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SUMMARY

Background: Cocoa production in Ecuador, the world leader in fine flavour cocoa, faces losses due to dieback
caused by Lasiodiplodia theobromae. This phytopathogen affects the quality and yield of the crop. Currently,
information on the susceptibility of the main Ecuadorian varieties to this disease remains limited. Objective: To
evaluate the incidence of L. theobromae on dieback of Ecuadorian cocoa: Nacional, CCN-51, and Trinitario.
Methodology: The study was carried out between April and August 2023 at the La Maria Experimental Campus
located in the town of Mocache, Los Rios province, Ecuador. The experiments were conducted using a completely
randomised design with three treatments, five replicates and ten experimental units per treatment. Isolations of the
fungus were made from infected ears of the CCN-51 variety, and were morphologically and molecularly
characterised. In this study, mycelial growth rate, colony diameter (cm) and infection coverage on cocoa pods (cm)
were evaluated. In addition, fungal growth was determined in three culture media (potato dextrose agar, corn meal
agar, and malt extract agar) at 14, 28, and 40 °C. Results: It was observed that potato dextrose agar medium and
temperature of 28 °C were optimal for fungal growth. Internal and external infection coverage on cobs showed
that Nacional was the most susceptible variety, followed by CCN-51 and Trinitario. The highest spore density was
found on the surface of the cobs of the CCN-51 variety. Implications: The results highlight the need to strengthen
integrated disease management and consider varietal resistance in breeding programmes. Conclusions: The results
of this study confirm the high incidence of L. theobromae in the evaluated cocoa varieties. The Nacional variety
was the most susceptible, registering the highest internal and external infection coverage, as well as high seedling
mortality.

Key words: morphological characterization; genetic variability; fungal growth; infection cover; susceptibility;
pathogenicity.

RESUMEN
Antecedentes: La produccion de cacao en Ecuador, lider mundial en cacao fino de aroma, enfrenta pérdidas por
la muerte regresiva ocasionada por Lasiodiplodia theobromae. Este fitopatdgeno afecta la calidad y el rendimiento
del cultivo. En la actualidad la informacion sobre la susceptibilidad de las principales variedades ecuatorianas a
esta enfermedad sigue siendo limitada. Objetivo: Evaluar la incidencia de L. theobromae en la muerte regresiva
del cacao ecuatoriano: Nacional, CCN-51 y Trinitario. Metodologia: El estudio se realizo entre los meses de abril
y agosto de 2023 en el Campus Experimental La Maria ubicado en la cuidad de Mocache, provincia de Los Rios,
Ecuador. Los experimentos se llevaron a cabo utilizando un disefio completamente al azar con tres tratamientos,
con cinco repeticiones y diez unidades experimentales por tratamiento. Se realizaron aislamientos del hongo a
partir de mazorcas infectadas de la variedad CCN-51, y se caracterizaron morfologica y molecularmente. En este
estudio, se evalud la tasa de crecimiento micelial, el didmetro de la colonia (cm) y la cobertura de infeccion en
mazorcas de cacao (cm). Ademads, se determinod el crecimiento fingico en tres medios de cultivo (agar papa
dextrosa, agar de maiz y agar extracto de malta) a 14, 28 y 40 °C. Resultados: Se observo que el medio papa
dextrosa agar y la temperatura de 28 °C fueron 6ptimos para el crecimiento del hongo. La cobertura de infeccion
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interna y externa en las mazorcas mostr6 que la variedad Nacional era la mas susceptible, seguida por CCN-51 y
Trinitario. Se encontr6 una mayor densidad de esporas en la superficie de las mazorcas de la variedad CCN-51.
Implicaciones: Los resultados resaltan la necesidad de fortalecer el manejo integrado de la enfermedad y
considerar la resistencia varietal en programas de mejoramiento. Conclusiones: Los resultados de este estudio
confirman la alta incidencia de L. theobromae en las variedades de cacao evaluadas. La variedad Nacional fue la
mas susceptible, registrd la mayor cobertura de infeccion interna y externa, asi como una alta mortalidad en

plantulas.

Palabras clave: caracterizacion morfologica; variabilidad genética; crecimiento flingico; cobertura de infeccion;

susceptibilidad; patogenicidad.

INTRODUCCION

El cacao ecuatoriano es reconocido a nivel mundial
por su calidad y sabor, caracterizado por notas
florales y frutales (Erazo Solorzano et al., 2023).
Ecuador es uno de los principales productores de
cacao fino de aroma y representa aproximadamente
el 63 % de la produccion mundial de esta variedad
(Saravia-Matus et al., 2020; Torres-Rodriguez et al.,
2024). Este tipo de cacao, conocido como “arriba”,
ha sido cultivado en el pais durante siglos, y su
origen se remonta a tiempos precolombinos (Diaz-
Valderrama et al., 2020).

El cultivo de cacao enfrenta diversas enfermedades
que afectan su produccion y calidad (Cilas y Bastide,
2020), entre ellas la moniliasis (Moniliophthora
roreri) (Avendafio-Arrazate et al., 2018), la mazorca
negra (Phytophthora palmivora y Phytophthora
megakarya) (Polanco et al., 2022), la mazorca parda
(Lasiodiplodia theobromae) (Muiioz et al., 2022) y
el mal de machete (Ceratocystis cacaofunesta)
(Espinal et al., 2023).

La enfermedad de la muerte regresiva, causada por
el hongo Lasiodiplodia theobromae, es una de las
patologias mas destructivas para el cultivo del cacao
y afecta tanto sus frutos como las ramas (Delgado-
Ospina et al., 2021). Los primeros signos de
infeccion en los frutos se manifiestan como manchas
negras y acuosas que se expanden rapidamente, lo
que resulta en una descomposicion interna que torna
los frutos blandos y provoca su caida prematura
(Asman et al., 2024a). Ademas, el hongo puede
persistir en los tejidos vegetales infectados; esto
facilita la propagacion de la enfermedad en el campo
y dificulta su control.

En las ramas, la enfermedad se evidencia con la
aparicion de cancros o heridas abiertas que exudan
un liquido oscuro y avanzan hasta causar su muerte
regresiva, la cual se caracteriza por la pérdida de
hojas y la muerte de los brotes jovenes (La Porta et
al., 2023). Las condiciones calidas y humedas
favorecen el desarrollo de la enfermedad, lo que hace
que las regiones tropicales donde se cultiva el cacao
sean especialmente vulnerables (Ambele et al.,
2023). El hongo se disemina principalmente a través
de esporas transportadas por el viento, el agua y las
herramientas contaminadas, e ingresa a la planta a

través de heridas o aberturas naturales como las
estomas (Oliver, 2024).

El manejo efectivo de L. theobromae en cacao
requiere una combinacion de estrategias (Ablormeti
etal.,2021). La poda y destruccion de frutos y ramas
infectadas son esenciales para reducir la propagacion
del hongo, y es crucial desinfectar las herramientas
de poda regularmente para evitar la transferencia de
esporas de un arbol a otro (Burgess et al., 2018).
Mejorar el drenaje del suelo ayuda a reducir las
condiciones favorables para el hongo, y un manejo
adecuado del dosel del arbol favorece la circulacion
del aire y reduce la humedad (Boczon et al., 2021).

El uso de fungicidas especificos puede ser efectivo
en el control de este fitopatdgeno, pero su aplicacion
debe seguir recomendaciones técnicas para evitar
resistencia (Yang et al., 2021). El desarrollo de
variedades de cacao resistentes es una estrategia a
largo plazo para una solucion sostenible (Boadi et
al., 2022). La infeccion por L. theobromae reduce la
cantidad y calidad de la cosecha, lo cual impacta
econdmicamente a los productores (Kumah et al.,
2020). Los frutos infectados no son aptos para la
venta, y la pérdida de ramas productivas disminuye
la capacidad de produccion. Esto subraya la
necesidad de un manejo efectivo para mantener la
viabilidad econémica de las plantaciones de cacao
(Adebayo et al., 2022).

Las variaciones morfologicas y patologicas en L.
theobromae se deben a una combinacion de factores
genéticos, ambientales y adaptativos (Jaimez et al.,
2022). La alta variabilidad genética del hongo,
influenciada por la reproduccion sexual y asexual, da
lugar a diferencias en la morfologia y virulencia
(Celik Oguz y Karakaya, 2021). Las condiciones
climaticas, como temperatura y humedad, y la
interaccion con el huésped también afectan su
expresion morfoloégica y la severidad de la
enfermedad (Pokhrel, 2021). Ademas, la plasticidad
fenotipica permite al hongo ajustarse rapidamente a
cambios ambientales, lo que favorece su
supervivenciay capacidad de infeccion (Gonzalez et
al., 2020).

A pesar de que Lasiodiplodia theobromae esta
asociada con la muerte regresiva del cacao, la
evidencia comparativa por variedad en Ecuador es
limitada. En particular, no se dispone de
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estimaciones consistentes de incidencia que
contrasten Nacional, CCN-51 y Trinitario bajo
condiciones experimentales, incorporando métricas
como cobertura de infecciéon interna/externa y
densidad de esporas. La caracterizacién morfoldgica
cuantitativa es importante para la determinacion de
descriptores reproducibles que permitan comparar
aislamientos, la evaluacion de su plasticidad
ambiental y el establecimiento de criterios para
discriminar variantes intraespecificas con distinta
virulencia. Este estudio tiene como objetivo evaluar
la incidencia de L. theobromae en la muerte
regresiva de del cacao ecuatoriano: Nacional, CCN-
51 y Trinitario. Los resultados obtenidos buscan
contribuir al desarrollo de estrategias de manejo mas
efectivas para mitigar el impacto de esta enfermedad
en la produccién de cacao en Ecuador.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion geografica y area de estudio

El area de estudio comprende la region del canton
Mocache, en la provincia de Los Rios, Ecuador,
caracterizada por una temperatura promedio anual de
25 °C y una precipitacion anual entre 1500 y 2000
mm. Los experimentos se realizaron en el primer
semestre del afio 2023 en el Laboratorio de Biologia
y Microbiologia de la Universidad Técnica Estatal de
Quevedo, ubicado en el kilémetro 7.5 via a El
Empalme (01° 00" 43” latitud sur y 79° 28' 22”
longitud oeste), a una altitud de 70 msnm.

Aislamiento y purificacion de Lasiodiplodia
theobromae

El aislamiento se realizd a partir de mazorcas de
cacao (var. CCN-51) con sintomas de infeccion,
siguiendo el protocolo de Restrepo et al. (1976). Se
seleccionaron mazorcas que mostraron sintomas
visibles de infeccion, tales como manchas necréticas
y podredumbre. Las mazorcas afectadas fueron
recogidas y colocadas en bolsas de plastico estériles
para evitar cualquier contaminacion adicional. Una
vez en el laboratorio, la superficie de las mazorcas
fue limpiada con alcohol al 70 %. Posteriormente, se
cortaron pequefias porciones de tejido de las zonas
afectadas. Estos fragmentos de tejido fueron
sumergidos en una solucion de hipoclorito de sodio
al 1 % durante 2 min, para proporcionar una
desinfeccion adicional. Después de la desinfeccion,
los tejidos fueron enjuagados con agua destilada
estéril y secados con papel de filtro estéril para el
cultivo. Los fragmentos de tejido desinfectado
fueron colocados en placas de Petri que contenian
medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA). Se
utilizd un asa de siembra estéril para distribuir los
fragmentos en el medio de cultivo. Las placas fueron
incubadas a una temperatura de 28 °C, en
condiciones de oscuridad durante 72 horas. Se
seleccionaron las colonias con caracteristicas
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morfoldgicas compatibles con L. theobromae, como
una coloracion negra y un aspecto algodonoso.

Identificacion molecular

La identificacion molecular se realizd6 mediante
PCR, siguiendo el protocolo de Polanco Florian et
al. (2019). EI ADN se extrajo de colonias puras
cultivadas en PDA usando el kit DNeasy Plant Mini
(Qiagen). Se emplearon los partidores ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS2 (5'-
GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3"), para
amplificar la region ITS (ITS1-5.8S-ITS2). Las
condiciones de amplificacion incluyeron una
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 min, seguida
de 35 ciclos (95 °C por 30s, 55°C por 30sy 72 °C
por 1 min) y una extension final a 72 °C por 10 min.
Los productos de PCR se purificaron (QIAquick Gel
Extraction Kit) y se secuenciaron por Sanger. Las
secuencias fueron analizadas mediante BLAST en
GenBank para confirmar la identidad del aislado.

Crecimiento de L. theobromae en diferentes
medios de cultivo

Se determin el crecimiento de L. theobromae en tres
medios de cultivo: papa dextrosa agar (PDA), agar
maiz (AM) y agar extracto de malta (AME). Las
placas se incubaron a 28 °C en condiciones de
oscuridad, y se observd y registrd el crecimiento
fingico diariamente durante 4 dias. Se midi6 el
diametro de las colonias en cada placa a intervalos
de 24 horas, y se registrd el tamafo de las colonias y
patrén de crecimiento.

Crecimiento a diferentes rangos de temperatura

Se inocul6 un fragmento del cultivo puro en el centro
de placas con PDA, AM y AME, utilizando un asa
estéril. Se realizaron tres réplicas por medio. Las
placas se incubaron a 14, 28 y 40 °C durante 72
horas. Posteriormente, se midid el diametro de las
colonias y se registrd su morfologia.

Cobertura de infeccion en mazorcas de cacao

Se seleccionaron mazorcas sanas de tres materiales
diferentes de cacao, en un estado de maduracion
intermedio. Luego, su superficie se desinfectdé con
alcohol al 70 % y se dejaron secar al aire en
condiciones estériles. Paralelamente, se prepar6 el
inoculo de L. theobromae en placas de PDA a 28 °C
durante 6 dias. Para la inoculacion del fitopatégeno
se sigui6 la metodologia descrita Cedefio Moreira et
al.  (2020). Las mazorcas se  cortaron
superficialmente con un bisturi estéril en la zona de
inoculaciéon y se agregd un segmento del cultivo de
0,5 cm?, las heridas se cubrieron con cinta adhesiva
estéril para evitar la contaminacion. Las mazorcas
inoculadas se colocaron en bolsas de plastico
perforadas y se incubaron a 28 °C durante 7-14 dias
en una camara de crecimiento.
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Se revisaron diariamente para observar sintomas de
infeccidn como manchas necroéticas, podredumbre y
cambios de color. La documentacion visual se
realizd6 mediante fotografias y las lesiones se
midieron con calibrador digital (Traceable® Digital
Calipers).

Recuento de esporas en la superficie de la
mazorca

Para el recuento de esporas de L. theobromae en la
superficie de mazorca de cacao, se seleccionaron las
mazorcas del ensayo de infeccion. Para la
recoleccion de esporas, las mazorcas se sumergieron
y agitaron en una solucion salina estéril al 0.85 %
con 0.05 % de Tween 20, durante 5 minutos, y la
solucioén filtrada se centrifugd a 3000 rpm por 10
min, se decantd el sobrenadante y se resuspendio el
sedimento en 1 mL de agua destilada estéril. La
suspension de esporas se cuantifico en camara de
Neubauer para la obtencion de la concentracion de
esporas por cm?.

Inhibicion de la germinacion de semillas
inoculadas con L. theobromae

Las semillas se dividieron en dos grupos: control
(inmersion en agua estéril) y experimental
(inoculacién con una suspension de L. theobromae,
1 x 10° esporas/mL durante 30 min). Luego se
incubaron en camaras oscuras a 28 °C sobre papel
filtro hiimedo estéril. La germinacion se evalud a los
10 dias, registrando el numero de semillas
germinadas. Los datos permitieron calcular la tasa de
inhibicion inducida por el fitopatogeno.

Mortalidad en plantulas inoculadas con L.
theobromae

Se evalud la mortalidad de plantulas de cacao
germinadas en sustrato estéril (tierra: arena, 1:1) bajo
condiciones controladas (28 °C, 80% HR, 12h
luz/12h  oscuridad), mediante el protocolo
modificado de Auhing Arcos et al. (2021). A los 15
dias, en etapa de dos hojas verdaderas, se inocul6 el
sistema radicular del grupo experimental con una
suspension de L. theobromae (1 % 10° esporas/mL,
5mL por plantula), mientras que el grupo control
recibi6 agua estéril. La mortalidad se evalu6 durante
60 dias, registrando plantulas con pérdida total de
turgencia y desecacion.

Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizé un desefio experimental completamente al
azar con tres tratamientos y cinco repeticiones, con
un total de diez unidades experimentales por
tratamiento. Previo al analisis, se verificaron los
supuestos de normalidad de los datos mediante la
prueba de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de
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varianzas mediante la prueba de Bartlett. Se utilizo
un andlisis de varianza (ANOVA), se empleo el test
de Tukey para la comparaciéon de rangos multiples,
con un nivel de significancia de p < 0.05. El
procesamiento estadistico se realizo con el software
R.

RESULTADOS

Caracterizacion morfolégica de Lasiodiplodia
theobromae

La caracterizacion morfologica de los aislamientos
de L. theobromae mostrd diferencias entre las cepas
LS-M1 (Figura 1 A1-A4) y LS-M2 (Figura 1 B1-
B4). Las colonias en vista frontal de ambas cepas
(Figura 1 Al, Bl) presentaron un crecimiento
micelial denso y de color oscuro, mientras que en el
perfil posterior (Figura 1 A2, B2) se observo la
produccion de estructuras esféricas negras, las cuales
fueron indicativas de picnidios abundantes. La
observacion microscopica reveld conidios maduros
elipsoidales con un septo central y conidios
inmaduros sin septo, homogéneos entre ambas cepas
(Figura 1 A3, B3). Ademas, las hifas presentaron
septos bien definidos y un patron ramificado
caracteristico (Figura 1 A4, B4). Las caracteristicas
morfologicas observadas en ambas cepas fueron
consistentes con la descripcion taxonoémica de L.
theobromae.

Identificacion molecular de L. theobromae

Los resultados evidenciaron que la cepa LS-MI1,
identificada bajo el codigo de acceso MK696028.1,
mostr6 una cobertura de consulta del 100 % en
relacion con la cepa MY-8, lo que indico que la
secuencia coincide en su totalidad con la secuencia
de referencia utilizada. Asimismo, presentd una
identidad del 100 %, lo que sugiri6 una
correspondencia a L. theobromae. Por otro lado, la
cepa LS-M2, con el codigo de acceso MG897496.1,
fue relacionada con la cepa LDO02. Al igual que la
cepa LS-M1, la cepa LD02 mostr6 una cobertura de
consulta del 100 %, lo que confirmé que toda la
secuencia de la cepa aislada se aline6 con la
secuencia de L. theobromae (Tabla 1).

Crecimiento en diferentes medios de cultivo

L. theobromae  mostr6  un  crecimiento
significativamente superior en PDA en comparacion
con AM y AME. A las 96 horas, alcanzé un didmetro
de 9.01 cm en PDA, mientras que en AM y AME fue
de 6.91 y 7.33 cm, respectivamente. En todas las
horas evaluadas, PDA promovi6 el mayor
crecimiento micelial, destacandose como el medio
mas favorable para el desarrollo del fitopatdégeno
(Figura 2).
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Figura 1. Caracterizacion morfoldogica de los aislados de Lasiodiplodia theobromae: A1-A4, cepa LS-M1; B1-
B4, cepa LS-M2 (A1, B1: Colonia perfil frontal; A2, B2: Colonia perfil posterior; A3, B3: Conidios
inmaduros; A4, B4: Hifas septadas).

Tabla 1. Identificacion molecular de los aislados fingicos.

CEPA Identidad (Base de datos NCBI / GenBank)
Cédigo Nomenclatura Cepa  Cobertura de consulta Identidad Numero de
(%) (%) acceso
LS-M1 Lasiodiplodia HY-8 100 100 MK696028.1
theobromae
LS-M2 Lasiodiplodia LDO02 100 100 MG897496.1
theobromae
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Figura 2. Capacidad de crecimiento Lasiodiplodia theobromae en tres medios de cultivo diferentes: papa
dextrosa agar (PDA), agar maiz (AM) y agar extracto de malta (AME).
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Crecimiento a diferentes temperaturas

En el medio PDA, a 28 °C se observo el mayor
crecimiento con un diametro de 8.41 cm,
estadisticamente diferente (p < 0.05) a los otros dos
tratamientos de temperatura. El menor crecimiento
micelial fue obtenido a 14 °C con 3.19 cm. En el
medio AM, el crecimiento a 28 °C también fue el
mayor, con un diadmetro de 7.27 cm, mientras que a
14 y 40 °C los diametros fueron menores con valores
de 2.12 y 3.39 cm, respectivamente. En el medio
AME el mayor crecimiento se obtuvo a 28 °C (7.01
cm), y el menor crecimiento a 14 °C (2.06). Estos
resultados demostraron que la temperatura 6ptima
para el crecimiento de L. theobromae en los tres
medios de cultivo fue de 28 °C, mientras que
temperaturas mas bajas (14 °C) y mas altas (40 °C)
inhibieron su crecimiento de manera significativa
(Figura 3).

Cobertura de infeccion en mazorcas

La cobertura de la infeccion interna y externa
ocasionada por L. theobromae evidenci6 diferencias
significativas (p < 0.05). La variedad Trinitario
(Figura 4C) presentd la menor cobertura de
infeccion, con valores de 1 cm para la infeccion
interna y 2 cm para la infeccion externa, mostrando
diferencias significativas (p < 0.05) con el resto de
las variedades. La variedad Nacional (Figura 4B)
mostr6 la mayor cobertura de infeccion, con 5 cm
tanto para la infeccion interna como externa, sin
embargo, no presentd diferencias significativas
(p>0.005) en la infeccién externa con la variedad
CCN-51. La variedad CCN-51 (Figura 4A) presento
una cobertura intermedia, con 3 cm para la infeccion
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interna y 4 cm para la externa. Estas diferencias
indican que la variedad Nacional es la mas
susceptible a la infeccion por L. theobromae, seguida
por CCN-51, mientras que Trinitario demuestra una
mayor resistencia.

Recuento de esporas en la superficie de la
mazorca

Los resultados del recuento de esporas en la
superficie de la mazorca mostraron diferencias
significativas (p < 0.05) entre las variedades. La
variedad CCN-51 presentd la mayor densidad de
esporas y alcanzé 118 esporas/cm?,
significativamente superior (p < 0.05) a las otras
variedades. La variedad Trinitario mostré una
densidad intermedia, con 71 esporas/cm?
diferenciandose estadisticamente de CCN-51. La
variedad Nacional mostro la menor densidad de
esporas, con 31 esporas/cm? Estos resultados
demostraron que la variedad CCN-51 fue la mas
susceptible a la colonizacién por esporas de L.
theobromae, mientras que la Nacional presentd una
menor susceptibilidad relativa (Figura 5).

Inhibicién de la germinacién

Los resultados demostraron que la variedad CCN-51
presento la mayor inhibiciéon de germinacion con un
45 %, con diferencias estadisticas (p < 0.05) de las
otras dos variedades. En contraste, las variedades
Nacional y Trinitario mostraron niveles de inhibicion
de germinacion similares, con valores cercanos al 25
% y no presentaron diferencias significativas (p >
0.05) (Figura 6).
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Figura 3. Crecimiento de Lasiodiplodia theobromae en tres medios de cultivo: papa dextrosa agar (PDA),
agar maiz (AM) y agar extracto de malta (AME), y tres rangos de temperatura (14, 28 y 40 °C). Las lineas
de error sobre las barras indican + la desviacion estandar. Letras distintas indican diferencias significativas

entre tratamientos (Tukey p < 0.05).
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Figura 4. Cobertura de la infeccion causada por Lasiodiplodia theobromae en tres materiales genéticos de
cacao: A) cacao CCN-51, B) cacao Nacional y C) cacao Trinitario, evaluando tanto el perfil externo como el
interno de 1a mazorca. Las lineas de error sobre las barras indican + la desviacion estandar. Letras distintas
indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey p < 0.05).
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Figura 5. Concentracion de esporas sobre la superficie infectada de diferentes materiales genéticos de cacao
ecuatoriano. Las lineas de error sobre las barras indican + la desviacién estandar. Letras distintas indican
diferencias significativas entre tratamientos (Tukey p < 0.05).
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desviacion estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey p < 0.05).
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Mortalidad e infectividad en plantulas de cacao

La progresion de mortalidad e infeccion por L.
theobromae  mostré  diferencias  estadisticas
significativas (p < 0.05) entre variedades. La
variedad Nacional fue la mas susceptible (70 % de
mortalidad, 85% de infeccion), mostrando
diferencias significativas (p < 0.05) con las otras dos
variedades. La variedad Trinitario present6 la menor
mortalidad con 28 % y una infeccién del 48 %
(Figura 7).

DISCUSION

La caracterizacion morfologica de los aislamientos
de L. theobromae LS-MI1 y LS-M2 mostré6 un
crecimiento micelial denso y de color oscuro en vista
frontal; esto se asocia con la produccion de melanina,
un pigmento que confiere resistencia a condiciones
ambientales adversas (Eisenman et al., 2020; Liu et
al., 2023). Este rasgo no solo es un indicador de
robustez estructural, sino también un factor
relacionado con la virulencia del fitopatdgeno en los
hospedadores (Eisenman et al., 2020). Se ha
sefialado que la presencia de estructuras esféricas
negras en el perfil posterior, identificadas como
picnidios, es clave para la formacion y dispersion de
conidios, lo que asegura la capacidad de
colonizacion y propagacion del hongo en ambientes
humedos tipicos de los cultivos de cacao (Atallah er
al., 2024).

La observacion microscopica de conidios maduros
con un septo central y conidios inmaduros sin septo
confirma la capacidad de L. theobromae para
producir esporas viables en diversas etapas de
maduracion, lo que facilita su dispersion en el
ambiente (Huaman-Pilco ef al., 2024; Ocampo et al.,
2024). Esta caracteristica es fundamental para su
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identificacion taxonémica y ha sido documentada
como un rasgo distintivo dentro del género
Lasiodiplodia (Thangarajah y Emmanuel, 2024).
Estudios efectuados por Delmas et al. (2024) han
demostrado que la transicion entre conidios
inmaduros y maduros asegura la viabilidad del
fitopatdgeno, incluso en condiciones desfavorables,
lo que refleja su adaptabilidad ecologica y su
potencial como amenaza fitosanitaria en cultivos
estratégicos.

El crecimiento superior de L. theobromae en el
medio PDA, se atribuye a la alta disponibilidad de
carbohidratos simples y complejos en la
composicion del medio (Ascencio ef al., 2021). El
medio de cultivo PDA contiene extracto de papa, rico
en almidones fécilmente hidrolizables por las
enzimas amiloliticas del hongo, y dextrosa, una
fuente directa de glucosa que favorece un
metabolismo energético eficiente (Constante et al.,
2024). Este acceso rapido a nutrientes esenciales
potencia la sintesis de macromoléculas necesarias
para la expansion del micelio, como las proteinas y
los polisacaridos de la pared celular (Ikechi y
Nwachukwu, 2023; Garcia et al., 2024).

El crecimiento de L. theobromae a 28 °C destaca
como rango ideal para la actividad metabolica y
enzimatica del mismo (Quach et al., 2023). A esta
temperatura, las enzimas esenciales para la
biosintesis de la pared celular y el metabolismo
energético, como la glucosiltransferasa y la isocitrato
deshidrogenasa, operan cerca de su maxima
eficiencia catalitica (Bhatia ef al., 2021; Dahmani et
al., 2023). Esto permite un balance 6ptimo entre el
anabolismo y el catabolismo, lo que favorece un
desarrollo micelial acelerado y una expansion
homogénea de las colonias (Chang et al., 2022).
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Figura 7. Progresién de la mortalidad e infeccion mediante la inoculacién de Lasiodiplodia theobromae en
plantulas de tres materiales de cacao ecuatoriano. Las lineas de error sobre las barras indican + la desviacion
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey p < 0.05).
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Las temperaturas mas bajas en rango de 14 °C
limitan significativamente el crecimiento del hongo
debido a una reduccion en la actividad enzimatica y
en las tasas de difusion de los nutrientes a través de
las membranas celulares (Jiang et al., 2022; Ashtiani
et al., 2023). En estas condiciones, las rutas
metabolicas dependientes de temperatura, como la
glucolisis y la fosforilacion oxidativa, se ven
afectadas, lo que disminuye la disponibilidad de
adenosin trifosfato (ATP) necesario para la
expansion celular (Raymond-Bouchard et al., 2018;
Jiang et al., 2022).

El incremento de la temperatura por encima de los
40 °C reduce el crecimiento del hongo, lo que puede
explicarse por la desnaturalizacion parcial de
proteinas y enzimas criticas, asi como por el estrés
térmico sobre los componentes celulares (Luo ef al.,
2021). Altas temperaturas también pueden generar
acumulaciéon de especies reactivas de oxigeno
(ROS), lo que dafia las membranas celulares y los
organelos y compromete el metabolismo general del
hongo (Carvajal, 2019). Aunque el crecimiento a 40
°C es mayor que a 14 °C, refleja una capacidad
adaptativa limitada de L. theobromae para tolerar
temperaturas  elevadas, probablemente como
mecanismo de supervivencia en entornos tropicales
estacionales (Picos-Muiioz et al., 2015; Polanco-
Florian et al., 2020).

La menor cobertura de infeccion observada en
Trinitario sugiere la presencia de mecanismos de
defensa, como una mayor acumulacion de
metabolitos secundarios antifungicos, tales como
taninos y compuestos fendlicos (Rojo-Poveda et al.,
2021; Choéez-Guaranda et al., 2023). Estos
compuestos alteran la integridad estructural de la
membrana plasmatica y la pared celular de los
hongos (Hossain et al., 2021). Como resultado, se
produce una fuga de componentes esenciales, como
iones, metabolitos y proteinas, lo que conduce a la
desregulacion osmética y la muerte celular (Rashad
et al., 2020).

La variedad Nacional, con la mayor cobertura de
infeccién podria tener una menor capacidad de
inducir respuestas de defensa sistémica adquirida
(SAR) o presentar tejidos mas susceptibles a la
colonizacion fungica (Tulshiram et al., 2022). Esto
puede deberse a diferencias en la composicion
estructural de las paredes celulares, como una menor
cantidad de lignina o pectinas modificadas que
facilitan la invasion de L. theobromae (Colonges et
al., 2022). Ademaés, la interaccion con el hongo
podria estar regulada por la expresion de genes
especificos relacionados con la resistencia o
susceptibilidad, lo que explica la uniformidad en la
cobertura entre las infecciones internas y externas en
esta variedad (Asman et al., 2021; Etaware, 2021).

En CCN-51 la cobertura de infeccion intermedia
refleja un balance entre susceptibilidad y resistencia.
La mayor infeccion externa respecto a la interna
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sugiere que la cuticula y las primeras capas de tejido
pueden ser mas vulnerables, pero la colonizacion de
tejidos mas profundos se ve parcialmente limitada,
posiblemente por la activaciéon de respuestas
defensivas tardias. Esto coincide con lo sefialado por
Ploetz (2007), quien menciona que las diferencias en
la resistencia de las variedades de cacao estan
influenciadas por factores anatbmicos y bioquimicos
que modulan la interaccion hospedero-patogeno.

La alta densidad de esporas en CCN-51 se relaciona
con una superficie epidérmica mas favorable para la
adhesion y germinacion de las esporas, con una
mayor rugosidad y composiciéon lipidica de la
cuticula que facilita la interaccion con el
fitopatdogeno (Meza-Sepulveda et al., 2021; Jaimez
et al.,2022; Atianashie, 2024). Es posible que CCN-
51 presente una menor concentracion de compuestos
antifungicos en su superficie, lo que permitiria un
crecimiento mas rapido de las estructuras
reproductivas del hongo (Morales et al., 2024).

La menor densidad de esporas en la variedad
Nacional sugiere una mayor resistencia natural a la
colonizacion inicial por L. theobromae, debido a la
presencia de barreras fisicas mas efectivas, como una
cuticula mas gruesa o ceras cuticulares que dificultan
la adhesion de esporas (Mucherino Muiloz et al.,
2021). Asimismo, los metabolitos secundarios de
esta variedad, como los compuestos fendlicos,
actuan directamente al inhibir la germinacion de
esporas o al interferir en el desarrollo del micelio
(Subroto et al., 2023).

La tolerancia ante la infeccion de L. theobromae del
material Trinitario estaria asociada a su origen
hibrido, que combina caracteristicas genéticas de las
variedades Forastero y Nacional, lo que confiere una
mayor variabilidad genética y una mayor capacidad
para desarrollar respuestas defensivas frente a
infecciones fungicas (Adu-Acheampong et al., 2012;
Somarriba et al., 2021; Asman et al., 2024b). Es
plausible que esta variedad posea mecanismos de
resistencia mas robustos, como la activacion de
genes que regulan respuestas de defensa inducida, lo
que incluye la sintesis de compuestos
antimicrobianos y el fortalecimiento estructural de
tejidos para limitar la colonizacion del fitopatogeno
(Ofori et al., 2022; Nieves-Orduiia et al., 2023).

La alta susceptibilidad de la variedad Nacional frente
a L. theobromae se debe a una combinaciéon de
factores genéticos, anatomicos y fisioldgicos, donde
su homogeneidad genética, caracteristica de un
germoplasma tradicional, ha limitado su adaptacion
evolutiva y respuesta  inmunoldgica ante
fitopatdgenos, a diferencia de variedades hibridas o
comerciales. Esta baja variabilidad genética reduce
la probabilidad de poseer alelos de resistencia que
confieran tolerancia al hongo, lo que facilita la
penetracion inicial y la colonizacion sistémica a
través de los tejidos vasculares, lo que resulta en una
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progresion rapida de la enfermedad (Nieves-Orduiia
et al., 2021). En conjunto, estos factores convierten
a la variedad Nacional en una planta altamente
vulnerable, incapaz de desarrollar defensas eficaces
frente a la patogenicidad de L. theobromae, lo cual
resalta la importancia de estrategias de mejoramiento
genético (Gopaulchan ez al., 2020; Ofori et al.,
2023).

CONCLUSIONES

El estudio permitié evaluar la incidencia de L-
theobromae en tres variedades de cacao ecuatoriano
(Nacional, CCN-51 y Trinitario). Se observo una
variabilidad significativa en la susceptibilidad entre
las variedades, siendo Nacional la mas afectada, con
una mayor cobertura de infeccion tanto interna como
externa en las mazorcas y una alta mortalidad en
plantulas. El medio de cultivo papa dextrosa agar y
la temperatura de 28 °C resultaron ser las
condiciones Optimas para el crecimiento de L.
theobromae. Estas condiciones facilitaron una
mayor proliferacion del fitopatogeno, lo cual es
crucial para comprender su comportamiento y
mejorar las estrategias de manejo.
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