UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

REPUBLICA DEL ECUADOR
UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
FACULTAD DE POSGRADO

INFORME DE INVESTIGACION
PREVIO A LA OBTENCION DEL TiTULO DE:

MAGISTER EN BIOTECNOLOGIA

TEMA:

Evaluacién del potencial patogénico y endofitico de hongos asociados a
sintomas en plantas de cacao (Theobroma cacao L.) de la comunidad Nueva
Providencia, Parque Nacional Yasuni

Autores:

Pablo Danilo Carrera Oscullo

Jhosselyn Andrea Pefiafiel Romero

Director:

Simoén Pérez Martinez

Milagro, 2024




Derechos de Autor

Sr. Dr.

Fabricio Guevara Viejo

Rector de la Universidad Estatal de Milagro
Presente.

Yo, Pablo Danilo Carrera Oscullo, en calidad de autor y titular de los derechos
morales y patrimoniales de este informe de investigacion, mediante el presente
documento, libre y voluntariamente cedo los derechos de Autor de este proyecto de
desarrollo, que fue realizada como requisito previo para la obtencién de mi Grado,
de Magister en Biotecnologia, como aporte a la Linea de Investigacion Gestion y
manejo sustentable de los recursos naturales de conformidad con el Art. 114 del
Cddigo Organico de la Economia Social de los Conocimientos, Creatividad e
Innovacién, concedo a favor de la Universidad Estatal de Milagro una licencia
gratuita, intransferible y no exclusiva para el uso no comercial de la obra, con fines
estrictamente académicos. Conservo a mi favor todos los derechos de autor sobre
la obra, establecidos en la normativa citada.

Asi mismo, autorizo a la Universidad Estatal de Milagro para que realice la
digitalizacion y publicacion de este Proyecto de Investigacion en el repositorio virtual,
de conformidad a lo dispuesto en el Art. 144 de la Ley Organica de Educacién
Superior.

El autor declara quela obra objeto de la presente autorizacion es original en su forma
de expresion y no infringe el derecho de autor de terceros, asumiendo la
responsabilidad por cualquier reclamacion que pudiera presentarse por esta causa
y liberando a la Universidad de toda responsabilidad.

Milagro, 10 de noviembre del 2024

PABLO BAN'TS ™
CARRERA GSCULLO

Pablo Danilo Carrera Oscullo

C.l.: 1718555236

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




Derechos de Autor
Sr. Dr.
Fabricio Guevara Viejo
Rector de la Universidad Estatal de Milagro
Presente.

Yo, Jhosselyn Andrea Peiafiel Romero, en calidad de autor y titular de los
derechos morales y patrimoniales de este informe de investigacion, mediante el
presente documento, libre y voluntariamente cedo los derechos de Autor de este
proyecto de desarrollo, que fue realizada como requisito previo para la obtencion de
mi Grado, de Magister en Biotecnologia, como aporte a la Linea de Investigacion
Gestion y manejo sustentable de los recursos naturales de conformidad con el
Art. 114 del Cddigo Organico de la Economia Social de los Conocimientos,
Creatividad e Innovacién, concedo a favor de la Universidad Estatal de Milagro una
licencia gratuita, intransferible y no exclusiva para el uso no comercial de la obra,
con fines estrictamente académicos. Conservo a mi favor todos los derechos de
autor sobre la obra, establecidos en la normativa citada.

Asi mismo, autorizo a la Universidad Estatal de Milagro para que realice la
digitalizacion y publicacion de este Proyecto de Investigacion en el repositorio virtual,
de conformidad a lo dispuesto en el Art. 144 de la Ley Organica de Educacion
Superior.

El autor declara quela obra objeto de la presente autorizacion es original en su forma
de expresion y no infringe el derecho de autor de terceros, asumiendo la
responsabilidad por cualquier reclamacion que pudiera presentarse por esta causa
y liberando a la Universidad de toda responsabilidad.

Milagro, 10 de noviembre del 2024

jrmda el eEcll_v?n’.\‘can’&rNe 5
= PENAFI EL ROVERO

Jhosselyn Andrea Pefafiel Romero

C.l.: 2150142822

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




Aprobacién del Tutor del Trabajo de Titulacion

Yo, Simon Pérez Martinez, en mi calidad de tutor del trabajo de titulacion, elaborado
por Pablo Danilo Carrera Oscullo y Jhosselyn Andrea Pefiafiel Romero, cuyo
tema es Evaluacion del potencial patogénico y endofitico de hongos asociados
a sintomas en plantas de cacao (Theobroma cacao L.) de la comunidad Nueva
Providencia, Parque Nacional Yasuni, que aporta a la Linea de Investigacion
Gestidn y manejo sustentable de los recursos naturales, previo a la obtencion del
Grado Magister en Biotecnologia. Trabajo de titulacion que consiste en una
propuesta innovadora que contiene, como minimo, una investigacién exploratoria y
diagnostica, base conceptual, conclusionesy fuentes de consulta, considero que el
mismo reune los requisitos y meéritos necesarios para ser sometido a la evaluacion
por parte del tribunal calificadorque se designe, por lo quelo APRUEBO, a finde que
el trabajo sea habilitado para continuar con el proceso de titulacién de la alternativa
de Informe de Investigacion de la Universidad Estatal de Milagro.

Milagro, 10 de noviembre del 2024

Simén Pérez Martinez

C.l.: 0960298784

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Aprobacion del tribunal calificador

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
FACULTAD DE POSGRADO
CERTIFICACION DE LA DEFENSA

El TRIBUNAL CALIFICADOR previo a la obtencién del titulo de MAGISTER EN BIOTECNOLOGIA, presentado por BQF. CARRERA
OSCULLO PABLO DANILO, otorga al presente proyecto de investigacion denominado "EVALUACION DEL POTENCIAL

PATOGENICO Y ENDOFITICO DE HONGOS ASOCIADOS A SINTOMAS EN PLANTAS DE CACAO (THEOBROMA CACAO L.) DE
LA COMUNIDAD NUEVA PROVIDENCIA, PARQUE NACIONAL YASUNI", las siguientes calificaciones:

TRABAJO ESCRITO 59.87
SUSTENTACION 39.22
PROMEDIO 99.08
EQUIVALENTE Excelente

oo adactcimeunen:
MANUE

ALEJANDRO
VFIALLOS CARDENAS

Mgtr. FIALLOS CARDENAS MANUEL ALEJANDRO
PRESIDENTE/A DEL TRIBUNAL

Msc GARCES MONVCé\ggLMARiA FERNANDA Mgs GAVIN MOYANO CESAR STALIN

ECRETARIO/A DEL TRIBUNAL
H cdia. universitaria Dr. Romulo Minchala Murillo, www.unemi.edu.ec @UNEMIEcuador
km 1,5 via Milagro - Virgen de Fatima 0 v lin|
rectorado@unemi.eduec

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Aprobacion del tribunal calificador

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
FACULTAD DE POSGRADO
CERTIFICACION DE LA DEFENSA

El TRIBUNAL CALIFICADOR previo a la obtencion del titulo de MAGISTER EN BIOTECNOLOGIA, presentado por BIOL. PENAFIEL
ROMERO JHOSSELYN ANDREA, otorga al presente proyecto de investigacién denominado "EVALUACION DEL POTENCIAL
PATOGENICO Y ENDOFITICO DE HONGOS ASOCIADOS A SINTOMAS EN PLANTAS DE CACAO (THEOBROMA CACAO L.) DE
LA COMUNIDAD NUEVA PROVIDENCIA, PARQUE NACIONAL YASUNI", las siguientes calificaciones:

TRABAJO ESCRITO 59.87
SUSTENTACION 38.85
PROMEDIO 98.72
EQUIVALENTE Excelente

Mgtr. FIALLOS CARDENAS MANUEL ALEJANDRO
PRESIDENTE/A DEL TRIBUNAL

sds alectimacanente oo Rrcnacts arectcims cunente soc
IA RNAND; CCESAR STALIN GAVIN
lWGARCES MONCAYO IMOYANO

Msc GARCES MONVCé\ggLMARiA FERNANDA Mgs GAVIN MOYANO CESAR STALIN

ECRETARIO/A DEL TRIBUNAL
H cdia. universitaria Dr. Romulo Minchala Murillo, www.unemi.edu.ec @UNEMIEcuador
km 1,5 via Milagro - Virgen de Fatima 0 v lin|
rectorado@unemi.eduec

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Dedicatoria

A nuestros padres, por ensefiarnos el valor del esfuerzo, la perseveranciay el amor
por el conocimiento. A nuestros hermanos y hermanas, por su apoyo constante y por
recordarnos siempre la importancia de perseguir nuestros suefios. A nuestra familia
en general, por ser el pilar de nuestras vidas y brindarnos el respaldo incondicional

en cada paso de este camino. Este logro también es de ustedes.

Jhosselyn y Pablo

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Agradecimientos
A Dios, por darnos salud y sabiduria para enfrentar cada paso en este camino.

A nuestras familias, que han sido nuestra mayor inspiracion y motivacion para

alcanzar cada meta.

A la Universidad Estatal de Milagro (UNEMI), por ofrecernos un espacio enriquecedor

gue nos ha permitido crecer a nivel profesional y personal.

A la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH), por apoyar el proyecto
de investigacion “Monitoreo de enfermedades y parasitos emergentes y reemergentes
en relacion con los cambios medioambientales de ecosistemas en las éareas

protegidas de la Cuenca del Rio Napo-Orellana”, liderado por el Dr. Denis Barbara.

A los ingenieros Sandra Suarez y Hamilton Intriago, docentes y responsables del
Laboratorio de Microbiologia de la ESPOCH-Sede Orellana, por todo su apoyo y

asesoramiento e igualmente alas sefioritas ayudantes del laboratorio Joselyn, Sileny

y Lucero, su apoyo fue esencial en este proceso.

A los bidlogos Roly Ramirez, Paola Pantoja, Moisés Quizpilemay Jairo Vivas por el
asesoramiento y apoyo en la visita a la comunidad Nueva Providencia del Parque

Nacional Yasuniy en el establecimiento de los ensayos realizados.

A nuestro tutor Simon Pérez, por su guia, pacienciay valiosos aportes a lo largo de

este proceso. Su experiencia ha sido esencial para el desarrollo de este trabajo.

Jhosselyn y Pablo

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



Resumen

El cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) es fundamental para la economia de los
habitantes de la zona de amortiguamiento del Parque Nacional Yasuni, sin embargo,
la produccion se ve afectada por la presencia de hongos patdgenos, que pueden
causar dafios de hasta el 100 %. En consecuencia, el objetivo de este estudio es
evaluar la capacidad patogénica y endofitica de aislados fungicos asociados a
sintomas en plantas de cacao de la comunidad Nueva Providencia, que se ubica en

esta zona de amortiguamiento.

Para cumplir con este objetivo, primero se determind la incidencia de enfermedades
en las plantaciones de cacao. Luego, se identificaron los géneros de los hongos
presentes en las plantas con sintomas mediante caracterizacion macroscopica y
microscopica. Finalmente, se evalud la capacidad infectiva de los aislados fungicos,

analizando su patogenicidad y endofitismo.

Los resultados revelaron una alta incidencia de enfermedades flangicas,
destacandose la pudricion helada del fruto (Moniliophthora roreri), pudricion general
y antracnosis. Se obtuvieron 22 aislados, de los cuales se identificaron 14, siendo
Colletotrichum el mas abundante. Ocho aislados no pudieron identificarse debido a
la falta de esporulaciéon. En cuanto ala capacidad infectiva, se observé que los frutos
de cacao son mas susceptibles a las infecciones fungicas, mostrando una mayor
severidad en comparaciéon con las hojas y tallos. Los géneros Fusarium,
Colletotrichum, Phytophthora y Lasiodiplodia presentaron altos nivelesde dafioen los
frutos. Por otro lado, Trichoderma mostré un bajo nivel de patogenicidad y

endofitismo, confirmando su potencial como agente biocontrolador.

Palabras clave: cacao, hongos, fitopatologia
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Abstract
The cultivation of cacao (Theobroma cacao L.) is essential for the economy of the
inhabitants in the buffer zone of Yasuni National Park; however, production is
impacted by the presence of pathogenic fungi, which can cause up to 100% damage.
Consequently, the objective of this study is to evaluate the pathogenic and endophytic
capacity of fungal isolates associated with symptoms in cacao plants from the Nueva

Providencia community, located in this buffer zone.

To achieve this objective, we first assessed the incidence of diseases in cacao
plantations. Subsequently, we identified the genera of fungi presenton symptomatic
plants through macroscopic and microscopic characterization. Finally, we evaluated

the infective capacity of the fungal isolates, analyzing their pathogenicity and

endophytism.

The results revealed a high incidence of fungal diseases, particularly frosty pod rot
(Moniliophthora roreri), general rot, and anthracnose. A total of 22 isolates were
obtained, of which 14 were identified, with Colletotrichum being the most abundant.
Eightisolates could not be identified due to a lack of sporulation. In terms of infective
capacity, cacao fruits were found to be more susceptible to fungal infections, showing
a significantly higher incidence and severity compared to leaves and stems. The
genera Fusarium, Colletotrichum, Phytophthora, and Lasiodiplodia exhibited high
levels of damage in fruits. Conversely, Trichoderma showed low levels of

pathogenicity and endophytism, confirming its potential as a biocontrol agent.

Keywords: cacao, fungi, phytopathology
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Introduccién

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo de alto valor cuya demanda esta en
constante aumento en el mercado global (Septiani et al., 2024). En los ultimos afios,
su precio ha sufrido un incremento importante, debido a factores climaticos extremos
gue han afectado las cosechas de los principales paises productores como Ghanay
Costa de Marfil (Cabrera et al.,, 2024). Ademas, el cambio climatico, con sus
variaciones en temperatura y precipitacion, han alterado los ecosistemas terrestres,
modificando el comportamiento de las plagas y afectando la produccién agricolay la
seguridad alimentaria (Barahona et al., 2022). Esto haincrementado la relevancia de

las investigaciones sobe el cacao.

El cultivo de cacao desempefia un rol importante en la economia del Ecuador,
involucrando a muchos actores en las etapas de siembra, cuidado de la planta,
cosechay produccion de productos procesados (Morante et al., 2017). Sin embargo,
el rendimiento de la produccién se ve afectado por la presencia de insectos, aves y
roedores (A. Gonzalez et al., 2019), asi como por enfermedades causadas por
hongos patégenos como la pudriciéon helada del fruto (Moniliophthora roreri), la
escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa) y la mazorca negra (Phytophthora spp.)

(Anzules et al., 2021; Villavicencio et al., 2020).

La produccion de cacao destaca en las provincias de Guayas, Manabiy Los Rios en
la Costa ecuatoriana, asi como en la provincia de Sucumbios en la regibn Amazonica
(W. Jiménez et al., 2022). En esta ultima se localiza el Parque Nacional Yasuni, un
area natural protegida que alberga varias comunidades indigenas como los kichwa,
waorani, shuar, tagaeri y taromenane (Dominguez et al., 2023). Esta region enfrenta

diversos problemas como la extraccién de petréleo, la degradacién forestal y el
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turismo creciente, lo que requiere un equilibrio entre actividades humanas y la

conservacion de los recursos naturales (Mestanza-Ramon et al., 2019).

Para las comunidades indigenas que habitan en la zona de amortiguamiento del
Yasuni, el cultivo de cacao es una fuente esencial de ingresos. Sin embargo, las
enfermedades causadas por hongos son responsables de grandes pérdidas de la
produccion, alcanzando hasta el 100% en algunos casos (Guerrero et al., 2020). En
consecuencia, lainvestigacion sobre la patogenicidad y endofitismo de los hongos en

plantas de cacao es crucial para mitigar su impacto en la produccién agricola.

Las enfermedades causadas por hongos en el cacao provocan sintomas en hojas,
brotes, flores, ramas y frutos (Villavicencio etal., 2018), Estos pueden deberse a
varios factores, como: la presencia de vectores que facilitan la dispersion de esporas,
cambios bruscos de temperatura que favorecen la germinacién de esporas, y
condiciones del suelo que incrementan la susceptibilidad de las plantas al ataque de
patégenos (R. Villamizar et al., 2019). Por lo tanto, la evaluacion de la capacidad
patogénicay endofitica de los hongos presentes en las plantas de cacao es esencial

para el desarrollo de estrategias fitosanitarias en futuras investigaciones.

Actualmente, la mayoria de las investigaciones sobre el control biolégico de las
enfermedades del cacao, se centran en la busqueda de hongos o bacterias
endofiticas capaces de colonizar los tejidos vegetales. Se ha demostrado que los
aislados de Trichoderma pueden colonizar las plantas de cacao, ofreciendo una
proteccion contra la invasion de patdogenos. Esto destaca la importancia de estudiar

los hongos endofiticos para desarrollar estrategias de manejo fitosanitario mas

eficaces (Ten Hoopen & Krauss, 2016).
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En consecuencia, el objetivo de este estudio es evaluar la capacidad patogénicay
endofitica de aislados microbianos de hongos asociados a sintomas en plantas de
cacao de la comunidad Nueva Providencia, ubicada en la zona de amortiguacién del
Parque Nacional Yasuni. La identificacién de estos hongos permitira desarrollar
estrategias eficaces de manejo fitosanitario en futuras investigaciones. El disefio
metodoldgico incluye técnicas de aislamiento de hongos, identificacion hasta el nivel
de género mediante caracterizacion macroscopica y microscopica, y pruebas de

patogenicidad y endofitismo.

Para abordar el problema en estudio, la investigacién se estructuraen cinco capitulos,

cuya organizacion se detalla a continuacion.

Capitulo I: EI problema de la investigacion aborda el contexto del problema,
incluyendo su planteamiento, delimitacion, formulacién, preguntas, objetivos,

justificacion y variables.

Capituloll: EImarco tedrico referencial proporcionalabase tedrica de la investigacion,

incluyendo antecedentes.

Capitulo Ill: EI disefio metodoldgico describe la metodologia empleada, abordando el

tipo de investigacion y métodos.

Capitulo IV: El andlisis de resultados y discusiones, presentay analiza los resultados

obtenidos.

Capitulo V: Las conclusiones y recomendaciones resume los hallazgos y ofrece

recomendaciones basadas en los resultados.
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CAPITULO I: El Problema de la Investigacion

1.1. Planteamiento del problema

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivoimportante en la economia de los paises
tropicales, especialmente por su uso en la produccion de chocolate (Takata et al.,
2024). En América Latina, los paises productores de cacao son Brasil, Ecuador, Peru
y Colombia. Estos paises comparten la caracteristica de contar con territorios
amazoénicos, donde la coexistencia de actividades agricolas y la preservacion de los
ecosistemas requieren una comprension de los factores que afectan la produccion

agricola (Cabrera et al., 2024).

En Ecuador, el Parque Nacional Yasuni, ubicado en la region Amazonica, es
reconocido como uno de los ecosistemas mas biodiversos del mundo (Bass et al.,
2010). En este entorno, los desafios relacionados con la gestion agricola y la
conservacion de la diversidad son relevantes. En la zona de amortiguamiento del
Yasuni, la comunidad kichwa, la mas numerosa, se dedica principalmente a la
agricultura de subsistencia, enfocandose en el cultivo de cacao, café, yuca, platanoy
maiz, los cuales se comercializan en las ciudades cercanas (Dominguez et al., 2023).
Por lo tanto, la gestiobn adecuada de esta zona es crucial para garantizar la
conservacion a largo plazo y el bienestar de las comunidades que dependen de sus

recursos.

El cultivo de cacao en el Yasunirepresenta una actividad econémica importante que
dependeen gran parte de la salud de las plantas. Sin embargo, la creciente incidencia
de hongos patégenos ha generado que el rendimiento de la produccién sea bajo
(Morante et al., 2017), poniendo enriesgola subsistenciade lascomunidadeslocales.

Ademas, la complejidad del ecosistema en el Yasuni, dada su alta biodiversidad,
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facilita que la virulencia de los hongos patégenos pueda variar de condiciones

normales a epidemias (Aruna et al., 2022).

En consecuencia, para asegurar la sostenibilidad de la actividad agricola y la
preservacion de la biodiversidad en el Yasuni, es necesario evaluar la capacidad
patogénicay endofitica de los hongos presentes en las plantaciones de cacao. Esta
evaluaciéon permitird una mejor comprensiéon de las enfermedades que afectan al

cacao Yy facilitara el desarrollo de estrategias de manejo fitosanitario eficaces.

1.2. Delimitacion del problema

La investigacion se centrara en determinar el estado fitosanitario de las plantaciones
de cacao en lacomunidad Nueva Providencia, ubicadaen lazonade amortiguamiento
del Parque Nacional Yasuni.A continuacion, se identificaran los aislados microbianos
hasta el nivel de género mediante técnicas de caracterizacion macroscoépica y
microscopica. Finalmente, se estudiara la capacidad infectiva de los hongos aislados

mediante pruebas de patogenicidad y endofitismo. Este estudio se desarrollara entre

marzo y octubre de 2024.

1.3. Formulacién del problema
¢, Cudl es el potencial patogénico y endofitico de los hongos asociados a sintomas en

plantas de cacao de la comunidad Nueva Providencia, area de amortiguacion del

Parque Nacional Yasuni?

1.4. Preguntas deinvestigacion

¢, Cudles son las enfermedades de las plantaciones de cacao en lacomunidad Nueva

Providencia con mayor incidencia?

¢, Qué géneros de hongos estan presentes en las plantas de cacao que presentan

sintomas?
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¢, Cual es la capacidad patogénicay endofitica de los hongos aislados de las plantas

de cacao con sintomas?

1.5. Objetivos
Objetivo general
Evaluarel potencial patogénicoy endofitico de los aislados microbianos de hongos

asociados a sintomas en plantas de cacao de la comunidad Nueva Providencia,

area de amortiguacioén del Parque Nacional Yasuni.

Objetivos especificos
1. Determinar la incidencia de enfermedades de las plantaciones de cacao en la

comunidad Nueva Providencia y los sintomas mas frecuentes en las plantas.

2. ldentificar los géneros de hongos presentes en las plantas de cacao que
presentan sintomas mediante una caracterizacibn macroscopica Yy

microscopica.

3. Establecer la capacidad infectiva de los aislados microbianos, evaluando su

patogenicidad y endofitismo.

1.6. Justificacion

El cultivo de cacao es unaactividad economica vital para las comunidades indigenas
gue habitan enlazonade amortiguamiento del Parque Nacional Yasuni. Sin embargo,
la incidencia de enfermedades fungicas puede reducir drasticamente la produccion
de cacao, afectando la economia local y la seguridad alimentaria de estas
comunidades. Dada, la importancia del Yasunicomo uno de los ecosistemas con
mayor biodiversidad del planeta, la pérdida de plantas de cacao debido a

enfermedades no s6lo afecta la economia local, sino también su biodiversidad.

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



En este contexto, esta investigacién esimportante porque buscaidentificarloshongos
patégenos y endofiticos presentes en las plantas de cacao. Los hongos endofiticos
son microorganismos que viven dentro de los tejidos de las plantas sin causar dafo
visible, brindando proteccion frente a patégenos y ayudando a la mejora del
crecimiento vegetal. En consecuencia, los hongos endofiticos pueden seruna fuente
valiosa de control bioldgico, ya que compiten con los patdbgenos por espacio y

nutrientes.

Los conocimientos generados en este estudio servirdn de base para futuras
investigaciones que desarrollen estrategias de manejo mas sostenibles, con base en
el uso de hongos endofiticos como agentes de control biologico, o que permitird

reducir el uso de productos quimicos y preservar la biodiversidad de Yasuni.

1.7. Coherenciaentre los objetivos, variables e indicadores
(Operacionalizacién)

En la Tabla 1 se muestra la operacionalizacidon de variables de esta investigacion.
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Tabla 1.
Operacionalizacion de variables

Objetivos Variables Dimensiones Indicadores
1 Incidencia de la -Sintomas de enfermedad.
enfermedad

-Signos del patégeno

-NUmero de plantas

enfermas
-NUmero de plantas sanas

2 Géneros de -Caracteristicas
hongos macroscopicas de la colonia
(forma, color, textura,

tamano)

-Estructuras microscopicas
(esporas, hifas, conidios, tipo

de micelio, etc.)

3 Capacidad Patogénica -Presencia de sintomas
infectiva macroscopicos de dafio

(necrosis, clorosis)

-Grado de severidad de

dafio en hojas y frutos

Crecimiento -Altura de la planta

vegetativo de la

planta -Diametro del tallo

-Longitud de las raices

-% de germinacion
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CAPITULO II: Marco Teérico Referencial

2.1. Antecedentes Referenciales

En Ecuador, las enfermedades mas comunes que afectan al cultivo del cacao son la
pudricion helada del fruto (Moniliophthora roreri), la escoba de bruja (Moniliophthora
perniciosa) y la mazorca negra (Phytophthora spp.) (Anzules etal., 2021). Para su
manejo, se utilizan diversas estrategias como el control cultural, quimico y biolégico

(Guerrero et al., 2020).

El control cultural consiste en practicas como la remocion semanal de brotes, frutosy
ramas infectadas, lo que disminuye las fuentes de esporas. Sin embargo, la
implementacion de este método esta limitada por factores como los altos costos de
mano de obra, la altura de los arboles y la falta de adopcién de estas practicas en

plantaciones cercanas, lo que reduce su eficacia (Ten Hoopen & Krauss, 2016).

El control quimico utiliza compuestos como hidréxido de cobre, clorotalonil, flutolanil,
azoxistrobina, propiconazol y difenoconazol (Anzules et al., 2021). Sin embargo,
hasta la fecha no se ha identificado una sustancia capaz de mantener su eficaciaa
largo plazo (Bateman & Crozler, 2023). Ademas, los mercados internacionales
imponen restricciones a los productores que presenten residuos de productos

guimicos en los granos de cacao, lo que limita el uso de estos productos (Guerrero

et al., 2020).

El control biolégico ha cobrado relevancia en los ultimos afios, favoreciendo la
investigacion de diversos géneros de hongos y bacterias como Clonostachys,
Trichoderma, Pseudomonas, Bacillus, y Gliocladium. Estos microorganismos han
captado interés por sus diversos mecanismos de accién como: competencia por

sustrato, antibiosis, parasitismo e induccién de resistencia a enfermedades (Ten
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Hoopen & Krauss, 2016). A continuacion, se presentan algunos estudios que se han

desarrollado en el control biolégico.

En Ecuador, Evans et al. (2003) aislaron mas de 40 géneros de hongos endéfitos de
troncos y vainas de arboles sanos de Theobroma gileri. Estos enddfitos pertenecian
a anamorfos de Hypocreales, como Acremonium, Clonostachys, Trichoderma y
Verticillium, ademas de basidiomicetos de los 6rdenes Agaricales y Polyporales. Se
observo que los endofitos de los géneros Clonostachys y Trichoderma lograron una
supresion parcial de la esporulacion de Moniliophthora roreri mediante

micoparasitismo.

En Panama, Mejia et al. (2008) estudiaron la actividad antagonica de hongos
endofitos aislados de tejidos sanos de cacao. Encontraron que el 40 %, 65 %Yy 27 %
de las morfoespecies endoéfitas mostraron antagonismo in vitro contra Moniliophthora
roreri, Phytophthora palmivora y Moniliophthora perniciosa, respectivamente. El
principal mecanismo de accion identificado fue lacompetenciapor el sustrato, seguido
en menor medida por la antibiosis, con la excepcién de M. perniciosa, para la cual no
se observé antibiosis. Ademas, un aislado de Trichoderma mostré6 micoparasitismo
contra M. roreri. En pruebas de campo, los endéfitos Colletotrichum gloeosporioides,

Clonostachys rosea y Botryosphaeria ribis también redujeron la pérdida de vainas.

En Colombia, Villamil et al. (2015) evaluaron la actividad antagdnica de dos aislados
autéctonos de Trichoderma y uno de Bacillus contra Moniliophthora roreri. Los
resultados mostraron que uno de los aislados de Trichoderma presentd la mayor
capacidad antagodnica, al reducir significativamente los porcentajes de severidad

externa e interna bajo de los frutos de cacao.
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En Colombia, Villamizaret al. (2017) evaluaron el efecto de control de Trichoderma
viride y Botryosphaeria quercum sobre fitopatbgenos como Phytophthora palmivoray
Moniliophthora roreri. También, se enfrentaron a hongos micotoxigénicos como
Aspergillus flavus y Fusarium solani. Los resultados mostraron que Botryosphaeria
guercum fue el agente de control mas eficaz, siendo la competencia por el sustrato la

principal estrategia de control.

EnIndonesia,Asman et al. (2018) evaluaron el efecto de efecto de hongos endofiticos
en enfermedades vasculares del cacao y encontraron que algunos géneros, como
Fusarium y Colletotrichum, presentaron una baja incidencia a los 60 dias de
inoculacion, sin embargo, esta aumenté a los 90 dias. Ademas, se observo que los
hongos enddfitos pudieron reaislarse sélo a partir de hojas y no de tallos ni raices,

excepto el género Colletotrichum, que tampoco pudo reaislarse de las hojas.

En Ecuador, Villavicencio etal. (2020) estudiaron el efecto de 126 hongos endofiticos
en el crecimiento de Moniliophthora roreri y Moniliophthora perniciosa, observando
que 30 aislados inhibieron el desarrollo de M. roreri y cinco inhibieron el de M.
perniciosa. Sin embargo, 91 de los aislados favorecieron el crecimiento de ambos

patdégenos.

En Ecuador, Martinez (2022) estudio el comportamiento de hongos del género
Colletotrichum en frutos de cacao. Los aislamientos se realizaron a partir de frutos de
aguacate y banano que presentaban sintomas de antracnosis. El estudio revel6 que
el hongo afecto hasta el 90 % de la superficie de los frutos de la variedad de cacao

Nacional, mientras que en los frutos de la variedad CCN-51 la incidencia fue menor.
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2.2. Marco Tedrico

2.2.1. Importancia de las zonas de amortiguamiento

Las zonas de amortiguamiento son espacios adyacentes a las areas protegidas cuya
funcién es garantizar la conservacion e integridad de los ecosistemas, al tiempo que
promueven un desarrollo sostenible (Moscoso, 2003). Estas zonas fomentan el
aprovechamiento racional de los recursos naturales, regulando las actividades
humanasy los impactos ambientales negativos, de manera que se mantenga un
equilibrio entre la preservacion de la biodiversidad y el bienestar de las comunidades

locales (Blanes et al., 2003; Kirchmeir et al., 2023).

En el Parque Nacional Yasuni, las zonas de amortiguamiento son importantes debido

a varios factores importantes:

- Proteccion de biodiversidad: El Parque Nacional Yasuni alberga una alta
rigueza biologica y se destaca como una de las areas mas diversas en
especies de aves, mamiferos, peces, anfibios, reptiles y plantas vasculares,
algunas de las son endémicas (Bass etal., 2010). Esta zona de
amortiguamiento proporciona espacios seguros que promueven la proteccién
de las especies y de sus habitats frente a actividades humanas como la

deforestacion, colonizacién, caceria y tala ilegal (Zapata et al., 2006).

- Manejo sostenible: Estas zonas promueven actividades de manejo sostenible
de los recursos naturales en las comunidades locales a través de actividades
productivas socioecondmicas como la domesticacion de plantas nativas, el

incremento de sistemas agroforestales, la caza y la pesca controladas (Blanes

et al., 2003).
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- Conservacion de culturasindigenas: Las zonas de amortiguamiento protegen
territorios y modos de vida de grupos nativos, generando espacios restringidos
para practicar sus tradiciones y costumbres (Fontaine & Narvaez, 2007).
Ademas, Castillo (2020) menciona que la delimitacién de este tipo de zonas
genera beneficios viables y directos en estas poblaciones impulsando la

aplicacién de diversas formas de produccion.

- Agricultura en zonas de amortiguamiento

Los sistemas agricolas en las zonas de amortiguamiento funcionan como una opcion
productiva y compatible con los intereses de conservaciéon, donde las comunidades
locales responden a la accion de conservar produciendo y producir conservando

(Jiménez et al., 2001).

Las poblaciones indigenas de areas protegidas practican agriculturaitinerante que es
un modelo tipico de roza y quema en los territorios, adicional complementan el
sistema de cultivo con modelos agroforestales que permiten el respeto mutuo entre
las necesidades de flora, faunay del ser humanoy (Jiménez et al., 2001; Navarro &
Mufioz, 2003). La implementacion de la agroforesteria en las zonas de
amortiguamiento tiene un rol importante, ya que la combinacion de los cultivos
principalmente de cacao y café con arboles maderables ayudan a reducir la presion
en las areas naturales y aportan en la seguridad alimentaria de los habitantes,

generando ingresos con la venta de los productos (Castillo, 2020).

En el Parque Nacional Yasuni, los grupos indigenas se dedican al cultivo de yuca,
mani, chonta, papaya, café, cacao y otros, cuya actividad agricola resulta importante

en aspectos econdémicos y de autoconsumo (Montilla & Guzman, 2018).
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2.2.2. El cacaoy sus variedades en la Amazonia

El cacao (Theobroma cacao L.) es un arbol perenne tropical originario de la cuenca
del rio Amazonas, que posteriormente fue introducido por el ser humano en América
Central (Winters et al., 2024). En Ecuador, el cacao se cultiva principalmente en las
regiones de la Costa y de la Amazonia, y en menor medida en las estribaciones de la
cordillera de los Andes, lo que le otorga unagran importancia econémica en las zonas

donde se adapta (N. Paredes et al., 2022).

El cacao puede alcanzar una altura de 8 a 15 m de altura y requiere condiciones
calidas y humedas para crecer. Los frutos son ovalados y tienen unalongitud entre
12 y 30 cm. Generalmente, el fruto inmaduro es verde y se torna amarillo cuando
madura, aunque algunos son purpuras durante el desarrollo y anaranjados durante la
maduracién. Los frutos contienen entre 30 y 40 semillas ovoides de 2 a 3 cm de
longitud, cubiertas poruna pulpa mucilaginosa blanca (De Souza et al., 2018; Kongor

et al., 2016).

Las semillas se someten a procesos de fermentacion y secado para convertirse en
cacao (Winters et al., 2024). El namero de frutos necesarios para obtener 1 kg de
cacao comercial es generalmente de 15 a 30 frutos (De Souzaet al., 2018). El cacao,
cuyos principales productores son Ghanay Costa de Marfil, constituye la base de la
industria del chocolate y la confiteria, la cual tiene un impacto considerable en la
economia mundial, generando aproximadamente 110 billones de délares anuales (R.

Veraet al., 2024).

A nivel mundial, se comercializan dos tipos de cacao, el cacao finoo de aromay el
cacao ordinario o convencional, destacando Ecuador como el mayor productor de

cacao finoen el mundo (Anecacao, 2023; L. L. Gonzalez et al., 2022). Sin embargo,
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el sector cacaotero ecuatoriano enfrenta varios desafios, tales como elevados costos
de produccién y una baja productividad debido a la alta prevalencia de enfermedades

como la pudricién helada del fruto (Moniliophthora roreri) y la escoba de bruja

(Moniliophthora perniciosa) (Guerrero et al., 2020).

- Variedades del cacao

Paredes et al. (2022) mencionan que tradicionalmente se reconocen tres tipos de
cacao: Criollo, Forastero y Trinitario. Sin embargo, otras investigaciones realizadas
por Motamayor et al. (2008), identificaron diez grupos genéticos diferentes de cacao.
Ademas, estudios realizados por Lanaud et al. (2016), describen la presencia de la
variedad Nacional en la provincia de Zamora Chinchipe, en la Amazonia ecuatoriana,

desde hace mas de 5000 afios.

El cacao Criollo se cultiva en la regién norte de Ecuador, Colombia, Venezuelay
Centroamérica. Esta variedad se caracteriza porque sus frutos son alargados,
puntiagudos y rugosos, con surcos pronunciados. En estado inmaduro, los frutos son
de color verde o rojizo, que se torna amarillo o anaranjado al madurar. El mucilago
tiene un sabor dulce y después del proceso de fermentacion, su aroma se vuelve
penetrante. EI chocolate que se obtiene de esta variedad es muy apreciado por sus

notas de frutas y nuez (Duran & Dubén, 2016).

El cacao Forastero o Amazonico es originario de la cuencaalta del rio Amazonas 'y
crece de manera silvestre en la Amazonia de Ecuador, Pert, Colombia, Venezuelay
Brasil. Sus frutos son redondeados, con una cascara dura y relativamente lisa. En
estado inmaduro, los frutos tienen un color que varia de verde claro a rosa palido, que

se torna amarillo al madurar. Las almendras pueden ser de color blanco o morado y

poseen un sabor amargo (N. Paredes et al., 2022).
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El cacao Trinitario, originariode Trinidady Tobago, se caracteriza porque morfoldgica
y genéticamente es heterogéneo, lo que se debe a un proceso de cruzamiento
espontaneo. Sus frutos son de color verde, mientras que sus semillas varian de un
tono violeta oscuro a rosa palido. El sabor de esta variedad se clasifica de medio a
alto, con notas de frutas y nueces (Mora et al., 2013). Dentro de esta categoria se
encuentra el cacao Super Arbol, originario de la Amazonia Norte del Ecuador que
presenta unagran resistencia a enfermedades, un alto rendimientoy buena calidad

(Calva & Ramirez, 2016).

El cacao Nacional, conocido como “fino de aroma”, se distingue por sus sabores y
fragancias florales y frutales, lo que le otorga un valor agregado en la industriade la
confiteria (Anecacao, 2023). El fruto de este cacao es de tamafio mediano, con una
punta curvada, semillas grandes y jugosas, y un aroma delicioso. La cascara es
ligeramente rugosa, delgada y presenta surcos superficiales; en estado inmaduro,
tiene un color verde claro o rosado palido, que se torna amarillo al madurar (L. L.
Gonzalezet al., 2022). Aunque estavariedad solo representa el 12 % de la produccion

mundial de cacao, Ecuador se ha consolidado como el principal productor durante

siglos, debido a sus condiciones geograficas Unicas (Anecacao, 2023)

Por otro lado, el cacao CCN-51, que significa Coleccion Castro Naranjal #51, es un
clon desarrollado a partir del cruce de varias variedades como parte de un programa
de mejoramiento genético, con el objetivo de obtener resistencia a enfermedades.
Este hibrido fue creado por el investigador Homero Castro Zurita, quien inicié sus
estudios en 1952. Este cacao se exporta a paises que buscan cacao aromatico con

notas de diversos sabores, pero que no requieren la calidad de otras variedades mas

exclusivas (Anecacao, 2023).
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En Ecuador, el cacao CCN-51 ocupa aproximadamente el 70 % del area cultivaday
se considera un genotipo autocompatible. Este cacao se destaca por su alta
productividad, calidad aceptable y tolerancia a enfermedades (Moreira et al., 2021).
Sin embargo, a pesar de su resistencia moderada a enfermedades como la escoba
de bruja (Moniliophthora perniciosa) y a la pudricion helada del fruto (Moniliophthora
roreri), es vulnerable a la mazorca negra (Phytophthora palmivora) (Anzules et al.,

2021; Carriel, 2013).

- Cacao como cultivo en zonas de amortiguamiento

El cultivo de cacao en zonas de amortiguamiento es visto como un medio de
subsistencia mediante un proceso productivo y sostenible. Por otro lado, su cultivo
mediante un sistema agroforestal permite mantener la diversidad de algunas especies
de aves e invertebrados, y puede funcionar como un medio de intercambioy manejo
de la biodiversidad, siempre y cuando se mantenga un manejo integral que incluya
algunas actividades como: no cultivar en zonas de bosque intacto, usar fertilizantes
organicos y control biolégico, combinar arboles de sombra de al menos cuatro

especies y conservar especies epifitas que refugian una gran diversidad de fauna

(Parrish et al., 1999; Paredes y Borja, 2017).

- Fitotecnia del cacao

Un estudio fitotécnico en el cacao es esencial debido a su sensibilidad alos cambios
ambientalesy a su vulnerabilidad a plagas y enfermedades (Anzules et al., 2021). Es
fundamental considerar el manejo de factores como sombra, la poda, el sueloy el

riego (Villalobos & Fereres, 2017).

El manejo de lasombra es esencial en la produccion de cacao, especialmente en las

primeras etapas, ya que reduce la evapotranspiracion y las protege a las plantas
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jovenes de la radiacion solar directa. Es fundamental sembrar especies que
proporcionen sombra temporal antes de plantar el cacao, como el guineo (Musa spp.)
o la papaya (Carica papaya). Para la sombra permanente, se deben seleccionar
especies que simulen un bosque primario, como el cedro (Cedrus spp.) y la capirona

(Capirona decorticans) (N. Paredes et al., 2022).

La poda es otro aspecto esencial en el manejo del cacao, ya controla la altura de los
arboles, mejora la ventilacion y permite el ingreso de la luz solar. Incluye podas
sanitarias para eliminar ramas defectuosasy prevenirenfermedades con la remocion
de frutos enfermos. También se realizan podas de formacion para orientar el
crecimiento del arbol. No se aconseja mantener plantas que superen los tres metros

de altura, para facilitar la cosecha de los frutos (N. Paredes et al., 2022).

El manejo del suelo es otro factor clave en la fitotecnia del cacao, en la Amazonia
ecuatoriana, donde el clima tropical lluvioso contribuye a la deficiencia de nutrientes

debido a la lixiviacion. Por esta razon, se debe realizar un analisis de los suelos antes

de implementar un plan de fertilizacion e implementar compost (Solis et al., 2021).

Finalmente, el riego en las plantaciones de cacao es un aspecto importante,
especialmente en la Amazonia, donde se han registrado periodos de sequia a pesar
de ser unaregion lluviosa, por lo que se recomienda la implementacion de sistemas
de riego por goteo, ya que asegura una provision constante de agua sin generar
encharcamientos, los cuales podrian favorecer enfermedades de las raices (N.

Paredes et al., 2022).

2.2.3. Enfermedades del cacao mas importantes en la Amazonia
En Ecuador, las principales enfermedades que afectan al cultivo de cacao son la

pudricion helada del fruto (Moniliophthora roreri) y la escoba de bruja (Moniliophthora
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perniciosa), las cuales pueden causar pérdidas de hasta el 100 %. Sin embargo, en
la tltima década se ha observado un aumentoen laincidenciade otras enfermedades
como la mazorca negra (Phytophthora palmivora)y la muerte regresiva (Lasiodiplodia
theobromae) (Anzules et al., 2021). A continuacion, se presenta una descripcion

breve de cada una.
- Pudricién helada del fruto

La pudricién helada del fruto, anteriormente llamada moniliasis, es causada por el
hongo Moniliophthora roreri, y constituye la principal enfermedad en términos de
impacto econdmico para el cultivo de cacao en Ecuadory en Sudamérica (Tamayo
et al.,, 2016). Se registréo por primera vez en Colombia en 1817, y en Ecuador se
report6 en 1916 (Solis etal., 2021). Este hongo ataca los frutos principalmente
durante sus primeros tres meses de desarrollo, provocando pérdidas entre el 10 y el
100 % (Guerrero etal., 2020; Villavicencio etal., 2018). Este hongo provoca
maduracién prematura, marchitamiento y momificacion de los frutos (Morante et al.,

2017).

El ciclo de la enfermedad inicia cuando las esporas se desprenden de los frutos
infectados y se transportan por el viento o agua o hacia los frutos sanos. Luego, las
esporas germinan en presencia de agua y penetran los tejidos, alterando la
permeabilidad celular y permitiendo el movimiento de nutrientes hacia las areas
colonizadas por el hongo. Posteriormente, las mazorcas se momifican y se cubren

con millones de esporas, asemejando a la escarcha (Guerrero et al., 2020).

La infeccion progresa de adentro hacia afuera, ya que en las fases iniciales el hongo
invade el fruto de manera intercelular. Unavez dentro, sus hifas rompen las paredes

celulares, lo que provoca la destrucciéon de los tejidos internos. Posteriormente, los
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sintomas externos se hacen visibles; por esta razon, muchasveces, al abrir frutos que
parecen sanos por fuera, se encuentran podridos por dentro. En términos generales,
la incidencia de esta enfermedad aumenta cuando la humedad relativa supera el 80
% y la temperatura sobrepasa los 24 °C durante un periodo prolongadode 6 a 8 horas.
Esto suele ocurrir en cultivos con exceso de sombra, mala ventilaciéon y

encharcamiento por falta de drenajes (Leandro-Mufioz & Cerda, 2021).
- Escobade bruja

La escoba de bruja es provocada por el hongo Moniliophthora perniciosa y constituye
la segundaenfermedad mas importante en el cultivode cacao en Ecuador. Se registro
por primera vez en Surinamen 1895, y en Ecuador se reportd en 1918 (Solis et al.,
2021). Afecta a las hojas, ramas, brotes, flores y frutos en desarrollo, causando
pérdidas alrededor del 70 % (Villavicencio etal., 2018). Este patégeno provoca
hiperplasia e hipertrofia en los tejidos, asi como la pérdida de la dominancia apical, lo
gue genera unaproliferacién de brotes axilares. Como resultado, los arboles de cacao
desarrollan una ramificacién excesiva, formando estructuras anormales conocidas

como "escobas", que luego se secan (Guerrero et al., 2020; R. Vera et al., 2024).

Las manchas pardas y deformaciones de los frutos pueden confundirse facilmente
con los sintomas de la pudricién helada; sin embargo, el acortamiento de los
entrenudos en las ramillas y la aparicion de basidiocarpos o cuerpos fructiferos que
contienen esporas, son caracteristicas distintivas de la escoba de bruja. Su ciclo de
vida puede durar seis meses en completarse (Leandro-Mufioz & Cerda, 2021). Dado
gue su periodo de latencia es prolongado, se puede aplicar medidas de control antes

de la esporulacién, momento en donde las esporas infectan los tejidos del huésped,
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causandosu muerte. Luego, el hongo se nutre del material en descomposicion, lo que

le permite propagarse rapidamente (Guerrero et al., 2020; R. Vera et al., 2024).

- Mazorca negra o pudricién parda

La mazorca negra o pudricion parda es causada por varias especies del género
Phytophthora, como P. palmivora, P. megakarya, P. capsici y P. citrophthora, siendo
P. palmivora la mas importante (Septiani et al., 2024). Esta enfermedad ataca todas
las partes del cacao, incluidas los frutos, hojas, tallos y ramas, pero es mas dafina en
los frutos. Se estima que provoca pérdidas del 30% en la produccion, ademas causa
lamuerte del 10% de las plantas debido a la aparicion de canceres en el tallo (Baruah

et al., 2024).

El ciclo de vida del hongo es rapido en condiciones de alta humedad y lluvia, con una
duracion dedos semanas. Lainfeccion ocurre en cualquierfase de desarrollo del fruto
y afecta a cualquier parte de la planta. En las hojas, los primeros sintomas se
manifiestan como manchas necroéticas que comienzan en los bordes. Por otro lado,
en los frutos, los sintomas aparecen aproximadamente 30 horas después de la
infeccidén, con la formacion de pequefias manchas acuosas en su superficie, que
luego se oscurecen. Cinco dias después, los frutos afectados se vuelven blandos, y

su interior necrosado emite un olor caracteristico a mariscos (Solis et al., 2021).

El dafio causado por este hongo avanza de afuera hacia adentro, a diferenciade la
pudricién helada. Esto puede provocar frutos enfermos en su exterior, que conservan
su mucilago y semillas en buen estado en la parte interna. Sin embargo, no se
recomienda recolectar estas semillas, ya que, aunque parezcan sanas, pueden estar

infectadas, lo que afecta su calidad (Leandro-Mufioz & Cerda, 2021).
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Las lluviasintensas y el encharcamiento favorecen el desarrollo de este hongo, ya
gue su dispersion ocurre principalmente a través del agua, ya sea por escorrentia o
salpicaduras. Sus zoosporas, al ser flageladas, se desplazan nadando en el agua.
Ademas, el aumento de la temperatura también incrementa las probabilidades de
infeccion, ya que estimula la germinacion de las zoosporas, las cuales se liberan de
los esporangios cuando latemperatura sube entre 7 y 10 °C durante el dia (Leandro-

Mufioz & Cerda, 2021).

- Muerte regresiva

La muerte regresiva es causada por el hongo Lasiodiplodia theobromae que infecta
al cacao a través a traves de heridas o tejidos en descomposiciéon, causandonecrosis
y marchitamiento en los brotes y ramas terminales. Ademas, el primer sintoma en los
frutos es la aparicion de una mancha negra que se expande rapidamente,
cubriéndolos con conidios negros, lo cual se acelera si los frutos presentan heridas.
En etapas avanzadas de la infeccion, ocurre la muerte de la planta. Se ha observado
gue los dafos causados por insectos, la falta de sombra y la desnutricion crean un

ambiente propicio para el desarrollo de la enfermedad (Solis et al., 2021).

2.2.4. Importancia de los hongos endofiticos en el control biolégico de
enfermedades del cacao

Los hongos endofiticos son microorganismos que habitan en el interior de los tejidos

vegetales sin causar ninguna consecuencia visible de infeccion (Stepniewska &

Kuzniar, 2013). Estos hongos colonizan diferentes partes de las plantas y juegan un

papel crucial en la ecologia vegetal al inducir el crecimiento de las plantas y la mejora

de la capacidad de defensa ante agentes bidticos y abiéticos desfavorables, por ello,

se los denomina agentes de control bioldgico, colonizan las plantas sin causar dafio
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aparente y generan una interaccion beneficiosa planta-hongo, neutra o antagonista

(Delgado et al., 2021).

En cultivos como el cacao, los hongos endofiticos han demostrado ser eficaces en
contra de enfermedades fungicas graves como la pudricion helada del fruto y la
escoba de bruja. Especies de géneros como Trichoderma, Paecilomyces. y
Verticilluim, son capaces de parasitar hongos patégenos y plagas mediante
micoparasitismo produciendo enzimas que inhiben el crecimiento de patégenos y
reducen el estrés oxidativo, mejorando la resistencia del cacao a las enfermedades

(Viera et al., 2020).

En Ecuador se han realizado diversos estudios de controladores biolégicos,
obteniendo resultados favorables permitiendo que los productores obtengan mayores
beneficios econdémicos. El agente de control que ha presentado mejores resultados
es Trichoderma harzianum, mostrando tanto inhibicion en el crecimiento de

fitopatdgenos como Moniliophthora roreri y Botryodiplodia theobromae, asi como una

mejora de la calidad del cultivo (El Salous et al., 2020; Anzules et al. 2021).

Ademas, su aplicacion en la agricultura tiene un gran potencial, ya que reduce la
dependenciadeagroquimicos, lo que es fundamental en regiones como la Amazonia,

donde es crucial mantener el equilibrio ecolégico mientras se promueve una

produccion agricola sostenible y se preserva la biodiversidad (Méndez et al., 2024).
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CAPITULO lll: Disefio Metodoldgico

En esta investigacion se combinaron los enfoques cuantitativos y cualitativos en un
disefio que incluy6 elementos de campo y experimental in vitro. Todos los objetivos

alcanzan un nivel descriptivo del area de estudio.

3.1. Descripcién del sitio de estudio

El estudio se llevo a cabo en lacomunidad de Nueva Providencia, ubicada en la zona
de amortiguamiento del Parque Nacional Yasuni, en la ribera sur del rio Napo, con
coordenadas geograficas 0°29'39,3133" S y 76°28'16,8492" W (Figura 1). El Yasuni
se encuentraa unaaltitud promedio de 200 msnm y abarca una extension de 9820
km?; ademas, esta rodeado por unazonade amortiguamiento de 10 km en todas las
direcciones, excepto al este, donde se encuentrael limite entre Ecuadory Peru. El
Yasuni presenta un clima calido y humedo, con una temperatura promedio de 24,9
°C, una precipitacion anual de 3200 mm y una humedad relativa que varia entre el 80

y el 94 % (Bass et al., 2010; Climate-data, 2024).
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Figura 1.
Ubicacidn relativa de la comunidad Nueva Providencia respecto al Parque Nacional

Yasuniy al Ecuador.

Leyenda
- Parque Nacional Yasuni |:| Orellana
? Comunidad Nueva Providencia | | Rio Napo [ ]Ecuador
|:| Sucumbios D Sudameérica

La poblacién esta constituida por todas las plantaciones de cacao presentes en la
comunidad NuevaProvidencia.Dado que esta comunidad es extensa, lainvestigacion
se delimita a aquellas parcelas de cacao que estan ubicadas en areas accesibles para
la recoleccién de muestras. Ademas, se consideraron las plantas con una edad de
cinco afos, lo que garantiza que los arboles hayan alcanzado un desarrollo suficiente

para evaluar su estado fitosanitario de manera adecuada.

La muestra fue no probabilistica e intencional y se seleccion6 en dos etapas. En la
primera, se identificaron parcelas con plantas de cacao que presentaban sintomas de
enfermedades, y se analizaron 300 plantas en total. En la segunda etapa, se eligio

una de estas parcelas, seleccionando ocho plantas con sintomas evidentes de

infeccién en hojas y frutos, las cuales se analizaron en el laboratorio.
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3.2. Incidencia de enfermedades de las plantaciones de cacao

El estado fitosanitario de las plantaciones de cacao se evalu6 mediante un método
directo que consiste en lainspeccion de la enfermedad tanto en la superficie como en
el interior del material vegetal. Se realizaron recorridos de campo y una evaluacion
visual minuciosa de la anatomia de las plantas, con el fin de detectar sintomas y

signos causados por organismos fungicos, tales como necrosis, pudricion, manchas

y presencia de cuerpos fructiferos (Cooke, 2006; Hernandez, 2014).

Se recopilaron datos del cultivo en campo, incluyendo el niumero de plantas, la
variedad, los cultivos circundantes, la edad del cultivo y los sintomas de
enfermedades. Ademas, se determind la incidenciade las enfermedades, clasificando

las plantas como sanas o enfermas, utilizando la Ecuacion 1 (Freile et al., 2018).

numero de plantas enfermas

Incidencia (%) = * 100  (Ecuacién 1)

numero total de plantas evaluadas

Las enfermedades se identificaron con base en los sintomas descritos en estudios
previos de Leandro-Mufioz & Cerda (2021) y Solis Hidalgo et al. (2021). Se tomaron
ocho muestras de hojas y frutos que presentaban los sintomas mas evidentes. Las
muestras se colocaron en bolsas Ziploc, se etiquetaron, almacenaron y transportaron

en un cooler a 4 °C hasta el Laboratorio de Microbiologia de la Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo - Sede Orellana, para su posterior procesamiento.

3.3. Identificacion de aislados microbianos asociados con plantas enfermas

- Aislamiento

El aislamiento de los hongos se realizé por el método indirecto propuesto por Alfenas

& Mafia (2016). Las muestras de hojas y frutos se lavaron con agua corriente, luego
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se realizaron cortes de 6 mm con un bisturi estéril, asegurando que cada fragmento

incluyera una proporcion equitativa de tejido sano y tejido afectado.

La desinfeccion de cada fragmento se realiz6 mediante una serie de lavados, primero
con alcohol etilico al 70 % por un minuto, seguido de hipoclorito de sodio al 2 % por
otro minuto. Posteriormente, se realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril,
cada unode 30 segundos. Las muestras se secaron con papel toalla estéril. Luego,
se trasfirieron cuatro fragmentos a cajas Petri con medio de cultivo Agar Papa
Dextrosa (PDA) mas ampicilinay se incubaron a 25°C + 1 durante cuatro a siete dias
en condiciones de oscuridad. Todo el proceso de desinfecciény transferencia de las

muestras se realiz6 bajo condiciones asépticas en cabina de flujo laminar.

La obtencion de cultivos puros se realiz6 mediante un protocolo de reaislamientos
sucesivos en medio de cultivo PDA mas ampicilina, siguiendo la metodologia descrita
por Mata & Salmones (2021). La técnica consistié en tomar una porcién de micelio
emergido de las muestras vegetalesy transferirloa unacaja Petri con el mismo medio
de cultivo, incubandolo a 25°C * 1. El proceso de reaislamiento se repitio de forma
sucesiva, tomando muestras del margen de la coloniay transfiriéndolas a nuevas

cajas Petri, hasta obtener una colonia homogéneay sin contaminantes.
- Caracterizacion morfolégica

Se describieron parametros macroscopicos en medio de cultivo PDA, incluyendo
color, texturay tasa de crecimiento de cada aislado. Para medir el crecimiento micelial
de cada aislado se transfirio un disco de micelio de 6 mm al centro de una caja Petri
con medio de cultivo PDA, se selld la caja con papel filmy se incub6éa 25°C £ 1, en

oscuridad y se registro el didmetro cada 24 horas por siete dias (Corral et al., 2024).
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La caracterizacién microscopica se realizé por medio de dos técnicas microbiolégicas

en cabina de flujo laminar:

1) Los micelios de los aislados se recogieron con agujas y se colocaron en un
portaobjetos estéril, afiadiendo unagotade colorante lactofenol (Urdaneta & Delgado,

2007).

2) Siguiendo la técnica propuesta por Ali-Shtayeh et al. (1998), se establecieron
microcultivos. Estos consistieron en colocar papel toalla humedecido con agua
destilada estéril dentro de una caja Petri, junto con un soporte en forma de "V" hecho
de un sorbete estéril, y un portaobjetos esterilizado, previamente sumergido en medio
de cultivo Agar Extracto de Malta (MEA). Sobre el portaobjetos se colocaron dos
porciones de micelio de manera equidistante. Los microcultivos se incubaron durante
cincodias a 25 °C = 1 en condicionesde oscuridad. En ambos casos, los portaobjetos
se observaron bajo un microscopio binocularmarca Euromex, utilizando lentes de 40X
y 100X. Las imagenes fueron capturadas con una camara AmScope MU1000
adaptada al microscopio. La identificacién se realiz6 a nivel de género utilizando
claves taxonomicas y literatura especializada como la de Barnett & Hunter (1999),

Ceperoet al. (2012), Hassan & Chang (2022), Triana etal. (2021), y Weir et al. (2012).

3.4. Capacidad infectiva de los aislados

3.4.1. Capacidad patogénica en frutos y plantas de cacao

Las pruebas de patogenicidad se realizaron inoculando tres frutos maduros (cuatro a
cinco meses) y dos grupos de plantulas de vivero (tres meses) sanas de la variedad
CCN-51. Cada grupo estaba formado de dos plantas. En ambos casos, se incluyo un

grupo control, el cual fue inoculado con agua destilada estéril.
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Elindculose prepar6 a partir de colonias con siete a 15 dias de crecimiento, siguiendo
la metodologia propuesta por Villamil etal. (2015). Para cada aislado, se afiadi6 agua
estéril a la caja Petri y se rasp6 el micelio con una espatula esterilizada al fuego.
Luego, la suspension resultante se filtré utilizando una gasa estéril, obteniendo una
mezcla de conidios y, en algunos casos, fragmentos de micelio. A partir de esta
suspension, se realizd el recuento en una camara de Neubauer, ajustando la
concentracién a 1x10° conidios o fragmentos de micelio/mL. Para lograr este ajuste,
se realizaron diluciones seriadas o se afiadi6 mas suspension de conidios o

fragmentos de micelio segun fuera necesario.

La inoculacién de las hojas y frutos se realizdé segun la metodologia propuesta por
Hernandez (2015). Antes de la inoculacioén, las hojas y frutos se desinfectaron con
alcohol etilico al 70 % y se secaron con toallas estériles. En las hojas, se hicieron
cuatro punciones con una aguja estéril y se inocularon 100 yL de inéculo en cada
puncién utilizando una micropipeta. Posteriormente, se cred una camara hiumeda en
cada hoja mediante la colocacion de unafunda plastica estéril durante 24 horas. Las

plantas se mantuvieron en un ambiente controlado para su evaluacion (Figura 2a).

En el caso de los frutos, se retird una porcion de cascara utilizando un sacabocados
de 6 mm, y se inocularon con 100 pL de in6culo. Los frutos se colocaron en fundas
plasticas estériles durante 24 horas, después de lo cual se retiraron las fundas.

Finalmente, los frutos se mantuvieron en condiciones de laboratorio a una

temperatura de 24°C (Figura 2b).
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Figura 2.
Establecimiento del ensayo de patogenicidad en a) plantulas y b) frutos

La evaluacion de las hojas se realizo diariamente durante 10 dias, registrando la

incidencia de lesiones desde la aparicion de los primeros sintomas; en el caso de los

frutos, las lesiones se evaluaron al décimo dia.

Posteriormente, se determiné la severidad externa en hojas y frutos calculando la
proporcion de tejido afectado, utilizando la Ecuacion 2 (Bock et al., 2020). Luego, el
grado de dafio se convirtio a una escala cualitativa de acuerdo con la metodologia de
Villamil et al. (2015) que se muestra en la Tabla 2. Finalmente, los patégenos se

reaislaron en medio PDA para verificar los postulados de Koch.

Z(Area afectadaen cada hoja)
Y.(Area total de cada hoja)

*100  (Ecuacion 2)

Grado dano (%) =
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Ez(t:)z!l?azde severidad en hojas y frutos de cacao (Villamil et al., 2015)
Severidad Grado dafio (%) Descripcion
1 0 Sin sintomas: no hay signos de afectacion.
2 1-25 Leve a Moderada: afectacion ligera, con algunos

sintomas visibles, pero no graves.

3 26-50 Moderada: dafio evidente, con una parte
significativa del tejido afectado.

4 51-75 Alta: afectacion considerable, con sintomas
marcados en la mayoria del tejido.

5 76-100 Muy alta: dafio severo, donde casi todo el tejido

esta afectado

Para la evaluacion de la severidad de los aislados microbianos se utilizé un disefio
completamente al azar (DCA), donde la variable independiente fue el tipo de aislado,
con 23 niveles, incluyendo un testigo, mientras que la variable dependiente fue el

grado de dafo en porcentaje.

Cada nivel fue evaluado por duplicado, utilizando un total de 46 unidades
experimentales de dos plantas cada una. Luego, los aislados se inocularon en las
experimentales de manera aleatoria. Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) y
una prueba de rango multiple de Duncan a un nivel de confianza del 95 % (a = 0,05).

Las hipotesis del ANOVA que se probaron fueron:

e Hipdtesis nula (HO): Todas las medias del grado de dafio son iguales
e Hipotesis alternativa (H1): Al menos una media del grado de dafio es diferente

de las demas.

El andlisis estadistico se realizé con los programas InfoStat version 2020e y Minitab
19. Para determinar si se rechaza o no la hipétesis nula (HO), se aplico la regla del

valor p, que establece lo siguiente: si el valor p es menor o igual al nivel de
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significancia (a), se rechaza HO. En cambio, si el valor p es mayor que el nivel de

significancia (a), no se rechaza HO (Gutiérrez Pulido & De la Vara Salazar, 2012).

3.4.2. Capacidad endofitica en semillas de cacao

Se utilizaron dos semillas de frutos sanos y maduros (5-6 meses) para cada aislado
fangico (Figura 3). La preparacion de los frutos se realizé siguiendo el protocolo de
Falcéo et al. (2014). Los frutos se desinfectaron con jabédn liquidoy agua corriente, se
extrajeron las semillasy se retiré el mucilago usando un bisturiy papel toalla, todo en
condiciones estériles dentro de una cabina de flujo laminar. Las semillas se
sumergieron en alcohol etilico al 70 % durante dos minutos, luego en hipoclorito al 2
% por tres minutos, y finalmente se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril.
Posteriormente, las semillas se colocaron en camaras humedas con papel filtro
humedecido para su germinacioén, manteniéndolas a temperatura ambiente con un

fotoperiodo de 12 horas luz/oscuridad durante cuatro dias.

Figura 3.
Establecimiento del ensayo de endofitismo
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La inoculacion se llevé a cabo sumergiendo las semillas germinadas en una
suspension de 1x10° conidios o fragmentos de micelio/mL durante 30 minutos. Luego,
se retornaron a las camaras himedas para su evaluacion. Las semillas del grupo
control se trataron de manera similar, pero se sumergieron en agua destilada estéril.
Siguiendo las metodologias de Hanada et al. (2010) y Falcédo et al. (2014), se

evaluaron el crecimiento de las radiculas y las plumulas.

Con los datos de las longitudes de las radiculas y las plumulas, el diametro de las
colonias en PDA y la severidad en hojas y frutos, se realizO un analisis de
conglomerados jerarquico con el método de Ward, con el objetivo de clasificar a los
aislados en grupos con caracteristicas homogéneas. Finalmente, para entender la
formacién de los grupos con base a las caracteristicas de las variables, se realizd un

andalisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés)y se elabor6 un

gréafico biplot (Hair, 1999).
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CAPITULO IV: Resultados y Discusion

4.1. Incidencia de enfermedades de las plantaciones de cacao

La zonade las plantaciones de cacao presentd un suelo arcilloso con mucha materia
organica, debido a su cercania a las riberas del rio Napo. Anteriormente, esta area
formaba parte de un bosque primarioy actualmente cuenta con cultivos circundantes
de platano, café y arboles de capirona. En total, se evaluaron 300 plantas de cacao
de la variedad CCN-51, con una edad de cinco afios segun los propietarios. Los
arboles presentaban una altura aproximada de 3 m y la distancia de siembra entre

ellos erade 3 m.

Durante lainspeccion, se identificaron varios sintomas en las plantas de cacao como
necrosis, antracnosisy pudricion general,los cuales afectaban alas hojasy los frutos.
Ademas, se detectd la presencia de pudricion helada (Moniliophthora roreri) en los
frutos como se muestra en la Figura 4. En cuanto a la incidencia de los sintomas de
enfermedades, se observo que Moniliophthora roreri afect6 al 93,3 % de las plantas,
la pudricién general present6é unaincidencia del 83,3 %, la antracnosis afect6 al 69,3
% de las plantas evaluadasy la necrosistuvo unaincidenciadel 33,3 %. Estos valores

altos de incidencia indican un elevado nivel de afectacion en las plantaciones.
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Figura 4.
Sintomatologias y enfermedades evidenciadas en campo. (a) Fruto con pudricién

helada, (b) Fruto con pudricién general, (c y d) Hojas con antracnosis

La alta incidencia de la pudricion helada del fruto (Moniliophthora roreri) (93,3%), es
coherente con lo sefialado por Villavicencio etal. (2020), Solis et al. (2021) y Anzules
etal. (2021), quienesladestacan como la principalamenazapara las plantacionesde
cacao en el Ecuador. Esta incidencia alta es preocupante, ya que M. reduce la
produccion de cacao y deteriora la calidad de los frutos, generando pérdidas

econodmicas importantes.

La pudricidon general fuelasegundaenfermedad con masincidencia (83,3 %), seguida
por la antracnosis (69,3 %) y la necrosis (33,3 %). Estos resultados son consistentes
con lo sefialado por Martinez de la Parte & Pérez (2015), quienesidentificarona la
pudricion y la antracnosis como enfermedades importantes que limitan la produccién
de las plantaciones de cacao. Sin embargo, los niveles de incidencia observados

superan lo reportado en otras investigaciones, lo que podria estar relacionado con
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factores ambientales como la proximidad al rio Napo que podria crear condiciones
favorables para el desarrollo de estos patbgenos. Ademas, en zonas tropicales existe

una mayor diversidad de hongos (Hanada et al., 2010).

La alta incidencia de pudricién general podria explicarse por la susceptibilidad del
cacao CCN51 a la mazorca negra o pudricion parda (Phytophthora palmivora), a
diferencia del cacao Nacional que muestra resistencia a este hongo (Carriel, 2013).
Se debe destacar que P. palmivora tiene un ciclo de vida rapido en condiciones de
alta humedad (Solis et al., 2021). Ademas, la pudricion podria deberse a hongos del
género Lasiodiplodia que se hallaron en esta investigacion, los cuales se han
convertido en una amenaza importante para los cultivos de cacao en Ecuador (W.
Jiménezet al., 2022). Los hongosdel género Lasiodiplodia se encuentran en regiones
tropicales y se desarrollan en suelos arcillosos con alta humedad, siendo favorecidos
por los periodos lluviosos que estimulan la maxima produccién de esporas y su

diseminacion (Moreira et al., 2021).

Otro factor relevante es la influencia de los cultivos circundantes como el platanoy el
café, los cuales, pueden influir negativamente en el estado fitosanitario del cacao, ya
gue ambos cultivos actian como reservorios potenciales de patégenos que pueden
trasladarse a las plantaciones de cacao, lo que puede aumentarla incidenciade las
enfermedades. Se debe destacar lo sefialado por Hanada et al. (2010), quienes
mencionan que algunos hongos de los géneros Colletotrichum y Fusarium son

enddfitos en plantaciones de platano

Ademas, autores como Leandro-Mufioz &Cerda (2021), mencionan que lainteraccion
entre diferentes cultivos en una misma zona puede modificar la dinamica

epidemioldgica, incrementando el riesgo de infecciones cruzadas; ademas, la
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proximidad de los arboles de capirona, aunque proporciona sombra, podria crear un
ambiente mas propicio para el crecimiento de hongos patégenos, debido a la alta

humedad en la zona.

4.2. Identificacion de aislados microbianos asociados con plantas enfermas

En la investigacion se obtuvieron 22 aislados (Tabla 3), los cuales se caracterizaron
en los aspectos macroscopicos y microscopicos. Para la identificacién de los aislados
hasta el nivel de género, se observaron diversas caracteristicas morfologicas

distintivas, como el color, la textura y la forma de las colonias. Ademas, se analizaron

estructuras de esporas, hifas y estructuras reproductivas.

Tabla 3.
Resumen de los aislados fungicos analizados
Género Sintomas de origen Numero de aislados
Fusarium Necrosis 2
Trichoderma Necrosis 1
Colletotrichum Podredumbre, antracnosis y necrosis 7
Xylaria Necrosis 1
Lasiodiplodia Mancha negra y pudricién del fruto 1
Phytophthora Mancha negray pudricién del fruto 1
Phomopsis Mancha negra y pudricién del fruto 1
No identificados Antracnosis, necrosis 8

Se determiné que los aislados pertenecian al género Colletotrichum debido a la
observacién de conidios con caracteristicas distintivas,como su forma cilindrica, hifas
con vacuolasinternas, asi como la presencia de esporodoquios de color naranja. En
el caso de Trichoderma, se identifico por el color de la colonia, que presentaba un
tono verde caracteristico, y por las esporas que exhibian una morfologia globosa.

Para los géneros Xylaria y Lasiodiplodia, la forma y textura de las colonias fueron
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determinantes, mostrando coloniasoscurasy fibrosas en el primero y un aspecto mas
denso, viscoso de color gris oscuro en el segundo. En los aislados de Fusarium, la

presenciade macroconidiosen forma de media lunay estructuras reproductivas como

polifidlides y conidioforos fueron clave para su identificacion.

Por otra parte, los géneros Phomopsis y Phytophthora se identificaron a partir de la
forma y textura de las colonias, junto con estructuras microscopicas, como hifasy
conidioforos; ademas de considerar su origen de aislamiento a partir del fruto, que
aporté informacion adicional para su clasificacion precisa. En algunos hongos la
identificacion basada en la morfologia fue suficiente para determinar el género; sin
embargo, en ocho de los aislados, la identificacion fue limitada debido a la similitud y
variabilidad de caracteristicas observadas. Los detalles especificos de estas

caracteristicas se presentan en el Anexo 2.

En la Tabla 3 se observa que el género Colletotrichum fue el mas abundante, lo que
es coherente con estudios previos como el de Villavicencio et al. (2020), quienes
reportaron unaalta abundanciade este géneroen plantacionesde cacao en Ecuador.
Ademas, tanto Villavicencio et al. (2020) como Martinez (2022), identificaron el rol
predominante de Colletotrichum en la antracnosis del cacao. Este hongo, conocido
por su capacidad de transmision horizontal, representa una seria amenaza para la
produccion de cacao, especialmente bajo condiciones de alta humedad, que

favorecen su dispersion y ciclo de vida.

Ademas, los resultados de la investigacion concuerdan con la investigacion de
Martinez de la Parte & Pérez (2015), quienes estudiaron la incidencia de
enfermedades fungicas en plantaciones de cacao y encontraron que la pudricién del

fruto del cacao se debia a especies de los géneros Lasiodiplodiay Phytophthora,
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mientras que la antracnosis se debia a hongos del género Colletotrichum, La
identificacion de Lasiodiplodia en frutos afectados por pudricion también refuerza los
estudios de Jiménez et al. (2022) y Moreira et al. (2021), quienes sefialaron a este
género como un agente causante de la pudricion del fruto en plantaciones de cacao
de Ecuador. Asimismo, la presenciade Fusariumy su impacto en la salud del cultivo
resalta la necesidad de monitoreo constante, dado que este género ha sido reportado

como un patégeno de importancia en diversos sistemas agricolas.

Elhechodeque ochoaisladosnose identificaron, se debe en gran parte ala ausencia
de esporulacién, lo que concuerda con lo mencionado por Villavicencio et al. (2020),
quienes observaron que varios hongos aislados de hojas de cacao no esporulan en
medios como Agar de Papa y Dextrosa (PDA) o Agar de Extracto de Malta (MEA).
Ademas, Hanada et al. (2010), en otro estudio sobre hongos asociados al cacao,
sefialaron que de 147 aislados, cinco mostraron una esporulacion insuficiente para
una identificacion adecuaday 35 no esporularon. Esto evidencia la dificultad en la
identificacion de ciertos hongos que no producen estructuras reproductivas visibles
en medios de cultivo convencionales como PDA o MEA, lo que sugiere la necesidad

de utilizar métodos complementarios como el analisis molecular.

4.3. Capacidad infectiva de los aislados

- Capacidad patogénica en frutos y plantas de cacao

Los resultados indican que todos los aislados fueron patogénicos en los frutos, con la
mayoria presentandounaincidencia del 100 %, excepto Trichoderma que mostré una
incidencia del 25 %. Esto indica un alto nivel de susceptibilidad de los frutos a las

infecciones por hongos. Ademas, en los tallos no se observo incidencia de
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enfermedades (Figura 5), lo que indica que esta parte de la planta es menos

vulnerable a las infecciones por hongos.

Figura 5.

Sintomatologia no evidente en tallos a los 15 dias de evaluacién

Por otra parte, en hojas se observo que 14 de los aislados fueron patogénicos, aunque
la incidencia fue mas variable, destacando el aislado de Xylaria que presenta una

incidencia del 75 %.

A continuacién, se analizo la severidad del dafio causado por los distintos aislados en
hojas y frutos mediante un analisis de varianza (ANOVA), para evaluar su efecto en
la severidad del dafio. Los resultados mostraron que el tipo de aislado tiene un efecto
significativo tanto en hojas como en frutos (p < 0,05), lo que indicaque al menos una
media de la severidad es diferente de las demas (Gutiérrez Pulido & De la Vara
Salazar, 2012). En consecuencia, se aplicé la prueba de rango multiple de Duncan

para identificarlas medias especificas que presentan diferencias significativas (Tablas

4y5).
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Tabla 4.
Severidad del dafio en hojas en plantulas de cacao a 10 dias de inoculacion en

umbréaculo (ver Figura 6).

Género Caodigo _ _
sislado X Severidad (%)

No identificado M6_A3 3,19 £233 a*
Xylaria M3_A3 186 +£0,49b
No identificado M6_A4 1,79+0,27b

Phomopsis M5 A3 1,10 £ 1,26 bc
No identificado M3_A1l 0,16 £ 0,23 ¢
Colletotrichum M8 A2 0,14 £0,12c
Colletotrichum M8 Al 0,13+0,09c
No identificado M3_A5 0,12+0,18c
Fusarium M1 Al 0,10+0,14c
No identificado M8_A3 0,09 +0,13c¢c
Colletotrichum M7_Al 0,09+0,12c
Colletotrichum M2 Al 0,08+0,11c
No identificado M7_A2 0,07 £0,10c
Colletotrichum M7_A3 0,02 +0,03c
No identificado M6_A5 0,00 £0,00c
No identificado M6 A2 0,00 £0,00c
Colletotrichum M6_A1l 0,00 £0,00c
Phytophthora M5_A2 0,00 +0,00c
Lasiodiplodia M5 Al 0,00 £0,00c
Colletotrichum M3 _A4 0,00 £0,00c
Fusarium M3_A2 0,00 £0,00c
Trichoderma M1_A2 0,00 £0,00c
Control 0,00 £0,00c

*Las medias que no comparten unaletra son significativamente diferentes, réplicas=2

En la Tabla 4 se observa que el aislado M6_A3 (No identificado) presenté la mayor
severidad, seguidode los aislados M3_A3 (Xylaria), M6_A4 (No identificado)y M5_A3

(Phomopsis). Estos fueron los Unicos que alcanzaron una severidad nivel dos (Leve
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a Moderada, 1-25 %) de acuerdo a la escala de Villamil et al. (2015) (Figura 6).
Ademas, se observaron otros 10 aislados, la mayoria de los géneros Colletotrichum

y Fusarium, que también fueron patogénicos; sin embargo, mostraron una severidad

nivel uno (Sin sintomas, 0 %), lo que indica que, el dafio en las hojas fue minimo.

Figura 6.
Sintomatologias en hojas de cacao: a) M6_A3 (No identificado), b) M3_A3(Xylaria)
c) M6_A4 (No identificado) d) M5_A3 (Phomopsis).
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Tabla 5.
Severidad del dafio en frutos a 10 dias de inoculacion en laboratorio (Ver Figura 7)
Género Cadigo X Severidad %
aislado
Fusarium M1 Al 80,03+ 4,14 a*

Colletotrichum M3 A4 7893+ 140a

No identificado M6_A3 7859+ 567a
Colletotrichum M2 Al 78,09+ l1l46a
Phytophthora M5_A2 75,93+ 5,82ab
Lasiodiplodia M5 Al 72,00 + 5,72 abc
Colletotrichum M8 A2 65,04 + 16,02 abcd
Colletotrichum M6 Al 61,85 + 19,40 abcde
Colletotrichum M7_Al 55,40 + 26,70 bcde
No identificado M3 A5 53,71 + 8,53 cde

Phomopsis M5_A3 46,40 = 17,60 de
No identificado M8 A3 46,18 + 16,06 de
Fusarium M3 _A2 41,43 +17,89 ef
Xylaria M3 A3 23,44 + 8,19fg

No identificado M6_A5 23,37 £ 2,521g
Colletotrichum M7_A3 20,33+ 5,00¢g
Colletotrichum M8 Al 18,62+ 2,69¢g
No identificado M3 Al 18,30 + 3,43¢g
No identificado M6_A4 1356+ 452¢g
No identificado M6_A2 1083+ 1,64¢g
No identificado M7_A2 9,24+ 0,87¢g
Trichoderma M1 A2 217+ 435¢g
Control 0,00+ 0,009

*Las medias que no comparten unaletra son significativamente diferentes, réplicas=4

EnlaTabla 5 se observa que los aislados M1_A1l (Fusarium), M5_A2 (Phytophthora),
M5_A1 (Lasiodiplodia) y algunos del género Colletotrichum como M2_A1l, M3_A4,
M6_A1ly M8 A2, mostraron la mayor severidad con valores entre 61,85 y 80,03 % de

dafo. Este nivel de dafo corresponde a severidades de nivel cuatro (Alta, 51-75 %) y
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de nivel cinco (Muy alta, 76-100 %) de acuerdo a la escala de Villamil et al. (2015)

(Figura?).

Figura 7.

Sintomatologias de cepas: a) M1_A1l (Fusarium), b) M5_A2 (Phytophthora), c)
M5_A1 (Lasiodiplodia) d) M2_A1 (Colletotrichum), €) M3_A4 (Colletotrichum), f)
M6_A1 (Colletrotrichum), g) M8_A2 (Colletrotrichum) y h) Control (agua destilada

estéril).

Estos resultados coinciden con estudios previos como los de Moreira et al. (2021) y
Baruah et al. (2024), quienes reportaron que los frutos son mas susceptibles a
infecciones severas por hongos de los géneros Lasiodiplodia y Phytophthora, los
cualesson responsablesde la pudricion del fruto. Ademas, Carriel (2013), sefiala que

el cacao CCN-51 es vulnerable a la mazorca negra.

Se debe destacar el comportamiento de Trichoderma, que mostré unabaja incidencia

y severidad en hojas y frutos, confirmando su papel como un agente biocontrolador
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gueinhibe el crecimiento de otros patdgenosy estimulalas defensasde la planta(Ten

Hoopen & Krauss, 2016).

Estos resultados subrayan la importancia de dirigir las estrategias de manejo
fitosanitario hacia los frutos, donde la incidenciay severidad de las infecciones son
mayores. Ademas, el uso de agentes biocontroladores como Trichoderma podria ser
una herramienta clave para reducir la severidad de las infecciones en el cacao,

minimizando asi las pérdidas en la produccion y mejorando la sostenibilidad del

cultivo.

- Capacidad endofitica

Los resultados de las pruebas de endofitismo se presentan en la Tabla 6.
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Tabla 6.
Resultados de pruebas de endofitismo en semillas de cacao a los 21 dias
postinoculacion.

Aislado Género Longitud * Diametro * Reaislamiento
Plumula Radicula Hojas Raiz Tallo
M1 Al Fusarium 0 12,1 2,5 - - -
M1 A2 Trichoderma 10,0 51,0 3,8 - - +
M2_Al1  Colletotrichum 0 30,6 50 - - -
M3_Al No identificado 0 0 0 - - -
M3 A2  Fusarium 2,6 28,1 1,8 - - -
M3_A3 Xylaria 0 0 0 - - -
M3_A4  Colletotrichum 0 0 0 - - -
M3_A5 No identificado 8,5 33,0 3,3 - - -
M5_ Al Lasiodiplodia 0 0 0 - - -
M5_A2  Phytophthora 9,8 50,5 2,0 - - -
M5_A3  Phomopsis 0 41,0 3,7 - - -
M6_A1  Colletotrichum 12,3 80,5 5,6 - - -
M6_A2  No identificado 0 20,3 2,8 - - -
M6_A3  No identificado 0 15,9 2,3 - - -
M6_A4  No identificado 0 64,5 2,7 - - -
M6_A5 No identificado 0 0 0 - - -
M7_Al  Colletotrichum 0 11,7 2,4 - - -
M7_A2 No identificado 84 76,1 3,6 - - -
M7_A3  Colletotrichum 8,1 18,3 2,1 - - -
M8 Al Colletotrichum 0 0 0 - - -
M8 A2  Colletotrichum 12,3 57,0 3,7 - - -
M8 A3  No identificado 0 22,9 2,6 - - -
Control 11,2 78,8 34 - - -

*Medida en milimetros (mm)
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En la Tabla 6 se observa que el aislado M1_A2 (Trichoderma) no causo sintomas de
enfermedades en las plantulas (Figura 8) y pudo ser reaislado en el tallo, pero no en
las hojas. Esta observacion concuerdacon el estudio de Villavicencio et al. (2020),
guienes tampoco lograron un reaislamiento en las hojas, y con lo reportado por Mejia
et al. (2008), quienes mencionan que algunos hongos de este género tienden a
predominar en los tallos, actuando endéfitos y desempefiado un rol importante en el

control bioldgico de enfermedades.

Figura 8.

Dindmica de crecimiento de semillas inoculadas con el aislados M1_A2
(Trichoderma sp.): a) a los 5 dias; b) y c) a los 30 dias. Parte inferior con el control
sin inocular: d) a los 5 dias; e y f) plantulas a los 30 dias
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A continuacion, serealizé un analisis de conglomeradosy un analisis de componentes
principales (PCA, por sussiglas eninglés) con los datos del diAmetro de cada colonia,

de los datos de la severidad en hojas y frutos, y con la longitud de la radicula y la

plumula. Los resultados se observan en las Figuras 9y 10.

Figura 9.
Dendrograma de los aislados fungicos
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En el dendrograma de la Figura 9 se observa que se formaron dos grupos. El primer
grupo esta formado por los aislados M1_A2 (Trichoderma), M7_A2 (No identificado),
M5_A2 (Phytophthora), M6_A1(Colletotrichum) y M8 A2 (Colletotrichum). Por otra

parte, el segundo grupo esta formado por el resto de aislados.

Para entenderla formacion de los grupos, se analizo el grafico biplot de la Figura 10,
en donde se observa que el primer grupo de aislados (M1_A2, M7_A, M5_A2, M6_A1
y M8 _A2) se caracteriza porque tiene valores altos de la longitud de laradicula y la
plimula, ademéas de valores bajos de severidad en hojas. Esto se debe a que las
flechas de la longitud de la radicula y la plumula estan juntas, por lo que estan
correlacionadas positivamente, mientras que la flecha de la severidad en hojas se
encuentra del lado contrario de las variables anteriores, por lo que estan

correlacionadas negativamente. Por otra parte, las flechasde lalongitud de laradicula
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y la plimula forman un angulo de 90 % con la flecha de la severidad en frutos, por lo

gue no estan relacionadas (Hair, 1999).

Figura 10.
Grafico biplot de los aislados fungicos
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En el Tabla 6 se observa que los aislados del primer grupo (M1_A2, M7_A2, M5 A2,

M6_A1l, M8_A2) permitieron el crecimiento de las plantulas, lo que sugiere un rol

potencialmente benéfico. Sin embargo, séloM1_A2 (Trichoderma) pudo ser reaislado,

lo que confirma sus propiedades endofiticas (Mejia et al., 2008).

En el caso del aislado M5_A2 (Phytophthora), el hecho de que permite el crecimiento

de las plantulas sin ser reaislado, coincide con lo reportado por Vera et al. (2018) y

Baruah et al. (2024), quienes sefialan que Phytophthora puede infectar tejidos de

plantas maduras, afectando especialmente los frutos y causando necrosis de afuera

hacia adentro.
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Finalmente, en el caso de los aislados M6_Al1 y M8 A2 (ambos del género
Colletotrichum), el hecho de no ser reaislados, coincide con lo reportado por Asman
et al. (2018), quienes tampoco lograron reaislar estos hongos en hojas, tallos, ni
raices. Sin embargo, estos resultados difieren de los estudios de Mejia et al. (2008) y

Hanada et al. (2010), quienes sefialan que los hongos del género Colletotrichum

pueden presentar propiedades endofiticas.
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CAPITULO V: Conclusiones y Recomendaciones

5.1. Conclusiones

1. El diagndstico fitosanitario realizado en las plantaciones de cacao de la
variedad CCN-51 de la comunidad Nueva Providencia muestra una alta
incidencia de enfermedades fungicas, como la pudricion helada del fruto (93,3
%), pudricién (83,3 %) y antracnosis (69,3 %), lo que evidencia un estado
fitosanitario critico en la plantacion. Ademas, la presencia de -cultivos
circundantes como el platanoy el café, pueden contribuir a la propagacion de
estas enfermedades, ya que estos cultivos pueden actuar como reservorios de
patdgenos.

2. Elgénero de hongo mas abundante fue Colletotrichum, seguido por Fusarium,
Lasiodiplodia, Xylaria, Phytophthora. y Phomopsis. Colletotrichum es el
principal causante de la antracnosis, mientras que la alta incidencia de
pudricion se atribuy6 a Lasiodiplodia y Phytophthora. En ocho aislados se
presentaron dificultades para su identificacion, por lo que es necesario aplicar
técnicas complementarias, como el andlisis molecular.

3. Los resultados de la investigacion muestran que los frutos de cacao son mas
susceptibles a las infecciones fungicas, presentando una severidad
significativamente mayor en comparacion con las hojas y tallos. Aislados de
los géneros Fusarium, Colletotrichum, Phytophthora y Lasiodiplodia destacan
por causar altos niveles de dafio en los frutos, lo que resalta la necesidad de
priorizar estrategias de manejo fitosanitario dirigidas a esta parte del cultivo.
Por otro lado, Trichoderma mostr6 un bajo nivel de patogenicidad vy

endofitismo, confirmando su potencial como agente biocontrolador
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5.2. Recomendaciones

1. Implementar un plan de manejo fitosanitario integrado, que combine practicas
culturales, control bioldgico y uso racional de fungicidas, para reducir la incidencia
de las principales enfermedades observadas, como la pudricion helada, la
pudricion y la antracnosis. Se puede promover una mayor distancia de siembra y
mejorar la ventilacion entre las plantas para minimizar la propagacion de
patdgenos. Ademas, se recomienda llevar a cabo un monitoreo continuo de los
cultivos circundantes, como el platano y el café, para evitar la transferencia de

enfermedades.

2. Se recomienda utilizar técnicas moleculares, como la secuenciacion de ADNy
la PCR (Reaccién en cadena de la polimerasa), para identificar los aislados que
presentaron dificultades debido a la falta de esporulacion. El empleo de bases de
datos genéticos de hongos permitira una comparacion y clasificacion mas precisa

de los aislados.

3. Se recomienda implementar un manejo integrado de enfermedades en las
plantaciones de cacao, enfocando las estrategias en la proteccion de los frutos,
gue son la parte de la plantamas susceptible a las infeccionesfungicas. Se sugiere
el uso de agentes biocontroladores como Trichoderma, debido a su bajo nivel de
patogenicidad y su capacidad para inhibir otros patdbgenos. Ademas, es esencial
tomar medidas para reducir la incidencia de patdgenos como Fusarium,

Colletotrichum, Phytophthora y Lasiodiplodia.
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ANEXOS

Anexo 1

Actividades realizadas en campo Yy laboratorio.

o Oy

Figura b. Cultivo diversificado: cacao,
platano y café.

';i 2

Figura d. Antracnosis en hoja.

Figura e. Procesamiento de muestras en Figura f. Desinfeccion de muestras
laboratorio. (Alcohol 70%, Hipoclorito 2% y agua

destilada estéril).
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Figura g. Siembra de muestras en PDA. Figura h. Etiqutdo y sellado de cajas
Petri.

ey
——

Figura k. Evaluacion de sintomatologias en = B ‘ )
frutos Figura |. Evaluacion de sintomatologias en

hojas
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Anexo 2
Namero Cédigo Parte Género Sintomas Caracteristicas Fotos de caracterizacion Fotos de caracterizacion
aislado planta macroscolpica ] o
microscopica
1 M1_Al  Fruto  Fusarium  Necrosis Colonia de forma circular, textura Fo ST
algodonosa, superficie concéntrica <) ﬁ7
plana, color anverso blanco hueso | : \”‘7) ’\}\
y reverso blanco a amarillo. ) AW
Microconidios elipsoidales W APIEN s ol
agrupados en falsas cabezas, B/ 70 ".) § % 27|
polifidlide en botella y
clamidosporas en cadena.
2 M1 A2 Fruto Trichoder  Necrosis Colonia de forma irregular, .
ma superficie concéntrica elevada, 0
colorreverso amarillo-verde limon
con pustula (conidios color verde) "
y color reverso blanco. Esporas
globosas color verde. f
o <
»"’ 3
I o
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Ndmero Coddigo Parte Género Sintomas Caracteristicas Fotos de caracterizacion Fotos de caracterizacion
aislado  planta macroscoépica

microscopica

3 M2_Al Fruto Colletotric  Podredumbr Colonia de forma irregular,
hum e superficie concéntrica, textura
algodonosa, color anverso beige a
gris y color reverso gris palido.
Conidios cilindricos, conidiéforo
simple. Micelio hialino.

4 M3_Al Hoja No Necrosis Colonia de forma irregular,
identificad superficie concéntrica y textura

o] algodonosa plana. Color anverso

marron oscuro y color reverso

beige. Clamidosporas

intercaladas, hifas sin septos,
célula conidiégena percurrente.
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Ndmero Coddigo Parte Género Sintomas Caracteristicas Fotos de caracterizacion Fotos de caracterizacion
aislado  planta macroscoépica ] i
microscopica
5 M3_A2 Hoja Fusarium  Necrosis Colonia de forma circular, 3\ a
superficie rugosa, textura 5*Ys / :
algodonosa.  Color  anverso |- ‘ /
amarillo pélido y reverso blanco. 0 T T
Microconidios  elipsoidales vy ." Yo
macroconidios en medialuna y v /0 -
septados. Polifialide. R
Clamidospora terminal y

esporodoquia.

6 M3_A3 Hoja Xylaria Necrosis Colonia irregular, superficie
concéntrica y textura
aterciopelada. Color anverso
beigey colorreverso blanco. Hifas
sin septos hialinas, brotacion
multiple del conidiéforo.
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Ndmero Coddigo Parte Género Sintomas Caracteristicas
aislado  planta
7 M3_A4 Hoja Colletotric  Necrosis Colonia de forma circular,
hum superficie concéntrica y textura
algodonosa plana. Color anverso
gris pélido y color reverso gris
oscuro con esporodoquios tono
naranja. Didimoconidios
cilindricos. Fidlide en botella con
cuello corto.
8 M3_A5 Hoja No Necrosis Colonia de forma irregular,
identificad superficie concéntrica y textura
o} algonodosa plana. Color anverso

beige y color reverso blanco.

Fotos de caracterizacion
macroscoépica

Fotos de caracterizacion

microscopica
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NUumero Cédigo Parte Género Sintomas

aislado  planta

Caracteristicas Fotos de caracterizacion Fotos de caracterizacion
macroscoépica

microscopica

10

M5 Al Fruto Lasiodiplo Mancha
dia negra y
pudricién
del fruto

M5_A2 Fruto Phytophth Mancha
ora negra y
pudriciéon
del fruto

Colonia irregular, superficie
concéntrica y textura algodonosa
elevada. Color anverso gris
oscuro 'y color gris. Hifas
septadas.

Colonia de forma irregular,
superficie concéntrica y textura
algodonosa plana. Color anverso
beigey colorreverso blanco. Hifas
con septos.
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NUumero Cédigo Parte Género Sintomas Caracteristicas
aislado  planta

11 M5 A3 Fruto Phomopsi Mancha Colonia irregular, superficie
S negra y concéntrica y textura algodonosa
pudricién plana. Color anverso en el centro
del fruto marron oscuro a palido color
reverso blanco. Esporangio
globoso. Hifas septadas. Beta

conidios filiformes.
12 M6_A1 Hoja Colletotric  Antracnosis Colonia de forma cicular,
hum superficie concéntrica y textura

algodonosa plana. Colo anverso
gris y naranja palido, color reverso

Fotos de caracterizacion Fotos de caracterizacion

macroscolpica

microscopica

gris palido. Didimoconidios
cilindricos, hifas hialinas
septadas.
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Fotos de caracterizacion Fotos de caracterizacion

macroscoépica

microscopica

Ndmero Coddigo Parte Género Sintomas Caracteristicas
aislado  planta
13 M6_A2 Hoja No Antracnosis Colonia circular, superficie
identificad concéntrica y textura algodonosa
o} plana. Color anverso beigey color

reverso blanco. Hifas hialinas
septadas. Conidios globosos,
clamidosporas en cadenas.
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Caracteristicas Fotos de caracterizacion Fotos de caracterizacion
macroscoépica

microscopica

Ndmero Coddigo Parte Género Sintomas
aislado  planta

14 M6_A3 Hoja No Antracnosis Colonia de forma irregular,
identificad superficie radial 'y  textura
o] algodonosa. Color anverso vy

reverso beige

15 M6_A4 Hoja No Antrachosis Colonia de crecimiento radial,
identificad superficie rugosa y textura
o} algodonosa. Color anverso

marrén oscuro a grisaceo y borde
beige y color reverso marron
palido. Hifas hialinas septadas con
vacuolas esféricas.
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NUumero Cédigo Parte Género Sintomas

aislado  planta

Caracteristicas Fotos de caracterizacion Fotos de caracterizacion
macroscoépica

microscopica

16

17

M6_A5 Hoja No Antracnosis
identificad
0

M7_Al Hoja Colletotric ~ Antracnosis
hum

Colonia de forma circulas,
superficie  radial y textura
algodonosa. Color anverso marrén
y blanco al borde y color reverso
blanco.

Colonia de forma circular,
superficie concéntrica y textura
algodonosa. Color anverso gris
oscuro y colorreverso gris pélido.
Didimoconidios cilindricos. Hifas
hialinas. Conidi6foro ramificado.

69

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGROC



NUumero Cédigo Parte Género Sintomas Caracteristicas Fotos de caracterizacion Fotos de caracterizacion
aislado  planta macroscoépica

microscopica

18 M7_A2 Hoja No Antrachosis Colonia de crecimiento irregular,
identificad superficie radial 'y  textura
o} algodonosa. Color anverso

marrén pélido y color reverso
marrén palido a beige. Hifas
hialinas septadas

19 M7_A3 Hoja Colletotric  Antracnosis Colonia de forma circular,
hum superficie concéntrica y textura

algodonosa. Color anverso vy

reverso beige. Didimoconidios

cilindricos. Hifas hialinas con

vacuolas esféricas. Conidioforo

ramificado.
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Ndmero Coddigo Parte Género Sintomas Caracteristicas Fotos de caracterizacion Fotos de caracterizacion

aislado  planta macroscoépica ] i
microscopica

20 M8_A1l Hoja Colletotric  Antracnosis Colonia de forma circular,
hum superficie concéntrica y textura

algodonosa. Color anverso vy

reverso blanco hueso.

Didimoconidios cilindricos. Hifas
hialinas. Conidi6éforo ramificado.
Esporodoquios color naranja
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Fotos de caracterizacion

Nimero Coédigo Parte Género Sintomas Caracteristicas Fotos de caracterizacion
aislado  planta macroscoépica ] i
microscopica
21 M8_A2 Hoja Colletotric  Antracnosis Colonia de forma circular,
hum superficie concéntrica y textura
algodonosa. Color anverso gris
oscuro y colorreverso gris pélido.
Didimoconidios cilindricos. Hifas
hialinas con vacuolas esféricas.
Conidiéforo ramificado.
22 M8_A3 Hoja No Antracnosis Colonia de forma circular,
identificad superficie concéntrica y textura
o] algodonosa. Color anverso vy
reverso blanco hueso.

Didimoconidios cilindricos. Hifas
hialinas. Conidi6foro ramificado.
Esporodoquios color naranja
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Anexo 3

espoch T e tes
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Oficio Nro. 1510 DLESPOCH. 1024
Risbamba, 05 de abril de 2024

Asonie: Regiztto DD mgreso al provecto de la estadisnte Thosselyn Andres Patiafial
Pomero

Sefior Licenciade

Acterio Denis Barbam Grajales PhD

Director Proyecto de Investizacion

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBOFATD

Sefior InFeniern

Fredy Patricio Erazo Rodrignesz

Profesor Ocasional )

ESCUELA SUPERIOFE FOLITECNICA DE CHIMBORATO
En su Despacho

Die mi consideracion:

Luego de hacerls llegar un cordial szludo, en respuesta al doonmento Mo
ESPOCH-IDIPT-328-2024-0033-0, v de acuerdo 2 12 nonmativa de investigacion vigsnte
2o procade a regisirar v legzlizar el ingreso de la sefiorits Jhosselyn Andrea Penafiel
Bomero CI: 21501428227 en calidsd de iovestgadora fesista de posgrado, de s
magsimia en Biotecnologia de 1z Universidad de Milapro, quisn se interra desde 2] 05 de
marze 2024, con una partcipacion de 16 horas semanales en el provecto de investigacion
“MMonitoreo de enfermedades v parasitos emergentes v reemargentes en relacion con los
cambios madicambientales de ecosistemas en las aress protegidas de la Cuenca dal Rio
Napo-Orellana™, Fecha de Inicie 02 de enero 2023 v fecha fin 31 de diciembre 2024,

Las actividades registradas de responsabilidad de la investigadora son:

1. Identificacion de Plantas Susceptibles: Investigar v hacer wna lista de plantas
conocidas por ser susceptibles a ciemos patopsnos. Clasificar las plantas en categorizs
sagln s susceptbilidad

1. Preparacion de Materiales de Muesireo: Aprender a esterilizar herrarmisntas de
mussires, como tijeras, cuchillas, v bolsas de recolaccion. Preparar medios de cultive y
soluciones para el ransporte de musesiras

3. Dizenio de Muestreo: Planificar un disefio de nmestres que sea Tepresentstive y
abarque diversaz arezs. Estshlacer um protocolo para la recoleccion sistematica de
muesTas

4. Becoleccion de Muesiras: Bealizar salidas de campo para recolectar musstras de
plantas sospechosss de estar imfectadas. Enguetar adecuadamente cads pmesTa con
informacion relevante.

5. Procesamiento de Muestras: Aprender ternicas do processmients de nmestras, como

."".-.'\---;-."'. s Bl - B S - . . .
[i] = : Fanamericara 5urkm 1 _x:wln';a-\!??!, &:‘F' " ﬂ‘rﬁ:ﬂﬂ-
B | cosige Postat ECDEDNES {9 281708 e

* RGP fed TG ACCR s
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espoch Do

Oficio Nro. 1510 DLESPOZCH 2024
Eiobamba, (05 de abril de 2024

la extraccion de AT o ARM. Realizar pruebas de laboratorio para detactar la presencia
de patogenos

6. Amalisis de Dates: Analizar los resultados de lss prusbss v registmar 1 presencis o
ausencis de pstogenos en cada muestoa. Interpredar los datos para idendScar patrones o
tendencias.

7. Informe ¥ Comumicacion: Crear informes detallados que documenten el proceso de
musstres, los meétodos ndlizados v los resultados obtenidos. Presentsr los hsllszzos en
presentacionss para COmMPArir con ome: estndiantes o profesionales

§.Discusion ¥ Mejora: Participar en discusionss sobre los resnliados v posibles medidas
de conrol. Proponer mejoras ea los procedimientos de nmestreo ¥ deteccion.

Con sentimisntos de distinguids considerscion. Suscribo.

Atentaments
SABER FPARA SER

Documente firmade electronicamente
Dira. Yolands Dholores Diaz Heredia, Ma(
DECANA DE INNESTIGACIONES

FEaferencias
- ESPOCH-IDIPT-329-21024-0033-0

Ansxos
- Selicited de ingresc-simmed Towehmpdf
- Heja da Vida Tesehympdf
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