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Resumen

El cacao (Theobroma cacao) es crucial para la economia de Ecuador, especialmente
en la provincia de Los Rios, donde el canton Quevedo se destaca como una de las
zonas mas productivas. Sin embargo, las plantaciones enfrentan serios desafios por
enfermedades fitopatoldgicas causadas por el hongo Lasiodiplodia theobromae,
responsable de la "escoba de bruja" y el "mal del machete". Estas enfermedades
disminuyen tanto la produccién como la calidad del cacao, impactando negativamente
los ingresos de los productores y la competitividad del pais en el mercado
internacional. Para combatir este problema, se llevo a cabo un estudio para identificar
molecularmente a L. theobromae en cultivos de cacao CCN-51. El proceso incluyé la
extraccion de ADN de las muestras, amplificacion por PCR de regiones especificas
del ADN y secuenciacion de los productos obtenidos tras electroforesis en gel de
agarosa. Los resultados confirmaron la presencia del patégeno y, mediante los
postulados de Koch, se logré aislar y reinocular el hongo, comprobando su papel
como agente causal. El analisis de su crecimiento mostré un avance significativo en
42 horas en las muestras evaluadas. Las mediciones en el pedunculo y el apice de
las mazorcas revelaron que ciertas areas de la planta son mas vulnerables. Este
estudio ofrece informacién valiosa para desarrollar estrategias de manejo focalizadas,
ayudando a mitigar el impacto del hongo y reduciendo las pérdidas econdémicas en

las plantaciones.

Palabras clave: Identificacibn Molecular, hongo, Lasiodiplodia theobromae,
enfermedad de mazorca negra, Cacao CCN-51.
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Abstract

Cacao (Theobroma cacao) is crucial for Ecuador's economy, particularly in the
province of Los Rios, where the Quevedo canton stands out as one of the most
productive areas. However, plantations face serious challenges due to
phytopathological diseases caused by the fungus Lasiodiplodia theobromae,
responsible for "witch's broom" and "machete disease." These diseases reduce both
the production and quality of cacao, negatively impacting producers' income and the
country's competitiveness in the international market. To address this issue, a study
was conducted to molecularly identify L. theobromae in CCN-51 cacao crops. The
process included DNA extraction from samples, PCR amplification of specific DNA
regions, and sequencing of the products obtained after agarose gel electrophoresis.
The results confirmed the presence of the pathogen, and through Koch's postulates,
the fungus was successfully isolated and reinoculated, proving its role as the causal
agent. Growth analysis showed significant advancement within 42 hours in the
evaluated samples. Measurements on the peduncle and apex of the pods revealed
that certain areas of the plant are more vulnerable. This study provides valuable
information for developing targeted management strategies, helping to mitigate the

impact of the fungus and reduce economic losses in plantations.

Keywords: Molecular Identification, fungus, Lasiodiplodia theobromae, black pod

disease, CCN-51 cacao.
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Introduccién

El cacao, Theobroma cacao, es una de las principales exportaciones agricolas de
Ecuador y juega un papel crucial en la economia local y nacional. Este cultivo no solo
es una fuente importante de ingresos para los agricultores y sus familias, sino que
también representa un componente esencial en la identidad cultural del pais. De
acuerdo con Mendoza Vargas et al. (2021), Ecuador es reconocido mundialmente por
la calidad de su cacao, especialmente por las variedades finas de aroma y la variedad
CCN-51, que es altamente valorada en el mercado internacional por su productividad

y resistencia a varias enfermedades.

La provincia de Los Rios, y particularmente la region de Quevedo, destaca como una
de las areas mas productivas del pais en términos de cultivo de cacao, segun Avilés
(2013), con aproximadamente 3,235 hectareas dedicadas a este cultivo y alrededor
de 626 productores, esta region se ha consolidado como un pilar fundamental en la
produccién cacaotera nacional. Mendoza Vargas et al. (2021) sefialan que, la
variedad CCN-51, desarrollada en Ecuador, se ha convertido en una preferida entre
los productores debido a su alta productividad y resistencia a ciertas enfermedades,

lo que la hace una opcion viable y rentable.

Solis (2021) indica que, a pesar de estos beneficios, las plantaciones de cacao en
Ecuador enfrentan desafios significativos debido a diversas enfermedades
fitopatolégicas. Entre estas, una de las mas devastadoras es causada por el hongo
Lasiodiplodia theobromae. Este patégeno es conocido por inducir enfermedades
como la "escoba de bruja" y el "mal del machete", que pueden tener efectos
catastroficos en las plantaciones. Estas enfermedades no solo reducen la cantidad de
cacao producido, sino que también afectan la calidad de los granos, disminuyendo su

valor en el mercado.

Segun, Marelli et al. (2019), el impacto de Lasiodiplodia theobromae en las
plantaciones de cacao es especialmente preocupante debido a su capacidad de
propagarse rapidamente y su persistencia en el ambiente. El hongo puede sobrevivir
en el suelo y en restos de plantas, lo que hace que su control mediante métodos
tradicionales sea complicado y a menudo ineficaz (Moreira-Morrillo et al., 2021). Este

contexto subraya la necesidad urgente de desarrollar e implementar métodos de
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identificacion y control mas efectivos y especificos para este patégeno, con el fin de
proteger y sostener la produccion de cacao en Ecuador.

Moreira — Morrillo et al. (2021) argumenta que L. theobromae se caracteriza por la
formacion de brotes anormales y la proliferacion excesiva de ramificaciones en las
plantas, mientras que el "mal del machete" produce lesiones necréticas y secado en

los tejidos vegetales, especialmente en las mazorcas.

De acuerdo con Picos et al. (2024), la reduccién en la produccion y calidad del cacao
afecta directamente a los ingresos de los productores locales, muchos de los cuales
dependen exclusivamente de este cultivo para su sustento. Ademas, las pérdidas
econOmicas no se limitan a los agricultores; toda la cadena de valor del cacao,
incluyendo la industria de procesamiento y exportacion, se ve afectada. La
disminucién en la oferta de cacao de alta calidad puede llevar a una menor
competitividad en los mercados internacionales, afectando la reputacion y posicién de
Ecuador como productor de cacao de excelencia.

Por su parte, Moreira — Morrillo et al. (2021) indican que la propagacion de L.
theobromae es rapida y eficaz, lo que agrava aun mas el problema. El hongo puede

dispersarse a través del aire, el agua y por contacto directo con plantas infectadas.

Su capacidad para sobrevivir en el suelo y en restos de plantas infectadas, incluso
después de la cosecha, hace que sea extremadamente dificil de erradicar. Los
meétodos tradicionales de control, como la rotacién de cultivos y el uso de fungicidas,
suelen ser insuficientes para manejar la propagacion de este patégeno debido a su

resistencia y adaptabilidad.

Moreira — Morrillo et al. (2021) argumentan que, la persistencia del hongo en el
ambiente y su capacidad de reinfectar las plantaciones afio tras afio subrayan la
necesidad de desarrollar estrategias de manejo integradas y sostenibles. Esto incluye
la investigacion y aplicacion de métodos de identificacion molecular avanzados, que
permiten una deteccion temprana y precisa de L. theobromae, facilitando la
implementacion de medidas de control mas especificas y efectivas. Ademas, el
desarrollo de variedades de cacao resistentes y la adopcion de practicas agricolas

mejoradas son esenciales para mitigar el impacto de este patdgeno y proteger la

economia agricola del pais.
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La identificacion precisa y rapida de L. theobromae es crucial para implementar
estrategias de manejo efectivas y minimizar las pérdidas en la produccion de cacao.
Moreira — Morrillo et al. (2021) mencionan que, los métodos tradicionales de
identificacion, basados en caracteristicas morfologicas y pruebas de patogenicidad,
pueden ser lentos y menos precisos. En este contexto, las técnicas de biotecnologia
molecular han emergido como herramientas poderosas para la identificacion de
patdogenos. La identificacion molecular utilizando marcadores ITS (Internal
Transcribed Spacer) permite una deteccion rapida y precisa, facilitando un analisis

detallado de las caracteristicas genéticas y moleculares del hongo.

El problema principal radica en la necesidad de realizar una identificacion molecular
avanzada para detectar de manera rapida y precisa la presencia de L. theobromae en
las plantaciones de cacao de la Provincia de Los Rios. Esta identificacion molecular
permitird un andlisis detallado y especifico de los hongos filamentosos asociados con
las enfermedades del cacao, facilitando asi el trabajo para la implementacién de

futuras estrategias de control dirigidas y efectivas.

El objetivo de este trabajo fue identificar molecularmente el hongo L. theobromae en
cultivos de cacao CCN-51 en la provincia de Los Rios, mediante el aislamiento,
caracterizacion, y anadlisis taxondémico y filogenético utilizando marcadores

moleculares ITS y herramientas bioinforméticas.
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CAPITULO I: El Problema de la Investigacion
1.1. Planteamiento del problema

La biotecnologia vegetal ha sido fundamental para mejorar los programas de
micropropagacion y conservacion de especies vegetales. Sin embargo, las
plantaciones de cacao en la Provincia de Los Rios y en Ecuador enfrentan desafios
significativos debido a la presencia del hongo fitopatdégeno L. theobromae. Este hongo
causa enfermedades devastadoras como la "mazorca negra”, la "escoba de bruja" y
el "mal del machete", afectando negativamente la produccién y calidad del cacao en

la region.

Dada la extension de las plantaciones de cacao en Quevedo y sus zonas de
influencia, que segun Avilés (2013) abarcan aproximadamente 3,235 hectareas y son
atendidas por alrededor de 626 productores, es esencial contar con métodos de

identificacion més efectivos y eficientes.

El problema radica en la necesidad de realizar una identificacién molecular avanzada
para detectar de manera rapida y precisa la presencia de L. theobromae en las
plantaciones de cacao de la Provincia de Los Rios. Esta identificacion molecular
permitird un analisis detallado y especifico de los hongos filamentosos asociados con
las enfermedades del cacao, facilitando la implementacion de estrategias de control

dirigidas y efectivas.
1.2. Delimitacién del problema
Delimitacion Temporal

El estudio se realiz6 en un periodo de 6 meses, desde el mes de febrero hasta agosto
del 2024.

Delimitacion Especial

La investigacién se desarrollé en el cantdn Quevedo, provincia de Los Rios, Ecuador.
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1.3. Formulacion del problema

¢,Cuadles son las caracteristicas genéticas y moleculares especificas de L. theobromae
presente en plantaciones de cacao Theobroma cacao del cantén Quevedo provincia

de Los Rios?
1.4. Preguntas de investigacién

1. ¢Cudles son las caracteristicas morfolégicas vy fisiologicas especificas del hongo
L. theobromae aislado de plantaciones de cacao CCN-51 en la Provincia de Los

Rios?

2. ¢Qué secuencias ITS (Internal Transcribed Spacer) especificas se pueden utilizar
para identificar molecularmente el hongo L. theobromae en muestras de cacao

infectadas?

3. ¢Coémo se clasifica taxondmica y filogenéticamente L. theobromae basado en
datos morfo-moleculares y qué relaciones evolutivas se pueden establecer con

otras especies de hongos fitopatégenos utilizando software bioinformético?
1.5. Objetivos
4.1.1. Objetivo general

Identificar molecularmente el hongo L. theobromae en cultivos de cacao CCN-51 en
la provincia de Los Rios, mediante el aislamiento, caracterizacion, y analisis
taxonomico y filogenético utilizando marcadores moleculares ITS y herramientas

bioinforméticas.

1.5.1 Objetivos especificos

1. Caracterizar el hongo L. theobromae obtenido de plantaciones de cacao
CCN-51.
2. Realizar identificacion molecular del hongo L. theobromae mediante

marcadores moleculares ITS.

3. Determinar la clasificacién taxondmica y filogenética mediante software

bioinformético usando datos morfo-moleculares.

5
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1.6. Hipdtesis de Investigacion

Las caracteristicas genéticas y moleculares de L. theobromae presentes en las
plantaciones de cacao Theobroma cacao del cantén Quevedo, provincia de Los Rios,
se identifican de manera especifica mediante el uso de marcadores moleculares ITS

y herramientas bioinformaticas.
1.7. Justificacion

La investigacion sobre la identificacion molecular del hongo L. theobromae en cultivos
de cacao CCN-51 en la provincia de Los Rios es de vital importancia debido a la
relevancia econdmica y social del cacao en Ecuador. Este cultivo es una de las
principales exportaciones agricolas del pais y constituye una fuente crucial de

ingresos para miles de pequefios productores en la region.

La calidad y productividad del cacao ecuatoriano, especialmente de la variedad CCN-
51, son reconocidas a nivel internacional, lo que refuerza la necesidad de proteger
este cultivo de enfermedades devastadoras causadas por patdogenos como L.

theobromae.

La enfermedad de mazorca negra, junto con otras enfermedades como la "escoba de
bruja" y el "mal del machete", causada por L. theobromae, representa una amenaza
significativa para la produccion de cacao. Estas enfermedades no solo reducen el
rendimiento de las plantaciones, sino que también afectan la calidad de los granos,
disminuyendo su valor en el mercado. Ademas, el impacto econémico negativo se
extiende a toda la cadena de valor del cacao, desde los productores hasta los
exportadores, por lo tanto, identificar de manera precisa y rapida la presencia de este
hongo es esencial para implementar estrategias de control efectivas y mitigar sus

efectos adversos.

La aplicacion de técnicas de identificacion molecular avanzadas, como el uso de
marcadores moleculares ITS y herramientas bioinformaticas, permite un analisis
detallado y especifico de los hongos fitopatdgenos. Estas técnicas ofrecen una
ventaja significativa sobre los métodos tradicionales de identificacion, que a menudo
son lentos e imprecisos. Al proporcionar una deteccion rapida y precisa de L.
theobromae, la investigacion facilitara la implementacion de medidas de control
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dirigidas, mejorando asi la gestion de las enfermedades del cacao y contribuyendo a
la sostenibilidad de la produccion cacaotera en la region.

Ademas, el conocimiento detallado de las caracteristicas genéticas y moleculares de
L. theobromae ayudara a los investigadores y agricultores a comprender mejor la
biologia y el comportamiento de este patdgeno. Esto puede conducir al desarrollo de
variedades de cacao mas resistentes y a la adopcion de précticas agricolas mas
efectivas. En ultima instancia, la investigacion contribuira a la estabilidad econémica
de los productores de cacao en la provincia de Los Rios y a la competitividad de
Ecuador en el mercado internacional del cacao, fortaleciendo la posicién del pais
como un lider en la produccién de cacao de alta calidad.

1.8. Declaracion de las variables (Operacionalizacion)
Tabla 1

Matriz de operacionalizacion de variables

Variable Conceptualizacion | Dimensién Indicador Técnica
Variable La identificacion Electroforesis | Separaciéon | Electroforesis
Independiente: | molecular es una de horizontal en
Identificacion técnica avanzada fragmentos | gel de agarosa
Molecular en biologia y de ADN por

bioquimica que se tamafo

utiliza para detectar
y caracterizar
organismos Vvivos,
como bacterias,
virus, hongos, y

plantas, a nivel

molecular.
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Secuenciacion | Obtencion Secuenciacion,
de ensamblaje y
secuencias busqueda de
de Blast.
nucleotidos
Variable L. theobromae es ADN Purezay Extraccion de
Dependiente: | un hongo Genbdmico cantidad de | ADN
fitopatdogeno que ADN Gendmico de
Hongo L. afecta gravemente extraido bacterias,
theobromae diversas plantas, hongos o
incluyendo el cacao plantas.
(Theobroma
cacao). Este hongo
es conocido por
causar varias
enfermedades Extraccién de | Amplificacién | PCR

devastadoras en
las plantaciones de
cacao, tales como
la "mazorca negra”,
la "escoba de
bruja" y el "mal del

machete".

ADN

de
secuencias
especificas
de ADN

convencional

Elaborado por: El Autor
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CAPITULO II: Marco Tedrico Referencial
2.1. Antecedentes Referenciales

Picos et al. (2024) en su trabajo titulado "Lasiodiplodia theobromae en Cultivos
Agricolas de México: Taxonomia, Hospedantes, Diversidad y Control" presentan una
actualizacion integral sobre el impacto del hongo L. theobromae en cultivos
mexicanos, ampliando y avanzando significativamente sobre el analisis realizado por
Picos-Mufioz et al. (2015). Mientras que Picos-Mufioz et al. (2015) se centraron en
describir la presencia del hongo y sus principales hospederos en México, Picos et al.
(2024) abordaron una revision detallada y actualizada, incorporando avances en
taxonomia, diversidad de hospedantes y estrategias de control. Emplearon una
metodologia avanzada que incluye la caracterizacion de regiones espaciadoras
intergénicas y el factor de elongaciéon 1 alfa para una diferenciacién precisa de
especies cripticas y una mejor comprension filogenética del hongo. Los resultados del
estudio de 2024 revelan un aumento en los reportes de nuevos hospederos vegetales
y presentan avances significativos en la identificacion y clasificacién del hongo, asi
como en la comprensién de su biologia y epidemiologia. La conclusion principal
subraya la necesidad de continuar investigando la diversidad genética del hongo y
desarrollando estrategias de control efectivas para mitigar los dafios en cultivos
agricolas, destacando el progreso en el entendimiento del patégeno y su manejo en

comparacién con los hallazgos de 2015.

El estudio de Faustino Damian (2022), realizado en Uchiza, San Martin, tuvo como
objetivo determinar el sistema de muestreo mas eficiente para detectar enfermedades
en una plantacién comercial de cacao. La investigacion descriptiva se llevo a cabo en
la parcela B12b, con 25 hectareas y una poblacion aproximada de 9,000 plantas,
evaluando ocho tratamientos con cuatro repeticiones cada uno: sistema cruz (9 y 15
plantas), sistema zona (9 y 15 plantas), sistema zigzag (9 y 15 plantas) y sistema
lineal (9 y 15 plantas). Los resultados mostraron que el tratamiento TO8 (método lineal
con 15 plantas) tuvo el mayor porcentaje de incidencia para Moniliophthora roreri y
Phytophthora palmivora, mientras que el tratamiento TO2 mostro la mayor incidencia
para L. theobromae, seguido por TO8 con un 0.42% de incidencia. Se concluy6 que
el método lineal con 15 plantas es el mas eficiente para detectar estas enfermedades,

proporcionando resultados consistentes en la evaluacién de la incidencia de
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enfermedades en la plantacion de cacao, lo que es crucial para mejorar la

productividad y la salud de los cultivos en la region de Uchiza-Tocache.

El estudio "Caracterizacion de Phytophthora spp. y aplicacion de rizobacterias con
potencial en biocontrol de la enfermedad de la mazorca negra en Theobroma cacao
variedad CCN-51", tiene como objetivo caracterizar la biodiversidad de Phytophthora
spp. y evaluar rizobacterias con potencial de biocontrol para la enfermedad de la
mazorca negra en la variedad CCN-51 de cacao. Los autores Cedefio et al. (2020),
recolectaron nueve muestras vegetales con sintomas de la enfermedad de areas
productoras de cacao. Las caracteristicas morfologicas y la identificacion por PCR
revelaron diversos morfotipos de colonias caracteristicos de Phytophthora spp., y un
amplicon de 159 pb confirmé la presencia de P. palmivora en todas las zonas
muestreadas. Los ensayos de inhibicion micelial in vitro mostraron altos niveles de
antagonismo (78% y 60%) de las rizobacterias contra P. palmivora. La bioproteccion
en plantas CCN-51 mediante aplicaciones de P. veronii R4, A. calcoaceticus BMR2-
12, S. marcescens PM3-8 y P. protegens CHAO fue efectiva en el control de la cepa
P. palmivora BL15, mientras que sin aplicacion de bacterias, la enfermedad progresé
significativamente. La aplicacion edéfica de rizobacterias no solo promovié el
crecimiento de las plantas, sino que también suprimio eficazmente la enfermedad

causada por P. palmivora.
2.2. Marco Conceptual

Cacao CCN-51: Esta variedad de cacao es conocida por su alta productividad y
resistencia a diversas enfermedades, lo que la hace popular entre los productores.
Sin embargo, la mazorca negra sigue siendo un desafio significativo (Angulo Preciado,
2022).

Mazorca Negra: Enfermedad que afecta a las mazorcas de cacao, causada por varios
patdgenos, entre los cuales L. theobromae es uno de los mas agresivos. La
enfermedad se caracteriza por la aparicion de manchas negras en las mazorcas, que
eventualmente llevan a la podredumbre y pérdida de la cosecha (Moreira — Morrillo et
al., 2021).

L. theobromae: Hongo fitopatdgeno que causa enfermedades en una amplia

variedad de plantas. En el cacao, es responsable de la mazorca negra, una

10
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enfermedad devastadora que afecta significativamente la produccion y calidad del
cacao (Picos Mufoz et al., 2015).

Marcadores Moleculares ITS: Las secuencias del Espaciador Interno Transcrito
(ITS) son regiones del ADN ribosomal que son altamente variables entre especies
cercanamente relacionadas. Se utilizan cominmente en la identificacibn molecular de

hongos debido a su alta tasa de evolucién y facilidad de amplificacion (Yang, 2018).

Aislamiento y caracterizacién: Este proceso implica la obtencion de muestras del
patdogeno desde las plantas afectadas, cultivarlas en medios adecuados para
observar sus caracteristicas morfolégicas vy fisiolégicas, y obtener material genético
para andlisis posteriores (Ormefio, 2023).

Analisis taxondémico y filogenético: EI analisis taxonomico se refiere a la
clasificacion del organismo dentro de un sistema jerarquico, mientras que el analisis
filogenético implica la determinacion de las relaciones evolutivas entre diferentes
organismos. Estas metodologias utilizan datos tanto morfol6gicos como moleculares

y son esenciales para una identificacion precisa y comprension de la biodiversidad.

Herramientas bioinforméticas: Software y métodos computacionales que permiten
el analisis de datos biol6gicos complejos. En este contexto, se utilizan para comparar
secuencias de ADN, construir arboles filogenéticos y determinar la relacién de L.

theobromae con otros hongos.
2.3. Marco Tebrico
2.3.1. Generalidades del Cacao

El cacao, cuyo nombre cientifico es Theobroma cacao L., es un arbol originario de
América perteneciente a la familia de las Esterculiaceas. Este arbol tiene un tronco
liso que puede alcanzar entre cinco y ocho metros de altura, con hojas alternas,
brillantes, lisas, duras y ovaladas. Sus flores son pequefias y de color amarillo y
encarnado. El fruto del cacao surge directamente del tronco y de las ramas
principales, y contiene entre 20 y 40 semillas, siendo el principal ingrediente del

chocolate.
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En el idioma maya yucateco, "Kaj" significa amargo y "Kab" significa jugo. Algunos
linglistas sugieren que, con el tiempo, estas palabras experimentaron varias
transformaciones fonéticas, lo que llevé a la palabra "cacaoatl”, que posteriormente
evoluciond a "cacao" (Urtubes y Gallo, 1992). Este fruto es considerado de gran

potencial por las industrias alimentaria y cosmética.
2.3.2. Taxonomia

En términos de taxonomia, el cacao se clasifica dentro del género Theobroma, que
pertenece a la subfamilia Sterculioidea de la familia Malvaceae. Ledn (2000) sefiala
que, el cacao es una de las 22 especies dentro del género Theobroma. El nombre
genérico proviene del griego y significa "alimento de los dioses", derivado de 0¢6¢

(theos), que significa "dios", y Bpwua (broma), que significa "comida".

Su nombre comun es cacao, arbol del cacao o cacaotero. EI nombre especifico,
cacao, proviene de la denominacion nativa de la planta en las lenguas indigenas
mesoamericanas. El cacao era conocido como kakaw en tzeltal, k'iche' y maya

clasico; kagaw en Sayula Popoluca; y cacahuatl en ndhuatl (Girén et al., 2012).
2.3.3. Historia del cacao

El arbol de cacao es originario de América, particularmente de América Central y
partes de México. Hace mas de 5,000 afios, fue consumido por las culturas
precolombinas en Yucatan, incluyendo a los mayas, y por la civilizacién olmeca en
ceremonias espirituales. También se reporta su crecimiento en las estribaciones de
los Andes en las cuencas de los rios Amazonas y Orinoco en Colombia y Venezuela.
CIDAMI (2016) indica que su distribucién pudo haber sido mas amplia en el pasado,
pero la evidencia de su rango en estado silvestre podria estar oculta debido a su

cultivo en estas areas desde antes de la llegada de los espafioles.

Los arboles de cacao crecen en una zona geografica limitada, aproximadamente 20°
al norte y sur del Ecuador. Actualmente, casi el 70% de la produccion mundial se
cultiva en Africa Occidental (Lira, 2016). El nombre botanico de la planta de cacao fue
dado por el cientifico sueco Carl Linnaeus en su clasificaciéon original del reino vegetal,

denominandola Theobroma ("alimento de los dioses") cacao (Giron, et al., 2012).
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El chocolate fue introducido en Europa por los esparfioles y se convirtié en una bebida
popular a mediados del siglo XVII (Nufiez, 2014). Los espafioles también llevaron el
arbol de cacao a las Indias Occidentales y las Filipinas (CIDAMI, 2016).
Posteriormente, los europeos lo introdujeron en el resto de Asia y en el oeste de
Africa. En la actualidad, la produccion de cacao estad muy concentrada, con alrededor
de diez paises representando el 90% de la produccion mundial, destacando Ecuador,
Brasil, Indonesia, Ghana, Costa de Marfil, Nigeria y otros paises africanos cuya

produccion se detallara mas adelante.
2.3.4. Caracteristicas del cacao

En cuanto a sus caracteristicas, el arbol de cacao tiene un tamafio mediano, oscilando
entre 5 y 8 metros de altura, aunque puede alcanzar hasta 20 metros cuando crece
libremente bajo sombra intensa (Alvarez & Mendoza, 2013). Su copa es densa y
redondeada, con un didmetro de entre 7 y 9 metros, y su tronco es recto,
desarrollandose en diversas formas segun las condiciones climéticas y ambientales.
El sistema radicular incluye una raiz principal pivotante y numerosas raices
secundarias, ubicadas principalmente en los primeros 30 cm de suelo (Alvarez &
Mendoza, 2013).

Las hojas del cacao son simples, enteras y de color verde con tonalidades que varian
desde el morado y verde palido hasta el rojizo y café, y tienen un peciolo corto. Las
flores son pequefias y se producen en racimos sobre el tejido maduro de mas de un
afio del tronco y las ramas, cerca de los lugares donde anteriormente hubo hojas
(Santana, 2012). Estas flores, que se abren por la tarde, pueden ser polinizadas
durante todo el dia siguiente. El caliz es rosa con segmentos puntiagudos, y la corola

puede ser blancuzca, amarilla o rosa, con pétalos largos.

Alvarez y Mendoza (2013) indican que los frutos del cacao varian en tamafio, color y
forma, generalmente tienen forma de baya, alcanzando hasta 30 cm de largo y 10 cm
de didmetro. Pueden ser lisos o acanalados, elipticos y de colores rojo, amarillo,
morado o café. La pared del fruto es gruesa, dura o suave, con una consistencia

similar al cuero.

Internamente, los frutos se dividen en cinco celdas y la pulpa puede ser blanca, rosada

o café, con un sabor que varia de acido a dulce y es aromatica. Cada baya contiene
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de 20 a 40 semillas, que pueden ser planas o redondeadas, de color blanco, café o
morado, y con un sabor dulce o amargo. Santana (2012) indica que el arbol comienza
a producir frutos entre los 3 y 4 afos de plantado, y se estima que puede seguir

produciendo buen cacao durante unos 30 afios
2.3.5. Variedades

En términos generales, el cacao se puede clasificar en tres variedades: el cacao de

consumo Forastero y los cacaos de lujo Trinitario y Criollo.

o Forastero: Considerado el antecesor de todas las variedades de cacao, es
conocido por su robustez y buenas cosechas, representando alrededor del
95% de la produccién mundial de cacao (Serrano, 2015). Las caracteristicas
tipicas del Forastero incluyen un sabor fuerte y menos aromatico, que puede

ser amargo o acido en algunos casos.

o Trinitario: Esta variedad es un hibrido que combina la resistencia del Forastero
con los sabores agradables del Criollo. El cacao Trinitario posee un sabor

potente y aroméatico a cacao, con una ligera acidez.

e Criollo: Reconocido como el mejor entre los cacaos de lujo, el Criollo es solo
ligeramente 4cido y casi no tiene amargor. Su sabor suave a cacao incluye
aromas secundarios distintivos con toques de nueces, caramelo, frutas del
bosque y tabaco. Sin embargo, debido a su susceptibilidad a enfermedades
fungicas y otras plagas, el Criollo tiene menores rendimientos, lo que hace que

sus frutos sean mas costosos.
En Ecuador, se cultivan principalmente dos tipos de cacao:

e Cacao Fino de Aroma: También conocido como Criollo o Nacional, se
distingue por su color amarillo y su aroma y sabor Unicos, esenciales para la
produccion de chocolate gourmet de alta calidad que es muy apreciado a nivel
mundial (GORAYMI, 2017).

e Cacao CCN-51: Conocido como Coleccibn Castro Naranjal, su color
caracteristico es el rojo. Esta variedad es reconocida por su alto rendimiento,

siendo esencial para la produccion a gran escala de productos semielaborados

14

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



utilizados en la fabricacion de chocolates y otros productos (Revista Lideres,
2017).

El cultivo del cacao (Theobroma cacao L.) es vital para la economia de muchos paises
tropicales. En Ecuador, la variedad CCN-51 es una de las mas cultivadas debido a su
alta productividad. No obstante, las enfermedades fangicas, como la mazorca negra,
son una amenaza significativa para la produccién. Esta enfermedad es causada
principalmente por el hongo L. theobromae. Para su manejo y control efectivo, es
crucial una identificacion precisa y detallada del patdgeno. Este marco teérico aborda
los fundamentos cientificos y metodolégicos necesarios para la identificacion
molecular de L. theobromae utilizando marcadores ITS y herramientas

bioinforméaticas.
2.3.6. Cultivo de Cacao CCN-51 en Ecuador

Ecuador es uno de los principales productores de cacao a nivel mundial, y la variedad
CCN-51 (Colecciéon Castro Naranjal 51) ha jugado un papel significativo en esta
industria. Desarrollada por el agronomo ecuatoriano Homero Castro en 1965, esta
variedad se destaca por su alto rendimiento y relativa resistencia a enfermedades
comunes del cacao, como la escoba de bruja y la moniliasis. Esta resistencia ha
permitido que el CCN-51 sea ampliamente cultivado en Ecuador, especialmente en

las provincias de Los Rios, Guayas y Manabi.

El desarrollo del CCN-51 ha sido crucial para la economia y el desarrollo social de
Ecuador. En particular, ha beneficiado a los pequefios agricultores, permitiéndoles
mejorar sus ingresos y calidad de vida. Ademas, ha fortalecido la posicion de Ecuador
en el mercado internacional del cacao, siendo una de las principales exportaciones
agricolas del pais. Esta variedad representa alrededor del 95% del cultivo mundial de

cacao, contribuyendo significativamente al sector agricola y a la economia nacional.

El CCN-51 es conocido por sus caracteristicas de alto rendimiento y su capacidad de
producir cacao de buena calidad, aunque con un sabor menos refinado comparado
con otras variedades mas exclusivas como el Criollo. Sin embargo, su robustez y
productividad lo han hecho popular tanto a nivel nacional como internacional,
permitiendo a Ecuador competir efectivamente en el mercado global del cacao.
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2.3.6.1. Caracteristicas de CCN-51

La variedad CCN-51 se caracteriza por su alto rendimiento, con una capacidad de
produccion en condiciones Optimas, lo cual es significativamente mayor que otras
variedades tradicionales. Ademas, CCN-51 presenta una resistencia moderada a
diversas enfermedades que afectan al cacao, aunque no es completamente inmune
a todas ellas. Esta variedad también es apreciada por su adaptacion a diferentes
condiciones climaticas y su capacidad para prosperar en diversas regiones de

Ecuador.
2.3.7. Importancia Econ6micay Social

De acuerdo con el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (2021), el cacao CCN-51 ha
sido fundamental en el desarrollo econémico y social de Ecuador, especialmente en
las provincias de Los Rios, Guayas, y Manabi, donde se cultiva de manera intensiva.
Esta variedad de cacao ha permitido a numerosos agricultores incrementar sus
ingresos y mejorar su calidad de vida, jugando un papel significativo en el

fortalecimiento de la economia local y nacional.

Cedefio Amador (2023) argumenta que, el cultivo de CCN-51, conocido por su alta
productividad y resistencia a diversas enfermedades, ha ofrecido a los agricultores
una fuente de ingresos mas estable y rentable en comparacion con otras variedades

de cacao.

Cedefio Amador (2023) también manifiesta que, en las provincias de Los Rios,
Guayas, y Manabi, el cacao CCN-51 se ha convertido en un pilar econémico,
proporcionando empleo y sustento a miles de familias. La infraestructura y la
tecnologia agricola en estas regiones han mejorado considerablemente, facilitando el
aumento de la produccién y la calidad del cacao. Las cooperativas y asociaciones de
agricultores han jugado un papel crucial en la capacitacion y asistencia técnica,
asegurando practicas agricolas sostenibles y eficaces que maximicen el rendimiento

y la calidad del cacao.

La contribucion del CCN-51 no se limita solo al ambito local. A nivel nacional, la
produccion de esta variedad de cacao ha impulsado significativamente la economia

ecuatoriana. Ecuador ha logrado consolidar su posicion en el mercado internacional
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del cacao, en gran medida gracias a la exportacion de CCN-51. Este cacao es
altamente valorado en el mercado global por su calidad y rendimiento, lo que ha
permitido a Ecuador aumentar sus exportaciones y generar divisas importantes para

el pais.

Las politicas gubernamentales y las iniciativas privadas han apoyado el desarrollo del
sector cacaotero, promoviendo la investigacién y la innovacién en técnicas de cultivo
y procesamiento del cacao. Programas de financiamiento y subsidios han facilitado la
adopcion de practicas agricolas modernas, aumentando la competitividad de los

agricultores ecuatorianos en el mercado internacional.
2.3.8. Enfermedad de la Mazorca Negra

La mazorca negra es una enfermedad grave que afecta a las mazorcas de cacao,
caracterizada por la aparicibn de manchas negras en las vainas que eventualmente
progresan hasta la podredumbre completa de las mismas. Lezaun (2023) sefiala que,
este proceso patoldgico no solo reduce la calidad del cacao sino también la cantidad
de la produccion, causando pérdidas econdmicas significativas para los agricultores

y productores de cacao.

El impacto de la mazorca negra no se limita a la calidad del cacao; también afecta de
manera significativa la cantidad de produccion. Las mazorcas afectadas pueden caer
prematuramente o producir granos que no cumplen con los estandares de calidad

requeridos para la comercializacion.

Lezaun (2023) destaca que este proceso patolégico no solo reduce la calidad del
cacao, sino que también disminuye el volumen de produccion, lo que resulta en

pérdidas econémicas considerables para los agricultores y productores de cacao.

Segun Schroth y Barbosa (2008) esta situacion se traduce en menores ingresos y en
una mayor carga financiera para los productores, quienes deben enfrentar costos
adicionales asociados con el manejo y control de la enfermedad, asi como con la

posible reduccion en el precio del cacao debido a la baja calidad del producto.

Villamil (2015) manifiesta que, la propagacion de la enfermedad puede tener efectos
en cadena que afectan a toda la cadena de suministro del cacao, desde los
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agricultores hasta los exportadores y las economias locales que dependen de la
produccién de cacao como fuente vital de ingresos. Las pérdidas econdémicas se
reflejan en una disminucion del valor de las exportaciones y en una reduccion de la

estabilidad economica de las regiones productoras.
2.3.8.1. Sintomatologia y efectos de la mazorca negra

Los primeros signos de la mazorca negra incluyen pequefias manchas oscuras que
aparecen en la superficie de las mazorcas. Lezaun (2023) indican que estas manchas
se expanden gradualmente, y el tejido afectado se vuelve necrotico, desarrollando

una textura dura y seca.

A medida que la infeccion progresa, la mazorca entera puede volverse negra y se
descompone, perdiendo su valor comercial. Ademas de afectar la produccion, esta
enfermedad también puede tener efectos a largo plazo en la salud de los arboles,
debilitando su estructura y reduciendo su capacidad para producir cacao en ciclos

futuros.
2.3.8.2. Causas y patogenos

De acuerdo con Picos Mufioz et al. (2015), la mazorca negra es causada por varios
patégenos fungicos, siendo L. theobromae uno de los mas prevalentes y destructivos.
L. theobromae es un hongo fitopatbgeno que infecta una amplia gama de plantas,
pero es especialmente virulento en el cacao. Este hongo es conocido por su
capacidad para producir esporas que se dispersan facilmente por el viento y el agua,
facilitando la rapida propagacion de la enfermedad en plantaciones densas. L.
theobromae infecta las mazorcas a través de heridas o aberturas naturales en la piel

de la fruta.

Una vez dentro, el hongo coloniza rapidamente los tejidos internos, produciendo
enzimas y toxinas que descomponen las células vegetales y facilitan la invasion del
patdgeno. Las condiciones climaticas calidas y humedas, comunes en las regiones
productoras de cacao, son ideales para el crecimiento y la dispersion de L.

theobromae.
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2.3.8.3. Impacto econémico y social

El impacto econdmico de las enfermedades del cacao puede ser devastador,
reduciendo los rendimientos hasta en un 40%, dependiendo de la severidad de la

infeccion y de las practicas de manejo empleadas segun Villamil (2015).

Este descenso en la produccion no solo afecta a los productores individuales, sino
gue también tiene repercusiones significativas en las economias locales y nacionales
gue dependen de la exportacion de cacao como fuente de ingresos. Las pérdidas en
los rendimientos pueden traducirse en una disminucion de las exportaciones y, en
consecuencia, en una reduccion de los ingresos nacionales provenientes de este

cultivo vital.

Ademas, el costo asociado con los tratamientos y medidas de control de las
enfermedades del cacao puede ser considerable. Los agricultores deben invertir en
fungicidas, técnicas de manejo integrado de plagas y otras estrategias de control, lo
gue puede aumentar la carga financiera sobre ellos. Estos costos adicionales pueden
disminuir los margenes de ganancia y, en casos extremos, hacer que la produccion

de cacao sea inviable econbmicamente para algunos agricultores.

La combinacién de rendimientos reducidos y costos elevados puede llevar a una
espiral de deuda para los productores, afectando su capacidad para mantener sus
explotaciones y sus medios de vida. A nivel macroecondmico, la disminucién en la
produccion y exportacion de cacao puede tener un impacto negativo en la balanza
comercial de los paises productores, afectando su estabilidad econémica y desarrollo

regional.
Manejo y Control

Segun Adeniyi (2019), el manejo de la mazorca negra requiere un enfoque integrado
gue combine practicas culturales, quimicas y biolégicas. Las practicas culturales
incluyen la poda regular para eliminar partes infectadas y mejorar la circulacion del
aire, lo que reduce la humedad y la incidencia de la enfermedad. Los fungicidas
guimicos pueden ser efectivos, pero su uso debe ser manejado cuidadosamente para

evitar la resistencia del patdgeno y el impacto negativo en el medio ambiente.
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Por su parte, Blanco (2021) sefiala que el control biolégico utilizando agentes como
rizobacterias antagonistas y hongos beneficiosos, ha mostrado promesas en la
supresion de L. theobromae y otros patdgenos asociados con la mazorca negra.
Investigaciones recientes han demostrado que ciertas rizobacterias pueden inhibir el
crecimiento del hongo mediante la produccion de compuestos antimicrobianos y la

competencia por nutrientes y espacio.
2.3.9. Lasiodiplodia theobromae

Autores como Purdy y Schmidt (1996) o Ainsworth et al. (2008) manifiestan que, L.
theobromae es un hongo fitopatégeno que infecta una amplia variedad de plantas
hospedadoras, siendo particularmente destructivo en el cultivo de cacao. En las
plantas de cacao, L. theobromae causa sintomas como necrosis de tejidos, manchas
negras en las mazorcas y eventualmente la podredumbre de las mismas, lo que lleva

a una pérdida significativa de la calidad y cantidad del cacao producido.

Morfologicamente, este hongo se caracteriza por producir conidios oscuros, de forma
eliptica a fusiforme, y septados, es decir, con divisiones transversales internas. A nivel
microscoépico, estos conidios presentan paredes gruesas y suelen estar cubiertos por
una capa mucilaginosa, lo cual facilita su adherencia a superficies vegetales. Sin
embargo, la identificacién precisa y especifica de L. theobromae se logra a través de
técnicas moleculares, como la amplificacion de secuencias ITS (Internal Transcribed
Spacer) y el analisis de ADN, que permiten diferenciar este hongo de otros patégenos

similares.
2.3.10. Ciclo de Viday Patogenicidad

El ciclo de vida de L. theobromae comienza con la produccién de conidios, que son
las estructuras reproductivas asexuales del hongo. Estos conidios se dispersan en el
medio ambiente principalmente a través del viento y del agua, lo que facilita la
propagacion del hongo a nuevas plantas hospedadoras. Una vez que los conidios
aterrizan en una superficie adecuada, como una herida o una apertura natural en la
planta de cacao, germinan y forman tubos germinales que penetran en los tejidos

vegetales.
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La patogenicidad de L. theobromae se debe en gran medida a su capacidad para
producir una variedad de enzimas y toxinas. Estas enzimas incluyen proteasas,
celulasas y pectininas, que descomponen las paredes celulares y otros componentes
estructurales de las plantas. Ademas, el hongo produce toxinas que pueden causar
necrosis en las células vegetales, matando el tejido y facilitando la invasion vy
colonizacion del patdgeno. Este proceso de descomposicion enziméatica y toxicidad
celular resulta en los sintomas tipicos de la infeccién por L. theobromae, como la

necrosis de tejidos y las manchas negras en las mazorcas.

La propagacion del hongo dentro de la planta es rapida, y bajo condiciones
ambientales favorables (alta humedad y temperatura), puede provocar la muerte de
grandes porciones de tejido en poco tiempo. La gestion de la enfermedad en el campo
suele requerir una combinacion de practicas culturales, como la eliminacion de tejido
infectado, el uso de fungicidas, y la implementaciéon de medidas preventivas para
reducir la dispersion de los conidios.

2.3.11. Identificacion Molecular de Hongos

La identificacibn molecular se ha convertido en una herramienta fundamental para la
deteccion y caracterizacion precisa de patdgenos vegetales. En el caso de los
hongos, las secuencias del Espaciador Interno Transcrito (ITS) del ADN ribosomal
son ampliamente utilizadas debido a su alta variabilidad entre especies y su
conservacion dentro de especies, lo que facilita una identificacion rapida y precisa.
Estas secuencias ITS son consideradas el marcador estdndar en la sistematica de

hongos, ya que proporcionan una discriminacion eficaz a nivel de especie.

El uso de secuencias ITS en la identificacion molecular de hongos involucra varios
pasos clave: extraccion de ADN, amplificacion de las regiones ITS mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), secuenciacion de los productos de PCR,
y andlisis bioinformatico de las secuencias obtenidas. Este enfoque permite no solo
identificar el patégeno, sino también estudiar la diversidad genética y la filogenia de

las especies involucradas.
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2.3.12. Arbol Filogenético

McCullough et al. (2020) sefialan que un arbol filogenético es un diagrama que
muestra las relaciones evolutivas entre diferentes especies o secuencias de ADN

basadas en similitudes y diferencias en sus caracteristicas fisicas o genéticas.

Segun Rivera Martinez (2020) es utilizado principalmente para entender la historia
evolutiva de un conjunto de secuencias, que puede incluir genes, especies o cualquier

otro nivel de organizacion bioldgica.
2.3.12.1. Componentes del Arbol Filogenético

e Nodos: Representan los puntos de divergencia de una especie u organismo

de su ancestro comun.

e Ramas: Indican la linea evolutiva, mostrando la relacién entre los nodos y el

ancestro.

e Raiz: Es el nodo mas ancestral del arbol, de donde parten todas las ramas y

gue representa al ancestro comun de todos los organismos en el arbol.

e Hojas o hojas terminales: Son los organismos 0 secuencias actuales que se

analizan.

e Longitud de la rama: A menudo refleja la cantidad de cambio evolutivo o el

tiempo transcurrido.
2.3.12.2.  Tipos de Arboles Filogenéticos

Los arboles filogenéticos son representaciones graficas que ilustran las relaciones
evolutivas entre diferentes organismos o secuencias de ADN. Son esenciales para
comprender cOmo se relacionan las especies y como han evolucionado a lo largo del
tiempo. A continuacion, se detallan los dos tipos principales de arboles filogenéticos:

enraizados y no enraizados.
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Raiz del arbol filogenético (arbol enraizado)

Un arbol filogenético enraizado es un tipo de diagrama que incluye un nodo raiz que
representa el ancestro comun mas reciente de todos los organismos 0 secuencias
presentes en el arbol. Lemey et al. (2009) manifiesta que este tipo de arbol es esencial
para inferir la direccion de la evolucidén y para entender el orden en el que se han
producido las divergencias evolutivas. Un arbol filogenético enraizado podria mostrar
como las diferentes especies de mamiferos han divergido a partir de un ancestro
comun, identificando momentos clave en su evoluciéon, como la aparicion de

caracteristicas distintivas como el pelaje o la capacidad de dar a luz a crias vivas.
Caracteristicas:

e Nodo raiz: Actia como el punto de origen desde el cual todas las demas ramas
y nodos se desarrollan. Yang y Rannala (2012) sefialan que este nodo
representa el ancestro comun de todos los organismos incluidos en el arbol, lo
gue permite a los investigadores rastrear la evolucion desde un punto de

partida comudn

e Ramas: Segun Felsenstein (2004), las ramas del arbol representan la
evolucion de las especies o secuencias desde el ancestro comun hacia los
taxones actuales. La longitud de las ramas puede reflejar la cantidad de

cambios evolutivos o el tiempo transcurrido desde la divergencia

e Hojas o taxones terminales: Representan las especies, genes, 0 secuencias
gue se estan comparando. Cada hoja esta conectada al nodo raiz a través de
una serie de ramas que indican la historia evolutiva del organismo o secuencia
(Hedges & Kumar, 2009).

Uso y Aplicaciones:

e Evolucion temporal: Tamura et al.,, (2013) manifiestan que los arboles
enraizados son Utiles para estudiar como las especies han evolucionado a lo

largo del tiempo, ya que permiten establecer un cronograma evolutivo claro
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e Analisis de linajes: De acuerdo con Maddison y Maddison (2021) facilitan la
identificacion de linajes evolutivos y la comprension de cOmo ciertos rasgos o

caracteristicas han evolucionado a lo largo del tiempo

e Mapeo de adaptaciones: Permiten identificar adaptaciones especificas y su
evolucion a lo largo del tiempo, lo cual es crucial para estudios de biologia

evolutiva.
Arbol filogenético no enraizado

Un érbol filogenético no enraizado muestra las relaciones entre las hojas o taxones
terminales, pero no indica la direccion evolutiva. Segun Lemey et al. (2009) en lugar
de tener un nodo raiz que represente el ancestro comudn, simplemente ilustra las
similitudes y diferencias entre las secuencias o especies sin suponer un origen comun
especifico. Un arbol filogenético no enraizado podria utilizarse para comparar la
variabilidad genética entre diferentes cepas de un virus, mostrando las relaciones de
similitud entre ellas sin intentar deducir cual es la cepa ancestral o el orden en el que

evolucionaron).
Caracteristicas:

e Ausencia de nodo raiz: No se asume un punto de origen o0 ancestro comun,
lo que significa que no se puede inferir la direccion evolutiva desde este tipo

de arbol.

e Ramas: Aligual que en los arboles enraizados, las ramas muestran la similitud
o diferencia entre taxones, pero sin la implicacion de una linea temporal o

ancestral.

e Relaciones de parentesco: Se centra en las relaciones de parentesco entre
las especies 0 secuencias sin hacer inferencias sobre el tiempo o el orden de

divergencia.
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Uso y aplicaciones:

e Andlisis exploratorios: Util para realizar andlisis exploratorios donde la
direccion evolutiva no es necesaria o donde se desea explorar relaciones sin

asumir un ancestro comun especifico (Yang, 2006).

e Estudios de diversidad: Los arboles no enraizados son utiles en estudios que
buscan entender la diversidad genética o fenotipica sin centrarse en un origen
evolutivo especifico (Hillis et al., 1993).

2.3.12.3. Relaciones evolutivas

Las relaciones evolutivas entre secuencias son inferidas utilizando diferentes
métodos bioinformaticos que analizan las similitudes y diferencias genéticas. Para
obtener una representacion precisa de las relaciones, es necesario que todas las
secuencias sean evaluadas bajo el mismo contexto evolutivo, lo cual implica usar

meétodos de alineacion y modelos de evolucion apropiados.
2.3.13. Herramientas bioinformaticas

Las herramientas bioinformaticas son esenciales para el analisis y manejo de datos
moleculares. Software como BLAST para comparacion de secuencias, MEGA para
alineacion y construccién de arboles filogenéticos, y otros programas especializados,
facilitan la interpretacién de los datos y la visualizacién de relaciones taxonémicas y

filogenéticas.
2.3.13.1. Software MEGA

El software MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) es una herramienta
bioinformatica ampliamente utilizada en biologia evolutiva, genética y genémica para

la realizacion de analisis filogenéticos y evolutivos.

Desarrollado inicialmente por Sudhir Kumar y otros colegas en la década de 1990,
MEGA ha evolucionado para incluir una variedad de herramientas analiticas que
permiten a los investigadores analizar secuencias de ADN y proteinas, construir

arboles filogenéticos, y realizar estudios de divergencia evolutiva y seleccion natural.

Funcionalidades de MEGA
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MEGA es conocido por su capacidad para manejar diversas tareas relacionadas con

la genética evolutiva, entre las cuales se destacan:

« Andlisis filogenético: MEGA permite construir arboles filogenéticos utilizando
varios métodos, como Neighbor-Joining, Maximum Likelihood, y Maximum
Parsimony. Esto facilita el estudio de las relaciones evolutivas entre diferentes
especies 0 secuencias de genes.

o Estimacion de distancias evolutivas: El software proporciona herramientas
para calcular distancias evolutivas entre secuencias, lo cual es fundamental

para evaluar la similitud genética y las tasas de mutacion.

e Analisis de Secuencias de ADN y Proteinas: Permite la alineacion de
secuencias de ADN y proteinas, lo cual es crucial para identificar regiones

conservadas y detectar variaciones genéticas significativas.

« Evaluacién de la diversidad genética: Ofrece herramientas para evaluar la
diversidad genética dentro y entre poblaciones, proporcionando informacién

sobre la variabilidad genética y los patrones de selecciéon natural.
Metodologia y algoritmos
MEGA utiliza una variedad de algoritmos para llevar a cabo sus analisis:

e« Neighbor - Joining (NJ): Un método utilizado para construir arboles
filogenéticos basados en distancias, que es eficiente y rapido para grandes

conjuntos de datos.

e Maximum Likelihood (ML): Proporciona un enfoque estadistico para la
construccién de arboles filogenéticos, maximizando la probabilidad de

observar los datos dados los modelos evolutivos propuestos.

« Maximum Parsimony (MP): Busca el arbol que requiere el menor nimero de
cambios evolutivos, siendo Util para evaluar la simplicidad de las relaciones

evolutivas.
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Interfaz de usuario y usabilidad

MEGA se distingue por su interfaz de usuario intuitiva que permite a los usuarios
realizar andlisis complejos sin necesidad de conocimientos avanzados en
programacion. El software esta disponible para diferentes plataformas, incluidas
Windows, Mac OS, y Linux, lo que lo hace accesible para una amplia gama de

usuarios en la comunidad cientifica.
Aplicaciones de MEGA

El software MEGA tiene aplicaciones en diversas areas de la biologia y la genética,

tales como:

e Investigacion en evolucion molecular: Permite a los investigadores estudiar
la historia evolutiva de genes y especies, identificando patrones de divergencia

genética y eventos de especiacion.

e« GenOmica comparativa: Ayuda a comparar genomas de diferentes especies

para identificar genes homologos y analizar su funcién evolutiva.

o Estudios de conservacion genética: Facilita la evaluacion de la diversidad
genética en especies en peligro, proporcionando informacion critica para

estrategias de conservacion.
Importancia de MEGA en la Investigacion Cientifica

MEGA ha sido fundamental para avanzar en la comprension de la evolucion molecular
y las relaciones filogenéticas. Su capacidad para integrar datos de secuencias con
modelos evolutivos ha permitido a los cientificos explorar preguntas complejas sobre
la evolucion y la diversidad biologica. Ademéas, MEGA es una herramienta educativa
valiosa, utilizada en universidades y centros de investigacion para ensefiar conceptos

clave de biologia evolutiva y genética.
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CAPITULO III: Disefio Metodologico
3.1. Tipoy disefio de investigacion

El disefio metodoldgico para la identificacion molecular del hongo L. theobromae en
cultivos de cacao CCN-51 utiliza un enfoque mixto que integra métodos cualitativos y
cuantitativos. La fase cualitativa incluye el aislamiento del hongo y la observacion de
sus caracteristicas, proporcionando una identificacion preliminar y un contexto para
el estudio. Por otro lado, la fase cuantitativa emplea marcadores moleculares ITS y
analisis bioinformaticos para confirmar la identidad del hongo con precisién, mediante
la extraccion de ADN, amplificacion, secuenciacion y comparacion de secuencias con

bases de datos de referencia.

Este enfoque mixto es esencial para una identificacion completa del patégeno. La
combinacion de datos cualitativos y cuantitativos permite validar los resultados y
proporciona una vision integral del hongo en cuestion. La metodologia asegura que
la identificacién del hongo sea precisa y confiable, abordando tanto sus caracteristicas
morfolégicas como sus datos genéticos para una clasificacion taxondémica y

filogenética detallada.

Ademas, esta investigacion es de tipo experimental porque se centra en la
manipulacion y analisis sistematico de variables para determinar la identidad
molecular del hongo L. theobromae. En un estudio experimental, se realizan
procedimientos controlados y replicables para obtener datos precisos y confiables. En
este caso, el experimento incluye el aislamiento del hongo de muestras de cacao, la
aplicacion de técnicas moleculares para la amplificacién y secuenciacién de ADN, y

el uso de herramientas bioinformaticas para el analisis filogenético.
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3.2. Poblaciony la muestra

La investigacion se llevé a cabo en plantaciones de cacao CCN-51 situadas en el
canton Quevedo, provincia de Los Rios, enfocandose en la identificacion del hongo
L. theobromae, causante de la enfermedad de mazorca negra. Para obtener datos
representativos y confiables, se siguié un proceso meticuloso en el muestreo de las

parcelas afectadas.

Primero, se realizé un reconocimiento de las plantaciones para identificar aquellas
parcelas que mostraban signos evidentes de infeccion por L. theobromae. La
seleccion de las parcelas afectadas se baso6 en la observacion de sintomas visibles
en las plantas de cacao, como manchas necréticas en hojas, ramas y frutos. Se
priorizaron las parcelas con alta incidencia de la enfermedad para asegurar una

representacion adecuada del patdgeno en el estudio.

Dentro de las parcelas seleccionadas, se procedio a la recoleccion de muestras de
tejidos vegetales que presentaban sintomas caracteristicos de infeccién. Se
recogieron hojas, ramas y frutos con evidentes signos de dafio por el hongo. Para
cada muestra, se seleccionaron areas representativas que mostraban tanto sintomas
avanzados como iniciales de infeccion, con el fin de capturar la variabilidad del

patdgeno en diferentes etapas de desarrollo.

Una vez recolectadas, las muestras fueron transportadas al laboratorio bajo
condiciones estrictas para minimizar el riesgo de contaminacion y deterioro. Se
utilizaron envases estériles y se mantuvo una temperatura controlada durante el
transporte para preservar la integridad de las muestras. El manejo cuidadoso durante
esta fase es crucial para garantizar la precision en los analisis posteriores,

permitiendo asi una identificacibn molecular y caracterizacion precisa del hongo.
3.3. Los métodos y las técnicas

3.3.1. Métodos

La investigacion sobre la identificacion molecular del hongo L. theobromae en cultivos
de cacao CCN-51 empleo los métodos inductivo, deductivo y analitico para estructurar

y profundizar el estudio.
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Método Inductivo: Este enfoque permitié desarrollar un analisis desde lo especifico
hacia lo general. En este caso, se comenz6 con la observacion de sintomas y
caracteristicas particulares en las plantaciones de cacao afectadas, lo que facilito la
identificacion de variables clave relacionadas con la presencia y caracteristicas del
hongo L. theobromae. Este método ayudo a construir una vision general sobre como
el patégeno afecta a los cultivos de cacao.

Método Deductivo: La aplicacion de este método fue fundamental para identificar los
efectos especificos de las caracteristicas moleculares del hongo. A partir de la
informacién general sobre L. theobromae, se dedujo como las caracteristicas
genéticas y morfolégicas observadas podrian influir en la patogenicidad y en la
interaccién con el cacao. Este enfoque permiti6 responder preguntas especificas

sobre el impacto del hongo en los cultivos y su clasificacion taxonémica.

Método Analitico: Se utilizdé para el andlisis exhaustivo de los datos obtenidos a
través de la identificacibn molecular y la caracterizacion del hongo. Este método
facilitd la evaluacion detallada de las variables relacionadas con la presencia de L.
theobromae y permitio la interpretacion de los resultados obtenidos en el laboratorio.
A partir del andlisis de estos datos, se elaboraron conclusiones precisas sobre la
identidad y la clasificaciébn del patdégeno, contribuyendo asi a una comprensién

completa del problema investigado.
3.3.2. Técnicas
3.3.2.1. Preparacion de la muestra

Recoleccién de Muestra: Se obtuvo un cultivo del hongo L. theobromae en un medio
liquido nutritivo, asegurandose de que se encontrara en fase de crecimiento activo.
Se tom6 un fragmento representativo del tejido fungico para el procesamiento

posterior.

Preparacién de la muestra: El fragmento de tejido del hongo se colocd en un
microtubo de 1.5 mL, afladiendo entre 50 y 100 mg de muestra junto con tres perlas

de vidrio para facilitar la disrupcion mecéanica del tejido.
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Adicidn de buffer: Se incorporaron 500 uL de un buffer de extraccion compuesto por
CTAB, NaCl, EDTA y Tris-HCI, junto con 2 uL de B-mercaptoetanol para asistir en la

lisis celular.

Disrupcion mecanica: La muestra se proceso en un Bead Beader a alta velocidad
durante 20 a 30 segundos. El proceso se repitidé una o dos veces hasta obtener una
completa maceracion del tejido.

Incubacién: La mezcla se incub6 en un bafio Maria a 60°C durante 30 minutos, con

agitacion cada 10 minutos para asegurar la homogeneizacién de la solucion.

Extraccion con cloroformo (CHCI3): Se afadié6 500 pyL de CHCI; frio y se
homogenizo la mezcla durante 30 segundos. Se dejo reposar durante 2 minutos para
permitir la separacion de las fases.

Centrifugaciéon: La muestra se centrifug6 a 14,500 g durante 5 a 8 minutos. El

sobrenadante se transfiri6 a un nuevo microtubo de 1.5 mL para el siguiente paso.

Precipitacion del ADN: Se afadi6 un volumen igual de etanol absoluto frio, 150 uL
de acetato de sodio 3M y 300 uL de etanol al 70% para inducir la precipitaciéon del

ADN. La mezcla se dej6 reposar a -20°C durante al menos 2 horas o toda la noche.

Centrifugacion final: Se centrifug6 la mezcla a 14,500 g durante 14 a 17 minutos.
Se elimind el sobrenadante y se lavé el pellet dos veces con 200 L de etanol al 70%

para eliminar contaminantes.

Secado y resuspension: El pellet se sec6 en una camara de flujo laminar durante
15 a 30 minutos y se resuspendié en 50-100 pyL de agua ultrapura. Para eliminar el

ARN, se afiadio 1 uL de RNAsa y se incub6 a 37°C durante 30 minutos.

Almacenamiento: Finalmente, las muestras de ADN se almacenaron a -20°C para

Su uso posterior en analisis y estudios adicionales.
3.3.2.2. Aislamiento del hongo

Desinfeccion superficial: Las muestras vegetales se sometieron a un proceso de
desinfeccion superficial utilizando una solucion de hipoclorito de sodio al 1% durante

1-2 minutos para eliminar contaminantes superficiales. Posteriormente, se
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sumergieron en alcohol etilico al 70% durante 1 minuto para asegurar una
desinfeccion adicional. Finalmente, se lavaron con agua estéril para eliminar los

residuos de los agentes desinfectantes.

Corte de fragmentos: Se procedi6 al corte de pequefios fragmentos de tejido de las
areas afectadas de las muestras vegetales. Se seleccionaron zonas claramente
impactadas por la enfermedad para asegurar que los fragmentos contendran el hongo

L. theobromae.

Cultivo en medios selectivos: Los fragmentos de tejido se inocularon en medios de
cultivo selectivos, como PDA (Potato Dextrose Agar), para favorecer el crecimiento
del hongo. Se incubaron a una temperatura adecuada para permitir la proliferaciéon de
colonias fungicas. La aparicion y el crecimiento de colonias fueron observados y

registrados para identificar la presencia y caracteristicas del hongo.
3.3.2.3. Purificacion del hongo

Para asegurar la pureza y uniformidad en el cultivo del hongo L. theobromae, se

tomaron los siguientes pasos:

Seleccion de fragmentos puros: Se seleccionaron fragmentos de tejido que
mostraban signos visibles de pureza, asegurandose de que provinieran de colonias
libres de contaminacion. Estos fragmentos se tomaron de las areas de cultivo donde

el crecimiento del hongo parecia uniforme y sin presencia de otros microorganismos.

Subcultivo en medios selectivos: Los fragmentos seleccionados se inocularon en
medios de cultivo selectivos como PDA (Potato Dextrose Agar) para replicar el hongo
en condiciones O6ptimas. Se establecio una serie de cultivos utilizando estos

fragmentos para confirmar la pureza del hongo.

Observacion del crecimiento: Se incubaron los cultivos bajo condiciones
controladas y se observaron periédicamente. Se verificd el crecimiento uniforme del
hongo en los medios de cultivo y se aseguraron de que no hubiera signos de
contaminacion por otros organismos. Solo se mantuvieron los cultivos que mostraron
un crecimiento uniforme y sin contaminantes, garantizando asi la pureza del cultivo

para futuras investigaciones.
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3.3.2.4. Caracterizacion morfolégica

Observacion Macroscopica: Se registraron las caracteristicas visibles de las
colonias de L. theobromae en PDA, incluyendo el color, la textura, la velocidad de

crecimiento y la formacién de estructuras reproductivas como conidios y picnidios.

Observacion Microscopica: Se realizaron analisis detallados utilizando un
microscopio para examinar la morfologia de conidios, picnidios y otras estructuras
celulares. Se documentaron el tamafio, la forma y la disposicion de estas estructuras

para confirmar la identidad del hongo y comparar con descripciones estandar.

3.3.2.5. Identificacién molecular

Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN gendmico de las cepas de L. theobromae, se emplearon
kits comerciales especificos o protocolos estandar de extracciébn de ADN. Estos kits
0 métodos estan disefiados para aislar el ADN de alta calidad a partir de tejidos
fungicos, garantizando la integridad del material genético para los analisis posteriores.
La extraccion se realizd siguiendo los procedimientos recomendados por los
fabricantes o protocolos establecidos, que incluyen la ruptura celular, la eliminacion
de contaminantes y la recuperacién del ADN en una soluciéon adecuada. Este paso
es crucial para obtener un ADN limpio y de buena calidad que permita una

amplificacion y analisis molecular precisos.

Amplificacion de Regiones ITS

Para la amplificacion de las regiones ITS (Internal Transcribed Spacer) del ADN
fangico, se utilizaron primers universales ITS1 e ITS4. Estos primers estan disefiados
para reconocer y amplificar regiones especificas del ADN ribosomico que son
conservadas entre diversas especies de hongos, facilitando asi la identificacion
molecular. La amplificacion se realiz6 mediante PCR (Reaccién en Cadena de la
Polimerasa), un proceso que permite la duplicaciébn exponencial de las regiones
objetivo del ADN. El ciclo de PCR incluye etapas de desnaturalizacion, alineamiento

y extension, permitiendo obtener suficientes copias del ADN para su analisis posterior.
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Secuenciacién de ADN

Una vez obtenidos los productos de PCR, estos se purificaron para eliminar
contaminantes y residuos de reactivos. La purificacion se llevo a cabo utilizando
técnicas como la extraccibn con columnas de filtracion o kits de purificacion
especificos. Los productos purificados fueron enviados a un servicio especializado en
secuenciacion de ADN, donde se determiné la secuencia exacta de las regiones

amplificadas.

Posteriormente, las secuencias obtenidas fueron analizadas utilizando la herramienta
bioinformatica MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis). Este analisis
incluy6 la comparacion de las secuencias con bases de datos de referencia para la
identificacion taxonémica y la construccién de arboles filogenéticos para determinar
la relacion evolutiva del hongo. El uso de software en cuestion permitio interpretar los
datos de manera precisa y proporcionar una identificacion molecular detallada del
hongo L. theobromae.

3.3.2.6. Andlisis taxonomico y filogenético
Analisis Bioinformatico

Ensamblaje y edicién de secuencias ITS: Una vez obtenidas las secuencias de
ADN, se realiz6 el ensamblaje y edicion de las secuencias ITS utilizando el software
MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis). Este software permite alinear y
combinar secuencias fragmentadas para obtener una secuencia continua y de alta
calidad. El proceso incluye la correccion de errores y la eliminacién de secuencias de
baja calidad, asegurando que los datos estén listos para el analisis comparativo y

filogenético.

Comparacion con bases de datos publicas: Las secuencias obtenidas fueron
comparadas con bases de datos publicas de secuencias de ADN, como GenBank.
Utilizando herramientas de alineamiento y busqueda como BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool), se identificaron las coincidencias mas cercanas y se verificd
la identidad de las secuencias con especies previamente descritas. Esta comparacion
permitio la identificacion taxondmica precisa y la validacion de la presencia del hongo

L. theobromae en las muestras analizadas.
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Construccion de Arboles Filogenéticos

Alineacion de secuencias: Para construir arboles filogenéticos, se alinearon las
secuencias obtenidas utilizando herramientas de alineamiento como ClustalW o
MAFFT. Estos programas permitieron comparar multiples secuencias de ADN para
identificar regiones conservadas y divergentes, proporcionando una base para el
andlisis filogenético.

Construccion de arboles filogenéticos: Con las secuencias alineadas, se
construyeron arboles filogenéticos utilizando métodos de maxima verosimilitud o
inferencia bayesiana, implementados en el software MEGA. Estos métodos
estadisticos permiten estimar las relaciones evolutivas entre las secuencias y
visualizar como el hongo L. theobromae se relaciona con otras especies dentro del
mismo grupo taxondmico. La construccion de estos arboles proporcioné una
representacion gréfica de las relaciones evolutivas y ayudé a confirmar la clasificacion

del hongo en funcion de sus caracteristicas genéticas.

3.3.3. Pruebas de patogenicidad de L. theobromae en mazorcas de cacao
CCn-51

Se utilizaron 15 mazorcas en un estado de maduracion incipiente, las cuales fueron

inoculadas con el hongo.

Previamente a la inoculacion, las mazorcas fueron lavadas y desinfectadas.
Posteriormente, se realizaron dos raspados circulares, uno cerca del pedunculo y otro
cerca del apice de cada mazorca, en cada raspado se colocé un trozo de cultivo puro
de L. theobromae, dentro de la cabina de flujo laminar tratando de mantener un
ambiente estéril. Luego fueron colocadas individualmente dentro una bolsa plastica
sobre una toalla empapada de agua destilada para mantener la humedad y favorecer

el desarrollo del hongo.
3.4. Validezy confiabilidad de los métodos

La validez del estudio radica en la adecuada eleccion y aplicacién de los métodos,
técnicas y herramientas, asegurando que los resultados obtenidos reflejan con

precision la realidad investigada.
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e Técnicas estandarizadas: Las técnicas empleadas, como la extraccion de
ADN, PCR vy secuenciacion, son protocolos ampliamente reconocidos y
utilizados en la comunidad cientifica. Esto garantiza que los resultados sean

consistentes y comparables con otros estudios.

e Pruebas de patogenicidad: La inoculacion controlada en mazorcas de cacao
asegura que se confirme experimentalmente el papel de L. theobromae como

agente causal, alineandose con los postulados de Koch.

e Andlisis bioinformatico riguroso: La comparacion de secuencias con bases
de datos publicas y la construcciébn de &arboles filogenéticos mediante
herramientas como MEGA valida la identificacion molecular y asegura la

precision taxonémica.

La confiabilidad del estudio se garantiza mediante la replicabilidad de los métodos y

la minimizacion de errores experimentales.
Recoleccion y manejo de muestras:

e Las muestras fueron seleccionadas y procesadas bajo condiciones estériles,

asegurando que el ADN extraido sea representativo y libre de contaminacién.

e Los pasos de aislamiento, purificacion y preparacién de muestras siguieron

procedimientos estandar que pueden ser reproducidos.
Protocolos estandarizados:

Los métodos empleados, como la amplificacién de regiones ITS y la secuenciacién
de ADN, estan diseflados para minimizar la variabilidad experimental y permitir

resultados consistentes en replicaciones.
Control de calidad en el analisis molecular:

e La utilizacién de controles positivos y negativos durante la PCR garantiza la

deteccion de errores en la amplificacion.

e Los datos de secuenciacion fueron depurados y comparados con bases de

datos confiables, reduciendo el margen de error en la identificacion.
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Condiciones experimentales controladas:

Las pruebas de patogenicidad y el cultivo del hongo se llevaron a cabo en ambientes
controlados (cabina de flujo laminar y humedad controlada), asegurando que los
resultados reflejen el comportamiento natural del patégeno bajo condiciones

especificas.

La investigacion presenta alta validez y confiabilidad gracias a la eleccion de métodos
rigurosos, técnicas estandarizadas y controles estrictos en todas las etapas. Esto
asegura que los resultados obtenidos sean precisos, reproducibles y aplicables en el

contexto agricola del cacao en Ecuador.
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CAPITULO IV: Analisis e Interpretacion de Resultados
4.1. Crecimiento del hongo

Se presenta el crecimiento del hongo L. theobromae en tres muestras diferentes,
medido en milimetros, a lo largo de un periodo de 42 horas. Inicialmente, no se
observa crecimiento a las 0 horas, pero en las primeras 6 horas, las muestras
comienzan a desarrollar entre 1,00 y 2,00 mm. A las 12 horas, el crecimiento continda
con un promedio de entre 3,00 y 4,50 mm. El avance es significativo a las 18 horas,
donde se registra un crecimiento cercano a los 20 mm en las tres muestras. A las 24
horas, el hongo muestra un crecimiento homogéneo de 31,50 mm en todas las
muestras. En las siguientes horas, el crecimiento se acelera notablemente,
alcanzando los 74,50 mm a las 42 horas. Este patrén sugiere un rapido desarrollo del
hongo en las primeras 24 horas, con una aceleracion marcada después de las 18

horas.

Figura 1

Crecimiento del hongo muestra 1
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Nota. La tabla muestra el crecimiento de la muestra 1 del hongo durante 42 horas,

elaborado por Palacios (2024)
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La Muestra 1 exhibe un crecimiento lento durante las primeras 12 horas, seguido de
una expansion rapida a partir de las 18 horas, donde el hongo entra en una fase de
crecimiento acelerado y consistente. La muestra alcanza su mayor crecimiento en las
tltimas horas del experimento, con un comportamiento similar al de otras muestras

en términos de velocidad de expansion a largo plazo.

Figura 2

Crecimiento del hongo muestra 2
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Nota. La tabla muestra el crecimiento de la muestra 2 del hongo durante 42 horas,
elaborado por Palacios (2024)

La Muestra 2 muestra un crecimiento significativo, con un patrén de desarrollo rapido
desde las 18 horas similar al de la muestra 1, lo que indica que el hongo se desarrolla
con mayor velocidad una vez que ha superado las primeras fases de colonizacion del

medio.
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Figura 3
Crecimiento del hongo muestra 3
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Nota. La tabla muestra el crecimiento de la muestra 3 del hongo durante 42 horas,
elaborado por Palacios (2024)

La muestra 3 sigue un patron de crecimiento rapido y consistente, particularmente a
partir de las 18 horas, donde se aprecia una expansion mas pronunciada que se
mantiene hasta el final del experimento. Esto indica que el hongo muestra un
comportamiento de crecimiento agresivo una vez que ha superado las primeras fases

de colonizacion del medio.
4.2. Caracterizacion morfolégica
4.2.1. Descripcion de la morfologia macroscoépica

Se observo un crecimiento celular total de la placa en un tiempo de 42 horas en medio
de cultivo PDA, presentando un color blanco en forma de algoddn, a medida que
aumenta su desarrollo micelial va tornandose color gris a partir de los siete dias hasta
volverse color negruzco. Los picnidios se empiezan a observar en la transicién del

gris al negruzco.
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[lustracién 1

Vista macroscépica del hongo

Nota. Vista macroscopica del hongo, elaborado por Palacios (2024)
4.3. Caracteristicas de las colonias
4.3.1. Microscopicas

Conidios: Mediante el microscopio se pudieron observar los conidios de L.
theobromae en sus etapas iniciales, los conidios son unicelulares y hialinos. A medida
gue maduran, los conidios se vuelven bicelulares y adoptan una coloracién marron

oscuro debido al engrosamiento de sus paredes celulares.
llustracion 2

Conidio Lasidiplodia Theobromae

Nota. La ilustracion muestra los conidios de L. Theobromae, elaborado por Palacios
(2024)
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Los conidios presentan una forma eliptica a ovoide, con extremos redondeados y
paredes lisas, lo que les proporciona una estructura uniforme y resistente. A medida
gue el conidio madura, una de las caracteristicas que permite diferenciarlo de su
etapa inicial es la formacion de un septo transversal. Este septo actia como una pared
divisoria interna, que separa el conidio en dos células distintas, sefialando el paso de
un estado unicelular a uno bicelular. Este proceso de maduracion es crucial para su
funcidn reproductiva, ya que permite una mayor supervivencia y dispersion del hongo

en su entorno.

Hifas: Se observaron también las hifas en su estructura micelial, tienen formas
filamentosas de paredes gruesas y se encuentran ramificadas lo cual les ayuda a
expandirse rapidamente en su hospedero, al igual que los conidios, las hifas son
hialinas en etapa temprana y se volvieron color marron después de los siete dias de

crecimiento.
llustraciéon 3

Hifas de L. Theobromae

Nota. La ilustracion muestra las hifas de L. Theobromae, elaborado por Palacios
(2024)

Conidiéforos: Se apreciaron estructuras filamentosas poco pigmentadas cortas que
surgen de las hifas, son hialinos y se tornan mas pigmentados con la madurez del

hongo.
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[lustracién 4

Conidié6foro de L. Theobromae

Nota. La ilustracion muestra los conidiéforos de L. Theobromae, elaborado por
Palacios (2024)

El proceso de maduracion de los conidios, que comienza como unicelulares e hialinos
para volverse bicelulares y marrones, es un rasgo distintivo de L. theobromae, ya
reportado en estudios morfolégicos previos (Alves et al., 2008). Ademas, las hifas
gruesas y ramificadas observadas coinciden con estudios de Ismail et al. (2013),
guienes también documentaron que esta estructura es crucial para la colonizacion

agresiva de los tejidos vegetales, lo que refuerza la naturaleza invasiva del hongo.
4.3.2. Macroscopicas

Picnidios: Se apreciaron claramente ya que a nivel macroscopico forman pequefias
protuberancias de color negro que sobresale del negruzco que ya ha formado en el
medio, esta coloracién se debe a la melanina en sus paredes. Los picnidios se
observaron dispersos y pocas veces agrupados, su textura es mas dura al tacto y es

donde se liberan en mayor cantidad los conidios.
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[lustracién 5

Vista macroscépica de L. Theobromae

Nota. La ilustracion muestra una vista macroscopica de L. Theobromae, elaborado
por Palacios (2024)

Los picnidios son fundamentales para la reproduccién del hongo, ya que son los
lugares donde se liberan en mayor cantidad los conidios, las esporas asexuales que
permiten la propagacion del hongo. Este proceso de liberacion puede ocurrir durante
condiciones ambientales favorables, facilitando asi la diseminacién del hongo a
nuevas areas. La observacién de estas estructuras no solo es crucial para identificar
la presencia del patdgeno, sino también para comprender su ciclo de vida y potencial

impacto en el cultivo afectado.
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Figura 4
Medicién de picnidios
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Nota. La figura evidencia la medicion de picnidios de 8 muestras en 3 repeticiones, el

promedio y varianza, elaborado por Palacios (2024)

La morfologia macroscopica del hongo observada en las pruebas, desde el rapido
crecimiento micelial blanco hasta su oscurecimiento, es consistente con estudios
previos. Se ha reportado que L. theobromae desarrolla un micelio inicialmente blanco
gue se torna gris y finalmente negro debido a la produccion de melanina (Burgess et
al., 2006). La formacion de picnidios observada a partir del séptimo dia en este estudio
coincide con lo descrito por Alves et al. (2008) y Batista et al. (2014), quienes
identificaron esta caracteristica como clave para la identificacion del patégeno y su

ciclo de vida.
4.4. Identificacion molecular mediante secuenciaciéon ITS
4.4.1. Extraccion de ADN y amplificacion

Al extraer ADN de las muestras obtuvimos una pureza del 98.8% para JPH707, 98.0%
para JPH708 y 99.2% JPH709, considerandose asi de alta calidad para el proceso de
amplificacion, visualizandose bandas de aproximadamente 300 pares de bases
correspondientes al marcador ITS (llustracion 3). Las lecturas obtenidas a partir de la
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secuenciacion SANGER permitieron identificar la cepa fungica mediante el analisis

de las secuencias resultantes.
[lustracion 6

Visualizacion en gel de agarosa 1% de amplificacion

"MM CN H707 H708 H709

Nota. Visualizacion en gel de agarosa 1% de amplificacion indicando fragmentos de
aproximadamente 500 pb amplificados con primers ITS1/ITS4 para las muestras. L:

Marcador de peso molecular de 100 pb, elaborado por Palacios (2024)
Tabla 2

Resultados de la amplificacion de la region ITS

Codigo  Muestra  Longitud  Calidad Organismo Fragmento id:/:lt(ij:ad N de accesién
JPH707 1 511 98,8 L. Theobromae ITS 99,72 KJ677239.1
JPH708 2 544 98,0 L. Theobromae ITS 99,42 0Q132550.1
JPH709 3 475 99,2 L. Theobromae ITS 99,79 MK813953.1

Nota. La tabla muestra Resultados de la amplificacion de la region ITS, elaborado por

Palacios (2024)
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Los resultados presentados en la tabla muestran la amplificacion y secuenciacion de
laregion ITS de tres muestras del hongo L. theobromae, con variaciones en la longitud

de los fragmentos y la calidad de las secuencias obtenidas.

e Lamuestral (JPH707) tiene una longitud de secuencia de 511 pb y una calidad
del 98,8%, con una identidad del 99,72% respecto a la secuencia de referencia
registrada en el GenBank bajo el numero de accesion KJ677239.1. Esto
sugiere una alta confiabilidad en la secuencia obtenida y una correspondencia

casi completa con el organismo identificado.

e La muestra 2 (JPH708) presenta una mayor longitud de secuencia, 544 pb,
pero una calidad ligeramente inferior, con un 98,0%. El porcentaje de identidad
es del 99,42% en comparaciéon con la secuencia 0Q132550.1, lo que indica
una correspondencia soélida, aunque con una menor calidad que la muestra

anterior.

e La muestra 3 (JPH709) tiene una longitud de 475 pb, la mas corta de las tres,
pero con una calidad superior del 99,2% y el porcentaje de identidad mas alto,

99,79%, en referencia a la secuencia MK813953.1.

La calidad promedio de las secuencias es alta, situdndose entre 98,0% y 99,2%, lo
gue asegura que los datos obtenidos son confiables para la identificacion del
organismo. Las diferencias en la longitud de los fragmentos podrian estar asociadas
a ligeras variaciones en el proceso de amplificacion o secuenciacion, sin afectar
significativamente la identificacion del hongo. El alto porcentaje de identidad (todos
superiores al 99,4%) confirma la presencia de L. theobromae en las tres muestras,

consolidando su correcta identificacion.
4.4.2. Purezaen la calidad de secuenciacion

Los resultados de pureza superior al 98% indican que el ADN obtenido es
practicamente libre de contaminantes de otras especies o de material genético no
deseado. Esto mejora significativamente la fiabilidad de las secuencias obtenidas de
ITS1 e ITS4, ya que las secuencias deberian reflejar de manera precisa el genoma

de L. theobromae sin interferencias de ADN extrafio.

47

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO



La alta pureza respalda la confianza en la identificacion de la cepa fungica. Si las
secuencias ITS obtenidas se alinean bien con las secuencias de referencia para L.
theobromae en bases de datos, podemos estar seguros de que la identificacion es

correcta y no estd comprometida por contaminaciones.

La pureza elevada minimiza la posibilidad de errores en la secuenciacion que podrian
ser causados por ADN contaminante, como la aparicion de picos adicionales o ruidos
en los cromatogramas, lo que es crucial para garantizar que los resultados obtenidos

sean especificos para L. theobromae.
4.42.1. Longitud de las secuencias

La longitud de las secuencias varia entre 475y 544 pares de bases (pb), lo que indica
gue se logro obtener fragmentos de ADN de tamafio considerable en todas las

muestras.

e Muestra 1 (JPH707): 511 pb

e Muestra 2 (JPH708): 544 pb

e Muestra 3 (JPH709): 475 pb
4.42.2. Calidad de las secuencias

La calidad de las secuencias es alta en todas las muestras, con valores que oscilan
entre 98,0 y 99,2. Estos valores indican que las secuencias obtenidas son confiables
y de alta calidad, lo cual es esencial para asegurar la precision en la identificacion del

organismo.
e Muestra 1: 98,8
e Muestra 2: 98,0
e Muestra 3: 99,2
4.4.3. ldentificacion del organismo

Todas las secuencias corresponden al hongo L. theobromae, lo que confirma la

presencia de este organismo en las muestras analizadas. El fragmento secuenciado
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es la region ITS (Internal Transcribed Spacer), que es una region altamente utilizada
para la identificacién de hongos debido a su variabilidad entre especies.

La secuenciacion de la region ITS fue un método confiable para la identificacion de L.
theobromae, confirmando su presencia en las muestras con identidades superiores al
99%. Este resultado es coherente con otros estudios que utilizaron ITS como
marcador molecular para la identificacion de especies del género Lasiodiplodia (Alves
et al., 2008; Phillips et al., 2013). En particular, las longitudes de los fragmentos
secuenciados (475-544 pb) son consistentes con estudios anteriores, que también
reportaron fragmentos de ITS variables dentro del rango esperado (Slippers et al.,
2013).

4.4.3.1. Porcentaje de identidad

El porcentaje de identidad con secuencias depositadas en bases de datos publicas
es alto, lo que sugiere una correspondencia casi exacta con secuencias previamente
identificadas de L. theobromae y L. brasiliensis. Para rectificar estos datos se uso la

herramienta BLAST del NCBI obteniendo mayor similitud con L. theobromae.
Tabla 3

Porcentaje de identidad con secuencias depositadas en bases de datos publicas en

tres muestras

MUESTRA ESPECIE Cepa %similitud

JPH707 L. theobromae HP1, B838, B961, LK3-2 99,61
JPH708 L. theobromae C3346P, AF15,C3340P 99,45
JPH709 L. theobromae YY12, YY5, GO1, EN-5 100,00

Nota. La tabla muestra el porcentaje de identidad con secuencias depositadas en

bases de datos publicas en tres muestras
4.4.3.2. Similitud con Cepas Conocidas

En el estudio de la diversidad genética de L. theobromae, la comparacion entre
distintas cepas permite identificar las relaciones evolutivas y las variaciones genéticas
gue pueden influir en su comportamiento patogénico. Utilizando técnicas de

secuenciacion y andlisis filogenéticos, es posible agrupar cepas de acuerdo con su
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similitud genética, lo que proporciona informacién valiosa sobre su origen comun y
potencial patogénico. Este tipo de analisis es crucial para entender c6mo un patégeno
como L. theobromae se adapta a diferentes condiciones ambientales y hospederos,

lo que a su vez influye en su capacidad de causar enfermedades en los cultivos.
Figura 5

Blast para Muestra JPH707

H707_Assembly. *
Molecule type P —

dna
Query Length
511
Other reports [ PP

Distance tree of results MSA viewer @

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~ Select columns ~  Show (2}

select all 700 sequences sefected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Duscriftion Scientific  Max Total Query E Per.  Acc

e Name  Score Score Cover value Ident Len /Accession

Lasiodiplodia ven culture CBS:129753 strain CBS 129753 small su 935 935 100% 00 9961% 541 MHE65369

odi.. 935 935 100% 00 9961% 515
935 935 100% 00 9961% 533

Lasiodiplodi... 935 935 100% 00 99B1% 533 G

B Feedback

Lasiodiplodi... 933 933 100% 00 99B1% 514 O

asiodiplodi... 933 933 100% 00 99B1% 513 O

L
Lasiodiplodia br isolate LK1-4-1 internal transcribed spacer 1, partial
u Lasiodiplodia theobromae isolate 7V 50-1 small subunit ribosomal RNA gene... Lasiodiplodi... 929 929 100% 0.0 99.42% 542 MTB44474.1
Nota. La figura muestra Blast para Muestra JPH707, elaborado por Palacios (2024)

En este contexto, la muestra JPH707 presenta una alta similitud genética con las
cepas HP1, B838, B961 y LK3-2, mostrando un porcentaje de similitud del 99,61%.
Este alto grado de homologia indica que estas cepas comparten una gran parte de su
material genético, lo que sugiere que podrian tener caracteristicas patogénicas
similares y desempefiar roles comparables en los procesos infecciosos en plantas
hospedadoras. La similitud cercana al 100% subraya la estabilidad genética de estas
cepas y refuerza la posibilidad de que compartan mecanismos comunes de virulencia

y adaptacion.
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Blast para muestra JPH708

H708_Assembly_consensus_sequence 2 1
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Nota. La figura muestra Blast para Muestra JPH708, elaborado por Palacios (2024)

La muestra JPH708 (Figura 5) también muestra una alta similitud con las cepas
C3346P, AF15, y C3340P en un 99.45%, aunque la similitud es ligeramente menor




Figura 7

Blast para Muestra JPH709

H709_Assembly_consensus_sequence 2
Molecule type
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Nota. La figura muestra Blast para Muestra JPH709, elaborado por Palacios (2024)

La muestra JPH709 (Figura 6) tiene un 100% de similitud con las cepas YY12, YY5,
GO01, y EN-5, lo que significa que esta muestra es idéntica a estas cepas en la region
ITS. Este resultado es muy significativo, ya que indica una correspondencia exacta

con las cepas de referencia.

La alta similitud (99,45%-100%) con las cepas conocidas de L. theobromae significa
gue las secuencias obtenidas son muy confiables y que la identificacion del hongo
cuestion son altamente fiables. Este tipo de andlisis es crucial para establecer la
relacion filogenética entre las cepas y para confirmar la identidad de los

microorganismos presentes en las muestras.

El uso de la técnica BLAST para comparar las secuencias obtenidas con las
depositadas en GenBank proporciond un alto porcentaje de identidad, superando el
99.4%, lo que confirma la correcta identificacion de las cepas de L. theobromae. Este
resultado coincide con trabajos como el de Slippers et al. (2013), quienes utilizaron la
misma metodologia para identificar especies del complejo Botryosphaeriaceae, al que

pertenece L. theobromae.
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4.4.3.3. NUumero de Accesidon

Cada secuencia ha sido depositada en una base de datos publica y se le ha asignado

un numero de accesion unico:
e Muestra 1: KJ677239.1
e Muestra 2: 0Q132550.1
e Muestra 3: MK813953.1
Tabla 4

Analisis de los datos de ITS

BASE NUCLEOTIDOS

MUESTRA INDICADOR SCANS
SPACING BASES GUANINA ADENINA CITOCINA TIMINA
IPHT07 ITS1 15,922697 18681 1514 2232 2571 4351 3165
ITS4 16,034012 16965 1459 4174 5436 8024 5624
JPH708 ITS1 16,106907 17860 1468 824 1191 1772 1410
ITS4 16,192324 14606 1043 1308 1094 2810 2014
IPHT09 ITS1 16,045504 9130 761 81 113 162 141
ITS4 15,946584 16613 1401 2997 3619 5243 3830

Nota. La tabla muestra el analisis de los datos de ITS, elaborado por Palacios (2024)
4.4.3.4. Calidad y cantidad de secuencias

Base Spacing: Este valor se refiere a la distancia promedio entre los picos en un
cromatograma de secuenciacion. El espaciado de bases es bastante estable entre
las muestras y los marcadores, con un valor promedio de 16 indicando que los

nucleotidos se incorporaron de manera uniforme durante la extension de la cadena

Los valores de espaciado de bases entre 15,9 y 16,2 son valores consistentes entre
todas las muestras y ambos marcadores ITS. Este parametro indica el espaciado
promedio de nucleoétidos en la secuenciacion, y su consistencia sugiere que no hubo
problemas significativos de resolucion en el proceso de secuenciacion. Valores

cercanos a 16 son tipicos de secuencias SANGER de alta calidad.
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Scans: El numero de escaneos es una medida de la cobertura o profundidad de
secuenciacion. Un mayor numero de escaneos puede indicar una mejor cobertura y,
por lo tanto, una mayor confiabilidad en la secuencia obtenida. Los numeros de
escaneos varian considerablemente entre las muestras y los marcadores. La muestra
JPH707 tiene un numero notablemente mas alto de escaneos en comparacion con
JPH709, lo que podria indicar una mayor cobertura o calidad de secuencia en
JPH707, especialmente para ITS1.

Se observa que la muestra JPH707 tiene el mayor nUmero de escaneos para ambos
marcadores (ITS1 e ITS4), lo que sugiere que esta muestra proporciono las
secuencias mas completas y posiblemente mas precisas. En contraste, JPH709 tiene
un numero significativamente menor de escaneos en ITS1, lo que podria indicar
problemas en la amplificacibn o secuenciacién de esta region, resultando en una
cobertura insuficiente y, por ende, en secuencias potencialmente menos fiables a

pesar de su alta pureza.
4.4.4. Composicion Nucleotidica
Muestra JPH707

ITS1: 1514 bases con una alta cantidad de guanina (2232) y adenina (2571) en
relacién a la citocina y timina. La proporcion mas alta de nucledétidos purinicos (Ay G)
podria indicar regiones conservadas importantes en la secuencia. Esta estructura
podria ser esencial para una correcta alineacién en bases de datos, ya que estas

regiones tienden a ser mas estables.

ITS4: En ITS4, se observa un aumento notable de citocina y timina, con un total de
8024 citocinas, mucho mayor que en ITS1. Esto sugiere que ITS4 puede tener una
estructura diferente con regiones mas ricas en pirimidinas, lo cual podria reflejar

diferencias en la variabilidad y evolucion del marcador ITS4.
4.4.41. Muestra JPH708

ITS1: En esta muestra, ITS1 presenta una proporcion mas equilibrada de los cuatro
nucleotidos, pero con una cantidad particularmente baja de guanina (824) en

comparacion con adenina (1191). Esta diferencia puede estar relacionada con un
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fragmento mas variable de la region ITS1, donde la proporcién de GC es mas baja, lo

gue podria reflejar una mayor variabilidad en esta secuencia.

ITS4: La composicion de ITS4 muestra una mayor proporcion de citocina (2810), lo
gue es consistente con las observaciones en otras muestras. Este marcador parece
tener una tendencia hacia una mayor proporcion de citocina en comparacion con
ITS1, lo que podria estar relacionado con diferencias estructurales entre las dos

regiones del ADN ribosomal.
4.4.42. MuestraJPH709

ITS1: Presenta el menor numero de bases secuenciadas (761) y una composicion
nucleotidica atipica, con solo 81 guaninas y una baja cantidad de adenina. Esto podria
ser indicativo de una secuencia incompleta o de baja calidad, posiblemente debido a
problemas en la amplificacion o en la preparacién del ADN. Es posible que ITS1 en
esta muestra no haya sido suficientemente amplificada, lo que explicaria las bajas
cantidades de nucleétidos detectados.

ITS4: En contraste, ITS4 de JPH709 muestra un rendimiento mucho mejor, con 5243
citocinas y 3830 timinas, sugiriendo que la region ITS4 se amplificé y secuencié de
manera mas efectiva. Esto podria implicar que ITS4 en esta muestra es mas

representativa de la identidad genética de la cepa.
4.5. Andlisis filogenético

El andlisis presenta un arbol filogenético construido con las secuencias obtenidas y
de referencia, destacando la posicion de L. theobromae en su clado correspondiente.
Esto confirma su relacién filogenética con especies cercanas y sSu correcta
identificacion. La inclusién de secuencias de referencia refuerza la comparacion y
permite entender su proximidad evolutiva con otros hongos del mismo género,

mostrando claras divergencias con especies mas distantes.

En el arbol filogenético, L. theobromae JPH707 y JPH708 se agrupan con otras cepas
de la misma especie, como L. theobromae EA2, EB2, TP2 y DPI2, lo que indica una
alta similitud genética y caracteristicas patogénicas similares. La diferencia genética

entre ellas es minima, aunque algunas variaciones sutiles podrian reflejar
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adaptaciones especificas o diferencias en la virulencia. A pesar de esta similitud, la
separacion clara de L. theobromae de otros patégenos como Fusarium solani y

Phytophthora palmivora refuerza su identidad como un grupo taxonémico distinto.

Aunque el bajo valor de soporte filogenético (42%) sugiere cierta incertidumbre en la
separacion precisa de las cepas, su agrupacion en el arbol evolutivo proporciona una
base para estudiar como las variaciones genéticas influyen en su capacidad de causar
enfermedades en distintos cultivos. La cepa JPH709 también se agrupa
estrechamente con L. theobromae DPI2, lo que sugiere similitudes en su material

genético y en su comportamiento biolégico.

El valor de soporte filogenético de esta rama es moderado (77%), lo que brinda una
confianza considerable en la agrupacion de estas dos cepas. Al comparar L.
Theobromae JPH709 con otros patégenos en el arbol, como Colletotrichum, Fusarium

solani y Moniliophthora roreri, se observa una clara separacion genética.
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Figura 8

Arbol filogenético de las 3 muestras
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Nota. La figura representa el arbol filogenético de las 3 muestras, elaborado por
Palacios (2024)

En este arbol las cepas L. Theobromae JPH707, L. Theobromae JPH708 y L.
Theobromae JPH709, se agrupan de manera coherente dentro del clado de L.
theobromae. Su proximidad refleja una alta similitud genética, lo cual es esperable al
tratarse de replicados de la misma muestra. Aunque no se encuentran siempre en
ramas idénticas, las ligeras diferencias plasmadas pueden deberse a variaciones
técnicas menores durante la secuenciacion, y no representan diferencias biolodgicas
significativas. Esto confirma que las tres cepas estan correctamente asignadas al

MisMo grupo genetico.
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4.6. Resultados de las pruebas de patogenicidad de L. theobromae en
mazorcas de cacao CCn-51

Los resultados obtenidos muestran diferencias significativas en las mediciones del
pedunculo y el apice de las mazorcas infectadas, se realizaron 3 repeticiones de

mediciones tomando 5 muestras:

El promedio de las mediciones varia ligeramente entre muestras, oscilando entre 4,10
mm y 5,20 mm, lo que indica que el tamafio del pedunculo es relativamente
consistente entre ellas, con diferencias minimas. Las varianzas, que miden la
dispersion de los datos, son muy bajas en todas las muestras (entre 0,00667 y
0,01556), lo que sugiere que las mediciones son bastante consistentes y presentan

una variacion insignificante entre los ensayos realizados para cada muestra.

La Tabla 7 presenta las mediciones del pedunculo del lado B en cinco muestras de
cacao, realizadas en tres ensayos para cada muestra, junto con los promedios y las
varianzas calculadas. Los resultados muestran que los promedios de las mediciones
oscilan entre 4,10 mm y 5,20 mm, similares a los del lado A, lo que indica una
consistencia entre ambos lados del peddnculo. La muestra 2 presenta el valor

promedio mas bajo (4,10 mm), mientras que la muestra 5 tiene el més alto (5,20 mm).
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Figura 9

Mediciones del pedunculo en mm lado Ay B en 5 muestras

Pedunculo promedio por muestra

6,00
5,50 = -
5,00 L = a 8
4,50
4,00
3,50
3,00
2,50 ®Lado A

2,00 ®Lado B
1,50

1,00
0,50
0,00

L &
i

Patogenicidad de Lasiodiplodia

0 1 2 3 4 5 6
Muestra

Nota. La figura muestra mediciones del peddnculo en 5 muestras, lado A y B,
elaborado por Palacios (2024)

Lado A: En particular, la Muestra 1 tiene la mayor varianza (0,01556), lo que indica
una mayor variabilidad en sus mediciones en comparacion con las otras muestras,
aungue sigue siendo una variacion pequefa. Este analisis refleja que las mediciones
del pedunculo en el lado A son homogéneas, lo que podria ser relevante al evaluar la

afectacion del hongo L. theobromae en esta parte de la planta.

Lado B: La varianza es baja en todas las muestras, con la mayor variabilidad en la
muestra 1 (0,01556), al igual que en las mediciones del lado A, lo que indica que,
aunque hay pequefas variaciones entre los ensayos, estas son minimas y no
significativas. Las demas muestras tienen una varianza constante de 0,00667, lo que
sugiere que las mediciones en el lado B también son homogéneas y estables. Estos
datos refuerzan la uniformidad en las caracteristicas del pedunculo, lo cual es til para
evaluar el impacto del hongo y las posibles diferencias en la afectacion entre

diferentes areas de la planta.

La tabla 8 presenta las mediciones del apice del lado A en cinco muestras de cacao,
registradas en tres ensayos por muestra, junto con los promedios y las varianzas

respectivas. Los resultados muestran que los promedios de las mediciones varian
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entre 4,10 mm y 5,20 mm, similares a los observados en las mediciones del

peddnculo.

La Tabla 9 muestra las mediciones del apice en el lado B para cinco muestras de
cacao, registradas en tres ensayos. Los promedios de las mediciones oscilan entre
4,10 mm y 5,20 mm, lo que refleja uniformidad en los resultados, al igual que en los
lados anteriores. La muestra 2 es nuevamente la que presenta el menor promedio

(4,20 mm), mientras que la muestra 5 alcanza el promedio mas alto (5,20 mm).
Figura 10

Mediciones del 4pice lado Ay B en mm en 5 muestras
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Nota. La figura muestra mediciones del apice en 5 muestras, lado A y B, elaborado
por Palacios (2024)

Lado A: La muestra 2 tiene el promedio mas bajo (4,10 mm), mientras que la muestra
5 posee el promedio mas alto (5,20 mm). Al igual que en las mediciones del
pedunculo, la varianza mas alta se encuentra en la muestra 1 (0,01556), lo que indica
mayor variabilidad en las mediciones de esta muestra. Las demas muestras tienen
una varianza uniforme de 0,00667, lo que sugiere estabilidad y poca dispersién en los
datos obtenidos. Estos resultados sugieren que las mediciones en el apice del lado A
son consistentes y homogéneas, lo que es relevante para la evaluacion de la

afectacion en diferentes partes de la planta por el hongo L. theobromae.
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Lado B: La mayor varianza se presenta en la muestra 1 con 0,01556, lo que indica
una mayor variabilidad entre los ensayos en esta muestra, mientras que las demas
mantienen una varianza constante de 0,00667, lo que indica consistencia en los
resultados. Estos datos reflejan que, a pesar de pequefias diferencias entre las
muestras y ensayos, las mediciones en el apice del lado B son bastante homogéneas,
proporcionando una evaluacion equilibrada del crecimiento del hongo y su impacto en

diferentes partes del fruto.

Por su lado, las observaciones se realizaron en intervalos de 3, 6, 9, 12 y 15 dias
post-inoculacién. A los tres dias, se comenzaron a observar los primeros sintomas de
infeccidn, manifestados como &reas necréticas circulares adyacentes al inoculo. Con
el paso del tiempo a los seis dias se not6 una progresidon de la necrosis,
extendiéndose desde los puntos de inoculacién hasta cubrir en su totalidad toda el

area de la mazorca.

A los nueve dias, se notaba una capa de lama blanquecina fina caracteristica del
hongo, con un aumento en la severidad de la necrosis. Para el dia 12, la infeccidn
habia progresado significativamente, se observa una lama totalmente blanca y
himeda evidenciando la capacidad del hongo para colonizar y dafar el tejido de la

mazorca de manera rapida y agresiva.
llustracion 7

Deterioro de la mazorca hasta los 15 dias

Nota. La ilustracion muestra internamente el deterioro en la mazorca hasta los 15

dias, elaborado por Palacios (2024)

Hasta los 15 dias, se observo un deterioro interno en la mazorca con una significativa

cobertura de micelio de hongo, de color blanquecino a grisaceo, que cubre gran parte
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de la superficie externa. Este crecimiento fungico es un indicativo claro del avance de

la infeccién en la mazorca.

En la parte superior izquierda de la imagen, se distingue una zona de color oscuro,
casi negro, sefial de necrosis avanzada probablemente causada por la infeccion
fungica. Esta area necrosada se extiende desde el apice de la mazorca, una region

comunmente afectada al inicio de las infecciones.
[lustracion 8

Corte longitudinal de la mazorca para su observacién interna

Nota. En esta ilustracion muestra la mazorca cortada longitudinalmente para revelar

su interior, elaborado por Palacios (2024)

El tejido interno de la mazorca muestra una extensa necrosis de color marrén oscuro
a negro, especialmente en las areas cercanas a la corteza. Los granos de cacao estan
en mal estado, algunos presentan signos de colapso y descomposicion, ademas de
un cambio en su dureza y textura, pasando de duros a blandos, lo que indica un

avance significativo de la infeccion hacia el interior.

La capa mas externa del tejido, justo debajo de la cascara, exhibe una decoloracion
marrén, lo cual es un signo caracteristico de una infeccién que se propaga desde el
exterior hacia el interior. Este deterioro progresivo refleja la gravedad del dafio que ha

afectado tanto a la mazorca como a los granos.

Mazorca de cacao sin infeccion
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Una mazorca de cacao sana presenta una superficie externa cuyo color varia desde
verde en su estado inmaduro hasta amarillo o rojo al madurar. Esta apariencia
saludable no muestra signos de necrosis ni crecimiento de hongos, lo que indica su
buena salud y calidad. Estos colores vibrantes son indicativos de una mazorca en

Optimas condiciones, lista para ser cosechada y utilizada.

Al abrir una mazorca sana, el interior revela granos de cacao que oscilan entre el
blanco y crema, rodeados de una pulpa fresca y jugosa, completamente libre de
signos de descomposicion. Ademas, el tejido interno se observa firme y de un color
uniforme, sin la presencia de manchas oscuras que podrian indicar deterioro o
infecciones. Esta caracteristica es fundamental para asegurar la calidad del cacao y

su viabilidad.

En contraste, una mazorca infectada muestra un estado avanzado de infeccion
fungica. Su superficie externa esté cubierta de micelio y presenta areas necroticas de
color negro, lo que contrasta marcadamente con la apariencia saludable de una
mazorca normal. Esta observacion confirma la patogenicidad del hongo L.
theobromae bajo las condiciones experimentales establecidas, evidenciando el

impacto negativo que puede tener en la produccion de cacao.

Los sintomas iniciales de necrosis, visibles tres dias después de la inoculacién,
concuerdan con estudios como el de Rosado et al. (2016), quienes documentaron la
rapida manifestaciéon de L. theobromae en tejidos vegetales. En este estudio, se
observé una progresion rapida de la necrosis a lo largo del tiempo, con la aparicion
de una capa blanquecina de micelio para el dia 6y 9, lo que también ha sido reportado
por Batista et al. (2014). Esta caracteristica es tipica de la infeccion por L. theobromae,
gue afecta tanto el tejido externo como interno, promoviendo la descomposicion de

las mazorcas de cacao.

Hacia el dia 12, el comportamiento agresivo del hongo, manifestado por una capa de
lama blanca y la descomposicién de los tejidos internos, fue corroborado por estudios
como el de Barreto et al. (2020), quienes destacaron la capacidad del hongo para
colonizar el tejido vascular de las mazorcas. La alta humedad y otras condiciones
ambientales favorables aceleraron este proceso, lo que concuerda con los hallazgos

del presente estudio.
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Los cambios en la textura y color de los granos de cacao infectados, que pasaron de
ser firmes a blandos y descompuestos, también fueron observados por Mehl et al.
(2017), quienes reportaron que L. theobromae induce una necrosis sistémica que
destruye tanto el pericarpio como los tejidos internos de los frutos. En este estudio,
los granos colapsados y en mal estado refuerzan la idea de que este patégeno
compromete gravemente la calidad y el rendimiento del cacao.

Diversos estudios han mostrado resultados concordantes con respecto a la
patogenicidad de L. theobromae. Por ejemplo, Santana et al. (2018) encontraron que
este hongo afecta severamente las mazorcas de cacao en diferentes estados de
maduracion, lo que coincide con la rapida expansion de las areas necroticas y el
colapso de los granos observados en este estudio. Ademas, Gémez et al. (2015)
reportaron que L. theobromae tiende a atacar primero las zonas mas vulnerables de
las mazorcas, como el apice, lo cual también fue observado en las mazorcas

inoculadas en este trabajo.

A nivel molecular, estudios de Aroca et al. (2019) sugieren que la capacidad
patogénica de L. theobromae esta relacionada con la produccioén de toxinas fungicas,
como el &cido tanico y metabolitos secundarios que degradan las paredes celulares.
Estas toxinas juegan un papel clave en el proceso de necrosis y muerte celular, lo
gue concuerda con los resultados obtenidos en este estudio, donde la infeccién
avanz0 rapidamente, afectando tanto el tejido externo como el interno de las

mazorcas.
4.7. Aislamiento del patégeno

Haciendo uso de los postulados de Koch se observo los resultados del aislamiento
del patdégeno y observamos su crecimiento con el fin de asegurar que la patogenicidad

observada es causada solamente por L. Theobromae.
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[lustracién 9

Aislamiento de L. theobromae

Nota. En esta ilustracién se observa L. theobromae aislado, elaborado por Palacios
(2024)

En este andlisis, el crecimiento del hongo en la imagen refuerza la hipétesis de que
L. theobromae es responsable de la infeccion en el hospedero inicial, ya que las
caracteristicas morfolégicas del hongo son consistentes con lo descrito para este

patoégeno.
4.8. Re-aislamiento del patégeno
llustracion 10

Re aislamiento segun postulados de Koch

Nota. En esta ilustracion se observa L. theobromae aislado segun postulados de

Koch, elaborado por Palacios (2024)
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[lustracién 11

Cepa Re aislada a los 3 dias

Nota. En esta ilustracion se observa la cepa Re aislada a los 3 dias, elaborado por
Palacios (2024)

Al aislar nuevamente el hongo tras la reinfeccion, se ha cerrado el ciclo de
investigacion y se refuerza la evidencia de que el patdogeno es el causante de la
enfermedad, garantizando asi que el agente ha sido correctamente identificado y

caracterizado.

La confirmacién de la patogenicidad mediante el aislamiento del hongo siguiendo los
postulados de Koch proporciona una base sdlida para afirmar que los sintomas
observados fueron causados exclusivamente por L. theobromae. De manera similar,
Patil et al. (2019) realizaron experimentos en los que, tras la inoculacion de L.
theobromae y el aislamiento del hongo de los tejidos afectados, se confirmé su
capacidad para causar la misma enfermedad bajo condiciones controladas. Estos

resultados validan el rol patogénico del hongo en la presente investigacion.
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CAPITULO V: Conclusiones y Recomendaciones
5.1. Conclusiones

e El estudio permitio la caracterizacion detallada de L. theobromae en medios de
cultivo PDA, destacandose su rapido crecimiento micelial y el cambio
progresivo de color en el hongo. El desarrollo inicial de micelio blanco, que se
oscurece con el tiempo hasta volverse negro debido a la produccion de
melanina, coincide con lo reportado en investigaciones previas. La formacién
de picnidios a partir del séptimo dia es otro rasgo distintivo que confirma la
correcta identificacion del patdgeno y su ciclo de vida, ya que es un evento
clave en la morfologia de L. theobromae. Estas caracteristicas macroscopicas,
combinadas con las observaciones microscopicas de conidios unicelulares que
se vuelven bicelulares y marrones al madurar, refuerzan la consistencia de los

resultados con la literatura existente.

La observacién de hifas gruesas y ramificadas también confirmoé el caracter invasivo
del hongo, contribuyendo a la comprension de su capacidad para colonizar
rapidamente los tejidos vegetales. Este tipo de estructura permite una penetracion
profunda y eficiente en los tejidos del hospedero, lo que facilita el progreso de la
enfermedad. La caracterizacion morfologica tanto macroscépica como microscopica
de L. theobromae fue fundamental para la correcta identificacién de este patdégeno y
proporciona una base sélida para investigaciones futuras sobre su control y manejo

en cultivos afectados, especialmente el cacao.

e EIl analisis molecular realizado mediante la secuenciacion de la regién ITS
permitié una identificacién precisa y confiable de L. theobromae en las tres
muestras analizadas, con identidades superiores al 99% comparadas con
secuencias de referencia en bases de datos. Esta técnica, ampliamente
utilizada para la identificacion de especies fungicas, ha demostrado ser eficaz
y robusta en la determinacion de especies dentro del género Lasiodiplodia. Las
variaciones en la longitud de los fragmentos secuenciados (475-544 pb) no
afectaron la calidad de los resultados, y la comparacién con estudios similares
sugiere que estas variaciones son normales y no comprometen la precision del

analisis.
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El uso del algoritmo BLAST para comparar las secuencias obtenidas con aquellas
depositadas en GenBank permitid confirmar la identidad de las cepas de L.
theobromae con un porcentaje de identidad superior al 99.4%, lo que asegura la
confiabilidad del método. Ademas, el analisis filogenético confirmé la correcta
asignacion taxonémica de L. theobromae, agrupandose con otras cepas del mismo
género y diferencidndose claramente de otros patdogenos como Fusarium vy
Colletotrichum. Estos resultados validan la utilidad de la secuenciacion ITS como
herramienta para la identificacion molecular de patégenos fungicos y proporcionan
una solida base para futuras investigaciones que busquen desarrollar estrategias de

control basadas en una identificacion precisa.

e El estudio de patogenicidad confirmd la alta virulencia de L. theobromae en las
mazorcas de cacao CCn-51, con la aparicion de sintomas necroticos visibles
tan solo tres dias después de la inoculacion. Esta rapida manifestacion de la
enfermedad, que progresoé con la formacion de necrosis y micelio blanquecino
en los dias siguientes, concuerda con lo descrito en estudios anteriores sobre
la agresividad de este patdgeno. Hacia el dia 12, la formacién de una capa de
lama blanca y la descomposicion avanzada de los tejidos internos confirmaron
el comportamiento altamente destructivo de L. theobromae bajo condiciones

ambientales favorables, como la alta humedad.

Los cambios observados en la textura y coloracion de los granos, que pasaron de
estar firmes a blandos y colapsados, sugieren que este patdgeno no solo compromete
la calidad del fruto, sino también su viabilidad agricola a largo plazo. La capacidad de
este hongo para producir toxinas que degradan las paredes celulares vegetales, como
lo reportaron, refuerza su papel como un patdgeno agresivo y de dificil control. La
confirmacion de la patogenicidad siguiendo los postulados de Koch proporciona
evidencia robusta de que L. theobromae es el causante de los sintomas observados,
lo que subraya la necesidad de estrategias integradas de manejo para mitigar su

impacto en los cultivos de cacao.
5.2. Recomendaciones

Dado que este estudio se enfocd en muestras especificas de una regién, se sugiere

expandir la investigacion a diferentes zonas geogréficas y climas. Esto permitira
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evaluar la existencia de una variabilidad genética significativa de las cepas de L.
theobromae que afecte su patogenicidad o respuesta a tratamientos. Futuras
investigaciones podrian enfocarse en la comparacion entre cepas regionales y su
resistencia a condiciones ambientales adversas o a diferentes técnicas de manejo

agricola.

Este estudio confirmo la alta virulencia de este patdgeno, sin embargo, se recomienda
abordar posibles estrategias de manejo. Se sugiere realizar estudios que exploren el
uso de agentes biolégicos, como bacterias antagonistas o hongos benéficos, y
tratamientos quimicos que puedan reducir la propagacion de L. theobromae en las
mazorcas de cacao. Ademas, investigar la viabilidad de fungicidas especificos y su
impacto a largo plazo sobre el ecosistema del cultivo puede generar alternativas de

control mas sostenibles.

El presente estudio demostré que la alta humedad favorece el desarrollo de L.
theobromae, se recomienda evaluar otros factores ambientales como la temperatura
o la calidad del suelo. Futuras investigaciones deben centrarse en analizar como
varian los niveles de virulencia bajo diferentes condiciones climaticas y como estos

factores pueden ser manipulados para reducir la infeccién en campo.

Basado en los hallazgos, es evidente que L. theobromae es un patégeno de dificil
control que afecta significativamente la produccién de cacao. Se sugiere la
implementacion de estrategias de manejo integrado que incluyan practicas culturales
(como la poda y eliminacion de partes infectadas), la aplicacion de tratamientos
biolégicos, y el monitoreo constante de los cultivos para la deteccién temprana de la

enfermedad.

La variedad de cacao CCn-51 mostré una alta susceptibilidad a la infeccién en este
estudio. Es recomendable realizar investigaciones enfocadas en identificar si existen
variedades de cacao con mayor resistencia genética a L. theobromae. Este enfoque
ayudaria a desarrollar programas de mejoramiento genético que puedan incrementar
la resistencia de las plantas a la enfermedad, lo cual representaria una solucién a

largo plazo para reducir las pérdidas en las plantaciones de cacao.
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ANEXQOS
Tabla 5

Crecimiento del hongo

Horas de crecimiento CRECIMIENTO EN mm
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

0 - - -

6 1,00 2,00 1,50
12 3,00 4,50 3,50
18 20,50 21,50 19,50
24 31,50 31,50 31,50
30 48,00 49,00 48,50
36 54,00 55,00 55,50
42 74,50 74,50 74,00

Nota. La tabla muestra el crecimiento del hongo durante 42 horas tomando 3
muestras, elaborado por Palacios (2024)

Tabla 6

Medicion de picnidios

NUumero de muestra Ensayo 1 Ensayo2 Ensayo3 Promedio Varianza

1 4 3 5 4,00 0,6667
2 5 6 4 5,00 0,6667
3 9 8 7 8,00 0,6667
4 2 2 3 2,33 0,2222
5 5 6 6 5,67 0,2222
6 5 4 5 4,67 0,2222
7 3 4 2 3,00 0,6667
8 8 9 8 8,33 0,2222

Nota. La tabla evidencia la medicion de picnidios de 8 muestras en 3 repeticiones, el

promedio y varianza, elaborado por Palacios (2024)
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Tabla 7

Mediciones del pedunculo en mm Lado A

Muestra Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio Varianza

1 5,10 5,30 5,00 5,13 0,01556
2 4,00 4,10 4,20 4,10 0,00667
3 5,10 5,00 5,20 5,10 0,00667
4 4,90 5,00 4,80 4,90 0,00667
5 5,20 5,10 5,30 5,20 0,00667

Nota. La tabla muestra las mediciones del pedunculo lado A, elaborado por Palacios
(2024)

Tabla 8

Mediciones del pedunculo en mm Lado B

Muestra Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio Varianza
1 5,10 5,30 5,00 5,13 0,01556
2 4,00 4,10 4,20 4,10 0,00667
3 5,10 5,00 5,20 5,10 0,00667
4 4,90 5,00 4,80 4,90 0,00667
5 5,20 5,10 5,30 5,20 0,00667

Nota. La tabla muestra las mediciones del pedunculo lado B, elaborado por Palacios
(2024)
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Tabla 9

Mediciones del apice en mm Lado A

Muestra Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio Varianza

1 5,10 5,30 5,00 5,13 0,01556
2 4,00 4,10 4,20 4,10 0,00667
3 5,10 5,00 5,20 5,10 0,00667
4 4,90 5,00 4,80 4,90 0,00667
5 5,20 5,10 5,30 5,20 0,00667

Nota. La tabla muestra las mediciones del apice lado A, elaborado por Palacios (2024)
Tabla 10

Mediciones del apice en mm Lado B

Muestra Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio Varianza
1 5,10 5,30 5,00 513 0,01556
2 4,00 4,10 4,20 4,10 0,00667
3 5,10 5,00 5,20 5,10 0,00667
4 4,90 5,00 4,80 4,90 0,00667
5 5,20 5,10 5,30 5,20 0,00667

Nota. La tabla muestra las mediciones del &pice lado B, elaborado por Palacios (2024)
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