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RESUMEN

ARTICULO 1

En la historia del Ecuador, el cacao ha sido de gran importancia en su cultura, asi como
en su economia. El cultivo de cacao en el pais ha alcanzado gran reconocimiento a
nivel internacional convirtiéndose en el principal exportador del cacao fino de aroma.
Varias enfermedades han atacado a este cultivo siendo las mas comunes: la escoba de
bruja, vaina negra y vaina helada. La vaina helada causada por el hongo
Moniliophthora roreri ha generado grandes pérdidas en la produccidn cacaotera
ecuatoriana. La infeccién de M. roreri presenta dos fases: la fase biotréfica en la que se
presenta la malformacion del fruto y la fase necrética que resulta en la muerte de éste.
Como métodos de control para la enfermedad se han usado précticas culturales como
poda de las plantaciones y manejo de los riegos, entre otras. De igual manera, se han
usado fumigaciones con pesticidas a base de cobre y el control biolégico con
Trichoderma. Los analisis de diversidad genética, distribucion biogeografica y
comportamiento de M. roreri posibilitan el desarrollo de nuevas estrategias mas
eficientes para el control del patégeno y de esta manera mejorar la produccion del
cacao.

Palabras clave: Moniliophthora roreri, hongo basidiomiceto, patégeno hemibiotréfico,
diversidad genética, control biolégico,



ARTICULO 2

El cacao (Theobroma cacao) es un cultivo de importancia econdmica para el Ecuador
gue ha adquirido protagonismo en los ultimos afios al convertirse en un importante
producto de exportacion, particularmente la variedad premium Arriba (cacao fino de
aroma). El cultivo de esta especie se ve afectado por varias enfermedades, siendo una
de las mas importantes la moniliasis, también conocida como la enfermedad de la
vaina helada, causada por el hongo Moniliophthora roreri que ha generado grandes
pérdidas en la produccién cacaotera ecuatoriana. En el presente estudio se visitaron
tres provincias: Manabi, Santo Domingo de los Tsachilas y Los Rios. Se aislaron 75
muestras del hongo M. roreri provenientes de 15 fincas, 5 por cada provincia. Luego de
la extraccién del ADN, se amplifico la regidn ITS. Como resultado de la amplificacién de
la regidn ITS se obtuvieron fragmentos de aproximadamente 710 pb y se confirmé la
identidad de los aislados como M. roreri por medio de BLAST. En general, la diversidad
nucleotidica en cada finca analizada fue baja. En la evaluacién de distancias genéticas
entre fincas de las diferentes provincias se observaron distancias genéticas mayores
entre fincas de Manabi y los Rios. La mayor parte de la variabilidad genética se
encuentra entre los individuos de una misma finca (71.29 %) lo que sugiere que no
existe una estructura poblacional definida. Finalmente, una comparacién de las
secuencias de este estudio con otras secuencias de América Latina sugiere que
Ecuador podria ser el pais de origen de M. roreri (Manabi o Santo Domingo).

Palabras clave: Moniliophthora roreri, regiones ITS, variabilidad nucleotidica, flujo
génico, actividad humana, Theobroma y Herrania.



ABSTRACT

ARTICLE 1

In the history of Ecuador, cacao (Theobroma cacao) has been an important crop,
culturally and economically. In this country, the cacao production has achieved great
international recognition, becoming the main exporter of fine aroma cacao (Arriba
variety). Several diseases affect this crop. The most common are: the witch's broom,
the black pod and the frozen pod. The last one is caused by the fungus Moniliophthora
roreri and has generated large losses in the Ecuadorian cacao production. M. roreri
infection presents two phases. The biotrophic phase that produces the malformation
of the pod, and the necrotic phase that results in the decay of it. As control methods,
cultural practices have been implemented, such as plant pruning and irrigation
management. Supplementary, fumigations with copper-based pesticides and biological
control with Trichoderma have been used. The analysis of the genetic diversity, the
biogeographical distribution and the behavior of M. roreri will allow developing more
effective strategies for the control of this pathogen and to improve the production of
cacao in Ecuador.

Key words: Moniliophthora roreri, Basidiomycete Fungus, hemibiotrophic pathogen,
genetic diversity, biologic control.



ARTICLE 2

In Ecuador, cacao (Theobroma cacao) is an economically important crop. This crop has
gained relevance in recent years and it has become a key export product, particularly,
the premium Arriba variety. This species is affected by several diseases. In Ecuador,
one of the most important is moniliasis, also known as the cold pod disease, that is
caused by the fungus Moniliphthora roreri. In the present study, cacao pods with
moniliasis were sampled from three provinces: Manabi, Santo Domingo de los
Tsachilas and Los Rios. Seventy-five isolates of M. roreri were obtained from 15 cacao
farms, five farms per province. After DNA extraction, ITS regions were amplified and
sequenced. As a result, sequences of approximately 710 bp long were obtained. The
identity of isolates were confirmed as M. roreri using BLAST. In general terms, the
nucleotide diversity in each farm analyzed was low. The greater genetic distances were
observed between Manabi and Los Rios farms. Most of the genetic variability were
found among individuals on the same farm (71.29%), which suggests that there is no
defined population structure. Finally, comparing the sequences of this study with other
sequences from Latin America suggests that the origin of M. roreri is in Ecuador
(Manabi or Santo Domingo).

Key words: Moniliophthora roreri, ITS regions, nucleotide variabilility, genetic flow,
human activity, Theobroma and Herrania.
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ARTICULO 1

Influencia de la vaina helada en la produccion del cacao (Theobroma cacao L)
en Ecuador: Historia, Causas y Efectos.
Autor: Aguirre Xamara !

tUniversidad San Francisco de Quito USFQ. Laboratorio de Biotecnologia Vegetal,

Colegio de Ciencias Biologicas y Ambientales. EC170157, Quito, Ecuador
Resumen

En la historia del Ecuador, el cacao ha sido de gran importancia en su cultura, asi como
en su economia. El cultivo de cacao en el pais ha alcanzado gran reconocimiento a nivel
internacional convirtiéndose en el principal exportador del cacao fino de aroma. Varias
enfermedades han atacado a este cultivo siendo las mas comunes: la escoba de bruja,
vaina negra y vaina helada. La vaina helada causada por el hongo Moniliophthora roreri
ha generado grandes pérdidas en la produccion cacaotera ecuatoriana. La infeccién de
M. roreri presenta dos fases: la fase biotrofica en la que se presenta la malformacion del
fruto y la fase necrética que resulta en la muerte de éste. Como métodos de control para
la enfermedad se han usado practicas culturales como poda de las plantaciones y manejo
de los riegos, entre otras. De igual manera, se han usado fumigaciones con pesticidas a
base de cobre y el control bioldgico con Trichoderma. Los anélisis de diversidad
genética, distribucion biogeografica y comportamiento de M. roreri posibilitan el
desarrollo de nuevas estrategias més eficientes para el control del patogeno y de esta

manera mejorar la produccion del cacao.

Palabras clave: Moniliophthora roreri, hongo basidiomiceto, patogeno hemibiotrofico,

diversidad genética, control biologico.
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Introduccion

El cacao (Theobroma cacao L) es uno de los principales productos agricolas del
Ecuador. A lo largo de la historia, nuestro pais ha sido considerado el mayor productor
y exportador de cacao fino de aroma en el mundo. Sin embargo, la produccién de este
cultivo se ha visto afectado debido a que es altamente susceptible a enfermedades y
plagas, siendo las de origen fungico las mas comunes. Las enfermedades que aparecen
con mayor frecuencia en las plantaciones ecuatorianas son: la vaina negra, la escoba de
bruja y la vaina helada, siendo la Gltima el causante de mayores problemas en la

produccidn cacaotera ecuatoriana.

Para entender el comportamiento de la vaina helada en el pais se analizara la taxonomia
de su agente causal (M. roreri), asi como su morfologia, ciclos de vida, su
sintomatologia y la expresion diferencial de genes en sus fases de infeccion. Una vez
analizado el comportamiento de la enfermedad se analizaran las précticas que realizan

los agricultores para prevenir su propagacién y control en los cultivos.
Importancia del cacao en Ecuador

Theobroma cacao L es un importante arbol de selva tropical, se conoce comdnmente
como cacao y ha sido cultivado durante mucho tiempo en América del Sur,
Centroamérica y Mesoamérica, siendo considerado un alimento de origen divino muy
significativo en las poblaciones ancestrales de los Olmecas, Mayas, Aztecas y
Zapotecas por sus creencias espirituales y sistemas socioecondmicos (Badrie et al.,

2015)

El cacao es uno de los principales productos y de mayor importancia en la economia
ecuatoriana. Alrededor del afio 1911 este cultivo era conocido como “La Pepa de Oro”,

representando mas del 40% de las exportaciones del Ecuador (BCE, 2018). Entre los
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afnos 1880-1915, Ecuador fue el mayor exportador mundial de cacao, pero el ataque de
las enfermedades conocidas como escoba de bruja y moniliasis redujeron
considerablemente su produccién en aproximadamente un 63%, de 40 mil a 15 mil

toneladas métricas, entre los afios 1915-1930 (EI Agro, 2016).

En las décadas de los 40 se renovaron y cultivaron nuevas huertas, iniciando la
recuperacion lenta de los cultivos de cacao, para el afio 1960 la produccion de cacao

Ilegaba a 33 000 toneladas métricas (Barcos, 2014).

Durante el periodo 2007-2012 las exportaciones de cacao registraron un aumento
constante con una Tasa de Crecimiento Promedio Anual (TCPA) de 13.80% (EI Agro,
2016). Al finalizar el afio 2008 se exportaron 110.000 toneladas métricas con un valor
de 290 millones de dolares (El diario, 2008), para el 2010 las exportaciones generaron
un ingreso de 420 millones de dolares. En el 2011 se registr6 el mayor aumento del
volumen exportado a 181,838 toneladas métricas, siendo el 87% en grano y el 13%
semielaborado (EI Agro, 2016; Proecuador, 2013). En el 2016 se exportaron 177.551

toneladas métricas (INEC, 2018).

Actualmente, Ecuador ocupa el sexto lugar en la exportacion del cacao a nivel mundial
(Anecacao, 2015), a pesar de representar tan solo el 3.6% del total de exportaciones
ecuatorianas. No obstante, en los Gltimos 5 afios el cacao ha contribuido con el 0,15 %

del PIB Ecuatoriano (BCE, 2018).

En Ecuador, la produccién de cacao esta distribuida entre las provincias de: Guayas,
Los Rios, Esmeraldas, Manabi, EI Oro, Santo Domingo, Santa Elena, Bolivar, Cafar,
Chimborazo, Azuay, Pichincha, Loja, Imbabura, Orellana, Napo, Pastaza, Zamora
Chinchipe, Morona Santiago y Sucumbios (Sepulveda et al., 2017). Entre los

requerimientos climéaticos y edaficos se encuentran: Altitud: 15 a 800 msnm,
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precipitacion: 1500 a 3000 mm, temperatura: 24 a 25°C, suelo: fértiles, profundos y

francos, pH: 6.0 a 7.0. (Pico et al., 2012).

Variedades de cacao producidas en Ecuador.

Dentro de las variedades mas importantes de cacao cultivadas en Ecuador, se encuentra
el cacao Nacional también denominado “Fino de Aroma” o “Sabor Arriba”, reconocido
como producto tradicional y emblemético gracias a su aroma y sabores florales y
frutales Unicos que son utilizados para la produccién de chocolateria fina (Anecacao,
2015). Esta variedad representa el 6.8 % de la produccion mundial de cacao, de la cual

Ecuador es el principal productor. (Loor et al., 2013).

Otra variedad de cacao ecuatoriano es el CCN51 también conocido como “Coleccion
Castro Naranjal”, obtenido del cruce de las variedades IMC-67 con la ICS-95. Fue
desarrollado por el Agronomo Homero Castro Zurita alrededor del afio 1960. Presenta
un rendimiento 4 veces mayor al de las producciones clasicas y posee un alto contenido
de grasas (54%), que lo hace muy apetecido en la industria. Ademas, es un clon
cosmopolita que se adapta casi a todas las zonas tropicales, hasta los 1000 metros sobre

el nivel del mar (Villalta, 2014).

Las principales enfermedades del cacao.

El cultivo de cacao ha demostrado ser altamente susceptible a enfermedades y plagas,
siendo las de origen fungico las mas comunes. Las enfermedades mas peligrosas son: la
vaina helada y la escoba de bruja. Estas dos enfermedades son causadas por
basidiomicetos hemibiotréficos, Moniliophthora roreri y Moniliophthora perniciosa

(Aime y Phillips-Mora, 2005; Evans, 2002a). Entre los patdgenos menos comunes
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incluyen: algas, bacterias, nematodos, plantas parasitas y virus (Aime y Phillips-Mora,

2005).

La vaina negra: es una enfermedad de origen flngico, siete especies de Phytophtora
estan involucradas en esta enfermedad, pero P. capsici, P. citrophthora, P. megakarya,
y P. palmivora son los méas importantes (End et al., 2014; Guest, 2007). La estimacién
de pérdidas debido a estos patogenos se aproxima a 450 mil toneladas métricas
representando en promedio entre el 20% al 25% del total de la produccién a nivel

mundial (Evans, 2007).

P. megakarya es la especie mas dafiina, primero fue identificada en Camertn y Nigeria
en 1979, donde originalmente se confundié con P. palmivora. Por su similitud, P.
megakarya es endémico de Guinea Ecuatorial, Gabon, Camerin, Togo, Nigeria y
Ghana, y todavia se encuentra en fase invasia en Cote d'lvoire (Akrofi et al., 2015; End
et al., 2014). El patégeno se reproduce principalmente de manera clonal y los
esporangios y las zoosporas son los principales propagulos infecciosos (Guest, 2007).
En condiciones de humedad, una sola vaina puede producir hasta cuatro millones de
esporangios que contienen zoosporas mdviles, y son diseminadas por la lluvia, las
hormigas, los insectos voladores, murciélagos y roedores. P. megakaria y P. palmivora
infectan la corteza y los cojines florales causando cancros, estos pueden extenderse de la
base del tronco a las raices principales, las lesiones de las vainas comienzan como
manchas pequefias duras y oscuras, luego crecen y cubren rapidamente toda la

superficie de la vaina y los tejidos internos (Guest, 2007).

Para el manejo de esta enfermedad se utiliza el control cultural, asi como el manejo con

pesticidas (cobre, metalaxil / mefenoxam y fosfonatos). (Bateman et al., 2005).
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En Ecuador esta enfermedad es una de las mas comunes en los cultivos de cacao y se
encuentra dentro del plan de manejo integrado del Instituto Nacional Auténomo de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP) (Pico et al., 2012) .Un estudio importante es el
de Simén et al., (2017) donde reportaron la presencia de Phytophtora sp. en el 90% de
los cultivos muestreados en la provincia de Esmeraldas, mostrando una infestacion méas
severa en los meses de enero -abril, donde son mas frecuentes las precipitaciones con

temperaturas que oscilan entre 21-30 °C y humedad relativa entre 80 -90%.

Escoba de bruja: causada por Moniliophthora perniciosa, anteriormente conocida
como Crinipellis perniciosa y Marasmius perniciosus. Este patdgeno probablemente
evoluciono en la cuenca del Amazonas, pero se mantuvo restringido a esa regién hasta
que el cacao se cultivo en otras areas (Evans, 2002 b). En la actualidad esta enfermedad
esta presente en Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Guaya Francesa, Granada, Guyana,
Panama4, Per(, Trinidad, Santa Lucia, San Vicente, Suriname y Venezuela (End et al.,

2014)

La escoba de bruja ha generado pérdidas anuales estimadas de 250,000 toneladas
métricas en la produccién del cacao en América Latina (Bowers et al., 2001). Poco
después de su aparicion en Guyana y Suriname, la escoba de bruja causo la decadencia
y el eventual abandono de la produccién de cacao en estas zonas (Evans, 2002a; Evans
et al., 2013). En Brasil, la produccion disminuyé de 400,000 a 150,000 toneladas
anuales después de la entrada del patdgeno (Evans, 2007). Segun Solis et al., (2005),
esta enfermedad es la causante de pérdidas hasta del 60 % de la produccion cacaotera
ecuatoriana. El Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP)
la considera dentro del manejo integral de plagas del cacao como una de las
enfermedades mas importantes que afecta la produccidn cacaotera ecuatoriana (Pico et

al., 2012)
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La infeccion comienza con la produccion de basidiosporas a partir de pequefios
basidiomas (hongos) rosados que se forman en los tejidos de las plantas y su dispersion
se produce principalmente durante los periodos nocturnos, bajo alta humedad las
basidiosporas tienen la capacidad de infectar cualquier tejido meristematico del cacao,
incluidos brotes, flores y frutos jovenes en desarrollo (Frias et al., 1991). EI manejo
integral de la escoba de bruja considera estrategias fitosanitarias, control quimico y
control bioldgico (Evans et al., 2003). El saneamiento de los cultivos infectados es
recomendable, el uso fungicidas de contacto como el cobre, clorotalonil y triazoles
(Meinhardt et al., 2008). Finalmente, como control bioldgico para esta enfermedad y la
vaina helada, se esta investigando el uso de cepas endofiticas de Trichoderma. Sin
embargo, se necesita mas informacién de cémo podrian manipularse las cepas de
endofitos para reducir el impacto de estos agentes infecciosos en los cultivos de cacao

(Krauss et al., 2010; Meinhardt et al., 2008).

En el Ecuador, el INIAP ha propuesto una guia de manejo integral de enfermedades del
cacao donde se incluye a la escoba de bruja. Las practicas consisten en practicas
culturales como abonamiento de los suelos, controles de malezas, canales de drenajes,
encalado, podas de mantenimiento; control biolégico con Trichoderma y control

quimico con fungicidas a base de cobre (Pico et al., 2012).

La vaina helada: también conocida como moniliasis, enfermedad de Quevedo y
podredumbre-acuosa causada por Moniliophthora roreri (Evans 2002a) afecta a todas
las especies silvestres y cultivadas de Herrania y Theobroma (T. cacao y T.

grandiflorum) (Phillips-Mora et al., 2007).

El primer brote bien documentado fue reportado a inicios del siglo 20, la enfermedad

invadi6 grandes areas de produccion de cacao en Ecuador y causé pérdidas devastadoras
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en el rendimiento de este cultivo, de 46 000 toneladas en 1917 a alrededor de 20 000

toneladas en 1925 (Thorold, 1975).

El dafio a la produccion de cacao en Costa Rica también fue sustancial después de la
primera deteccion de M. roreri en 1978, entre 1978 y 1983, la produccién de cacao en
Costa Rica disminuyd en un 72% vy las exportaciones de granos de cacao seco
disminuyeron en un 96% (Phillips-Mora y Wilkinson, 2007). En 1988, apareci6 en el
area de Bagua Grande en Pert y en 2011 se confirmé en la region de Beni en Bolivia,
actualmente se encuentra en Belice, Bolivia, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El
Salvador, Guatemala, Honduras, Meéxico, Nicaragua, Panaméa, Perd y el noroeste

Venezuela (Phillips-Mora et al., 2007; Phillips-Mora et al., 2007b).
Origen y distribucion de M. roreri en Latinoamérica

La primera deteccion del hongo M. roreri en el cultivo de cacao fue en la regién de
Quevedo, Los Rios, Ecuador (FHIA, 2003). EIl investigador Rorer envid especimenes
de Ecuador a R. E. Smith en la Universidad de California quien considerd que se podria
tratar de una especie parecida a Monilia furticola (Correa et al., 2014). En el afio 1918,
Rorer reportd que habia encontrado un nuevo patégeno flngico que atacaba a las
mazorcas de cacao en Ecuador originario de Quevedo. Debido al desconocimiento del
patégeno se le atribuyeron varios nombres a la enfermedad como: enfermedad acuosa,

enfermedad de Quevedo, vaina helada y mancha. (Phillips Mora, 2003).

En el afio1860, Jensen reportd sobre una mencion en el diario acerca del aparecimiento
de una enfermedad fungica parecida a la moniliasis en la Hacienda Maravilla en la
ciudad de Guayaquil. En el afio 1911 un funcionario consular de Estados solicitd
informacién sobre una enfermedad que estaba atacando a los cacaos durante algunos

afios. Segun Garcés, una carta escrita el 24 de mayo de 1912 indica que las
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enfermedades “mancha” y “hielo” eran abundantes en las provincias de Carchi y
Esmeraldas y estaban causando la destruccion de las plantaciones de cacao (Phillips

Mora, 2003).

La enfermedad tuvo una amplia distribucion en Latinoamérica, probablemente en la
década de 1940 M. roreri se extendié al oeste de Venezuela (Evans, 2002). A Panama
en la década de 1950 y en Costa Rica en la década de 1970. La dispersion del patégeno
en Mesoameérica ha sido lenta, hay informes de su llegada a Guatemala y Honduras en la
década de 1990 (Evans, 2002). A Belice y México llegd una década después (Phillips-
Mora et al., 2006a, b). Evans (2002a) en su trabajo menciona el aparecimiento de la
enfermedad en el norte de Perd en 1988 y su posterior dispersion a los valles del sur en
1995. Recientemente el hongo ha sido reportado en Bolivia y Jamaica (Phillips-Mora et

al., 2015)

Taxonomia de M. roreri

La historia taxonémica de M. roreri, ha pasado por varios cambios desde la primera
identificacion de este patdégeno (Evans, 2002). R. Ciferri y Parodi en 1933 lo
clasificaron de la siguiente manera: Clase: Deuteromicetos, Orden: Hifales, Género:
Monilia, especie: roreri (Phillips, Mora 2003). Evans et al., (1978) examinaron los
caracteres ultraestructurales de M. roreri y encontraron que la estructura interna del
micelio del hongo es mas tipica de basidiomicetos que de los ascomicetos describiendo
el nuevo género (Moniliophtora) debido a que fue identificado como un basidiomiceto
en estado asexual, por lo tanto en el afio 2005 (Aime y Phillips-Mora) presentaron la
clasificacion taxonomica para M. roreri dentro del Phylum Basidiomycota, clase
Agaricomycetes, orden Agaricales, Familia Marasmiaceae, Genero Moniliophthora,

especie Moniliophthora roreri.
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Morfologia de M. roreri

M. roreri es un hongo basidiomiceto que posee micelio hialino, ramificado, septado con
doliporos tipicos (Torres, 2010). Los conidios (esporas) provienen de un basidio
modificado y se producen en cadenas con maduracion basipétala, varian de 4 a 10 en
una cadena y se encuentran encerradas o envueltas dentro de la pared celular (Figura. 1)
(Evans et al., 2002). Las esporas generalmente se redondean con la edad, volviéndose
globosas a subglobosas, (6.5-) 8-15 um, ocasionalmente elipsoidal, 8-20 x 5-14 um,
presentan una pared gruesa (hasta 2 um) y pueden ser de color amarillo claro o cafés

(Evans et al., 2002)

Ciclo de infeccién de M. roreri

Las condiciones climaticas y la cantidad de esporas libres son determinantes en el ciclo
de vida de M. roreri. Las esporas germinadas penetran en los frutos a través de la
cuticula o el estoma y colonizan los tejidos internos (Bailey et al., 2017). Al ser un
patdgeno hemibiotréfico presenta dos fases invasivas: la fase biotrofica (BTP) dura de
45 a 90 dias y el fruto adquiere una forma hinchada con tabiques que da como resultado
la malformacion del fruto (Evans, 2016). Luego el hongo cambia a la fase necrotréfica
(NTP), donde se da una alta produccion de esporas y se produce la muerte del tejido del
cacao en cuestion de dias (Figura. 2) (Bailey et al., 2013). La capacidad de los frutos
para producir esporulacion es considerable, se ha determinado que ocurren hasta 20
periodos de esporulacién sucesiva en cuatro ciclos durante 80 dias (Phillips Mora,
2003). La densidad de esporulacion puede alcanzar 44 millones de esporas por cm? y

una vaina puede producir mas de 7 millones de esporas (Phillips Mora et al., 2007b).
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Las masas de esporas en forma de polvo se desprenden del pseudostroma de la vaina
por el movimiento del aire o del &rbol y tienen diferentes mecanismos de dispersion.
Las esporas son liberadas y transportadas libremente por el viento, los seres humanos,
animales y agua (Phillips Mora, 2003; Sanchez et al., 2012). Debido a esto, el hongo
esta presente durante todo el afio como componente de la capa de aire en las regiones de
cultivo de cacao, con una frecuencia mas alta durante la estacion humeda y un pico al
comienzo de las fuertes lluvias. Las esporas sobreviven durante 9 meses en las vainas en
el &rbol, pero aproximadamente un mes en las vainas cosechadas que quedan en el suelo

(Bailey et al., 2017).

Sintomatologia de la infeccion por M. roreri

La malformacién de las vainas de cacao depende de la edad de infeccion, cuanto méas
joven es la vaina, mayor es el efecto sobre la expresion de los sintomas externa e
internamente (Bailey et al., 2013). El primer sintoma externo es la aparicion de manchas
oscuras Yy lesiones irregulares que se unen para cubrir toda la superficie de la vaina.
Luego de 3-8 dias de la presencia de estas lesiones, el pseudostroma (micelio blanco)
envuelve la vaina convirtiéndola gradualmente de color crema, a rosado o marron

oscuro a medida que las esporas se desarrollan y maduran (Bailey et al., 2013).

Algunos frutos pueden estar sin sintomatologia externa incluso despues de 60 dias de
infeccion, pero internamente estdn necrosados. Por el contrario, se puede dar la
infeccion en vainas con mas de tres meses de edad en las cuales el dafio solo se presenta
en la cascara. De esta forma, se pueden aprovechar como parte de la cosecha ya que las

almendras como tal, no presentan dafio (Phillips- Mora, 2003; Sanchez et al., 2012).
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Los sintomas internos de los frutos también varian con la edad. En los frutos jovenes se
presentan problemas en el ndmero y desarrollo de las semillas, los tejidos son
desorganizados y gelatinosos, de ahi el nombre de pudricion acuosa de la vaina
(Gonzélez, 2014). En los frutos adultos infectados se observa una hiperplasia
macroscopica de las células que produce una compactacion tisular de los tejidos con
semillas desordenadas pegadas entre si e incluso malformadas. (Bailey et al., 2017).
Estos frutos enfermos normalmente son méas pesados que los frutos sanos de edad
similar, sin embargo, en algunos frutos infectados a edad avanzada se puede observar
dafo solo en el mesocarpo sin afectar las semillas, o solo algunas de ellas, por lo que

pueden ser aprovechados en la cosecha (Torres, 2010).

Manejo integrado de la vaina helada

El manejo integrado de enfermedades del cacao representa el conjunto de précticas que
mantienen a las plantaciones libres de enfermedades y plagas (Bailey et al, 2017).
Mantienen las pérdidas en niveles aceptables y a costos razonables, contribuyen a que
los niveles de impacto minimos sobre el medio ambiente (Pico et al., 2012). Dentro de
las practicas mas utilizadas para el manejo de esta enfermedad se encuentran: el control

cultural, control quimico y control bioldgico.

El control cultural que se realiza a través del control de malezas, elaboracion de canales
de drenaje a fin de evitar encharcamientos que causen asfixia al sistema radicular del
cultivo por falta de oxigeno. Encalado del suelo que facilite la disponibilidad y
asimilacion de nutrientes (Pico et al., 2012). Cosecha adecuada de los frutos, remocion
de frutos enfermos semanalmente (saneamiento) o eliminacion total de los frutos en

época de baja produccién (purga) y poda de arboles de sombra (Torres, 2010). Todas
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estas préacticas de control cultural del cacao van a favorecer el crecimiento adecuado del

cultivo y combatir el crecimiento del patdgeno.

El control quimico para el manejo de la vaina helada consigue resultados significativos
utilizando fungicidas a base de cobre (Suarez et al., 2012). En la guia de manejo
integrado del INIAP se recomienda iniciar el control quimico cuando los frutos tengan
un tamafio aproximado de 4-5 cm en el periodo de mayor fructificacion. Se deben
realizar en total 5 aplicaciones, en intervalos de 22 dias de tal manera que se proteja al

fruto en las etapas iniciales de su desarrollo. (Pico et al., 2012).

En el control bioldgico se utilizan organismos vivos para controlar las infecciones de los
patdgenos. Kraus y Sobreanis (2001) reportaron resultados positivos contra M. roreri
utilizando cepas de Clonastachis rosea, causando un incremento en la produccion
cacaotera. Evans et al., (2003) demostraron que los aislados endofiticos de Trichoderma
tiene la capacidad de colonizar plantulas de cacao sin desencadenar mecanismos de
defensa del huésped y alcanzar los meristemos apicales. Finalmente concluyeron que
estos podrian actuar como simbiontes mutualistas al aumentar la resistencia del huésped

a patégenos como M. roreri.

Diversidad genética de M. roreri

La variacion genética en los hongos permite que se adapten a las condiciones
ambientales cambiantes a las que se encuentran expuestos. (Phillips — Mora et al.,
2007). Particularmente a una mayor resistencia o tolerancia al huésped, que se
desarrolla por presiones selectivas naturales o introducidas por fitomejoradores. Por lo
tanto, una mejor comprension de la variacion genética de M. roreri es fundamental para

el control de la enfermedad (Ali et al., 2015).
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Phillips- Mora et al., 2007 reportaron la mayor diversidad genética en Colombia,
sugiriéndola como el centro de origen. Utilizaron marcadores: AFLP, ISSR e
identificaron 5 grupos geneticos de M. roreri. Los dos principales fueron: el grupo
Bolivar, donde se encuentran aislados de Colombia, Pert, Venezuela y Ecuador. El
grupo Co- West, que comprenden aislados de Colombia Ecuador y América Central.

Los tres grupos restantes son endémicos de Colombia y Noroeste de Ecuador.

A partir de este estudio donde se sugiere al noroeste de Colombia como origen de M.
roreri, varios autores han realizado nuevos estudios de diversidad genética del patégeno

en esta region.

Melo et al., (2014) mediante el desarrollo y validacion de 28 loci de microsatelites,
demostraron que 10 loci son polimorficos en una poblacién ecuatoriana de 27
aislamientos. Como resultado se obtuvo que el numero promedio de alelos por locus fue

de 3.2 y la heterocigosidad fue de 0.3 entre los aislamientos de M. roreri de Ecuador.

Ali et al., (2015) en su estudio con SNP encontraron 10 genotipos en valle superior de
Magdalena en Colombia con niveles méas altos de diversidad genética. Donde predijeron
que podria ubicarse el centro de origen de este patdgeno. A diferencia de los cinco
grupos genéticos informados anteriormente por Phillips Mora et al., (2007), los 172
aislados de este estudio se separaron en dos grupos distintos (a 'y b). El grupo a se limito
a los aislados de Colombia y Ecuador, mientras que el grupo b tenia una amplia

distribucion geografica en América del Sur y Central.

Jaimes et al., (2016) utilizaron 23 marcadores de repeticion de secuencia corta (SSR) y

encontraron altos niveles de diversidad genética en los 120 aislados de su estudio.
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Ademas, identificaron 3 grupos genéticos entre los aislamientos de M. roreri en el valle

de Magdalena.

Los valores altos de diversidad genética encontrados en los diferentes estudios indican
altas tasas de mutacion o niveles de intercambio genético dentro y entre los diferentes
lugares geograficos donde se encuentran. Otra fuente de variacién podria ser el flujo de
genes entre subpoblaciones y poblaciones que puede contribuir a los altos indices de

variabilidad observada. (Jaimes et al., 2016)

Interaccién planta — Patdgeno: expresion de genes en las diferentes etapas

de infeccién de M. roreri

En la fase biotréfica de invasion el hongo rompe la pared celular de la planta y crece
entre los tejidos de la vaina de cacao. El acceso a los nutrientes de la planta es vital para

el crecimiento y desarrollo del hongo (Bailey et al., 2013).

Dentro de los genes que se expresan en la fase biotréfica se encuentra la pleutrolisina B
que es una citolisina formadora de poros que proporciona el acceso de los hongos a los
nutrientes de la planta (Bailey et al., 2017). Dos genes de xilanasa A y tres de la familia
GH 43 se expresan cuando el hongo esta utilizando hemicelulosas a través del xilano en
la planta de cacao. Una endo-1,5-alfa-L-arabinasa actta sobre otro componente de las
hemicelulosas, los arabinanos y la metil estearasa pectina tiene accion sobre la pectina

de las paredes celulares del huésped (Kim et al., 2005).

Para evitar los mecanismos de defensa del huésped, las hidrofobinas actuan
enmascarando al hongo de la deteccion del huésped mientras promueven su
colonizaciéon (Kim et al., 2005). McpC5 perteneciente a los genes de ceratoplaninas

puede unir fragmentos de quitina y de esta forma puede actuar mitigando las respuestas
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de defensa de las plantas protegiendo a los hongos durante la fase biotréfica de la

enfermedad (Bailey et al., 2017).

En la fase necrotrofica, se da un aumento en la biomasa del hongo acompafiado de
necrosis y muerte celular de la planta. En esta fase el hongo presenta varias condiciones:
crecimiento rapido, adquisicion y utilizacion de nutrientes, patogenicidad y prevencion
de los mecanismos de defensa de las plantas (Bailey et al., 2013). En esta fase se
expresan los genes asociados con la patogenicidad: las ceratoplataninas, las proteinas
inductoras de necrosis (NEP), saliciato hidrolasas y sider6foros de hierro; las
ceratoplataninas y los NEP son toxinas que causan la muerte celular de las plantas
(Garcia et al., 2007). Las salicilato hidrolasas descomponen el &cido salicilico que es
una hormona clave en la defensa de las plantas (Zelena et al., 2013). En la fase
necrotrofica el hongo parece estar bajo estrés y debe emplear algunos mecanismos para
detoxificar y mitigar el estrés abidtico. Para esto, se expresan 39 genes de citocromo
P450, una proteina resistente a maltiples farmacos, dos proteinas transportadoras de
farmacos MFS, dos metalo-beta lactamasas y proteinas de choque térmico (Limura y

Tatsumi, 1997).

Conclusiones

Las enfermedades mas comunes que afectan la produccion de cacao en Ecuador son: la
vaina negra, la escoba de bruja y la vaina helada. Siendo la més importante la vaina
helada cuyo agente causal es M. roreri. Esta afeccion es causante de la pérdida de méas
del 40% de la produccion de cacao en Ecuador por afio. Este patdgeno presenta dos
fases de infeccion: una fase biotrofica y posteriormente una fase necrotréfica. La
primera se caracteriza por: una malformacion del fruto (protuberancias, lesiones y

manchas color marron), y la segunda fase da como resultado la muerte del fruto en el
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gue se puede observar una gran produccion de esporas (pseudostroma blanco en la

corteza).

Desde la aparicion de M. roreri se han efectuado varias estrategias de control y
prevencion para evitar la propagacion del hongo dentro de las cuales se encuentran:
practicas culturales (poda, control de malezas, remocion de frutos infectados, entre
otras.), controles quimicos (compuestos a base de cobre) y bioldgicos (Trichoderma).
Sin embargo, todas las estrategias descritas no han podido alcanzar el 100% de

efectividad en el control de la enfermedad.

Finalmente, los estudios realizados en Colombia son relevantes para la identificacion de
centros de diversidad y posible origen de M. roreri. Sin embargo, son necesarios
estudios adicionales en Ecuador, a fin de hacer una comparacion del comportamiento de
M. roreri en las diferentes regiones donde se presenta. De esta forma se lograria obtener
informacion que permita establecer nuevas estrategias de manejo integrado de M. roreri

en los cultivos de cacao.
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Figura 1. Estructura morfolégica de M. roreri en la que se observa el micelio septado
con doliporos tipicos (Evans, 1981)
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Figura 2 Ciclo de infeccién de M. roreri en Theobroma cacao. Las esporas que infectan los
frutos inician la fase biotréfica con una duracién de 45-90 dias, luego se inicia la fase
necrotréfica que destruye al tejido y se propagan por el viento y la lluvia. (Bailey et al., 2017)
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Resumen

El cacao (Theobroma cacao) es un cultivo de importancia econémica para el Ecuador
que ha adquirido protagonismo en los ultimos afios al convertirse en un importante
producto de exportacion, particularmente la variedad premium Arriba (cacao fino de
aroma). El cultivo de esta especie se ve afectado por varias enfermedades, siendo una de
las mas importantes la moniliasis, también conocida como la enfermedad de la vaina
helada, causada por el hongo Moniliophthora roreri que ha generado grandes pérdidas
en la produccion cacaotera ecuatoriana. En el presente estudio se visitaron tres
provincias: Manabi, Santo Domingo de los Tsachilas y Los Rios. Se aislaron 75
muestras del hongo M. roreri provenientes de 15 fincas, 5 por cada provincia. Luego de
la extraccion del ADN, se amplifico la region ITS. Como resultado de la amplificacion
de la region ITS se obtuvieron fragmentos de aproximadamente 710 pb y se confirmo la
identidad de los aislados como M. roreri por medio de BLAST. En general, la
diversidad nucleotidica en cada finca analizada fue baja. En la evaluacion de distancias
genéticas entre fincas de las diferentes provincias se observaron distancias genéticas

mayores entre fincas de Manabi y los Rios. La mayor parte de la variabilidad genética
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se encuentra entre los individuos de una misma finca (71.29 %) lo que sugiere que no
existe una estructura poblacional definida. Finalmente, una comparacion de las
secuencias de este estudio con otras secuencias de América Latina sugiere que Ecuador

podria ser el pais de origen de M. roreri (Manabi o Santo Domingo).

Palabras clave: Moniliophthora roreri, regiones ITS, variabilidad nucleotidica, flujo

génico, actividad humana, Theobroma y Herrania.

Introduccion

El cacao (Theobroma cacao L). es un arbol de selva tropical originario de América del
Sur, considerado como uno de los principales productos de exportacion en Ecuador.
Actualmente representa el 3.6 % de las exportaciones totales en el pais y en los ultimos

5 afos la exportacion del cacao ha contribuido con el 0.15% del PIB total (BCE, 2018).

El cacao es susceptible a enfermedades y plagas, siendo las de origen fangico las méas
comunes, dentro de las cuales se encuentran: la vaina negra causada por Phytophtora sp,
la escoba de bruja causada por Moniliophthora perniciosa y la vaina helada causada por
Moniliophthora roreri (End et al., 2014). La vaina helada es potencialmente la mas
destructiva de todas las enfermedades previamente mencionadas debido a que causa
pérdidas hasta del 80% de la produccion total de cacao (Phillips- Mora et al., 2007). La
primera deteccion del hongo se hizo en la provincia de los Rios, cuando Rorer (1918)
reporté un nuevo patégeno fangico en Quevedo, durante su visita observé que el foco
principal de la moniliasis se encontraba en el area de Quevedo (Phillips- Mora, 2003).
Evans (2002) sugirid, casi con certeza que M. roreri invadié las florecientes
plantaciones de cacao del Ecuador costero desde los bosques infectados, en las laderas
occidentales mas bajas de la cordillera andina, en algin momento durante el siglo XIX.

Adicionalmente concluyo que pareceria probable que T. gileri represente al huésped
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coevolutivo de M. roreri, con su rango endémico que se extiende desde el oeste de

Ecuador hasta el noroeste de Colombia.

No obstante, Phillips- Mora et al. (2006) sugieren que la primera deteccion del
patdgeno fue en el noreste de Colombia en el departamento de Santander. Esta
enfermedad ha tenido una amplia distribucion en Latinoamérica; extendiéndose al oeste
de Venezuela alrededor del afio 1940, a Panama en 1950, Costa Rica en 1970, Per(
1988, Guatemala y Honduras en 1990 y a Belice en 2004 (Evans, 2002; Phillips-Mora
et al., 2006). Finalmente, la presencia de este patdgeno fue reportada en Jamaica en el

afio 2016 (Bailey et al., 2017).

M. roreri ha sido estudiada de manera extensa para establecer su taxonomia, desde su
descubrimiento ha sido reclasificada varias veces. R. Ciferri y Parodi en 1933 lo
clasificaron de la siguiente manera: Clase: Deuteromicetos, Orden: Hifales, Género:
Monilia, especie: roreri (Phillips, Mora 2003). Evans et al., (1978) examinaron los
caracteres ultraestructurales de M. roreri y encontraron que la estructura interna del
micelio del hongo es mas tipica de basidiomicetos que de los ascomicetos describiendo
el nuevo género (Moniliophtora) debido a que fue identificado como un basidiomiceto
en estado asexual, por lo tanto en el afio 2005 (Aime y Phillips-Mora) presentaron la
clasificacion taxonomica para M. roreri dentro del Phylum Basidiomycota, clase
Agaricomycetes, orden Agaricales, Familia Marasmiaceae, Género Moniliophthora,

especie Moniliophthora roreri.

M. roreri afecta unicamente al fruto de la planta. En las mazorcas infectadas se observa
en la parte externa del fruto, la aparicion de manchas oscuras y lesiones irregulares que
luego son cubiertas por el micelio blanco (pseudostroma) caracteristico de M. roreri

(Bailey et al., 2013). Los sintomas internos se caracterizan por presentar hiperplasia
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celular que produce una compactacion tisular de los tejidos, con semillas mal formadas.

(Torres, 2010).

Las condiciones climaticas son determinantes en el ciclo de vida de este patdgeno
(Gonzalez, 2014). Las masas de esporas se desprenden del pseudostroma y se mueven
por diferentes mecanismos (viento, seres humanos, animales, agua, etc.) (Phillips -
Mora, 2003). La densidad de esporulacion puede alcanzar 44 millones de esporas por
cm? y una vaina puede producir méas de 7 millones de esporas (Phillips Mora et al.,
2007b). Debido a esto, el hongo esta presente durante todo el afio como componente de
la capa de aire en las regiones de cultivo de cacao, con una abundancia mas alta durante
la estacion humeda y al comienzo de las fuertes lluvias. Las esporas sobreviven durante
9 meses en las vainas en el arbol, pero aproximadamente un mes en las vainas

cosechadas que quedan en el suelo (Bailey et al., 2017).

El manejo integrado de esta enfermedad combina varias préacticas fitosanitarias, entre
éstas: el control cultural que se realiza a través del control de malezas y remocion de
frutos enfermos etc. (Leach et al., 2002), el control quimico que utiliza fungicidas a
base de cobre (Sanchez et al., 2012); y el control bioldgico, en el que se utilizan
organismos vivos como Trichoderma sp, que ha demostrado ser efectivo por sus varios
mecanismos de accién como antibiosis, competencia y micoparasitismo (Martinez et al.,
2013). De igual forma, se han hecho esfuerzos para encontrar variedades de cacao
tolerantes o resistentes a moniliasis para lograr el control de esta enfermedad. (Phillips-

Mora et al., 2005).

El objetivo de esta investigacion fue la identificacion molecular de este hongo mediante
el analisis de regiones ITS y de esta forma inferir patrones de diversidad genética y

evolucion de este hongo en tres provincias del Ecuador. Los analisis realizados permiten
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discernir el posible origen de este patdgeno en la region y su diseminacion posterior

hacia otros paises de América Latina.

Materiales y Métodos

Recolecciéon de muestras e identificacion de M. roreri

El estudio se realiz6 en 3 provincias de la costa ecuatoriana: Los Rios, Manabi y Santo
Domingo de los Tsachilas. En cada provincia se visitaron 5 fincas productoras de cacao
donde fue posible la recoleccion de muestras. Se tomaron 5 muestras de cacao con
sintomatologia de infeccion de moniliasis (manchas oscuras, lesiones irregulares y
esporas en forma de ceniza) de diferentes arboles en cada finca, tomando en cuenta una

distancia aproximada de 1.5 metros entre cada arbol.

Para la identificacion de M. roreri, se realizé el aislamiento del hongo con un proceso
de desinfeccidn previo de las mazorcas de cacao recolectadas, con hipoclorito de sodio
al 3.5% por un minuto y 3 lavados con agua destilada estéril. A continuacion, se
cultivaron las semillas de cacao en medio de cultivo V8 y se incubaron de 8- 15 dias a

28°C. (Phillips — Mora et al., 2007; Salgado et al., 2013).

Posterior a esto se realizo la identificacion morfoldgica del hongo observando las
caracteristicas macroscopicas segun (Phillips — Mora et al., 2007) y microscopicas con
tincién de azul de metileno, segun la morfologia descrita en el trabajo de Evans et al.,

(1978).

Finalmente, para la obtencion de cultivos monospdricos de M. roreri se colocaron 500
pl de agua estéril en la caja de cultivo del aislado de M. roreri en la que se presentaba
abundante esporulacion, se homogenizo la caja Petri con la finalidad de recuperar la
mayor cantidad de esporas y luego se realizaron diluciones seriadas 102, 102, 10 en

medio de cultivo V8 (Salgado, 2011). Se incubaron entre 15 y 30 dias a 28°C hasta que



41

se observd crecimiento del hongo. A continuacion, se realizd el subcultivo de las
colonias aisladas en medio de cultivo V8 por 15 — 30 dias a 28°C y se realizo

nuevamente la identificacién morfologica, para confirmar la presencia de M. roreri

Extraccion de ADN

El ADN se extrajo del micelio del hongo usando DNeasy PowerSoil Kit (Qiagen, USA)
siguiendo las especificaciones del fabricante con las siguientes modificaciones: una hora
de vortex en la fase de preparacion celular (paso cuatro), centrifugacion a 11,000 x g
por 1 minuto (paso 5), centrifugacion a 13, 000 x g en las fases de lisis celular,

eliminacién de inhibidores, unién de ADN, lavado y elucién.

Amplificacion de ADN y Secuenciacion

Se amplificaron las regiones ribosomales ITS 1- ITS 2, incluida la regién ribosomal
58S  completa, utilizando los  siguientes  primers: ITSs 4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") — ITS 5 (5°GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-
3") (Phillips-Mora et al., 2007). Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen
final de 25 pl segun las condiciones de Phillips-Mora et al., (2007). Los productos de
PCR fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa (Invitrogen
California/Estados Unidos) al 1.5% (w/w) y tincion con SYBR Safe (Invitrogen
California, Estados Unidos) y se secuenciaron en ambas direcciones usando un
secuenciador ABI 3739XL (Applied Biosystems, Estados Unidos) en la empresa

Macrogen (Corea del Sur)

Analisis de Datos

Las secuencias de M. roreri obtenidas de la amplificacién de las regiones ITS se
alinearon usando MEGA 7.0 (Kumar et al., 2008) con el algoritmo Clustal. El indice de

diversidad de nucleotidos (m), distancia genética (fst) y un analisis de varianza
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molecular (AMOVA) fueron estimados en el programa Arlequin 3.5 (Excoffier et al.,
2005). El andlisis de coordenadas principales (PcoA) se realizé con el programa
GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse, 2012). Finalmente se hizo una reconstruccion
filogenética sin calibrar para puntos temporales de las 75 secuencias de M. roreri de
este estudio méas 42 secuencias pertenecientes a América Latina (Colombia, México, El
Salvador, Jamaica, Ecuador, Belize, Costa Rica y Bolivia) con una secuencia de
Crinipellis perniciosa, como grupo externo, obtenidas de la base de datos Nucleotide
(NCBI) utilizando el software BEAST v1.8.4 (Drummond y Rambaut, 2007). Se utilizd
un modelo de sustitucion Hasegawa-Kishino-Yawa (1985) con un pardmetro Gamma
para modelar la heterogeneidad de tasas de substitutcion entre sitios, y un parametro

para incluir la presencia de sitios invariantes; este fue elegido mediante una
comparacion de modelos anidados, evaluados con Likelihood Ratio Tests (LRTS), a=
0.05. El arbol final fue estimado como un arbol de credibilidad maxima de clados

(Maximum Clade Credibility, MCC) recopilando la informacién de 100 millones de

estados muestreados durante el proceso de MCMC.

Resultados

Identificacién morfoldgica de M. roreri

De las 3 provincias analizadas se recolectd un total de 75 muestras de cacao con
sintomatologia tipica de M. roreri (Figura 1), los cacaos se caracterizaron por la
presencia de manchas oscuras, lesiones irregulares y pseudostroma blanco (ceniza)

(Figura 2) (Torres, 2010; Evans et al., 2002).

Se obtuvieron 75 aislamientos en medio V8, cuyas colonias mostraron un crecimiento

inicial blanguecino, luego crema- salmoén (Figura 3a) y finalmente marrén oscuro
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(Figura 3b) por la formacion masiva de esporas caracteristicas de M. roreri (Phillips-
Mora, et al., 2006). Microscépicamente se observé la presencia de micelio septado y
esporas en cadenas con maduracion basipétala (Figura 3c), que son tipicas de M. roreri

(Evans et al., 1978).

Identificacion molecular de M. roreri

Como resultado de la amplificacion de las regiones ITS se obtuvieron amplicones de
aproximadamente 710 pares de bases, que concuerdan con los obtenidos por Orozco et
al., (2011) y Phillips-Mora et al., (2006). Se realizo6 la basqueda de homologia de las
secuencias con BLAST (NCBI) para las 75 secuencias. Se obtuvieron porcentajes de
identidad entre 92% y 100% con secuencias encontradas en la base de datos GenBank

correspondientes a M. roreri, confirmando la identidad de la especie (Tabla S1).

Anélisis de diversidad genética

En el andlisis de sitios polimorficos se encontrd que las secuencias de las fincas de
Manabi y Santo Domingo de los Tsachilas presentaron un mayor nimero de sitios
polimorficos (entre 66 y 230) en comparacion con las fincas de los Rios, donde se
obtuvieron entre 42 y 70 sitios polimoérficos (Tabla 1). Utilizando el indice de
diversidad m, se encontré el menor valor en la finca 3 de los Rios (0.032493 +/-
0.020245) y el mayor valor en la finca 4 de Santo Domingo de los Tsachilas (0.126275
+/- 0.077001) (Tabla 1). El nimero de alelos privados més alto se encontro en la finca
3 de la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas (17 alelos), mientras que en 3
fincas de la provincia de los Rios no se encontraron alelos privados (Q1, Q2 y Q3)

(Tabla 1).

Para establecer las relaciones genéticas entre las provincias, se estim6 la distancia

genética de Weir & Cockerham (1984) (Fst). Se obtuvo una mayor distancia entre la
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finca 5 de Manabi y la finca 5 de los Rios (0.60672), mientras que la menor distancia se
encontro entre la finca 5 de Santo Domingo de los Tsachilas y la finca 4 de Los Rios
(0.01579) (Tabla 2). Dentro de cada provincia, en Manabi la mayor distancia genética
se localiz6 entre la finca M2 y M5 (0.25249), en Santo Domingo de los Tsachilas entre

la finca ST1y ST5 (0.36561) y en los Rios entre la finca 2 y la 5 (0.25508).

Los resultados del analisis de varianza molecular (AMOVA) revelaron que la mayor
parte de la variabilidad genética se encuentra dentro de los individuos analizados (71.29
%) y un 23.23% entre individuos de una provincia versus otra. (Tabla 3). De igual
forma, en el analisis de coordenadas principales PCoA realizado de las tres provincias
se observa la formacion de tres grupos. No obstante, solo en el primer grupo se
encuentran todos los individuos de la provincia de los Rios y uno de Santo Domingo de
los Tsachilas (Q 1, Q2, Q3, Q4, Q5, ST5) y en los dos grupos restantes se encuentran
individuos de las provincias de Manabi y Santo Domingo de los Tsachilas
indistintamente (Grupo 2: ST4, ST3, M1, M4, M5) y Grupo 3 (M2, M3, ST1, ST2)

(Figura 4).

Analisis filogenético de M. roreri

Para estudiar las relaciones filogenéticas entre nuestras secuencias y las reportadas en
bases de datos publicas, se elabord un arbol MCC utilizando las secuencias de las
regiones ITS procedentes de las tres provincias del Ecuador de este proyecto (75
muestras), junto con otras secuencias de Ecuador y América obtenidas del GenBank (42
muestras). El grupo basal A es un grupo monofilético donde se observan aislados de las
provincias de Santo Domingo de los Tsachilas y Manabi de este estudio (probabilidad
posterior 1). El grupo B (probabilidad posterior 0.002) esta constituido por muestras
ecuatorianas procedentes de Manabi, Santo Domingo de los Tsachilas y Los Rios. El

grupo C (probabilidad posterior 0.195) agrupa la mayoria de los individuos de este
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estudio con los individuos de otros estudios en América Latina y Ecuador. Este grupo
presenta ramas cortas que indica que estos individuos se encuentran estrechamente

relacionados (Figura 5).
Discusion
Diversidad genética y estructura poblacional de M. roreri en Ecuador

En general se observa que tanto la diversidad nucleotidica, numero de sitios
polimorficos y alelos privados de M. roreri son mayores en las fincas de las provincias
de Santo Domingo de los Tséchilas y Manabi en relacion con las fincas de las
provincias de los Rios. De acuerdo con los datos obtenidos se sugiere que la mayor
variabilidad genética encontrada en Santo Domingo de los Tséachilas y Manabi puede
ser dada por las introducciones de diferentes variedades de cacao (Loor et al., 2012).
Antes de 1890 unicamente se cultivaba la variedad conocida como “Cacao Nacional”; a
excepcion de Esmeraldas donde se cultivaba un tipo de cacao muy parecido al criollo
venezolano. Luego de la introduccién de nuevas variedades de cacao desde Europa
(Trinidad), Colombia y Venezuela se dio la aparicién de Moniliasis (Phillips- Mora,
2003). Debido a la creciente demanda de cacao en el siglo XIX hubo un mayor
desarrollo de estas nuevas variedades en Manabi, especialmente en el canton Chone

(Ernelholm, 1948).

Otro posible factor que influiria en la variabilidad nucleotidica encontrada en las tres
provincias sugiere la capacidad de reproduccion sexual del patdégeno. Evans et al.,
(2002) documentaron la aparicion de lo que parecia ser una meiosis durante la
esporogenesis y germinacion de los conidios en M. roreri con la probabilidad de que la

reproduccion sexual suceda solo en condiciones muy particulares. Aungue no se cuenta
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con datos concluyentes que aseguren la reproduccion sexual del patdgeno, esta puede

ser una fuente de variacion importante del mismo.

Hasta la fecha no se ha encontrado analisis de diversidad nucleotidica en las regiones
ITS, pero existe un estudio realizado por Phillips-Mora et al. (2007) con perfiles de
AFLP e ISSR donde analizaron 94 aislamientos de M. roreri de América Central y
Ameérica del Sur y encontraron los niveles mas altos de diversidad genética usando
indice de diversidad de Shannon (0 - 20 + 0 - 06), mientras que los aislados
ecuatorianos exhibieron menor diversidad genética (0 - 15 + 0 - 04), estos resultados
fueron similares a los realizados con el analisis de las regiones ITS, donde encontraron
mayor variabilidad genética en los aislados colombianos que en los ecuatorianos (datos
no mostrados en el articulo) y en el arbol basado en distancias genéticas Yy al analisis de
componentes PcoA se obtuvo la diferenciacion de cinco grupos genéticos. En base a
estos resultados se sugiere a Colombia como el centro de diversidad y de origen de M.
roreri debido a que la propagacién antigua del patégeno pudo haber comenzado entre
los anfitriones salvajes de Theobroma y Herrania, sin embargo, también existe la
posibilidad de la mediacion por la actividad humana debido a las grandes distancias
involucradas y las enormes barreras fisicas que separan algunas areas de Colombia,

como la Cordillera de los Andes (Phillips — Mora et al., 2007).

Jaimes et al., 2016 utilizaron marcadores SSR para el analisis de trece localidades de
Colombia, cuyos resultados obtenidos reflejaron un valor alto de diversidad genética de
0.488 usando el indice de diversidad de Shannon y en el analisis de componentes
principales observaron separacion geogréafica acorde al sitio de recoleccién, en base a
estos resultados concluyen que la gran diversidad obtenida en M. roreri se puede
explicar por altas tasas de mutacion o por intercambio genético dentro y entre las

diferentes localidades
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El grado de diferenciacién genética entre las fincas de las diferentes provincias es
considerable ya que se encuentran valores desde 0.01579 entre la finca ST4 y Q4 de
Santo domingo y los Rios hasta valores de 0.60672 entre las fincas ST1 y Q5 de los
Rios. Generalmente entre las fincas de Manabi y los Rios se observa diferenciacion
genética alta, en las fincas de Manabi y Santo Domingo de los Tséchilas se observa
unicamente diferenciacidn genética baja y moderada y en las fincas de Santo Domingo
de los Tsachilas y los Rios se observa diferenciacion genética alta y moderada (Wright,
1978). Al observar una diferenciacion genética baja entre las diferentes fincas se puede
sugerir que existe flujo génico entre estos individuos por lo tanto tienden a reducir las
diferencias genéticas conformando una sola unidad evolutiva, sin embargo, también se
observan valores moderados y altos entre algunas fincas, donde el flujo génico podria
estar limitado por las variantes climaticas de cada provincia. Tanto Manabi como Los
Rios se encuentran a una altura de 17 msnm y 74 msnm respectivamente a diferencia de
Santo Domingo de los Tsachilas que se encuentra a una altura de 625 msnm. De igual
forma las tres provincias poseen temperatura y humedad relativa que es similar, sin
embargo, en la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas se encuentran mayores
niveles de precipitacion (128.27 mm) en relacion con Manabi y los Rios (INHAMI,
2014). Todos estos factores podrian afectar el comportamiento de M. roreri y causar un
aislamiento de los individuos de la provincia de Los Rios, versus Manabi y Santo

Domingo de los Tsachilas.

En los hongos, el flujo de genes puede ocurrir naturalmente a través de la dispersion de
agentes reproductores, como las esporas a través del viento, medio humano en el
comercio de productos agricolas o la contaminacion de las herramientas de transporte
(Moller, 2017). Segun Phillips — Mora, (2003) el principal dispersor es el medio

humano en el comercio del cacao. Por lo cual existe la posibilidad que cualquier
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infeccion de M. roreri en Santo Domingo de los Tsachilas o Manabi pudo haber

iniciado otro brote en Los Rios o viceversa.

De acuerdo con los resultados obtenidos del analisis de varianza molecular AMOVA el
71.29% de variabilidad se da entre individuos al azar entre las tres provincias. Jaimes et
al., (2016) encontraron que el 68, 02 % de variacion se obtuvo entre los individuos de
las 13 localidades de Colombia analizadas, lo que es atribuido al flujo génico entre los
diferentes individuos. Sin embargo, como observamos en el analisis de FST existe
diferenciacion genética alta entre algunas fincas, o que es concordante con el 23,23 %
de variabilidad obtenida entre fincas, que sugiere el posible aislamiento de los
individuos de los Rios de las demas provincias que podrian atribuirse a las variantes en

el ecosistema ya mencionadas.
Posible origen de M. roreri

En este estudio, se encontrd un grupo basal constituido por secuencias procedentes de la
provincia de Manabi y Santo Domingo de los Tsachilas con un valor de probabilidad
posterior notable (1). Sin informacion para calibracion del arbol filogenético, puede
confundirse el tiempo y la tasa de sustitucién por lo tanto las ramas deben estimarse en
unidades de sustitucion por sitio (Lemey et al., 2009), de acuerdo con esto, la mayor
longitud de las ramas indica que se han dado una mayor cantidad de cambios en estas
secuencias. Sin embargo, el grupo A que contiene secuencias inicamente de Ecuador de
este estudio, al ubicarse en la parte basal del arbol sugiere que el origen podria
encontrarse en este pais, pero es necesario calibrarlo por fechas para corroborar esta
hipdtesis. Por otro lado, en el grupo C constan la mayoria de las secuencias de esta
investigacion junto con las de América Latina cuyas ramas cortas indican que se
encuentran estrechamente relacionados (Yang et al., 2012). Por lo tanto, en todo el arbol

se puede notar que se han dado mdltiples reintroducciones del patdégeno en los
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diferentes paises de América Latina, debido a que los individuos se encuentran

distribuidos independientemente del sitio de recoleccion.

Mariduefia et al., (2016) realizaron el andlisis filogenético de aislados de cinco
provincias ecuatorianas utilizando el método Neighbour-joining. En este estudio se
encontrd que los individuos ecuatorianos se agruparon con los de México, mientras que
varios individuos de la regién amazoénica, uno de Esmeraldas, uno del Oro y uno de Los
Rios se agruparon con los colombianos en un clado separado. En general, los resultados
son similares entre estas investigaciones en cuanto a las agrupaciones con los individuos
de Colombia y México. De igual forma, estos resultados corroboran la probabilidad de
maultiples reintroducciones del patdgeno en América Latina debido a que no existe
separacion geogréafica de los individuos dentro del arbol. Finalmente, en la parte basal
del arbol se ubican dos individuos ecuatorianos (Amazonia y los Rios), ambos estudios
presentan secuencias ecuatorianas en la parte basal del arbol, lo que sugiere el posible

origen del patégeno en este pais.

Otro posible origen de M. roreri se puede encontrar en las especies silvestres de
Herrania y Theobroma de Ecuador y Colombia como lo describe Evans, (1981). En
este estudio se indica que la introduccion de cacao forastero pudo haber aumentado la
patogenicidad del hongo, debido a que se ha observado que tanto en variedades de
cacao Nacional de Ecuador y criollos originarios de Colombia presentan cierta
resistencia a la enfermedad. Evans, (2002) concluydé que parecia probable que
Theobroma gileri represente el huésped coevoluivo de M. roreri, con su rango
endémico desde el oeste de Ecuador hasta el noroeste de Colombia. Este autor también
aseguro casi con certeza que M. roreri invadid las plantaciones de cacao del Ecuador, en

algin momento durante el siglo XIX. Finalmente, se puede sugerir como posible origen
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del patégeno en Ecuador, no necesariamente en las plantaciones de cacao, pero si en sus

ancestros salvajes.

Conclusion

Esta investigacion proporcion6 informacion valiosa acerca de la diversidad y
distribucion geografica de M. roreri en tres provincias del Ecuador. La mayor
diversidad genética fue encontrada en las provincias de Manabi y Santo Domingo de los
Tséachilas, en el analisis de estructura poblacional y diferenciacion genética, se encontro
un ligero aislamiento de los individuos de la provincia de los Rios. Esto pudo haberse
dado por algunos factores, entre estos, las introducciones de cacao en las diferentes
provincias, la posibilidad de reproduccién sexual en estos individuos o a su vez las
variantes climéticas de cada lugar. Finalmente, en el arbol filogenético se observaron
maultiples reintroducciones del patdégeno en toda América Latina y se obtuvo un grupo
basal constituido por individuos de Ecuador, donde se podria ubicar el posible origen de

este patogeno.
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® Puntos de muestreo
MANABI
SANTO DOMINGO
LOS RIOS

Loprs

Datum: EPSG:32717 WGS 84/ UTM Zone 17s

Figura 1 Sitios de recoleccién de muestras de cacao con sintomatologia de moniliasis en tres
provincias de la costa ecuatoriana: Santo Domingo, Manabi y Los Rios. Mapa realizado por
Daniela Arias
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Figura 2 Cacaos recolectados con sintomatologia de moniliasis, se evidencia la presencia de
pseudostroma blanco, manchas marrones y deformidades del cacao que son caracteristicos de
la presencia de M. roreri.
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Figura 3 Morfologia macroscdpica y microscépica de los aislados de M. roreri. a) aislado de
color marrdén debido a la presencia de gran esporulacién. b) aislado de color crema salmén c)
micelio septado con esporas en maduracidn basipétala (lente 40 x)

PC 2 (10.27% explained var.)

PC1(79.70% explained var.)

Figura 4 Analisis de coordenadas principales (PCoA) de las secuencias analizadas de M. roreri
provenientes de las 5 fincas de cada una de las tres provincias analizadas: Los Rios (Q), Santo
Domingo (ST) Manabi (M). Se observan tres grupos de muestras, en el primer grupo se
encuentran agrupadas las fincas de Manabi con la finca 5 de la provincia de Santo Domingo. En
los grupos restantes se encuentran agrupadas fincas de las provincias de Santo Domingo vy
Manabi.
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M5
0.043485

+/-
0.026929

66

ST1
0.076612

+/-
0.047006

96

ST2
0.095455

+/-
0.058384

150

ST3

0.118858
+/-
0.072518

205

17

ST4
0.126275

+/-
0.077001

230

ST5
0.083290

+/-
0.050971

140

Ql
0.050548

+/-
0.031169

69

Q2
0.037868

+/-
0.023502

60

Q3
0.032493

+/-
0.020245

42

Q4

0.047469
+/-
0.029303

70

10

61

Q5

0.035784
+/-
0.022233

46

12

Tabla 1 indice de diversidad de nucleétidos de M. roreri, nimero de sitios polimérficos y nimero de sitios privados para cada finca analizada. M: Manabi, ST:
Santo Domingo, Q: Los Rios.
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M1 M2 M3 M4 M5 ST1 ST2 ST3 ST4 ST5 Q1 Q2 Q3 Q4 Q5
M1 0.00000

M2 0.17386 0.00000

M3 -0.02848 0.06057 0.00000

M4 -0.01601 0.01198 -0.10119 0.00000

M5 -0.02590 @I25248 -0.03684 0.01079 0.00000

ST1 0.15692 -0.03344 -0.00280 0.01890 0.15763 0.00000

ST2 0.06159 0.03575 0.04547 0.01600 0.09541 -0.03554 0.00000

ST3 -0.11877 0.17212 -0.00903 -0.03872 -0.00949 0.15627 0.07997 0.00000

ST4-0.06641 0.07938 -0.06881 -0.08346 -0.05673 -0.03547 -0.07087 -0.08147 0.00000

ST5 0.24651 0.41270 0.29963 0.19470 0.29593 (186564 0.29540 0.07961 0.03929 0.00000

Q1 0.34641 0.47785 0.38920 0.22909 0.41905 0.45165 0.40473 0.16930 0.14159 0.02195 0.00000

Q2 0.30894 0.46643 0.35333 0.22238 0.37829 0.42843 0.37566 0.13163 0.10797 -0.01611 0.05808 0.00000

Q3 0.42276 0.53526 0.46524 0.31825 0.50690 0.51221 0.45542 0.22681 0.19054 -0.06098 0.06908 -0.03207 0.00000
Q4 0.46011 0.54699 0.49904 0.34443 0.54000 0.53248 0.48348 0.27181 0.24401/ 0.01579 0.05291 0.10632 -0.02805 0.00000

Q5 0.51296 0.58628 0.55628 0.39319 0.60672 0.58333 0.53163 0.32399  0.29363 0.06355 0.11039 0.25508 0.09794 -0.02196 0.00000

Tabla 2 Distancia genética de Weir & Cockerham (Fst) entre los asilados de M. roreri de las diferentes fincas de las 3 provincias analizadas. M: Manabi, ST:
Santo Domingo, Q: Los Rios. La mayor distancia se evidencia entre las fincas M5 y Q5, mientras que la menor distancia se observa entre las fincas ST5 y Q4
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Fuente de d.f Suma de Componentes Porcentaje de
Variacion cuadrados de varianza variacioén
Entre grupos 2 506.827 8.66387 Va 23.23

Entre 12 441.800 2.04467 Vb 5.48
poblaciones

dentro de los

grupos

Dentro de 60 1595.600 26.59333 Vc 71.29

grupos

Total 74 2544 .227 37.30187

Tabla 3 Andlisis de varianza molecular (AMOVA) de M. roreri entre las 3 provincias analizadas
(entre grupos), entre fincas (entre poblaciones dentro de los grupos) y entre los individuos

(dentro de grupos)




Muestra

1. M_f1

3 M _f1

4_M_f1

5 M_f1

7 M _f1

9 M_f2

10_M_f2

Tamafio de

secuencia

626

631

631

631

681

529

600

Identificacion
Molecular

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Max score

1204

1202

1213

1196

690

1017

1154

Total score

1204

1202

1213

1196

690

1017

1154

Query cover

(%)

100%

100%

100%

100%

89%

100%

100%

E value

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

Identificacion

100 %

99%

100 %

99%

92%

100%

100%

64

Accesion

gi|560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242



12._M_f2

13_M_f2

14_M_f2

15_M_f2

16_M_f3

18_M_f3

19 M_f3

21 M _f3

631

574

604

617

631

631

631

580

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

1213

1071

1138

1175

1138

1191

1196

1098

1213

1071

1138

1175

1138

1191

1196

1098

100%

100%

99%

100%

100%

100%

100%

99%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

100%

100%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

65

gi| 560939599 | KF640242

gi|498763069|JX315288

gi| 560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242.1



22 M _f4

23_M_fa

24_M_fa

25_M_fa

27 _M_f4

28 M_f5

29 M_f5

31_M_f5

590

628

631

616

625

631

631

631

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

1123

1135

1196

1185

1179

1067

1213

1213

1123

1135

1196

1185

1179

1067

1213

1213

100%

99%

100%

100%

100%

99%

100%

100%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

99%

99%

99%

100%

99%

98%

100%

100%

66

gi| 560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi| 1003366169 |KU674835

gi| 560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242.1

gi|560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242



33_M_f5

34 M _f5

1.ST f1

3.5T_f1

4 ST f1

5 ST f1

6_ST_f1

7 ST f1

618

631

631

575

631

600

578

600

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

1188

1052

1190

1079

1213

1154

1096

1154

1188

1052

1190

1070

1213

1154

1096

1154

100%

98%

100%

98%

100%

100%

100%

100%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

100%

98%

99%

99%

100%

100%

100%

100%

67

gi| 560939599 | KF640242

5gi| 560939599 | KF640242

5gi| 560939599 | KF640242

5gi| 560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi| 498763069 |JX315288

gi|560939599 | KF640242



8 ST f1

11 ST f2

12 ST f2

13_ST f2

14_ST_f2

15_ST_f2

16_ST_f2

17_ST 3

600

600

631

631

631

631

631

631

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

1154

1154

662

1202

819

819

1213

1144

1154

1154

662

1202

819

819

1213

1148

100%

100%

78%

100%

88%

88%

100%

100%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

100%

100%

93%

99%

94%

94%

100%

99%

68

gi| 560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242



19 _ST_f3

21 ST f3

22 ST f4

23 ST f4

24 ST fa

26_ST f4

28 ST f5

29 ST f5

631

631

584

631

631

624

631

631

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

1196

1208

1112

1213

667

1194

1190

1213

1196

1208

1112

1213

667

1194

1190

1213

100%

100%

100%

100%

71%

100%

100%

100%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

99%

99%

99%

100%

95%

99%

99%

100%

69

gi|1003366169|KU674835

gi|560939599 | KF640242

gi|498763069|JX315288

gi| 560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242



30_ST_f5

31_ST_f5

32_ST_f5

1.Q_f1

2.Q_f1

4.Qf1

5.Q_fl1

6_Q_f1

631

631

631

631

631

631

631

631

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

1213

675

1213

1208

1213

1192

1208

1213

1213

675

1213

1208

1213

1192

1208

1213

100%

75%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

100%

96%

100%

99%

100%

99%

99%

100%

70

gi| 560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242



8.Q_f2

9.Q_f2

10_Q_f2

11_Q_f2

12_Q_f2

14_Q_f3

15_Q_f3

16_Q_f3

631

631

631

631

631

631

631

631

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

1192

1192

1208

1213

1213

1213

1208

1213

1192

1192

1208

1213

1213

1213

1208

1213

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

99%

99%

100%

100%

100%

100%

99%

100%

71

gi| 560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242



17_Q_f3

22_Q_f4

23 Q_f4

24_Q_f4

25_Q_f4

27_Q_f4

28_Q_f5

29 Q_f5

631

631

631

631

631

631

631

631

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

1186

1198

1202

1198

1192

1192

1202

1150

1186

1198

1202

1198

1192

1192

1202

1150

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

100%

99%

99%

99%

99%

99%

99%

98%

72

gi| 560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi| 1003366169 |KU674835

gi| 560939599 | KF640242

gi| 560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi| 1003366169 |KU674835



30_Q_fs

31._Q_f5

32_Q_f5

Tabla S1: Identificacién molecular de M. roreri al comparar las secuencias con las secuencias registradas en el GenBank.

631

631

631

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

Moniliophthora
roreri

1213

1198

1173

1213

1198

1173

100%

100%

100%

0.0

0.0

0.0

100%

99%

99%

73

gi| 560939599 | KF640242

gi|560939599 | KF640242

gi| 1003366169 |KU674835



