Figura 6. Extracciones de ADN seleccionadas de monilia, gel de agarosa al 0.8% wi/v.




Tabla 3. Municipios y corregimientos del departamento Norte de Santander, donde fueron aisladas las 28
muestras de monilia [16].

Carril | Muestra | Municipios Carril | Muestra Municipios
1 1a-16 El Zulia 15 12(4)-45 Teorama

2 Ac-1 Agua Clara 16 17-14 Teorama

3 Ac-9 Agua Clara 17 19d-8 El Zulia

4 ;gdt " 7| Cacuta 18 13+-2 Bucarasica

5 5-8 Cicuta 19 15¢-14 Agua Clara
6 23-20 Bucarasica 20 16.-15 Agua Clara
7 HFa007 Astilleros 21 17.-20 Teorama

8 HFa010e | Astilleros 22 18d-3 Sardinata

9 HFa009a | Astilleros 23 22c-18 El Tarra

10 TI-35 Tiba 24 22d-19 El Tarra

11 46-4 Cucuta 25 25-27 Agua clara

12 6a-15 Sardinata 26 36d-13 Tiba

13 6d-17 Sardinata 27 38.-16 Bucarasica

14 8-22 Bucarasica 28 Control + (1a-16) | El Zulia

PCR. Ensayo con el cebador 880: Las condiciones para la mezcla de PCR fueron las enunciadas en la
tabla 4. Y Los pasos empleados: una Pre-desnaturalizacion 94°C por 5 min; luego una desnaturalizacién
94°C por 1 minuto, para el alineamiento del cebador (50°C) por 2 min; después una elongacion a 72°C por
30 s y una Extensién final 72°C por 5 min. Se realiz6 una electroforesis empleando el marcador molecular
ISSR 880, se utiliz6 el gel de agarosa al 1.5%, seleccionando 6 muestras mas de ADN positivos para Monilia
que se encontraban conservados en el laboratorio, més las 3 muestras escogidas inicialmente (figura 5); el
control positivo es la muestra (1): 1a-16. Para las demas electroforesis se cambiaron las muestras 4 y 6
debido a que contenian muy poco ADN (figura 7). En el ensayo con este cebador 880 no amplificaron las
muestras 4, 9y 10.

Tabla 4. Condiciones de mezcla para la PCR-ISSR [7], para 28 muestras de monilia.

Componentes Concentracion Cantidad Volumen para | Volumen para 28

final (un) 11 muestras muestras
Agua desionizada estéril 13,5 148,5 pl 405 pl
Buffer PCR (10X) 1X 2 22 ul 60 pl
MgCl (50mM) 3,5mM 1,4 15,4 ul 42 ul
cebadores (10pM) 0,25 pM 0,5 5,5 ul 15 pl
Dntp’s (10mM) 0,2 mM 0,4 44 ul 12 pl
Taq Polimerasa (5p/pl) ln 0,2 2,2 ul 6 ul




ADN (25ng/pl) 2,5 ng/ul 2 2ul 2l

Total 20 ul 200 pl 540 ul

Estandarizacion de la técnica molecular ISSR: Se realizaron electroforesis empleando el gel de agarosa
a una concentracion del 2% y una corriente de 80 V por 2 h; seleccionando las 3 muestras iniciales escogidas
(figura 5) mas 24 muestras que se encontraban conservadas en nevera las cuales se comprob6 que tenian
gran cantidad de ADN. En la figura 8, se puede observar que con el cebador 880 no amplificaron las
muestras 9, 13, 17, 21, 22, 26, 27 y 28. En la figura 9, se aprecia como con el cebador 890 amplificaron
todas las muestras excepto la 17; igualmente con el cebador 891 (figura 14) amplificaron la mayoria de las
muestras. En la tabla 3, se encuentra la relacion de las muestras empleadas en las electroforesis para la
estandarizacion de la técnica molecular ISSR de cada cebador, con el municipio y corregimiento en donde
fueron recolectados para su posterior aislamiento. En la electroforesis No.5 para el cebador 816 (figura 10)
se observd que con este cebador no amplificaron la mayoria de las muestras y aquellas que lograron
amplificar contenian muy pocas bandas, igualmente con el empleo de los cebadores 823, 874 (amplifico
una sola banda para las muestras 5, 11, 12, 16) y 885.

Figura 7. Electroforesis con el cebador 880, para 9 muestras de monilia en gel de agarosa al 2% wi/v.
(1): 1a-16, (2): Ac-1, (3): Ac-9, (4): TI3-41, (5): 5-8, (6): 6+-13, (7): HFa007, (8): HFa010e, (9): HFa009,
(10): Control -, (11): Control +, (12): HyperLadder 1Kb.
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Figura 8. Electroforesis con el cebador 880, para 27 muestras de monilia en gel de agarosa al 2% w/v.
(1): 1a-16, (2): Ac-1, (3): Ac-9, (4): 26d+/- - 39, (5): 5-8, (6): 23-20, (7): HFa007, (8): HFa010e, (9):
HFa009, (10): TI-35, (11): 46-4, (12): 6a-15, (13): 6d-17, (14): 8-22, (15): 12(4)-45, (16): 17-19, (17): 19d-
8, (18): 13+-2, (19): 15c-14, (20): 16.-15, (21): 17.-20, (22): 18d-3, (23): 22¢-18, (24): 22d-19, (25): 25-27,
(26): 36d-13, (27): 38.-16, (28): Control +, (29): Control -, (30): HyperLadder 1Kb.
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Figura 9. Electroforesis con el cebador 890, para 27 muestras de monilia en gel de agarosa al 2% wi/v.
(1): 1a-16, (2): Ac-1, (3): Ac-9, (4): 26d+/- - 39, (5): 5-8, (6): 23-20, (7): HFa007, (8): HFa010e, (9):



HFa009, (10): TI-35, (11): 46-4, (12): 6a-15, (13): 6d-17, (14): 8-22, (15): 12(4)-45, (16): 17-19, (17): 19d-
8, (18): 13+-2, (19): 15¢c-14, (20): 16.-15, (21): 17.-20, (22): 18d-3, (23): 22c-18, (24): 22d-19, (25): 25-27,
(26): 36d-13, (27): 38.-16, (28): Control +, (29): Control -, (30): HyperLadder 1Kb.
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Figura 10. Electroforesis con el cebador 816, para 27 muestras de monilia en gel de agarosa al 2%
wiv. (1): 1a-16, (2): Ac-1, (3): Ac-9, (4): 26d+/- - 39, (5): 5-8, (6): 23-20, (7): HFa007, (8): HFa010e, (9):
HFa009, (10): TI-35, (11): 46-4, (12): 6a-15, (13): 6d-17, (14): 8-22, (15): 12(4)-45, (16): 17-19, (17): 19d-
8, (18): 13+-2, (19): 15c-14, (20): 16.-15, (21): 17.-20, (22): 18d-3, (23): 22¢-18, (24): 22d-19, (25): 25-27,
(26): 36d-13, (27): 38.-16, (28): Control +, (29): Control -, (30): HyperLadder 1Kb.
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Figura 11. Electroforesis con el cebador 823, para 27 muestras de monilia en gel de agarosa al 2%
wiv. (1): 1a-16, (2): Ac-1, (3): Ac-9, (4): 26d+/- - 39, (5): 5-8, (6): 23-20, (7): HFa007, (8): HFa010e, (9):
HFa009, (10): TI-35, (11): 46-4, (12): 6a-15, (13): 6d-17, (14): 8-22, (15): 12(4)-45, (16): 17-19, (17): 19d-
8, (18): 13+-2, (19): 15c-14, (20): 16.-15, (21): 17.-20, (22): 18d-3, (23): 22¢-18, (24): 22d-19, (25): 25-27,
(26): 36d-13, (27): 38.-16, (28): Control +, (29): Control -, (30): HyperLadder 1Kb.
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Figura 12. Electroforesis con el cebador 874, para 27 muestras de monilia en gel de agarosa al 2%
wiv. (1): 1a-16, (2): Ac-1, (3): Ac-9, (4): 26d+/- - 39, (5): 5-8, (6): 23-20, (7): HFa007, (8): HFa010e, (9):



HFa009, (10): TI-35, (11): 46-4, (12): 6a-15, (13): 6d-17, (14): 8-22, (15): 12(4)-45, (16): 17-19, (17): 19d-
8, (18): 13+-2, (19): 15¢c-14, (20): 16.-15, (21): 17.-20, (22): 18d-3, (23): 22c-18, (24): 22d-19, (25): 25-27,
(26): 36d-13, (27): 38.-16, (28): Control +, (29): Control -, (30): HyperLadder 1Kb.
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Figura 13. Electroforesis con el cebador 885, para 27 muestras de monilia en gel de agarosa al 2%
wiv. (1): 1a-16, (2): Ac-1, (3): Ac-9, (4): 26d+/- - 39, (5): 5-8, (6): 23-20, (7): HFa007, (8): HFa010e, (9):
HFa009, (10): TI-35, (11): 46-4, (12): 6a-15, (13): 6d-17, (14): 8-22, (15): 12(4)-45, (16): 17-19, (17): 19d-
8, (18): 13+-2, (19): 15c-14, (20): 16.-15, (21): 17.-20, (22): 18d-3, (23): 22c-18, (24): 22d-19, (25): 25-27,
(26): 36d-13, (27): 38.-16, (28): Control +, (29): Control -, (30): HyperLadder 1Kb.

Figura 14. Electroforesis con el cebador 891, para 27 muestras de monilia en gel de agarosa al 2%
wiv. (1): 1a-16, (2): Ac-1, (3): Ac-9, (4): 26d+/- - 39, (5): 5-8, (6): 23-20, (7): HFa007, (8): HFa010e, (9):
HFa009, (10): TI-35, (11): 46-4, (12): 6a-15, (13): 6d-17, (14): 8-22, (15): 12(4)-45, (16): 17-19, (17): 19d-
8, (18): 13+-2, (19): 15c-14, (20): 16.-15, (21): 17.-20, (22): 18d-3, (23): 22c-18, (24): 22d-19, (25): 25-27,
(26): 36d-13, (27): 38.-16, (28): Control +, (29): Control -, (30): HyperLadder 1Kb.
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El contenido de informacién polimérfica (PCI por sus siglas en inglés, Polymorphism Content Value) se
calcul6 con la férmula: PIC = 2Pi (1-Pi) donde Pi es la frecuencia de ocurrencia de bandas polimérficas en
diferentes cebadores [17]. El valor PIC provee una medida influenciada por el nmero y frecuencia de alelos,
el valor maximo de PIC para un marcador ISSR es 0.5, se asume la presencia de dos alelos por locus en un
analisis de ISSR [18]. Los valores de PIC fueron altos a pesar de la existencia de bajos porcentajes de
polimorfismo, debido al rango de cantidad de bandas amplificadas por cada cebador (tabla 5). Para el
cebador 880 se obtuvo un nimero de bandas de 45 y para el 874 se logré un nimero menor de bandas de 8,
ver tabla 5.

Tabla 5. Nimero de bandas amplificadas, porcentaje de polimorfismo y valor PIC de cada cebador
utilizado. (El PIC hace referencia al contenido de informacion del polimorfismo).

Cebador Nu?rﬁ;?iﬂi;’;;das l;glri?rigtr?{:rgg Valor PIC Rango de amplificacion
880 45 12 0,21 400-2577 pb
816 23 4,8 0,09 335-1681 pb
874 8 4,6 0,09 208-2386 pb
885 14 5 0,1 333-3388 pb
823 28 7 0,13 471-1980 pb
890 40 16 0,27 211-3960 pb
891 32 14,4 0,25 268-2699 pb
Media 27 9 0,15

Andlisis de secuenciacion para el hongo aislado: Ademas, se realizd la mezcla de reaccion utilizada para
la PCR-ITS 4 y 5 para un volumen de 5 muestras (tabla 1) y asi se seleccionaron las dos muestras HFa007
y HFa009 para la secuenciacion. Dado los resultados obtenidos de la secuenciacidn para las muestras
HFa007 y HFa009 arrojo: con el empleo del ITS 5 para el hongo HFa007 se observo un porcentaje de
identidad del 97.08% para Diaporthe pseudomangiferae, con el ITS 4 para el hongo HFa009 se observo un
porcentaje de 99.29% de identidad para Diaporthe melonis.

Tabla 6. Resultados de secuenciacion de 2 cepas: identificacion, valores E-value, porcentaje de identidad
de las secuencias analizadas utilizando la base de datos NCBI con accesion.

Cadigo Género y especie Valor E | % de identidad Accesion
HFa007 Diaporthe pseudomangiferae 0.0 97.08% MG576129.1
HFa009 Diaporthe melonis 0.0 99.29% MG661731.1

Las especies de Diaporthe y sus estados asexuales Phomopsis tienen amplios rangos de hospedadores y
estan ampliamente distribuidos, y se presentan como patdgenos de plantas, enddfitos o saprobios, pero
también como patdgenos de humanos y otros mamiferos. Diaporthe sp. son responsables de enfermedades
en una amplia gama de plantas hospederas, algunas de las cuales son econémicamente importantes en todo
el mundo, causando pudriciones de raices y frutos, muerte regresiva, chancros, manchas en las hojas,
tizones, pudricion y marchitez [19].



Andlisis estadistico de los resultados de ISSR: La presencia o ausencia de cada banda observada en el
perfil de cada primer del analisis ISSR se plasmd en una matriz de uno (1) y cero (0), todas las bandas mono-
morficas y polimorficas fueron consideradas para el analisis, incluyendo la muestra +control. Se realizé una
matriz de similaridad utilizando el coeficiente de Dice. Promedio (Average linkage): Correlacion
cofenética= 0,962. Variables estandarizadas: Casos leidos 190, casos omitidos 0.

Ademas, para establecer las distancias genéticas en el dendrograma se us6 el método UPGMA (Unweighted
Pair Group Method with Arithmetic Mean) y la distancia de Dice [20,21], y se hall6 el coeficiente de
correlacion cofenético a fin de determinar la confiabilidad del anélisis de agrupamiento. También, la
informacidn binaria fue sujeta a un analisis de coordenadas principales o escalamiento multidimensional
(EMD). Todos los analisis estadisticos fueron realizados usando el programa estadistico Info-Gen 2013
[22].

Figura 15. Matriz de similaridad de Dice para 28 muestras del hongo Moniliophthora roreri, de Norte de
Santander. Donde un valor de 1.0 indica que el cebador es capaz de discriminar entre todas las muestras y
un valor de 0.0 indica que todas las muestras son idénticas.
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6d-17 0,95 0,92 0,96 | 0,98 1 0,98 0,95 0,95 0,93 0,98 1 0,96 0
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Figura 16. Dendograma para 28 muestras del hongo Moniliophthora roreri, basado el método de
agrupamiento UPGMA y el coeficiente de similaridad de Dice.
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Con base en el analisis de ISSR se construy6 un dendograma de similitud (figura 16), en el cual se apreciaron
3 grupos genéticos I, 11, 111 con un nivel de similitud de 0,962. EI grupo | con una distancia genética de
0.93, con un total de 16 muestras, de las cuales se generaron dos subgrupos (lay Ib), el primero (la) agrupo
los aislamientos 1a-16 (El Zulia), 26d+/--39 (Cucuta), 23-20 (Bucarasica), 17-14 (Teorama), HFa007
(Astilleros), HFa0010e (Astilleros), Ac-1 (Agua clara), Ac-9 (Agua clara), 8-22 (Bucarasica), 13+-2
(Bucarasica), 12(4)-45 (Teorama); el segundo (Ib) los aislamientos15c¢c-14 (Agua clara), 16-15 (Agua clara),
25-27 (Agua clara), 22c-18 (El Tarra). El grupo Il con una distancia genética de 0,95, esti conformado por
los subgrupos (lla y 1Ib), el grupo lla contiene los aislamientos 5-8 (Cucuta), 6a-15 (Sardinata), 46-4
(Cacuta); el grupo b los aislamientos HFa009a (Astilleros), 18d-3 (Sardinata), 38-16 (Bucarasica), 17-20
(Teorama), 36d-13 (Tibu), 19d-8 (El Zulia), T1-35 (Tiba), 22d-19 (El Tarra). El grupo 111 con una distancia
genética de 0,97, contiene el aislamiento 6d-17 (Sardinata).

Figura 17. Analisis de escalamiento multidimensional (EMD) para 28 muestras del hongo Moniliophthora
roreri, de Norte de Santander.

CP2(8,9%)

17-20 28-18
.- -

HFa009a o

0.13
CP 1(186%)

4. CONCLUSIONES

e Las caracteristicas morfolégicas presentes en el hongo aislado de cacao enfermo como sus anillos
centrales o terminales, su textura suave, son caracteristicas similares al género Moniliophthora
roreri. Sin embargo, al realizar la secuenciacion arrojo que el hongo HFa007 con el empleo de ITS
es Diaporthe pseudomangiferae con un 97.08% de identidad y el hongo HFa009 con un porcentaje
de 99.29% de identidad para Diaporthe melonis.

e Los cebadores ISSR, mostraron ser una herramienta eficaz para manejar especies estrechamente
relacionadas. Los cebadores 823, 880, 890 y 891 presentaron mayor nimero de bandas; los 816,
874 y 885 no proporcionaron un patron claro de amplificacion. En el analisis estadistico la muestra
6d-17 recolectada en el municipio de Sardinata en Norte de Santander se agrupo de forma
independiente en el dendograma, indicando que esta muestra del fitopatdgeno no es similar a las
otras muestras aisladas en otros municipios y pertenece a grupos genéticos separados.
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