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Introduccion

/ﬁ: El crecimiento poblacional del planeta (80 millones por afio)
E/ﬁf demandara cada vez cultivos con mas altos rendimientos productivos.

o Problemas:

O« Tierra limitada para un agricultura sostenible.

» Cada vez mas areas con el suelo deteriorado.

Perdida de la productividad debido a los patégenos, incremento

debido al cambio climatico.

* Fuerte resiliencia a la aplicacion de agroquimicos (pesticidas,
fertilizantes, etc).

(Oerke et al, 2004; Kanchiswamy et al, 2015)
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Introduccion O O

En Colombia:

52 mil toneladas anuales.

v" El 75% satisface la demanda interna.

L NRRD dir
O - Theobroma cacao SYLERITT
Malvaceae: Theobroma

J

Cultivo de cacao:

v Temperatura: 18°C - 32°C

/. v Precipitacion: 1.500 - 2.000
mm.

v" HR : 70%-100%

v’ Presencia de sombra.

Africa, Asia y América Latina.

., 1998 ; Abbott. et al., 2018; Kongor et al., 2616; Leandro-Mufioz, 2011; Leandro-Mufioz, 2017)

(Motamayor, 2002; Cuatrecasas, 1942; Kalvatchev et al
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R. Ploet
Principales enfermedades del cacao a través del globo
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NombreComun | Organos que Sintomas Origen de a [ Disfribuciongeografica
afecta enfermedad
Varian con la edad delfruto y con la severidaddel
ataque del patégeno. En frutos jovenes se .
q patog . ] - Ecuador, Colombia, Venezuela,
observan protuberancias sobre la superficie. s .
e México, Peru,
- Maduracién irregular o prematura del fruto. Costa rica.Belice. Panama
_______ Aparicion de lesiones irregulares de color chocolate ’ ! ’
Monilia. Moniliasi o castafio oscuro, puntos aceitosos El Salvador, Honduras.
----- o T onilia, Moniliasis C ,
Moniliophthora Frut y areas necrosadas Colombi
' roreri rutos olombia
Sintomatologia variada. Hinchazén en las partes
afectadas, ramas y brotes vegetativos.
O . La infeccién de los cojines florales se manifiesta
Tejidos de con la formacién de escobas. Frutos  con s (rica Trinidad. Tob
Monilionhth creC|m|enth, hojas, | deformaciones, manchas chocolate y areas Rios Guram:rlca, rnidad, fobago,
oniiophinora | Escoba de Bruja | ramas, cojines necréticas mas oscuras que la ocasionada por la Amazonas y ranada.
perniciosa florales, yemas monilia. Orinoco
axilares y frutos
Ecuador Colombia, Venezuela,
Guayana, Peru, CostaRica, México,
Guatemala, Republica Dominicana,
Trinidad, Jamaica, Haiti,
Filipinas
Malde Tronco y cuellode | Marchitez y clorosis (amarillamiento) de lashojas.
. machete o la raiz. Copa entera del arbolseca.
Ceratocystis . »
o marchitez Sudamérica

Elaborado de Jaimes & Aranzazu (2010) y Porras & Sdnchez (1991).
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Harold Charles Evans: Un pionero en patologia del cacao

2 The Impact of Diseases on Cacao Production: A Global Overview 35

Bryan A. Bailey - Lyndel W. Meinhardt
Editors

(acao

Diseases

A History of Old Enemies and New
Encounters

Fig. 2.1 (a) Harry Evans as a footballer dealing with the two disease threats he confronted in
Ecuador in the early 1970s, frosty pod (“Monilia Evans™) and witches’ broom (artist unknown). (b)
Harry in 2004, showing a photo of himself in 1974 on the way to cacao research plots in Ecuador
(Photo: R.C. Ploetz)

B.Sc. in Botany, University of London, 1965; M.Sc. in Plant Pathology, Exeter
University, 1966; Ph.D. in Mycology, Keele University, 1969) and D.Sc. in Applied
Mycology (University of London, 1999)

@ Springer
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Genomas de patégenos del cacao . O

El auge de la secuenciacidon masiva de genomas también ha repercutido en los patégenos de plantas

Cost per Raw Megabase of DNA Sequence GenBank and WGS Statistics
Bases
10,000,000,000,
@) 000 — Gen...
— wes
Moore's Law
100,000,000,000

1,000,000,000

National Human Genome
Research Institute

genome.gov/sequencingcosts O 10.000000

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 0

1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020
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La escoba de bruja, un patégeno ya desenmascarado @ ®

\[/ —
S ,A. » En 1915 Marasmius perniciosa. (Stahel) o - L
'(..\' * 1942 Crinipellis perniciosa. (Singer) a1z v

ORI AL * 2005 por Aime y Phillips-Mora: Moniliophthora perniciosa

Fungi; Phylum: Basidiomycota; Subphylum:
Agaromycotina; Clase:Agaricomycetes; Orden:
Agaricales; Familia: Marasmiaceae (Meinhardt

Prof. Goncalo Pereira — IB-Unicamp
Foto: google

Fotos - Jodo de Céssia - CEPEC-CEPLAC Inspire Create Transform
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Ciclo de vida de la
) escoba de bruja

Meristemas jovenes

Escoba Verde

Fase biotrofica

hemibiotrofico

Fase necrotrofica Escoba Seca
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MOLECULAR PLANT PATHOLOGY (2008) 9(5), 577-588 DOI: 10.1111/).1364-3703.2008.00496.X

Pathogen profile

Moniliophthora perniciosa, the causal agent of witches’ broom
disease of cacao: what's new from this old foe?

. LYNDEL W. MEINHARDT'"*, JOHANA RINCONES?, BRYAN A. BAILEY', M. CATHERINE AIME?,
g GARETH W. GRIFFITH®, DAPENG ZHANG' AND GONCALO A. G. PEREIRA?

'Sustainable Perennial Crops Laboratory, USDA-ARS, 10300 Baltimore Ave., Bldg. 001, Beltsville MD 20705-2350, USA
Spores Biotrophic mycelia Saprotrophic mycelia Spores

o & E=rEr= >
> [E=r= EEsEtEs 0 @

3A 3B
Infection Green broom Necrosis
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A 1
1 GIBBERELLIN
1 RESPONSE Expansin
o
4 >y S e Monosaccharide
i sl transporters
< \\ > symr:gse PR1e%® 2 4 pR-1
/ ﬂy/\ \ i ABPARAGINE _ PECTIN METABOLISM
\%;ﬁ . oz .: .S > ; o
N—" ‘ —> ETHYLENE SECONDAIY Cerato-platanins -
ACC oxidase METABOLITES PR-10, - o . PCWDE Asparaginase
%e AL Alternative
oo REI;L;)(()I:SE Chitinase respiration
The Plant ®e% Catalase
L ]
M RLKs °,* Oligopeptide '
GLYCEROL Protease transporter Cytochrome \
LARGE . A oo — InhlbltO: e .. P450 B v s
mylases X - ° P »
. NBgRR Lipases  oyidase 0, Proteases - l
H Igh Invertase 4 Indole-3-acetonitrile
* x o Superoxide dismutase 7/ s
Intel % o * ‘ W
Fungal effectors Hexose I 0, —> HO, 4 iiia
Fungal effectors
Path transporter g i
Cacao M. perniciosa !

le J-acetate (IAA)

Paulo José Pereira Lima Teixeira,®'2 Daniela Paula de Toledo Thomazella,®'® Osvaldo Reis,?

Paula Favoretti Vital do Prado,? Maria Carolina Scatolin do Rio,* Gabriel Lorencini Fiorin,2 Juliana José,?
Gustavo Gilson Lacerda Costa,? Victor Augusti Negri,2 Jorge Mauricio Costa Mondego,® Piotr Mieczkowski,®

and Gongalo Amarante Guimaraes Pereira®>

2| aboratério de Gendmica e Expressdo, Departamento de Genética, Evolugédo e Bioagentes, Instituto de Biologia, Universidade
Estadual de Campinas, Campinas SP 13083-970, Brazil

b Centro de Pesquisa e Desenvolvimento em Recursos Genéticos Vegetais, Instituto Agronémico, Campinas SP 13001-970, Brazil
¢ Department of Genetics, School of Medicine, University of North Carolina at Chapel Hill, Chapel Hill, North Carolina 27599

(IAA) biosynthesis pathways. M. per-
are annotated in red.
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The hemibiotrophic cacao pathogen Moniliophthora perniciosa
depends on a mitochondrial alternative oxidase for biotrophic
development

i Daniela P. T. Thomazcllal‘, Paulo Jose P. L. Teixeiral", Halley C. ()liveiraz, Elzira E. Savianiz, Johana Rinconcsl,
O Isabella M. Toni', Osvaldo Reis’, Odalys Garcia’, Lyndel W. Meinhard¢®, Ione Salgadoz and Gongalo A. G. Pereira’
!Laboratério de Gendmica e Expressio, Departamento de Genética, Evolugio e Bioagentes, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), CP 6109, Campinas, SP
13083-970, Brazil; *Deparamento de Biokogia Vegetal, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), CP 6109, Campinas, SP 13083970, Brazil; *Sustainable
Perennial Crops Laboratory, USDA-ARS, 10300 Baltimore Ave., Bidg. 001, Behsville, MD 20705-2350, USA

Summary
Author for correspondence:  The tropical pathogen Moniliophthora pemiciosa causes witches' broom disease in cacao.
Gongalo A. G. Pereira As a hemibiotrophic fungus, it initially colonizes the living host tissues (biotrophic phase), and

Tel: +55 19 35216237

) : later grows over the dead plant (necrotrophic phase). Little is known about the mechanisms
Email: goncalo@unicamp.br

that promote these distinct fungal phases or mediate the transition between them.
Received: 70 November 2011 e An alternative oxidase gene (Mp-aox) was identified in the M. perniciosa genome and its
Accepted: 11 February 2012 expression was analyzed througout the fungal life cycle. In addition, the effects of inhibitors
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Article | Open Access | Published: 25 May 2020

Biochemical characterization and inhibition of
the alternative oxidase enzyme from the fungal
phytopathogen Moniliophthor;a perniciosa

Mario R. O. Barsottini, Alice Copsey, Luke Young, Renata ™ 2 J o T / 1009
A. G. Pereira &) & Anthony L. Moore A OH @ OH

Communications Biology 3, Article number: 263 (2020) ) 50
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( & 12 Ceratocystis Wilt Pathogens: History and Biology-—Highlighting. .. 395

Cacao symploms Ceratocystis morphology

Fig.12.3 Symptomatology of Ceratocystis wilt of cacao and morphological features of the causal
agent C. cacaofunesta. (a) A dying cacao tree showing the typical symptoms: wilt and necrotic

Ceratocystis cacaofunesta — Gendmica

Mal del machete; un patégeno con alta adaptabilidad

\at )
Colonization é%f

i

{

Infection Molecular
’ Interaction

Ceratocystis life-cycle
A M: Chemical
’: 2 Attraction
Ethyl acetate

Reproduction

A Self-fertile

T S

8 Self-sterile

Fig. 12.4 Ceratocystis life cycle represented by C. cacaofunesta cycle on cacao hosts. Each stage
is discussed in detail in the text

B Plant
Symptoms

Ceratocystis wilt pathogens - History and Biology: highlighting C. cacaofunesta, the causal agent of wilt disease of cacao, 2015, Cacao Diseases, ISBN: 978-3-319-24787-8, Vol.,

pags:111 - 130, Ed. Springer Publishing Company, Inc.
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Molano et al. BMC Genomics (2018) 19:58
DOI 10.1186/512864-018-4440-4

BMC Genomics

@ CrossMark

Ceratocystis cacaofunesta genome analysis
reveals a large expansion of extracellular
phosphatidylinositol-specific
phospholipase-C genes (PI-PLC)

Eddy Patricia Lopez Molano'", Odalys Garcia Cabrera'’, Juliana Jose’, Leandro Costa do Nascimento?,
Marcelo Falsarella Carazzolle , Paulo José Pereira Lima Teixeira ', Javier Correa Alvarez

Ricardo Augusto Tibur Paulo Massanari Tokimatu Filho', Gustavo Machado Alvares de Lima®,

Rafael Victério Carvalho Guido®, Thamy Livia Ribeiro Corréa’, Adriana Franco Paes Leme”, Piotr Mieczkowski'
and Gongalo Amarante Guimaraes Pereira’”
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Molecular level

Ceratocystis wilt of cacao progression

»
>
2 days
parenchyma tyloses xylem Ceratocystis
cells hyphae degradated
\ tyloses
y
A\
Tylose membrane Tylose membrane
CREES B8 SN e X X
. OOOOOOOOO0 . X
8 3
6 primar primar
wall o wall
o o \ *d
- 4
\ G o - Chitin R .9
elicitors
) Q e S
.- 9o o &)
s
G
, GP1 anchored
Phospholipid P1-phospholipid C PHPLC S Cazymes () Chitinases

Vigilada Mineducacién

Inspire Create Transform




El caso de TEs en Ceratocystis cacaufunesta

% Secuenciamiento Pipeline
del Genoma 30 Bioinformatica
Mb 3

>4% TE en C. cacaufunesta o | , Y 3 i
0.8% TE en C. fimbriata | | 1] “ \ I

Figure 3. Analyses of RIP mechanism in C. cacaofunesta TEs.
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Fungal Genetics and Biology
AR Volume 143, October 2020, 103433 :
ELSEVIER =

Genome comparisons suggest an association
between Ceratocystis host adaptations and
effector clusters in unique transposable element
families

i Arista Fourie 2, Ronnie de Jonge ®, Magriet A. van der Nest * <, Tuan A. Duong ?, Michael J. Wingfield 2 Brenda
D. Wingfield 2, Irene Barnes * 2 &

, a C. fimbriata
O i M Transposable elements
M Effector genes

M Other protein coding
genes

C. manginecans

b C. fimbriata

Ml Transposable
elements
M Effector genes

Potential effector
genes
M Other protein
coding genes

C. manginecans
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La Monilia: un viejo enemigo del cacao

Moniliophthora roreri — Moniliasis.

Estado de la Moniliasis del cacao causada por Moniliophthora roreri en Colombia

. L, . Foto 1. Reportes de la moliniasis en Colombia y zonas de mayor produccién de cacao.
Correa Alvarez, Javier et al. Acta Agronémica(2014),63(4):388 Adaptado de: Corpoica, 2004; Espinal et al., 2005; Fondo Nacional del Cacao, 2011; Grisales y Afanador,
2007; Jaimes y Aranzazu, 2010; Phillips-Mora et al., 2007; Proexport, 2012; Rodriguez, 2006; Suarez,
2006 Imagen realizada en DIVA-GIS 7.5.
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Vigilada Mineducacion

Heredity 116, 491-501 (2016)
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Meinhardt et al. BMC Genomics 2014, 15:164
http://www.biomedcentral.com/1471-2164/15/164 BMC

Genomics

RESEARCH ARTICLE Open Access

- Genome and secretome analysis of the
hemibiotrophic fungal pathogen, Moniliophthora
roreri, which causes frosty pod rot disease of
cacao: mechanisms of the biotrophic and
necrotrophic phases

Lyndel W Meinhardt'", Gustavo Gilson Lacerda Costa®, Daniela PT Thomazella®, Paulo José PL Teixeira®,
Marcelo Falsarella Carazzolle?, Stephan C Schuster®, John E Carlson®, Mark J Guiltinan®, Piotr Mieczkowski’,
Andrew Farmer®, Thiruvarangan Ramaraj?, Jayne Crozier®, Robert E Davis'®, Jonathan Shao'®, Rachel L Melnick’,
Gongalo AG Pereira® and Bryan A Bailey'

Contigs from Moniliophthora perniciosa
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4 Moniliophthora roreri Genome and Transcriptome 111

365 upreg 30 DPI (5X) - Nutrient acquisition from the intercellular space -Stealth
204 hypothetical proteins

ey . Hemicellulose modifying enzymes - acetylxylan esterase (1) , xylanaseA (2)

Pectin degradation - poly galacturonase(1),
pectin methylesterase (1) Hydrophobins (4), cerato-platanins (3)

PR1-like proteins (3)
O >

<« Chitinases (4)

14 glycoside hydrolases

Fig. 4.3 Genes upregulated during the biotrophic phase of Moniliophthora roreri

UNIVERSIDAD

EAFIT - Inspire Create Transform




1480 up-reg at 60 DPI (5X) - Pathogen growth and plant cell death
724 hypothetical proteins

Lignin breakdown-Laccases (5), aryl alcohol oxidases (5), glyoxaloxidase (2)v

Reproduction & growth - Hydrophobins (14), Cytochrome P450 (39), actin (1)
Chitin synthase (2) chitin deacetylase (9),

S | Lipid breakdown - lipases (7), cutinase (1)

Cell death - Necrosis inducing protein (1), cerato - platanins (3)

O Expansins (3), heat shock (5),
i@ = PR-1(3),)
O
O IN-A I + B O
O u
OO O ©
46 glycoside hydrolases

Fig. 4.4 Genes upregulated during the necrotrophic phase Moniliophthora roreri
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Conclusiones o ®

* Las enfermedades del cacao, especialmente aquellas causadas por hongos fitopatégenos,
presentan hoy en dia alta relevancia por su incidencia en cultivos y adaptabilidad a los las
condiciones ambientales, ademas de incidir cada vez mas en clones de cacao comunmente

e cultivados en paises latinoamericanos.

* Entender la genética de los patdgenos de plantas desde la gendmica, proporciona alta

resolucion y entendimiento de los procesos bioldgicos esenciales que conlleva a

O patogenicidad, este conocimiento podria derivar en nuevas soluciones biotecnoldgicas
(nuevas variedades resistentes, estrategias de control quimica e integradas, modelos
epidemiolégico robustos, entre otras).

* Las herramientas de secuenciacidon masiva de acidos nucleicos permiten a un bajo costo y

con alta precision, realizar andlisis a larga escala de poblaciones de patdgenos y entender la
biologia de la interaccion planta — patégeno.
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Muchas gracias

éPreguntas?

Inspire Create Transform



Spin-off del departamento de Ciencias Bioldgicas

Q

..,...ffff.‘fjj_j"““~-A><omics,' servicios de biologia
computacional llevan a cabo
“investigaciones  destinadas  a
ayudar a mejorar los cultivos
tropicales, estudiar los procesos
moleculares basicos en
microorganismos y plantas y sus
interacciones con el medio
ambiente, asi como caracterizar
la  Dbiodiversidad de los
microbios
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Biologia Computacional
Lineas Tecnologicas

Analisis masivo
de datos
genéticos (HPQ)

Generacion de Implementacion

datos genéticos de protocolos
en plataformas de en biologia
alto rendimiento molecular
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Servicios

Estudios y asesoria en gendmica, metagendmica, transcriptomica y

. procedimientos con macromoléculas biologicas (DNA — RNA — Proteinas)

Ensayos de seguridad, autenticidad Procesamiento de Alto Rendimiento
o vy calidad Alimentaria d& Informadian — H1s
Tipificacion del | | .Anélisils |
genoma de especies Bioinformatico :
SRR — I Analisis del
Extraccion de ADN Microbioma
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Aplicaciones

Sector Agricola
- |dentificacion de enfermedades que limitan cultivos de importancia

- Estrategias para controlar esta enfermedad a base de modelos
implementados.

Sector Salud
- Medicina personalizada.

- Simulacion de posibles inhibidores de proteinas patdgenas para
bloquear enfermedades

Sector Alimentos
- Caracterizacion de alimentos

- Caracterizacion genética de animales para el consumo humano.
- Estudio de microorganismos
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Tecnologia: Biologia Integrativa

{(‘{ ’ Genomics
— Comparative genomics

analysis

A Evolution and phylogeny
GWAS analysis
Gene cluster

— %% Transcriptomics
i i z® ® Gene expression
H H ' \ H ® Co-expression analysis
C\ i Omics l Functional ® Alternative splicing
7 databases © miRNA, siRNA, SSRs
= analysis
O SR ’ Metabolomics
< @— © Metabolite accumulation in
. oo o different conditions
- J ® Metabolite-based GWAS
®  Genomescale &, ® Metabolite flux analysis
metabolic model ® Imaging Mass spec analysis
® Validation as part of

functional genomics

HPC

Metabolic Models
® Integrative omics analysis
® Omics and knowledge-

based genome-scale
metabolic model

® Deep-learning (ANN, CNN
etc) based reconstruction of
metabolic model

® Experiment-based model

= validation

Reconstructed ® Adjustments of model
metabolic model through omics-datasets

Deep-laamlnql
algorithm

Current Opinion in Systems Biology

Visualizacion/Modelos Predictivos
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Tecnologia: lllumina

Sistema Compacto

lllumina iSeq100

- 1,2 Gb de datos por experimento en 17,5 horas

- Alta resolucion y la sensibilidad analitica

- Deteccion de variantes y transcripciones
infrecuentes

Innovacidn  mas reciente  de lllumina con
secuenciacion de Ultima generacion (NGO).
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Tecnologia: MinlON

Secuenciamiento 1D-DNA en tiempo real

72 h. corrida - 10 Gb de informacion

Tamano de reads de 2 — 80 Kb

Mas de 50 mil reads generados

Secuencia 2 bacterias, coberturas de 6X

https.//nanoporetech.com
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