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1. RESUMO

A Moniliase do cacaueiro, causada pelo fungo Moniliophthora roreri, ¢ uma das doengas
mais devastadoras do cacaueiro na regido oeste da América do Sul e Central, por exemplo,
a regido do Vale do Magdalena na Coldmbia, considerada o possivel centro de origem para
a espécie. Para analisar a diversidade genética foram utilizados isolados dos estados de
Santander, Antioquia, Tolima e Huila da Colombia utilizando vinte-trés marcadores
microssatélites (SSR). No total, 117 genotipos multilocus diferentes se encontraram entre os
120 isolados, cada um representado como um haplotipo tnico. O indice de associagao
observado e estandardizado (/4 e 7°d) indicaram que as populagdes de M. roreri sdo clonais.
Além disso, dada a alta diversidade de haplotipos com desequilibrio de ligacao se sugere que
M. roreri poderia ser uma espécie assexual possivelmente com recombinagao rara ou parcial
devida a parasexualidade. Enquanto a estrutura populacional, trés grupos geograficos foram
reconhecidos entre os isolados utilizando métodos de agrupamento bayesianos. Resultados
similares se obtiveram depois do analises discriminante de componentes principais (DAPC),
analise de coordenadas principais (PCA) e a arvore de semelhanca com os loci dos
microssatélites baseados na distancia de Nei. A identificagdo destes agrupamentos explicasse
pela diferenciacdo geografica e clones de cacaueiro e varidveis ambientais ndo contribuem
significativamente a diferenciag@o genéticas entre os grupos. Em relagdo a epidemiologia da
doenga foi monitorada a incidéncia da moniliase no tempo e no espagco em clones com
diferente grau de resisténcia em quatro localidades do Estado de Santander entre Julho de
2013 até Maio de 2015. O modelo linear generalizado se utilizou para analisar o progresso
temporal e espacial da Moniliase. A distribuicdo de Poisson com funcdo de ligagdo

logaritmica se selecionou pela superdispersdo dos dados. Uma interagdo significativa se



encontrou entre os clones e localidades sobre os pardmetros epidemioldgicos. O clone
suscetivel SCC 61 apresentou o maior intensidade de doenca na maioria das localidades, a
excecdo de San Vicente onde tive o mais baixo nivel. A localidade de San Vicente apresentou
a mais baixa intensidade de doenca em todos os clones de cacaueiro, quando comparado com
as outras localidades. Depois de aplicar o teste de Moran I aos dados de frutos doentes
cortados no centro de pesquisa La Suiza, foi evidente a autocorrelagdo espacial. O estudo da
dindmica demostrou que as epidemias da moniliase variam de acorde com a localidade e o
material vegetal e sua localiza¢do no campo. As informacdes obtidas neste trabalho podem
ser empregadas para melhorar o manejo da moniliase ao nivel regional e as praticas deverao

ser ajustadas considerando a variagdo do microambiente.

Palavras chave: Moniliase, diversidade genética, Theobroma cacao, epidemias



Moniliophthora roreri POPULATION STRUCTURE AND EPIDEMIOLOGY IN THE
COLOMBIAN MIDDLE MAGDALENA REGION

Botucatu, 2015. 86p. Tese (Doutorado em Agronomia — Prote¢do de plantas) — Faculdade

de Ciéncias Agrondmicas, Universidade Estadual Paulista.
Author: YEIRME YANETH JAIMES SUAREZ
Adviser: Edson Luiz Furtado

Co-adviser: Christian Cilas

2. SUMMARY

Frosty pod rot disease (FPR) on cocoa, caused by Moniliophthora roreri, is one of the most
devastating cocoa diseases in the Western Hemisphere, including the Magdalena Valley
areas in Colombia, which is considered the possible center of origin for the species. We
analyzed the genetic diversity of isolates from the states Santander, Antioquia, Tolima and
Huila of Colombia using twenty-three simple sequence repeats (SSR) markers. In total, 117
different multilocus genotypes were found among 120 isolates, each one represented as a
unique haplotype. The observed and standardized index of association (/4 and 7d) indicates
that the populations of M. roreri are clonal populations. Furthermore, given the high
haplotype diversity with linkage disequilibrium are suggest that M. roreri could be an
asexual species possibly undergoing rare recombination or partial recombination due to

parasexuality. Three geographical groups were recognized among the isolates using



Bayesian clustering methods. Similar results were obtained after discriminant analysis of
principal components (DAPC), principal coordinate analysis (PCA) and a neighbor-joining
tree from microsatellite loci based on Nei distance. The identified clusters where explained
by geographical differentiation and cacao clones and environmental variables did not
contribute significantly to the genetic differentiation between groups. Regarding to the
disease epidemiology, incidence of Frosty Pod Rot (FPR) disease, caused by Moniliophthora
roreri, in time and space on clones with different level of resistance were investigated in
four localities of Santander State between July 2013 and May 2015. Generalized linear
model was used to analyze the temporal and spatial progress of FPR. Poisson distribution
with logarithm link function was chosen because of data overdispersion. A significant
interaction was found between clones and localities on epidemics parameters. The
susceptible clone SCC61 had the higher levels of disease in the most localities, excepted in
San Vicente where it obtained the lower level. The locality in San Vicente had the lower
levels of disease in all cacao clones, when compared with the other localities. After applied
Moran’s I test to data of cut disease pod in La Suiza Research Center, were evident in spatial
autocorrelation. The dynamic study provide that FPR epidemics vary according to location
and plant material and its location on the plot. The information obtained in this word could
be used to improve the management of FPR at the regional level and the practices will be

adjusted to local level considering microenvironmental variation.

Keywords: Frosty pod rot, genetic diversity, Theobroma cacao, epidemics



3. INTRODUCAO GERAL

O cacau, produzido por Theobroma cacao L., ¢ a matéria-prima para
o chocolate e constitui-se na base de uma agroindistria com conexdes econdmicas € sociais
em todo o mundo. Cerca de trés milhdes de toneladas de grao de cacau seco sdo consumidos
anualmente, portanto este produto ¢ considerado uma das “commodities” mais importante
nas regides tropicais. A agricultura familiar de pequena escala ¢ responsavel pelo 80% a
90% da produgdo mundial deste produto, sendo a principal fonte de renda para
aproximadamente seis milhdes de pequenos produtores (WFC, 2014).

No mundo, estima-se que aproximadamente entre o 30% e 40% da
producdo de cacau se dana pela acdo de pragas e patdgenos. Em condigdes 6timas para o
desenvolvimento destes agentes causais, as perdas podem exceder o 80%. Em termos
econdmicos, as perdas totais sao de $2 bilhdes de dolares anuais, onde o impacto direto,
nesta cadeia de produgado, ¢ sobre a renda familiar dos produtores. (DUFFEY, 2009).

Na América Latina, as doencas causadas por Moniliophthora roreri,
Moniliophthora perniciosa € Phytophthora palmivora sdo os mais limitantes da producao de
cacau. Sendo que a moniliase ¢ a doenca fungica mais grave (LEACH; MUMFORD;
KRAUSS, 2002). A presenca desta doenca nas arvores de cacaueiro tem efeitos tao
devastadores na produg¢do que a viabilidade econdémica em longo prazo pode ser
comprometida. Nos diferentes paises da América Latina, onde ela se encontra estabelecida,
as perdas atribuidas tem sido tdo serias que as culturas inteiras tém sido abandonadas
(PHILLIPS-MORA; AIME; WILKINSON, 2007).

M. roreri € um fungo altamente especializado que destréi os frutos
de espécies pertencentes aos géneros Theobroma e Herrania. O fungo € capaz de crescer sob

uma vasta gama de condi¢des ambientais. Este alto nivel de adaptagdo do fungo e o grande



nimero de esporos de longa vida que produz fazem de M. roreri um fitopatogeno altamente
eficaz e um formidéavel invasor de novas regides geograficas (PHILLIPS-MORA; AIME;
WILKINSON, 2007).

A moniliase manifesta-se como lesdes marrons espalhadas na
superficie do fruto, e no final produz-se nela uma massa de esporos cor creme. Geralmente,
os frutos infetados em fases muito precoces morrem. Em alguns casos, na superficie dos
frutos podem aparecem deformacdes, antes da formacdo dos conidios (GRIFFITH et al.,
2003). Os frutos doentes tornam-se na principal fonte de inoculo, j& que o fungo produz um
grande numero de esporos na superficie da lesdo (cerca de 7 bilhdes de esporos por fruto
(PHILLIPS-MORA; WILKINSON, 2007).

O controle quimico da moniliase ndo ¢ economicamente viavel,
adota-se 0 manejo integrado desta doenga, que envolve melhores praticas agronomicas
combinadas com materiais de plantio melhorados para resisténcia e o controle biologico. Na
atualidade, estas sdo as Unicas estratégias factiveis para o manejo desta doenca (ALI et al.,
2015).

Para o manejo desta doenca também deve-se considerar a
epidemiologia deste patdgeno, ou seja, estabelecer as bases tedricas para compreender as
epidemias no tempo e no espago (MILGROOM; PEEVER, 2003). Da moniliase conhece-se
que a dispersdo dos esporos do patdogeno depende da temperatura e a umidade, da mesma
forma que o aumento da incidéncia e da quantidade de tecido doente tem uma relagdo
positiva com a quantidade da chuva em 2 a 3 meses antes da infec¢do. A dispersdao dos
propagulos se da por meio da dgua, material vegetal infectado, animais, ferramentas ou o
homem (LEANDRO, 2011).

No que se refere a resisténcia, ndo ha materiais de cacaueiro
conhecidos com resisténcia do tipo imune a M. roreri, s6 ha matérias resistentes ao fungo
desenvolvidos pelo CATIE, na Costa Rica. A classificagdo dos materiais de cacaueiro se
baseou no indice de severidade em resistente (0 — 1.25), moderadamente resistente (1,260 —
2,50), moderadamente susceptiveis (2,51 — 3,75) e susceptivel (3,76 — 5) (PHILLIPS-MORA
et al., 2005). Porém, a perda de resisténcia na maioria dos clones selecionados tem
aumentado ao longo dos ultimos 15 anos (ALI et al., 2015). A infecdo de clones com alta
resisténcia por M. roreri tem sido observada em ambientes desfavordveis ao hospedeiro,
incluindo alteragdes no metabolismo neste patdgeno e indugdo de respostas a estresses para

enganar os mecanismos de defesa da planta (BAILEY et al., 2014).



Uma boa parte desta adaptacdo ¢ devida a genética na populacdo do
fungo, o que permite que individuos especificos na populacio se adaptem as mudancas das
condi¢des ambientais, em particular ao tipo de resisténcia apresentada pelo hospedeiro, a
partir da pressdo seletiva natural ou a modificagdo do hospedeiro feita pelos
fitomelhoradores. Portanto, o conhecimento apropriado da variacdo genética na populagdo
de M. roreri ¢ fundamental para o estabelecimento de um programa de melhoramento
genético de resisténcia eficaz e sustentdvel. Com a recente designacdo do Nordeste da
Colombia como o centro de diversidade e origem deste fitopatogeno, estudo como este pode
ser relevante no entendimento deste patossistema, se a pesquisa for efetuada nesta regido
(ALl et al., 2015).

Neste sentido, para elucidar a variabilidade genética dos isolado de
M. roreri no Magdalena Medio Colombiano e a dindmica temporal e espacial da doenca.
Assim, o presente trabalho teve como objetivos:

a) estudar a variagdo e estrutura genética entre as populagdes de M.
roreri no centro de origem.

b) estudar a relagdo da dindmica temporal e espacial em diferentes
ambientes, para a moniliase.

A tese foi dividida em dois capitulos na forma de artigos cientificos,
sendo o primeiro capitulo intitulado: “Geographic Differentiation and Genetic Structure of
Moniliophthora roreri in the Principal Cocoa Production Areas in Colombia”, e o segundo
capitulo intitulado: “Spatio-temporal dynamic of frosty pod rot in the main cocoa producing
areas of Santander State, Colombia” ambos regidos conforme as normas da revista Plant

Disease.
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CONCLUSOES GERAIS

A alta variabilidade genética e a natureza clonal das populacdes de M. roreri nos principais
estados produtores da Colombia sugerem uma recombinacdo rara o parcial devida a

parasexualidade.

As populacdes de M. roreri nos principais estados produtores da Colombia agrupassem em
trés grupos genéticos associados a sua origem observando-se alto fluxo génico entre as

populagdes.

As epidemias da Moniliase estdo influenciadas pelas localidades, e o material vegetal e sua

localizagdo no campo.



