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Resumen

La moniliasis, causada por el hongo Moniliophthora roreri, es una de las enfermedades
mas limitantes para la produccion de los cultivos de cacao en Latinoamérica. La estrategia
mas empleada en Colombia para el manejo de esta enfermedad es el control cultural, sin
embargo, seria mas eficaz al ser complementada con el control quimico. Aun se desconoce
las implicaciones del empleo del control quimico para este patégeno. Por consiguiente, para
avanzar en un control eficaz de esta enfermedad, el presente estudio tuvo como objetivo
evaluar la eficacia de diferentes fungicidas sobre cepas de M. roreri pertenecientes a
diferentes poblaciones del hongo y el riesgo de que el hogo desarrolle resistencia a estos
fungicidas. Nuestros resultados mostraron que la susceptibilidad de M. roreri varia
dependiendo del fungicida aplicado y de la region de origen de la cepa. Los resultados
también mostraron que, a pesar de la variabilidad encontrada entre los fungicidas
evaluados, Amistar Top® y Melyra®, fueron los més eficaces en disminuir el crecimiento
micelial de M. roreri in vitro, con dosis letales medias de 0.05 ppm y 0.26 ppm en cultivo
sumergido, respectivamente. Finalmente se demostré que M. roreri genera resistencia a
fungicidas como Amistar Top® en un periodo corto, cuando esta sometido a una presion
constante de seleccion del fungicida.
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1. Introduccidn

El cacao es un cultivo tropical, originario del Amazonas, el cual, se cultiva en Africa, Asia
y Latinoamérica y es de importancia para la industria chocolatera pues sus semillas son la
materia prima para la produccién del chocolate (De Souza et al., 2018). Entre los retos que
tienen que enfrentar los productores de cacao esta el control fitosanitario pues este cultivo
es atacado por diversas enfermedades, incluyendo la moniliasis la cual es de particular
importancia para los paises productores de Latinoamérica (Aime & Phillips-Mora, 2005;
Mejia et al., 2008). Esta enfermedad es causada por Moniliophthora roreri, un hongo
basidiomiceto que ataca plantas pertenecientes la familia Marasmiaceae y principalmente, a
especies de los géneros Herrania y Theobroma (Jaimes et al., 2016).
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Durante el desarrollo de la enfermedad, M. roreri ataca los frutos del cacao en cualquier
etapa de su desarrollo, generando dafios internos y externos lo que puede llevar a una
pérdida total de la produccion del cultivo (Correa Alvarez et al., 2014). En las etapas
tempranas de la enfermedad, los sintomas se manifiestan como protuberancias, puntos
subepidérmicos aceitosos de color marrén o manchas cloroticas. Estas manchas progresan y
son colonizadas por el micelio y las esporas del hongo, siendo estas el sintoma mas
caracteristico de la enfermedad (Jiménez et al., 2022; Cubillos, 2017; Bailey et al., 2018).

M. roreri no es una especie geneticamente homogénea, esta cuenta con una alta
variabilidad genética lo que se deriva en diferentes poblaciones del hongo. Estas
poblaciones se han distribuido por diferentes paises y regiones de America dando origen a
por lo menos cinco grupos genéticos, los cuales han sido validados por diferentes métodos,
entre ellos el uso de marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), ISSR
(Inter Simple Sequence Repeat), SSR (Simple Sequence Repeat), SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) y la secuenciacién de lectura larga (Phillips-Mora et al., 2007; Ali et al.,
2015; Jaimes et al., 2016; Minio et al., 2023). Entre estos grupos, los grupos Bolivar y Co-
Oeste son los de mayor distribucion con presencia en multiples paises incluyendo
Colombia, Pert, Venezuela, Ecuador y América Central. Los tres grupos restantes son mas
limitados y comprenden las regiones de Colombia y el noroeste de Ecuador (Ali et al.,
2015). Sin embargo, un trabajo més reciente en el que se evaluaba la diversidad genética de
las poblaciones colombianas del hongo sugiere que la diversidad de M. roreri puede ser aln
mayor. En este trabajo se encontraron siete grupos genéticos distribuidos por las diferentes
zonas cacaoteras de este pais (Quiroga-Pérez, 2021). La variacion genética de M. roreri es
de importancia pues podria ser responsable de la facil adaptacion del hongo a ambientes
cambiantes (Jaimes et al., 2016). Sin embargo, no existe informacién en nuestro
conocimiento que asocie esta variacion con diferentes fenotipos del hongo. No sabemos si
algunas de estas poblaciones son mas virulentas que otras o si estdn mejor adaptadas a
ciertos agroecosistemas. Por otro lado, tampoco sabemos si estas poblaciones responden de
manera diferencial a los fungicidas empleados para su control (Jaimes et al., 2016).

Aunque el control de la moniliasis depende en gran medida del control cultural (Suarez-
Contreras, 2017; Philips-Mora et al., 2007), es decir de la eliminacion semanal de frutos
enfermos y de otras actividades agronémicas, este no es del todo eficiente. Por esta razon,
algunas plantaciones mas tecnificadas usan el control quimico como complemento al
control cultural. En este tipo de control, los agricultores emplean fungicidas protectantes y
sistémicos los cuales se aplican de manera conjunta como mezcla de tanque y en programas
de rotacion de fungicidas (Jiménez et al., 2022; Torres-de-la-Cruz et al., 2019). Entre los
fungicidas protectantes, el Propiconazol, el Clorotalonil y el Oxido cuproso son comunes y
se emplean principalmente para evitar el establecimiento de nuevas infecciones en
mazorcas jovenes debido a su naturaleza protectora (Franco, 2016; Correa Alvarez et al.,
2014; Torres-de-la-Cruz et al., 2019; Anzules et al., 2019). Por otro lado, los fungicidas
sisttmicos més empleados son Azoxistrobina, Tebuconazol, Propiconazol, Tiabendazol,
Trifloxistrobina y Pyrimethanil. Estos fungicidas varian en sus mecanismos de accion
(Torres-de-la-Cruz et al., 2019). Por ejemplo, la Trifloxistrobina y Azoxistrobina son



estrobirulinas que inhiben la respiracién celular al bloquear las enzimas ubiquinol oxidasas
que interactuan con el complejo Ill. EI Propiconazol y Tebuconazol son triazoles que
inhiben la biosintesis del esterol en la membrana celular de los hongos. Por su lado, el
Tiabendazol es un bensamidazol que bloquea las proteinas motoras y la formacion del
citoesqueleto y el Pirirmetanil bloquea la sintesis proteica y de aminoécidos,
especificamente la biosintesis de metionina (FRAC Classification of Fungicides, 2022).

Aunque algunos trabajos han evaluado el efecto de fungicidas protectantes y sistémicos
sobre M. roreri con resultados promisorios in vitro e in vivo (Torres-de-la-Cruz et al., 2019;
Anzules et al., 2019; Suarez & Hernandez, 2010; Krauss et al., 2010; Leandro-Mufioz et
al., 2017), aun no hay estudios que evalien como los diferentes fungicidas afectan las
diversas poblaciones de M. roreri. Es posible que diferentes poblaciones de M. roreri
presenten susceptibilidades diferentes a estos fungicidas debido a su variabilidad genética y
a los diferentes modos de accion de los fungicidas. También se ignora si existe la
posibilidad de que el hongo desarrolle resistencia a alguna de estas moléculas pues tampoco
ha sido evaluada. La aparicion de resistencia a diferentes fungicidas es comun entre los
hongos y puede derivarse de multiples mecanismos, incluyendo la desintoxicacion del
hongo mediante enzimas que metabolizan el fungicida, la alteracion de la proteina diana, la
sobreexpresion de la proteina diana y la presencia de bombas de salida que eliminan el
fungicida de la célula (Sanchez-Torres, 2021; Massi et al., 2021). Por ejemplo, la
resistencia a las estrobilurina es causada por mutaciones en el citocromo b mitocondrial del
hongo las cuales modifican el sitio Qo del complejo enzimético del citocromo bcl en donde
actta el fungicida (Sanchez-Torres, 2021; Hahn, 2014). A pesar de que ain no se cuenta
con reportes cientificos, es posible que M. roreri pueda desarrollar resistencia a estos
fungicidas por mecanismos similares tras el uso continuo de estas moléculas en las
plantaciones de cacao.

Lo anterior evidencia que aun hay mucho desconocimiento relacionado al control quimico
de M. roreri. Por este motivo, el presente estudio tiene como objetivo evaluar la eficacia de
diferentes fungicidas sobre cepas de M. roreri pertenecientes a diferentes poblaciones
colombianas del hongo. Con los resultados de estas evaluaciones se seleccionara el
fungicida mas eficaz y se determinara cual es la probabilidad de que el hongo desarrolle
resistencia a este fungicida empleando una metodologia de evolucién experimental.

2. Materiales y métodos

2.1. Obtencidn y cultivo de las cepas representativas de las poblaciones de Moniliophthora
roreri

Para estas evaluaciones, se emplearon 20 cepas de M. roreri provenientes del cepario de la
Universidad EAFIT. Estas cepas fueron aisladas de diferentes regiones cacaoteras de
Colombia y pertenecen a diferentes grupos geneéticos del hongo segun lo definido por
Quiroga- Pérez (2021) (Tabla 1). El cultivo de las cepas se hizo en placas de agar extracto
de malta (MEA, por sus siglas en inglés) que contenia 30 g/l de extracto de malta (OXOID,
Estados Unidos), 3 g/l de triptona (OXOID, Estados Unidos) y 15 g/l de agar las cuales
fueron incubadas a 30 °C por 15 dias y empleadas para las evaluaciones de susceptibilidad.



Tabla 1. Codigo, lugar de aislamiento y grupo geneético de las cepas de Moniliophthora
roreri empleadas en este estudio (Quiroga-Pérez, 2021).

Cadigo Lugar de aislamiento Grupo genético

MR024 Barrancabermeja, 7
Santander

MR027 Barrancabermeja, 7
Santander

MRO37 Barrancabermeja, 6
Santander

MR028 San_ Jo_se del Nus, 7
Antioquia

MR029 San_ Jo_se del Nus, 7
Antioquia

MRO030 San_ Jo_se del Nus, 1
Antioquia

MRO034 San_ Jo_se del Nus, 5
Antioquia

MRO045 Yopal, Casanare 7

MRO048 Yopal, Casanare 7

MRO049 Yopal, Casanare 7

MRO050 Yopal, Casanare 2

MRO057 Palestina, Caldas 2

MRO063 Palestina, Caldas 2

MRO066 Palestina, Caldas 2

MRO067 Palestina, Caldas ND"

MRO068 Palestina, Caldas 2



Cadigo Lugar de aislamiento Grupo genético
MRO081 Neira, Caldas 2
MR082 Neira, Caldas 2
MRO083 Neira, Caldas 2
MR084 Neira, Caldas 2

“No definido

2.2 Evaluacion de la susceptibilidad de cepas de Moniliophthora roreri a los fungicidas

quimicos

La Tabla 2 muestra los fungicidas que se emplearon para las evaluaciones de
susceptibilidad. Estos fungicidas comprenden diferentes mecanismos de accion y fueron
elegidos por ser empleados en las plantaciones de cacao para el control de M. roreri o por
haber sido evaluados por otros estudios contra M. roreri 0 Su especie cercana

Moniliophthora perniciosa (Tabla 2).

Tabla 2. Nombre comercial, ingrediente activo, concentracion y mecanismo de accién de

los fungicidas quimicos empleados.

Nomblje Ingredientes a(‘:t,IVOS y Mecanismo de accion Referencia
comercial concentracion
Fluopyram 125 g/L In.hlbe: _Respléac;]c_)(rj] (complejo
Luna I1: succinato-deshidrogenasa) Universidade Estadual
Tranquility® ha ftac de Campinas, 2021
Pyrimethanil 375 g/L Inh.lbe', . Slntes[s de
aminodcidos y proteinas
Inhibe: Respiracion (complejo  Universidade Estadual
Verango® Fluopyram 500 g/l I1: succinato-deshidrogenasa) de Campinas, 2021
Inhibe: Respiracion (complejo
: : Il citocromo bcl (ubiquinol
Azoxistrobina 200 g/L . o
. oxidasa) en el sitio Qo (gen  Torres de la Cruz et
Amistar cyt b)) al.,, 2019; Figueroa-
Top® y ! ' g

Difenoconazole 125 g/L

Inhibe: Biosintesis de
esteroles en  membranas,
fungicidas inhibidores de la

Saavedra et al., 2023




Nombre Ingredientes activos y

) - Mecanismo de accién Referencia
comercial concentracion
desmetilacién
Inhibe: Biosintesis de
Mefentrifluconazole 200 esteroles en  membranas,
g/L fungicidas inhibidores de la
desmetilacion
Melyra® Anzules et al., 2019

Inhibe: Respiracién (complejo
Il citocromo bcl (ubiquinol

Pyraclostrobin 200 g/L oxidasa) en el sitio Qo (gen

cyt b))
: Inhibe: Respiracion (complejo  (Figueroa-Saavedra et
Cantus® Boscalid 500 g/ha I1: succinato-deshidrogenasa) al., 2023)

Para las evaluaciones de susceptibilidad, el centro de placas de MEA fueron inoculadas con
el hongo empleando bocados de micelio de cinco mm provenientes de cultivos de 15 dias
de las cepas de M. roreri en MEA. Posteriormente seis discos (d: ~ 2.5 mm) de papel filtro
de 12 um (Sartorius, Quantitative Grade 389) se afiadieron de forma equidistante a 2 cm del
bocado del hongo. Cinco de los seis discos fueron inoculados con 4 pl de una suspension de
100 ppm de los diferentes fungicidas (Tabla 2) y el restante con 4 pl de agua destilada
estéril el cual se empled como control (Figura suplementaria 1) (Goettel et al., 1992).

Las placas con los tratamientos fueron incubadas a 30 °C por 14 dias, tiempo en el cual se
determind la susceptibilidad de la cepa a los fungicidas empleando la aparicion de halos de
inhibicion de crecimiento micelial como indicativo de susceptibilidad (Figura
suplementaria 1). Se consideraron altamente susceptibles aquellas cepas cuyo crecimiento
no se extendid hacia el papel filtro con el fungicida. Es decir, las cepas que mostraron halo
de inhibicién notable en comparacion con el crecimiento en el papel filtro del control agua.
Las cepas que crecieron cerca del papel filtro con el fungicida, pero no lograron extender su
crecimiento sobre este papel se catalogaron como medianamente susceptibles. Por dltimo,
se determinaron como no susceptibles las cepas que demostraron la capacidad de crecer
sobre el papel filtro con los fungicidas. Cada cepa se evalud en dos pruebas independientes
cada una empleando tres replicas biolégicas por cepa, es decir tres cajas de MEA con los
tratamientos de fungicidas y el control agua para evaluar la reproducibilidad de los
resultados.

2.3 Determinacion de la dosis letal media de los fungicidas quimicos més eficaces sobre
cepas de Moniliophthora roreri



La dosis letal media (DLso) de los fungicidas Amistar Top®, Melyra® y Cantus®,
seleccionados a partir de los ensayos de susceptibilidad (Numeral 2.2) por ser los mas
eficaces, se determind empleando la metodologia modificada de Goettel et al. (1992).
Especificamente, esporas provenientes de cultivos de 15 dias en MEA de las cepas de M.
roreri MR037 o M. roreri MRO083, las cepas mas y menos susceptibles a los fungicidas
segun los ensayos de susceptibilidad (Numeral 2.2), fueron suspendidas en Tween 80 al
0.05 % (V/V) (Merck, Alemania) a una concentracion de 8 x10° esporas por ml.
Posteriormente, 10 ul de estas suspension (4x10° esporas) fueron inoculados en pozos de
placas de Elisa estériles de 96 pozos con 140 pl del medio de cultivo caldo Sabouraud
dextrosa (CSD), que contenia 20 g/l de dextrosa (Merck, Alemania) y 9 g/l de peptona
especial (OXOID, Estados Unidos) y los fungicidas a diferentes concentraciones.
Especificamente, las concentraciones empleadas fueron 0, 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1y 1 ppm
para Amistar Top®; 0, 0.1, 0.5, 1, 2.5y 5 ppm para Melyra®; y 0, 0.1, 1, 5, 10 y 20 ppm
Cantus®.

Las placas de Elisa fueron incubadas por 10 dias a 30 °C, al final de los cuales se midid la
absorbancia de los cultivos a una longitud de onda de 655 nm con ayuda de un BIO-RAD
iMarkTM Microplate Reader, empleando pozos no inoculados con el hongo con CSD vy las
diferentes concentraciones de los fungicidas, como blancos. Las absorbancias de los
cultivos se ajustaron a modelos lineales en funcion de las concentraciones de los fungicidas
y los modelos obtenidos fueron empleados para el calculo de la DLso segun la ecuacion 1,
en donde b corresponde a la absorbancia obtenida en los cultivos sin fungicida (0 ppm) y m
a la pendiente de la linea descrita por el modelo lineal.

1/2)b—b
DLs, = % Ecuacion 1

Estas evaluaciones se hicieron en tres tiempos independientes cada uno empleando seis
replicas por tratamiento, es decir seis pozos para cada cepa sometida a cada concentracion
de fungicida.

2.4. Evaluacion del riesgo de desarrollo de resistencia a fungicidas en Moniliophthora
roreri

La evaluacién del riesgo de desarrollo de resistencia a fungicidas en M. roreri se hizo
empleando un ensayo de evolucidn experimental con el fungicida Amistar Top® y la cepa
MRO037, seleccionados por ser la combinacion de fungicida y cepa con menor DLsg, es decir
el fungicida mas eficaz sobre la cepa mas susceptible (Catrileo et al., 2020). Para esto,
cinco placas de MEA con 0.1 ppm de Amistar Top® fueron inoculadas con bocados de
micelio de 5 mm provenientes de cultivos de 15 dias de la cepa MR037 en MEA, dando
origen a las cinco poblaciones de MR037 (poblaciones MR037F+1 a MRO37F+5) que
serian sometidas a la presion del fungicida (F+) durante el ensayo de evolucion
experimental. De la misma manera, cinco placas de MEA sin fungicida fueron inoculadas
con bocados similares de la cepa MR037, dando origen a las cinco poblaciones control de



MRO037 (poblaciones MR037F-1 a MRO037F-5) las cuales no serian sometidas a la presion
del fungicida (F-) durante el ensayo de evolucion experimental.

Las placas fueron incubadas a 30 °C por 8 dias en donde bocados de micelio de cinco mm
de estos cultivos fueron trasladados a placas nuevas de MEA con 0.1 ppm de Amistar
Top® o sin fungicida para las poblaciones sometidas a F+ o F-, respectivamente, lo que
comprendia el primer ciclo evolutivo del ensayo de evolucidn experimental. Es decir, para
este experimento se consideré como un ciclo evolutivo el periodo de 8 dias comprendido
entre la inoculacion de una caja de MEA vy la inoculacion de la siguiente caja de MEA
durante el cual las poblaciones fueron sometidas a los diferentes regimenes de presion de
fungicida (F+y F-) (Figura suplementaria 2).

El desarrollo de resistencia en MR037 al fungicida se monitoreo evaluando los cambios en
el crecimiento micelial de las poblaciones de MR037 que evolucionaron bajo la presion del
fungicida (F+) en comparacion con aquellas que evolucionaron sin la presion del fungicida
(F-). Para esto, el didmetro de las colonias de las poblaciones de MR037 obtenidas al final
de cada ciclo evolutivo se midid en tres puntos diferentes con la ayuda de un Micrémetro
Digital Pie De Rey y el promedio de las tres mediciones se emple6 como el diametro de
colonia de la poblacion.

Basandose en las medidas de crecimiento micelial se realizaron incrementos progresivos en
la concentracion de Amistar Top® (de 0.1 ppm a 0.5 ppm y de 0.5 ppm y 1 ppm) con el fin
de incrementar la presion de seleccion del fungicida en las poblaciones sometidas a F+. Los
incrementos se realizaron a medida que las lineas bajo presion de seleccion F+ iban
generando resistencia a Amistar Top®, es decir cuando las colonias de las poblaciones bajo
F+ presentaban un incremento en el didmetro de sus colonias que se mantenia en por lo
menos dos ciclos evolutivos.

3. Resultados
3.1 Susceptibilidad de Moniliophthora roreri a los diferentes fungicidas quimicos

Para la evaluacion de la susceptibilidad de M. roreri a los diferentes fungicidas se
emplearon 20 cepas aisladas por un estudio previo a partir de diferentes regiones cacaoteras
de Colombia (Tabla 1) (Quiroga-Pérez, 2021). Estas fueron seleccionadas de tal manera
que se tuvieran entre 3 a 4 cepas por cada una de las regiones y asegurando que
pertenecieran a diferentes grupos genéticos representando la diversidad genética de la
especie (Tabla 1). En las evaluaciones se evidencio que las cepas de M. roreri presentaron
una susceptibilidad variable dependiendo del fungicida, con unas cepas siendo altamente
susceptible a todos los fungicidas (++) (por ejemplo, la cepa MR037), otras no susceptibles
(-) a ninguno de los fungicidas (por ejemplo, la cepa MR083), y otras altamente susceptible
a algunos fungicidas (++ o +) y no susceptible a otros (-) (por ejemplo, la cepa MR024)
(Tabla 2, Figura 1). Asi mismo, se encontrd que la efectividad de los fungicidas para
controlar el crecimiento del hongo variaba segun la cepa, con una misma molécula capaz de
reducir el crecimiento micelial en algunas cepas, pero no en otras. A pesar de esta
variabilidad, los resultados de nuestras evaluaciones mostraron que, entre los fungicidas



evaluados, Melyra® fue el mas eficaz, con el 50% de las cepas presentando una
susceptibilidad alta (++), seguido por Amistar Top® y Cantus® con un 30% de las cepas
presentando una susceptibilidad alta y finalizando con Luna Tranquility® y Verango
Prime®, siendo estos los menos eficaces, con solo 20% y 10% de las cepas presentando
una susceptibilidad alta (Tabla 3).

Tabla 3. Susceptibilidad de las cepas de Moniliophthora roreri a los diferentes fungicidas
quimicos.

; Luna L

- Melyra Amistar Cantus . Verango Region
Codigo ®y Top® ® Tran%umty Prime%@ g
MROZ, i - ++ - - Barrancabe
MRO027 ++ + - ¥ N rmeja,
LIRTE b + ++ ++ ++ Santander
MR028 - - n B . ,
MR029 ++ ++ ++ i+ - ﬁar ljose
MRO030 ++ dedk ++ _ P Ar?tioquusi,a
MR034 - + + _ ;
MR045 ++ ++ = ++ -
MR048 - - n n . Yopal,
MR049 + - ++ ++ - Casanare
MR050 ++ + ++ _ _
MRO057 ++ + - R -
T i = - - - Palestina
MRO066 + + - _ ; A ,
MRO067 ++ ++ - R -
MR068 + - R ; :
MR081 - - - - :
MR082 - - - - - Neira,
MRO083 - - - - - Caldas
MR084 - -

Susceptibilidad alta (++), Susceptibilidad media (+), No susceptibles (-).

Con relacion al origen de las cepas, se encontrd que las cepas originarias de una misma
region presentaron patrones de susceptibilidad similares. Por ejemplo, las cepas
provenientes de Neira mostraron un bajo nivel de susceptibilidad a todos los fungicidas,
mientras que las cepas de Palestina presentaron una alta susceptibilidad a Melyra® y
Amistar Top®, pero fueron relativamente resistentes a los demas fungicidas. Por su lado,
las cepas de Yopal fueron en su mayoria relativamente susceptibles a todos los fungicidas,
con excepcion de Verango Prime®, y las cepas de Barrancabermeja fueron susceptibles a
Melyra®, pero presentaron una susceptibilidad media a los demas fungicidas. Finalmente,
las cepas de San José Del Nus fue el grupo de cepas con la mayor variabilidad con relacién
a su susceptibilidad a los fungicidas en donde no se reconocié un patron discernible.



Figura 1. Iméagenes representativas de las cepas utilizadas para clasificar la susceptibilidad
de Moniliophthora roreri a los fungicidas quimicos descritos en la tabla 2, donde A
corresponde a Amistar Top ®, M a Melyra ®, C a Cantus ®, L a Luna Tranquility ®, V a
Verango ® y C" al Control.

3.2 Dosis letal media de los fungicidas quimicos mas eficaces sobre las cepas de
Moniliophthora roreri con susceptibilidad diferencial



Para determinar la dosis letal media (DLso) se seleccionaron los fungicidas Melyra®,
Amistar Top® y Cantus® por ser los més eficaces en las evaluaciones de susceptibilidad
(Tabla 3, Figura 1). A si mismo, se seleccionaron las cepas MR037 y MRO083 por estar
entre las cepas mas susceptibles y menos susceptibles, respectivamente (Tabla 3, Figura 1).

Tabla 4. Estimacion de pardmetros estadisticos que describen el crecimiento micelial de
Moniliophthora roreri en funcién de las concentraciones de los fungicidas empleados para
la determinacion de la DLso.

Amistar Top® Melyra® Cantus®
Modelo Cepas Cepas Cepas
MRO037 MR083 MRO037 MRO083 MRO037 MRO083
Intercepto, b 0.56 + 0.50 £ 091+ 0.96 + 105+ 0.89+
(Estimado * DE) 0.08 0.06 0.13 0.07 0.10 0.06
Pendiente, m -5.46 + -4.35+ -1.85+ -1.83 + -0.10 + -0.10 £
(Estimado * DE) 1.66 1.33 0.43 0.24 0.02 0.02
R? Ajustado 0.29 0.24 0.53 0.79 0.46 0.45
Grados de libertad 22 28 14 13 22 20
Valor p-value 0.003 0.002 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
DLso (ppm) 0.05 0,05 0.24 0.26 5.26 4.18

Los resultados de estas evaluaciones mostraron que, independiente de la cepa, el fungicida
Amistar Top® fue el méas efectivo mostrando DLso menores a 0.05 ppm, seguido por
Melyra® con DLsg menores a 0.26 ppm. y Cantus® fue el menos efectivo mostrando DLso
superiores a 4 ppm (Tabla 4). Estos resultados son inesperados ya que en las evaluaciones
de susceptibilidad a los fungicidas Melyra® mostrd ser el mas eficaz en concentraciones de
100 ppm. Con relacién a cada una de las cepas (MR037 y MR083) no se encontraron
diferencias notables en la DLso independientemente del fungicida. Estos resultados también
fueron inesperados pues estas cepas fueron elegidas por ser representantes de las cepas mas
susceptibles (MR083) y menos susceptibles (MR037) (Tabla 3, Figura 1). Estas diferencias
entre los resultados de los dos ensayos (ensayos de susceptibilidad y de DLsg), puede ser
debida a diferencias en las metodologias empleadas en las evaluaciones. Las evaluaciones
de DLso se realizaron en cultivo sumergido en donde las cepas del hongo estaban en mayor
contacto con las moléculas del fungicida. Por el contrario, en las evaluaciones de
susceptibilidad, la interaccion entre las cepas y las moléculas era superficial y estaba
restringida a la difusion de las moléculas del fungicida desde el papel filtro y a través del
MEA.



3.3 Riesgo de adquisicion de resistencia al fungicida mas eficaz en Moniliophthora roreri

Se selecciono el fungicida Amistar Top® por presentar las menores DLsg, y la cepa MR037
por ser entre las dos cepas evaluadas la cepa mas susceptible segin los ensayos de
susceptibilidad (Tabla 3 y Tabla 4). Para estas evaluaciones, poblaciones de la cepa
seleccionada (MRO037) fueron sometidas a ciclos de crecimiento consecutivos en cajas
MEA bajo presion del fungicida a una concentracion de 0.1 ppm, la cual es ligeramente
inferior a la dosis letal para esta cepa (abolicion total del crecimiento) y superior a la DLsqo.
Al inicio del experimento (Semana 1; Figura 2), las colonias de estas poblaciones
presentaban un diametro promedio de 15.17 + 2.94 mm bajo la presion del fungicida (F+),
comparado con 38.42 + 4.54 mm mostrado por las colonias de las poblaciones control, sin
presion de seleccion (F-).

A partir del sexto ciclo evolutivo (Semana 6; Figura 2), se comenzé a observar un
incremento en el didmetro promedio de las colonias de las poblaciones bajo presion de
fungicida (F+). Este incremento se mantuvo hasta alcanzar un valor promedio de 18.00 +
1.25 mm pasados diez ciclos evolutivos (semana 10; Figura 2), indicando un incremento
cercano a 3 mm con relacion al ciclo 0 para estas poblaciones. Por el contrario, el diametro
promedio de las colonias de las poblaciones sin presién de fungicida (F-) se mantuvo
relativamente constante durante los diez ciclos evolutivos (semana 10; Figura 2). A partir
de este punto se decidié incrementar la presion de seleccion y se fijo la concentracion de
Amistar Top® a 0.5 ppm.

Tras el incremento de la presion de seleccion se observd, segin lo esperado, una
disminucion en el didmetro de las poblaciones bajo seleccion (F+). Estas poblaciones
mostraron un didmetro de colonia medio de 8.41 + 2.21 mm (semana 11, Figura 2),
representando una reduccion de 9 mm aproximadamente en comparacién con las
poblaciones sometidas a 0.1 ppm. Para esta nueva presion de seleccion (0.5 ppm), también
se evidencid un incremento en el didmetro de las colonias de las poblaciones bajo presion
del fungicida (F+) con el pasar de los ciclos evolutivos. Sin embargo, el incremento se
observd después de menos ciclos y fue mas pronunciado. Pasados tres ciclos bajo esta
nueva presion de seleccion, el diametro medio de las colonias fue de 15.84 + 4.84 mm para
las poblaciones MR0O37F+, representando un incremento de 7 mm aproximadamente con
relacion a las colonias de estas poblaciones en el ciclo 11. Por su lado, el didmetro
promedio de las colonias de las poblaciones sin presion de fungicida (F-) present6 un ligero
incremento (46.66 + 3.41; semana 13, Figura 2). Este incremento puede deberse a que estas
poblaciones se estaban volviendo mas eficientes en asimilar el MEA lo que se vio reflejado
en un incremento en el crecimiento micelial.

A pesar de que luego el crecimiento de las poblaciones MRO37F+ disminuyera
aproximadamente 4 mm en el ciclo 14 (semana 13 a semana 14; Figura 2) se decidio
aumentar (semana 15; Figura 2) la presion de seleccion, a una concentracion de 1 ppm de
Amistar Top® a partir de este punto. Similar a lo observado tras el primer incremento de la
presion de seleccion, las colonias de las poblaciones bajo seleccion (F+) mostraron una
disminucion en su diametro medio (8.10 £ 3.47 mm) (Semana 15, Figura 2), presentando



una reduccién de 7 mm aproximadamente en comparacion con las poblaciones sometidas a
0.5 ppm (semanas 13 y 15; Figura 2). El didmetro de las colonias de las poblaciones
MRO037F+ siguié aumentando a medida que el experimento avanzaba bajo la nueva presion
de seleccion (1 ppm) (Semana 15 a semana 19; Figura 2) y, pasados cuatro ciclos
evolutivos (Semana 19; Figura 2), ya estas presentaban un didmetro de colonia medio de
15.46 £ 4.31 mm, representando un incremento superior a 7 mm con relacion al ciclo
evolutivo 15. Los didmetros de las colonias de las poblaciones sin presion de fungicida (F-)
se mantuvieron con relacién a aquellos presentados en la semana 13, es decir no se
evidenciaron nuevos cambios en estas poblaciones (45.32 £ 9.32 mm; semana 13 a semana
19; Figura 2).
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Figura 2. Diametro de las colonias de las poblaciones de Moniliophthora roreri durante el
experimento de evolucion experimental. Los puntos y las barras de error representan el
promedio y la desviacién estandar de las tres mediciones del diametro de colonia para cada
poblacion en los ciclos evolutivos. Los diametros correspondientes a las poblaciones de
control, sin presién del fungicida (F-), estan representados por circulos y los de las
poblaciones sometidas a la presion del fungicida (F+) estan representados por triangulos.
Cada linea de color representa una poblacion de MR037 a través de los 19 ciclos
evolutivos. La linea vertical punteada representa el cambio de concentracién de Amistar
Top ® de 0.1 ppm a 0.5 ppm, y la linea vertical sin puntear representa el cambio de
concentracion de 0.5 ppm a 1 ppm.

4. Discusion

Con este estudio se pretendia determinar si cepas de M. roreri pertenecientes a diferentes
poblaciones colombianas del hongo eran diferencialmente susceptibles a los fungicidas
comunmente empleados para el control de la moniliasis en las plantaciones de cacao y cual
era el riesgo de que el hongo desarrollara resistencia a los ingredientes activos de estos
fungicidas. Los ensayos de susceptibilidad demostraron que, efectivamente, la



susceptibilidad de las poblaciones de M. roreri varia dependiendo del fungicida y de su
region de origen. A pesar de la dependencia de la cepa, nuestros resultados mostraron que,
entre los fungicidas evaluados, Melyra®, Amistar Top® y Cantus® son eficaces in vitro
contra la mayoria de las cepas de M. roreri. Algunas excepciones fueron las cepas
procedentes de Neira, Caldas las cuales no fueron susceptibles a ninguno de los fungicidas
evaluados. Estos resultados van en linea con lo reportado previamente por otros estudios
que evaluaban la susceptibilidad in vitro de M. roreri a fungicidas similares a Melyra®,
Amistar Top® y Cantus®, es decir con los mismos ingredientes activos. Por ejemplo, un
estudio reporta inhibiciones in vitro superiores al 50% del crecimiento en cepas de M.
roreri sometidas a 100 ppm de estos fungicidas (Farley Figueroa-Saavedra et al., 2023).
Por su lado, un estudio reporto la eficacia de algunas de estas moléculas (Pyraclostrobin y
Azoxistrobina) para el control de la enfermedad en plantaciones de cacao (Anzules et al.,
2019; Torres-de-la-Cruz et al., 2019). Estos resultados en conjunto sugieren que estos
fungicidas son una buena opcion para el control de la moniliasis en campo.

Sin embargo, al observar las DLso de estos fungicidas mas eficaces, se aprecia que estas son
x100 y x10 veces menores para Amistar Top® y Melyra® en comparacion a Cantus®,
respectivamente. Al considerar los ingredientes activos de Amistar Top® y Melyra®, se
evidencia que estos en conjunto afectan la respiracion celular y la biosintesis de las
membranas celulares del hongo empleando mecanismos de accion similares.
Especificamente, los dos ingredientes activos de Melyra®, Mefentrifluconazole vy
Pyraclostrobin, afectan la biosintesis de esteroles en las membranas y en la desmetilacion y
reducen la capacidad del hongo para formar ATP durante la respiracion al bloquear la
proteina citocromo bcl el complejo 111 citocromo bcl (ubiquinol oxidasa) en el sitio Qo
(gen Cyt b), respectivamente (FRAC Classification of Fungicides, 2022; BASF, 2023). En
Amistar Top®, la Azoxistrobina hace la funcién del Pyraclostrobin (bloguear la proteina
citocromo bcl del complejo [l citocromo bcl) y el Difenoconazole la del
Mefentrifluconazole (afecta la biosintesis de esteroles en las membranas y en la
desmetilacién) (FRAC Classification of Fungicides, 2022; Syngenta, 2022).

Por su lado, el fungicida Cantus® solo contiene el Boscalid como ingrediente activo, y el
cual, aunque tambien afecta la respiracién del hongo, emplea un modo de accién diferente
pues este inhibe el succinato-deshidrogenasa (SDHI) en el complejo Il (FRAC
Classification of Fungicides, 2022; Agroactivo, 2018). Cabe mencionar que algunos de los
ingredientes activos de los fungicidas menos eficientes, Luna Tranquility® y Verango®,
también emplean este mecanismo para inhibir la respiracion celular del hongo (FRAC
Classification of Fungicides, 2022; Bayer, 2021a) (FRAC Classification of Fungicides,
2022; Bayer, 2021b). Estos resultados sugieren que; mientras que inhibir la biosintesis de
esteroles y bloquear ubiquinol oxidasa en el Cyt b es suficiente para inhibir en crecimiento
de M. roreri, la inhibicion del SDHI en el complejo 11 no es efectiva.

Los fungicidas que inhiben el SDHI en el complejo Il son empleados con éxito en diversos
cultivos para el control de hongos fitopatogenos (Duan et al., 2019; Keinath & DuBose,
2017). Es posible que la falta de inhibicion de estos fungicidas observada en M. roreri se
deba a que las cepas de las poblaciones de M. roreri evaluadas pertenezcan a poblaciones



del hongo que ya presenten algin nivel de resistencia a este tipo de fungicidas. La
generacion de resistencia a estas moléculas por parte de hongos es comin (FRAC Code
List, 2022). Esta resistencia se puede generar de manera espontanea segun la capacidad que
tenga el hongo de absorber o detoxificar el fungicida o por la presion selectiva resultante de
la exposicion repetida al fungicida la cual conlleva a cambios genéticos que modifican el
sitio diana de la molécula (Massi et al., 2021; Sanchez-Torres, 2021).

Hasta el momento no hay trabajos que hayan evaluado el desarrollo de resistencia a
fungicidas que inhiben el SDHI en el complejo Il en M. roreri. Sin embargo, en este
estudio se demostréo que una cepa de M. roreri (MR037) puede generar resistencia al
fungicida Amistar Top®, el cual tiene ingredientes activos que comprenden dos
mecanismos de accion distintos que actian de manera conjunta. Para la aparicion de
resistencia en patdgenos como M. roreri no es necesario que la presion de seleccion este
limitada a una molécula especifica, esta también puede generarse por el uso de distintos
fungicidas con mecanismos de accién similares. Este tipo de resistencia se conoce como
resistencia cruzada (Yang et al., 2019). El estudio realizado por Yang et al. (2019)
demostrd que el hongo fitopatdgeno Alternaria alternata no solo puede generar resistencia
cruzada al Difenoconazol, Propiconazol y Tebuconazol, quienes comparten el mismo
mecanismo de accion actuando mediante la inhibicion de la desmetilacion (DMI), sino
también a moléculas con mecanismos de accion diferentes. Aunque los resultados de
nuestras evaluaciones no implican la aparicién de resistencia cruzada en M. roreri entre los
fungicidas que inhiben la respiracion del hongo al bloquear el ubiquinol oxidasa en el Cyt b
y los que lo hacen al inhibir el SDHI en el complejo Il. Estos si demuestran la posibilidad
de aparicién de resistencia a fungicidas en este hongo. Por consiguiente, no se debe
descartar la posibilidad de que alguna de las poblaciones de M. roreri ya presenten
resistencia a algun fungicida.

5. Conclusiones

Nuestros resultados demostraron que los fungicidas Amistar Top ® y Melyra ® son
efectivos para inhibir el crecimiento micelial de cepas de M. roreri pertenecientes a
poblaciones diferentes del hongo. Por consiguiente, estos sugieren que el empleo de
fungicidas que inhiban en conjunto la respiracion del hongo al bloguear el ubiquinol
oxidasa en el Cyt b y la biosintesis de esteroles en las membranas celulares son una buena
alternativa para el control de la moniliasis en las plantaciones colombianas de cacao. Sin
embargo, también se demostro que se corre el riesgo de que M. roreri desarrolle resistencia
estos fungicidas si estos no son empleados de una manera responsable. Por lo anterior es de
gran importancia implementar en campo programas de prevencion y monitoreamiento de
resistencia, en donde se tenga en cuenta: reducir el namero de aplicaciones repetidas
fungicidas con mecanismos de accion similares, alternar o aplicar combinadamente
fungicidas con mecanismo de accién diferentes o con diferentes riesgos de generar
resistencia y usar la dosis recomendada por el fabricante para cada aplicacion (Brent &
Hollomon, 1998; FRAC Working Group/Expert Forum, 2023).
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