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Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo identificar y caracterizar morfolégica y
molecularmente las especies fungicas asociadas a enfermedades en los cultivos de
Theobroma cacao L. de las variedades Nacional y CCN-51 en el subtropical humedo
ecuatoriano. Se empled un enfoque mixto, combinando observaciones morfolégicas
con analisis moleculares mediante amplificacion del gen ITS-rADN por PCR y
secuenciacion. Las muestras se recolectaron en cinco provincias productoras
(Pichincha, Cotopaxi, Santo Domingo, Los Rios y Bolivar), representativas de las
principales zonas de incidencia fitosanitaria del pais. Los resultados evidenciaron
diferencias significativas en los porcentajes de incidencia y severidad de las
enfermedades fungicas entre regiones, con valores mas elevados en Cotopaxi y Los
Rios. Se aislaron y describieron morfolégicamente los principales géneros patégenos
asociados al cacao, incluyendo Phytophthora, Fusarium, Lasiodiplodia y
Moniliophthora. La caracterizacion macroscopica y microscopica permitio establecer
patrones coloniales y estructurales distintivos, confirmando la presencia de cepas con
variabilidad morfologica intraespecifica. El analisis molecular mediante BLASTn
confirmo la identidad de los aislamientos con similitudes superiores al 98 % respecto
a secuencias depositadas en GenBank. Entre las especies identificadas, Phytophthora
palmivora, Moniliophthora roreri, M. perniciosa y Lasiodiplodia theobromae fueron las
de mayor frecuencia e impacto. Asimismo, se evidencid variacion genética entre
aislamientos de diferentes provincias, lo que sugiere procesos adaptativos asociados
a las condiciones ambientales locales. En conjunto, la integracion de métodos
morfolégicos y moleculares permitié una identificacion precisa y confiable de los
patégenos fungicos del cacao en el subtropical ecuatoriano. Estos hallazgos
constituyen una base cientifica fundamental para el desarrollo de estrategias de
manejo fitosanitario sostenible y programas de mejoramiento genético orientados a la

resistencia de cultivares frente a enfermedades de alta incidencia.

Palabras clave: Subtropical, fitosanitaria, patégenos, secuencias, estrategias, manejo
fitosanitario.
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Abstract

The present study aimed to identify and characterize morphologically and molecularly
the fungal species associated with diseases in Theobroma cacao L. crops of the
Nacional and CCN-51 varieties in the Ecuadorian humid subtropics. A mixed approach
was employed, combining morphological observations with molecular analyses
through amplification of the ITS-rDNA region by PCR and sequencing. Samples were
collected from five producing provinces (Pichincha, Cotopaxi, Santo Domingo, Los
Rios, and Bolivar), which represent the main phytosanitary incidence zones of the

country.

The results revealed significant differences in the incidence and severity percentages
of fungal diseases among regions, with higher values observed in Cotopaxi and Los
Rios. The main pathogenic genera associated with cacao, including Phytophthora,
Fusarium, Lasiodiplodia, and Moniliophthora, were isolated and morphologically
described. Macroscopic and microscopic characterization allowed the establishment of
distinctive colonial and structural patterns, confirming the presence of strains with
intraspecific morphological variability. Molecular analysis using BLASTn confirmed the
identity of the isolates, showing similarities above 98% with sequences deposited in
GenBank. Among the identified species, Phytophthora palmivora, Moniliophthora
roreri, M. perniciosa, and Lasiodiplodia theobromae were the most frequent and
impactful. In addition, genetic variation among isolates from different provinces

suggested adaptive processes related to local environmental conditions.

Overall, the integration of morphological and molecular methods enabled accurate and
reliable identification of cacao fungal pathogens in the Ecuadorian humid subtropics.
These findings provide a fundamental scientific basis for developing sustainable
phytosanitary management strategies and breeding programs aimed at enhancing

cultivar resistance to high-incidence diseases.

Keywords: subtropical; phytosanitary; pathogens; sequences; strategies;

management.
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Introduccién

El cacao (Theobroma cacao L.) es uno de los cultivos mas importantes a nivel mundial
debido a su relevancia economica, social y cultural. En paises tropicales, constituye la
base de la industria chocolatera, asi como una fuente esencial de ingresos para
pequefios y medianos productores (Carmona et al., 2022). Ecuador, reconocido como
el mayor exportador de cacao fino de aroma, se posiciona como un referente global
en la produccién de este grano, siendo el “Cacao Nacional” simbolo de calidad
organoléptica y prestigio histérico (Villacis et al., 2022). Paralelamente, la variedad
hibrida CCN-51 se ha consolidado en las ultimas décadas por su alta productividad,
tolerancia relativa a enfermedades y adaptacion a diferentes condiciones
agroecologicas (Villacis et al., 2022). No obstante, la sanidad de estos cultivos
continua siendo uno de los mayores desafios para mantener su sostenibilidad y
competitividad en los mercados internacionales (Nascimento et al., 2024).

La incidencia de enfermedades fungicas en cacao representa un obstaculo critico que
limita los rendimientos y compromete la calidad del grano (Anega & Berihane, 2024).
Patégenos como Phytophthora palmivora, Moniliophthora roreri y Lasiodiplodia
theobromae, entre otros, generan pérdidas anuales significativas que pueden oscilar
entre el 20% y el 40% de la produccion en regiones altamente susceptibles (Zakaria,
2022). Estas enfermedades no solo afectan la productividad, sino que también
incrementan los costos de manejo fitosanitario, reducen los ingresos de los
agricultores y, en casos extremos, conducen al abandono de plantaciones. La
problematica se intensifica en zonas del trépico humedo, donde las condiciones de
temperatura y humedad favorecen la diseminacion de esporas y el establecimiento de
infecciones en tejidos vegetales (Huda-Shakirah et al., 2022).

En el contexto ecuatoriano, el cacao Nacional y CCN-51 presentan escenarios
contrastantes frente a la presién de patdégenos. Mientras que el primero, altamente
valorado por su aroma floral y su historia genética Unica, es mas susceptible a diversas
enfermedades, el segundo ha demostrado mayor resistencia relativa y productividad
constante (Jaimez et al., 2022). Sin embargo, ambos materiales son vulnerables en
diferentes grados a la accién de hongos fitopatégenos, lo que plantea la necesidad
urgente de estrategias integrales de identificacion, monitoreo y control. Estas
estrategias deben partir de un conocimiento profundo de la diversidad fungica

presente en los ecosistemas cacaoteros del pais, tanto a nivel morfolégico como
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molecular (Oliveira Santos et al., 2025).

La identificacion morfologica de hongos ha sido histéricamente el pilar fundamental
para la taxonomia y diagndstico de patdogenos en campo (Lin et al., 2023). El analisis
de estructuras reproductivas, tipos de esporas, morfologia de colonias vy
caracteristicas de crecimiento in vitro han permitido clasificar especies y establecer
relaciones filogenéticas preliminares (Aquino, 2024). Sin embargo, este enfoque
presenta limitaciones derivadas de la plasticidad fenotipica de los hongos, que puede
variar en funcién de factores ambientales y condiciones de cultivo (Alster et al., 2021).
Asimismo, algunas especies presentan similitudes morfolégicas que dificultan una
diferenciacion precisa, lo que puede conducir a diagndsticos erréneos y, en
consecuencia, a medidas de control ineficaces (Bradbury et al., 2022).

En este marco, las herramientas moleculares han revolucionado el estudio de la
diversidad fungica al ofrecer un nivel de resolucion taxonémica superior (Lofgren &
Stajich, 2021). El uso de marcadores de ADN, como la region ITS (Internal Transcribed
Spacer) del ADN ribosomal, asi como genes especificos como B-tubulina'y TEF1-a,
ha permitido discriminar especies cercanamente relacionadas y confirmar identidades
previamente establecidas por métodos morfolégicos (Tripathi et al.,, 2021). Estas
técnicas no solo posibilitan la identificacion precisa de los patégenos, sino que también
contribuyen a la construccion de bases de datos genéticas que fortalecen los sistemas
de alerta temprana y el disefio de estrategias de manejo integrado (Zhou et al., 2024).
En el subtropical humedo ecuatoriano, region caracterizada por su elevada
biodiversidad y condiciones ambientales propicias para la agricultura, la interaccién
entre cultivares de cacao y hongos patdgenos es particularmente compleja (Delgado-
Ospina et al., 2021). La alta humedad relativa, las precipitaciones abundantes y la
temperatura constante crean un escenario favorable para la proliferacion de
enfermedades (Zhang et al., 2024). En este contexto, resulta fundamental generar
informacion local que permita identificar las especies fungicas prevalentes y
comprender sus dinamicas poblacionales (Chethana et al., 2021). Dicho conocimiento
es clave no solo para disenar programas de control fitosanitario efectivos, sino también
para orientar futuros programas de mejoramiento genético que busquen incrementar
la resistencia del cacao a nivel regional (Menezes et al., 2022).

La integracion de enfoques morfolégicos y moleculares se plantea, por tanto, como
una estrategia complementaria que maximiza la confiabilidad en la identificacion de

especies fungicas (Maharachchikumbura et al., 2021). Este enfoque dual permite



superar las limitaciones inherentes a cada método de manera aislada y ofrece una
vision integral de la diversidad fungica asociada a los cultivos de cacao ((De Oliveira
Santos et al., 2025). Ademas, fortalece la capacidad de los investigadores para
diferenciar patdégenos de especies saprofitas o enddfitas, que pueden coexistir en los
tejidos vegetales sin generar sintomas evidentes, pero cuya identificacion resulta
relevante en el contexto de la sanidad agricola (Grabka et al., 2022).

A nivel global, la investigacion sobre la diversidad fungica en cacao ha evidenciado la
presencia de especies emergentes con potencial fitopatdégeno, cuya identificacion
temprana resulta crucial para evitar epidemias en nuevas areas de cultivo (Adeniyi &
Asogwa, 2022). En Ecuador, donde la economia agricola depende en gran medida del
cacao, el impacto de estas enfermedades tiene implicaciones que trascienden lo
agronomico, afectando también la seguridad alimentaria, el comercio internacional y
la estabilidad socioeconémica de las comunidades productoras (Castafieda-Ccori
et al., 2020). En este sentido, la generacion de informacién cientifica rigurosa sobre
los hongos asociados al cacao en el tropico humedo constituye un aporte fundamental
para la toma de decisiones en politicas publicas, programas de extension agricola y
proyectos de investigacion aplicada (Esan et al., 2025).

Por otra parte, la caracterizacién molecular de hongos asociados a cacao no solo
contribuye al diagnostico y manejo de enfermedades, sino que también abre nuevas
perspectivas en biotecnologia agricola (Santos et al., 2023). EI conocimiento de la
variabilidad genética de estos organismos permite explorar potenciales aplicaciones
en areas como la resistencia inducida en plantas, el desarrollo de biofungicidas y la
identificacion de genes asociados a la virulencia o a la tolerancia ambiental (Islam
et al., 2024).



CAPITULO I: El Problema de la Investigacion

1.1. Planteamiento del problema
El cacao Nacional y CCN-51 son pilares de la economia ecuatoriana, pero enfrentan
graves pérdidas por enfermedades fungicas como moniliasis, escoba de bruja y
podredumbres. La identificacién basada solo en morfologia resulta limitada, ya que
muchas especies presentan sintomas y estructuras similares. Aunque las
herramientas moleculares ofrecen mayor precisién, en el subtropical humedo
ecuatoriano existe un vacio de estudios integrales que combinen ambas
aproximaciones. Esta falta de informacion dificulta un manejo fitosanitario eficaz y
sostenible, lo que hace imprescindible caracterizar de manera morfolégica y molecular

los hongos asociados a los cultivos de cacao de la region.
1.2. Delimitacién del problema

El presente estudio se circunscribe a la identificacion morfolégica y molecular de
especies fungicas asociadas a enfermedades en los cultivos de cacao Nacional y
CCN-51, cultivados en el subtropical himedo ecuatoriano, particularmente en zonas
productoras con alta incidencia fitosanitaria. La investigacién se enfoca unicamente
en aislamientos fungicos obtenidos a partir de tejidos vegetales con sintomas visibles
de enfermedad (frutos, hojas y tallos), descartando otros posibles agentes bidticos
como bacterias o virus. Asimismo, el analisis se limita a la caracterizacion taxondmica
y filogenética de los hongos presentes, sin incluir en esta fase estudios experimentales
de control bioldgico, evaluacion agrondmica de pérdidas ni validacion de estrategias
de manejo en campo.

1.3. Formulacion del problema

A pesar de la relevancia econdmica y cultural del cacao en Ecuador, los cultivos de
Nacional y CCN-51 en la region subtropical humeda continuan siendo afectados por
un conjunto diverso de enfermedades fungicas que reducen la productividad y calidad
del grano. Sin embargo, la identificacion precisa de los agentes causales se ve limitada
por la similitud morfolégica entre especies y la falta de estudios moleculares

complementarios en la zona.



1.4. Preguntas de investigacion

¢ Qué especies fungicas asociadas a enfermedades pueden ser identificadas
morfolégicamente en los cultivos de cacao Nacional y CCN-51 bajo condiciones

subtropicales humedas del Ecuador?

¢En qué medida la identificacién molecular mediante PCR y secuenciacion genética
confirma la identidad taxondmica y la diversidad genética de las especies fungicas

detectadas en estos cultivos de cacao?

¢ Como influyen las condiciones ambientales del subtropical humedo en el crecimiento,
la patogenicidad y la resistencia de las especies fungicas en su interaccion con las

variedades de cacao Nacional y CCN-517?
1.5.Objetivos

1.5.1. Objetivo general
Identificar y caracterizar morfolégica y molecularmente las especies fungicas
asociadas a enfermedades en los cultivos de cacao Nacional y CCN-51 en el en el

subtropico humedo ecuatoriano.

1.5.2. Objetivos especificos

e |dentificar y caracterizar morfologicamente las especies fungicas asociadas a
enfermedades en los cultivos de cacao Nacional y CCN-51.

e Realizar la identificacion molecular de las especies fungicas presentes en los
cultivos de cacao, utilizando técnicas de PCR y secuenciacion genética para
confirmar su identidad y diversidad genética.

e Evaluar las variaciones en el crecimiento, patogenicidad y resistencia de las
especies fungicas en funcion de las condiciones ambientales del subtropical

himedo y su interaccion con las variedades de cacao Nacional y CCN-51.

1.6. Hipotesis

Las especies fungicas asociadas a enfermedades en los cultivos de cacao Nacional y
CCN-51 en el subtropical humedo ecuatoriano presentan una diversidad mayor a la
reconocida actualmente, y que la combinacién de herramientas morfologicas y

moleculares permitira no solo confirmar su identidad taxondmica, sino también revelar



variaciones genéticas vinculadas con su capacidad de crecimiento.
1.7. Justificacion

La produccion de cacao, particularmente de las variedades Nacional y CCN-51,
constituye un pilar econdmico y social en el Ecuador; sin embargo, su sostenibilidad
se ve amenazada por enfermedades causadas por hongos fitopatogenos como
Moniliophthora roreri, Moniliophthora perniciosa y Phytophthora spp., entre otros. La
identificacion basada unicamente en caracteres morfologicos resulta limitada debido
a la plasticidad fenotipica y a la similitud de estructuras entre especies, lo que puede
conducir a diagnosticos imprecisos. En este contexto, la integracion de herramientas
moleculares, como PCR y secuenciacion genética, ofrece una resolucion mas precisa
para confirmar identidades taxonémicas, explorar diversidad genética y comprender
la variabilidad adaptativa de estos patdogenos bajo condiciones subtropicales
humedas. Por ello, este estudio se justifica en la necesidad de generar un
conocimiento integral morfolégico y molecular de las especies fungicas asociadas al
cacao en Ecuador, con el fin de aportar bases cientificas para estrategias de manejo

fitosanitario mas sostenibles y adaptadas a la realidad local.

1.8.Declaracion de las variables (Operacionalizacién)

La variable independiente corresponde a la identificacién de las especies fungicas
asociadas a enfermedades en los cultivos de cacao Nacional y CCN-51. Esta variable
se manifiesta a través de dos dimensiones: la caracterizacién morfolégica, que incluye
la observacion de estructuras reproductivas, pigmentacion y forma de colonias en
medios de cultivo; y la caracterizacion molecular, mediante el uso de técnicas de PCR
y secuenciacion de regiones génicas especificas como ITS. Sus indicadores permiten
establecer la clasificacion taxonémica y la diversidad genética de los aislamientos
obtenidos, con una escala de medicién cualitativa y nominal para la identificacion de

especies, y cuantitativa discreta para el numero de especies registradas.

La variable dependiente se relaciona con el comportamiento bioldgico y fitopatolégico
de las especies fungicas identificadas. Incluye dimensiones como el crecimiento
micelial, la capacidad de patogenicidad y la resistencia frente a factores ambientales.
Los indicadores de esta variable se expresan en el diametro de crecimiento en medios

de cultivo, la severidad de los sintomas inducidos en los tejidos de cacao y la tolerancia



a condiciones de estrés como variaciones de pH y temperatura. Esta variable se mide
principalmente en escalas cuantitativas continuas, como milimetros de crecimiento o

grados de severidad, y en escalas ordinales, como niveles de resistencia.

Finalmente, la variable interviniente esta representada por las condiciones
ambientales del subtropical humedo ecuatoriano, las cuales influyen en la expresion
de la interaccion entre los hongos y las variedades de cacao. Sus dimensiones
abarcan la temperatura, la humedad relativa, el pH del suelo y las caracteristicas
propias de cada variedad (Nacional y CCN-51). Los indicadores incluyen los registros
climaticos locales, andlisis de suelo y parametros ambientales del area de estudio.
Esta variable se mide en una escala cuantitativa continua, expresada en °C,

porcentaje de humedad relativa y valores de pH.



CAPITULO II: Marco Teérico Referencial
2.1. Antecedentes Referenciales
2.1.1. Panorama global de las principales enfermedades fungicas del

cacao

A nivel mundial, las enfermedades fungicas representan uno de los principales
factores limitantes en la producciéon de cacao (Kongor et al., 2024). Entre ellas
destacan la escoba de bruja, la moniliasis o “frosty pod rot” y la mazorca negra
causada por especies de Phytophthora (Garcés-Fiallos et al., 2024). Estas patologias
se encuentran ampliamente distribuidas en regiones tropicales de América y Africa, y
han provocado pérdidas considerables en la produccion y calidad del grano (Benjamin
et al., 2024). La escoba de bruja, ocasionada por Moniliophthora perniciosa, ha sido
histéricamente responsable de la caida de la industria cacaotera en Brasil y continua
afectando de manera significativa a los paises productores del continente (Sousa Filho
et al., 2021). La moniliasis, causada por Moniliophthora roreri, es considerada una de
las enfermedades mas destructivas de América Latina, debido a su alta capacidad de
diseminacion y a su impacto directo sobre los frutos en desarrollo (Da Silva et al.,
2023).

Por su parte, las especies de Phytophthora son responsables de la pudricion de
mazorca y del cancro del tallo en numerosos paises productores (Chaithra et al.,
2025). Estos hongos presentan una amplia variabilidad genética y una gran capacidad
de adaptacion a distintas condiciones ambientales, lo que dificulta su control (Cilas y
Bastide, 2020). A estas especies se suma la creciente importancia de patégenos como
Lasiodiplodia theobromae, agente causal de podredumbres y marchitamientos, y
Fusarium spp., que puede comportarse tanto como patdégeno oportunista como
endofito en diversos tejidos del cacao (Salvatore etal., 2020). Estas especies
emergentes amplian el espectro de hongos que deben considerarse en estudios
epidemioldgicos y de manejo integrado, ya que contribuyen de manera importante a
las pérdidas productivas, especialmente en zonas de alta humedad y estrés ambiental
(Imran et al., 2025).

La literatura cientifica actual resalta que las variaciones ambientales, la susceptibilidad
genética de las variedades de cacao y las practicas de manejo agricola influyen de
manera determinante en la incidencia y severidad de las enfermedades fungicas (Khan

et al., 2020). En este contexto, la investigacion sobre la epidemiologia, diversidad y



comportamiento de los patdgenos resulta esencial para el desarrollo de estrategias
sostenibles de control y prevencion.

2.1.2. Evidencia nacional: estudios desarrollados en Ecuador

En Ecuador, pais reconocido por su alta diversidad genética de cacao, se han
realizado multiples estudios enfocados en la identificacion, distribucion y manejo de
las enfermedades fungicas (Alvarez-Romero etal.,, 2025). Las investigaciones
nacionales han evidenciado que Moniliophthora roreri presenta una elevada
variabilidad genética en las regiones productoras, o que sugiere que el territorio
ecuatoriano constituye uno de los centros de origen y diversificacion del patégeno
(Espinoza-Lozano etal., 2022). Esta variabilidad podria explicar las diferencias
observadas en la incidencia y severidad de la enfermedad entre provincias y zonas de

cultivo.

Asimismo, se ha demostrado que Phytophthora spp. continla siendo una de las
amenazas mas significativas en plantaciones de cacao tipo CCN-51, debido a su
capacidad de causar pudricion de mazorcas y lesiones en tallos (Cedefio Moreira
et al., 2020). Los estudios técnicos realizados en el pais indican que factores como el
drenaje deficiente, el exceso de sombra y la densidad de siembra influyen

directamente en la aparicidn y severidad de los sintomas (Lopez-Garcia, 2024).

Otras investigaciones recientes han documentado la presencia de Lasiodiplodia spp.
en plantaciones de cacao ecuatorianas, identificandose incluso nuevas especies
asociadas a la pudriciéon y al “dieback” de ramas (Huaman-Pilco et al., 2024). Estos
reportes confirman que la diversidad de patdgenos asociados al cultivo es mayor de
lo que tradicionalmente se reconocia. En paralelo, se han desarrollado trabajos sobre
hongos enddfitos asociados a frutos de cacao, los cuales revelan la existencia de
comunidades microbianas con potencial para ejercer control biolégico sobre
patoégenos fitosanitarios (Wemheuer et al., 2020). Este tipo de estudios contribuye a
entender la dindamica ecoldgica del cultivo y abre oportunidades para el uso de

microorganismos benéficos en programas de manejo integrado.

En sintesis, las investigaciones realizadas en Ecuador coinciden en que las
enfermedades fungicas presentan una distribucion heterogénea entre provincias y que
los factores ambientales, edaficos y de manejo inciden directamente en los niveles de

infeccién. Esta evidencia respalda la necesidad de estudios comparativos que



determinen la incidencia y severidad en diferentes regiones, asi como la
caracterizacion de los principales agentes causales mediante observaciones

morfolégicas y moleculares.

2.1.3. Evidencia internacional: avances en epidemiologia, genética y manejo

A nivel internacional, las investigaciones sobre Moniliophthora perniciosa han
profundizado en el conocimiento de su biologia y en los mecanismos de infeccion (De
Novais etal., 2023). Los estudios gendmicos han demostrado que este hongo
presenta una estrategia de infeccidn compleja, con una fase biotrofica inicial y una
fase necrotrofica posterior, lo que explica su alta persistencia en campo y la dificultad
para erradicarlo (Alcantara et al., 2025). En Brasil, los programas de manejo integrado
combinan la utilizacion de materiales tolerantes, la poda sanitaria, la regulacién de
sombra y la eliminacion de residuos infectados como principales medidas para reducir
el in6culo (Furtado et al., 2020).

De manera similar, los estudios sobre Moniliophthora roreri han permitido comprender
su origen, diversidad genética y mecanismos de diseminacion (Diaz-Valderrama et al.,
2022). La investigacion reciente destaca la importancia del microclima y la estructura
del dosel en la incidencia de la moniliasis, ya que los ambientes humedos y poco
ventilados favorecen la germinacién de las esporas (Jaimes-Suarez et al., 2022).
Ademas, se ha comprobado que la enfermedad afecta principalmente a los frutos
jévenes, lo que enfatiza la necesidad de establecer estrategias de monitoreo durante

las fases tempranas del desarrollo del fruto (Casals et al., 2022).

En el caso de Phytophthora spp., la investigacion internacional se ha enfocado en la
identificacion de genes de resistencia y en el mapeo de regiones gendémicas asociadas
a la tolerancia (Fister et al., 2020). Estos avances gendmicos han permitido la
seleccién de clones y variedades con resistencia parcial, aunque la expresién de dicha
resistencia depende de las condiciones ambientales y del genotipo del patégeno
(Kumar et al., 2024). Por ello, el manejo integrado que combina practicas culturales,

biocontroladores y mejoramiento genético continua siendo la estrategia mas efectiva.

Respecto a Lasiodiplodia theobromae, los estudios recientes la describen como un
patégeno latente capaz de colonizar los tejidos de la planta sin manifestar sintomas

hasta que ocurren condiciones de estrés (Jiang et al., 2025). Se ha comprobado que
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este hongo puede afectar distintos érganos del cacao, causando marchitez, necrosis
y pudricién de mazorcas, lo cual refuerza la necesidad de diagnosticos precisos que
incluyan observaciones morfolégicas y analisis moleculares multilocus (Ferreira et al.,
2025).

En conjunto, la evidencia internacional coincide en que las enfermedades del cacao
son el resultado de interacciones complejas entre el patdégeno, el hospedero y el
ambiente, y que la adopcién de enfoques multidisciplinarios es esencial para reducir
su impacto.

21.4. Relevancia de los estudios para el contexto ecuatoriano

La revision de las investigaciones nacionales e internacionales permite concluir que
Ecuador constituye una zona clave para el estudio de las enfermedades fungicas del
cacao debido a su diversidad genética y a su relevancia productiva a nivel mundial
(Nieves-Orduna et al., 2023). La combinacion de factores climaticos, la coexistencia
de variedades tradicionales y comerciales, y la variabilidad de las practicas agricolas
hacen del pais un escenario ideal para la investigacion epidemiolégica (Suh & Molua,
2022).

El conocimiento generado por estas investigaciones respalda la necesidad de realizar
diagndsticos precisos y comparativos entre regiones, considerando tanto la incidencia
como la severidad de las enfermedades (Ameyaw et al., 2023). Asimismo, evidencia
la importancia de complementar los estudios de campo con analisis morfolégicos y
moleculares en laboratorio, lo cual permite establecer bases cientificas sélidas para el

manejo integral del cultivo (Nair, 2021).

2.2. Marco Conceptual

2.21. El cultivo de cacao (Theobroma cacao L.)

El cacao es un cultivo de gran importancia econémica, social y cultural en las regiones
tropicales del mundo (Hernandez-Nufiez et al., 2022). Theobroma cacao L. pertenece
a la familia Malvaceae y es originario de las cuencas amazénicas de Sudameérica,
donde se desarrollé una alta diversidad genética que ha permitido su domesticacion y
expansion global (Diaz-Valderrama et al., 2020). En Ecuador, el cacao representa un
cultivo estratégico, reconocido por la calidad de sus variedades tipo Nacional y CCN-
51, las cuales constituyen pilares fundamentales de la economia agricola y de
exportacion del pais (Saravia-Matus et al., 2020).
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El desarrollo del cacao depende de condiciones ambientales especificas,
caracterizadas por temperaturas entre 22 y 30 °C, alta humedad relativa y
precipitaciones superiores a 1.500 mm anuales (Bomdzele y Molua, 2023). Estas
condiciones, aunque favorables para la productividad, también propician el desarrollo
de numerosos patogenos, principalmente hongos, que afectan el rendimiento y la
calidad del grano (Schmidt etal., 2022). Por ello, el conocimiento sobre la
epidemiologia, distribucion y comportamiento de las enfermedades fungicas es

esencial para garantizar la sostenibilidad del cultivo (Wang, 2023).

2.2.2. Enfermedades fungicas del cacao

Las enfermedades fungicas constituyen una de las principales limitantes en la
produccioén de cacao, al afectar hojas, tallos, flores y frutos (Sari et al., 2024). Entre
los agentes mas importantes se encuentran Moniliophthora roreri (moniliasis),
Moniliophthora perniciosa (escoba de bruja), Phytophthora spp. (mazorca negra y
cancro del tallo), Lasiodiplodia theobromae (podredumbre seca y dieback) y Fusarium
spp. (marchitamientos y pudriciones) (Reyes et al., 2022). Estos patdégenos ocasionan
pérdidas que pueden superar el 70 % en condiciones favorables, afectando tanto a

variedades comerciales como nativas (Jiménez et al., 2022).

Cada patdégeno presenta caracteristicas morfoldgicas y biolégicas particulares.
Moniliophthora roreri produce una capa blanca pulverulenta sobre las mazorcas y
ataca principalmente los frutos jovenes (Bonilla et al., 2021); Moniliophthora perniciosa
induce el crecimiento anémalo de brotes y flores conocido como “escoba de bruja”
(Carvajal-Rivera et al., 2022); Phytophthora spp. genera lesiones oscuras y humedas
en las mazorcas que progresan rapidamente hacia la pudricién (Abbas et al., 2022);
Lasiodiplodia theobromae se asocia con necrosis de ramas y frutos secos (Ciftci et al.,
2023); mientras que Fusarium spp. puede actuar como un patdégeno oportunista,
afectando raices y tallos bajo condiciones de estrés. El conocimiento de estos agentes
y su dindmica permite establecer estrategias de monitoreo y manejo ajustadas a cada

zona productiva (Rosmana et al., 2022).

2.23. Caracterizacion morfolégica de hongos fitopatégenos

La caracterizacion morfoldégica es un procedimiento basico en la identificacion de
hongos fitopatdogenos. Consiste en el estudio de las caracteristicas visibles de las

colonias desarrolladas en medios de cultivo y de las estructuras microscopicas como
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hifas, conidios, esporangios y basidios (Jones et al., 2022). Estas observaciones se
realizan con ayuda de microscopia optica, permitiendo reconocer patrones especificos

de crecimiento, textura, coloracion y forma (Pérez et al., 2022).

A nivel macroscopico, las colonias pueden presentar caracteristicas distintivas segun
la especie: algunas son algodonosas y de color blanco o rosado, mientras que otras
son compactas, pigmentadas o de textura rugosa. A nivel microscépico, la forma,
tamano y disposicion de las esporas o conidios constituyen rasgos diagndsticos de
gran valor (Stratigaki et al., 2024). Por ejemplo, Phytophthora presenta esporangios
papilados y hifas cenociticas, Fusarium produce macroconidios alargados y septados,
Lasiodiplodia forma conidios elipsoidales de pared gruesa, y Moniliophthora exhibe

estructuras tipicas de basidiomicetos (Bag et al., 2023).

La caracterizaciéon morfolégica, aunque esencial, suele complementarse con analisis
moleculares para confirmar la identidad del patégeno, especialmente en especies
morfolégicamente similares. Sin embargo, en el diagnéstico rutinario, las
descripciones morfoldgicas continuan siendo una herramienta accesible, rapida y
confiable para el reconocimiento preliminar de los agentes causales (Lendahl et al.,
2022).

2.2.4. Diagnostico fitopatologico

El diagndstico fitopatologico es el conjunto de procedimientos destinados a identificar
y confirmar la causa de una enfermedad vegetal. Este proceso implica la observacion
de sintomas en campo, el aislamiento del patdbgeno en laboratorio, la caracterizacion
morfoldgica y, cuando es necesario, la confirmacién mediante técnicas moleculares o

bioquimicas (Kaur y Sharma, 2021).

El diagndstico correcto permite establecer la relacion entre el agente causal y los
danos observados, cumpliendo con los postulados de Koch. En estudios de campo, la
evaluacion visual de sintomas y la cuantificacién de incidencia y severidad constituyen
la base del diagnéstico preliminar (Buja et al., 2021). Posteriormente, los aislamientos
en medios de cultivo como PDA (Papa Dextrosa Agar) y las observaciones
microscoépicas permiten describir las estructuras fungicas caracteristicas de cada

especie (Cedefio et al., 2025).

Un diagndstico preciso no solo contribuye al manejo eficiente de las enfermedades,
sino que también proporciona informacion fundamental para la elaboracién de

programas de prevencion y control biolégico (George et al., 2025).
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2.2.,5. Condiciones agroecoldgicas y susceptibilidad del cultivo

El desarrollo de las enfermedades fungicas del cacao esta estrechamente relacionado
con las condiciones agroecologicas (Arévalo-Gardini et al., 2020). Factores como la
temperatura, la humedad relativa, la precipitacion y la ventilacion inciden directamente
en la germinacion de esporas y en la diseminacion de los patdgenos. Los sistemas de
cultivo con exceso de sombra y alta densidad de siembra generan microclimas
favorables para el desarrollo de infecciones, mientras que la presencia de material
vegetal susceptible o mal manejo de residuos aumenta la carga de in6culo en el campo
(Akoutou Mvondo et al., 2024).

El nivel de susceptibilidad del cultivo también depende del material genético. Las
variedades locales o tradicionales suelen presentar tolerancia parcial frente a ciertas
enfermedades, mientras que los hibridos comerciales, aunque mas productivos,
pueden ser mas vulnerables en determinadas condiciones ambientales (Ofori et al.,
2023). Comprender estas interacciones entre genotipo y ambiente es fundamental

para interpretar los patrones de incidencia y severidad observados en campo (Sankar

et al., 2021).
2.2.6. Importancia de la caracterizacion fitopatoldgica en la gestion del
cultivo

La evaluacion de la incidencia y severidad de enfermedades, junto con la
caracterizacion de los agentes causales, constituye una herramienta indispensable
para el manejo sanitario del cacao (Ofori etal., 2022). Estos estudios permiten
identificar las zonas de mayor riesgo, disefiar estrategias de control especificas y
orientar programas de mejoramiento genético hacia la obtencion de materiales mas

resistentes (Sadenova et al., 2023).

Asimismo, los resultados derivados de la caracterizacion morfoldgica y epidemiolégica
aportan informacion relevante para la planificacion de acciones de monitoreo, la
capacitaciéon de productores y la implementacidn de practicas sostenibles que

reduzcan el impacto ambiental del uso de agroquimicos (Mahlein et al., 2024).

En conjunto, el marco conceptual que sustenta esta investigacién integra los aspectos
bioldgicos, ecoldgicos y metodoldgicos necesarios para comprender la dinamica de
las enfermedades fungicas en el cultivo de cacao. Su aplicacion permite establecer

una base cientifica sélida para la formulacidon de estrategias de manejo integral que
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garanticen la productividad, calidad y sostenibilidad del sistema cacaotero ecuatoriano
(Nikitin et al., 2023).
2.2.7. Evolucion de las enfermedades fungicas del cacao en ambientes

subtropicales

Las enfermedades fungicas del cacao han experimentado una evolucién significativa
en los ambientes subtropicales, influenciada por factores climaticos, ecolégicos y de
manejo agricola (Nelson et al., 2021). Estos ecosistemas, caracterizados por
temperaturas calidas moderadas, alta humedad relativa y estaciones lluviosas bien
definidas, constituyen escenarios ideales para el desarrollo, diseminacion vy
diversificacion de patdégenos. A diferencia de los ambientes tropicales humedos, los
subtropicales presentan mayor variabilidad térmica y periodos de sequia que ejercen
presién selectiva sobre los hongos, favoreciendo la aparicion de cepas mas adaptadas

y resistentes a condiciones adversas (Bryceson et al., 2023).

Durante las ultimas décadas, el cambio climatico ha contribuido a alterar los patrones
de precipitacion y temperatura, lo que ha modificado la dinamica epidemioldgica de
los patdégenos. En consecuencia, se han registrado cambios en la distribucién
geografica y en la frecuencia de brotes de enfermedades como la moniliasis y la
mazorca negra (Vera et al., 2024). Estos procesos de adaptacién han permitido que
especies tradicionalmente confinadas a zonas tropicales humedas se establezcan y

prosperen en regiones subtropicales con climas mas variables (Vale et al., 2024).

La evolucion de estos hongos en ambientes subtropicales también esta asociada a la
intensificacion de los sistemas productivos (Lim et al., 2023). El aumento de la
densidad de siembra, la reduccién de la diversidad genética y la introduccion de
variedades comerciales altamente productivas, pero menos resistentes, han generado
condiciones favorables para la seleccion de variantes patogénicas con mayor
virulencia (Asman et al., 2025). Este fendmeno ha sido particularmente evidente en
Moniliophthora roreri y Phytophthora spp., cuyos aislamientos muestran variaciones
morfoldgicas vy fisioldgicas entre regiones, lo que sugiere procesos evolutivos activos
impulsados por la interaccién planta-patégeno-ambiente (Rehman et al., 2025).

15



2.3. Marco Teérico

2.3.1. El cultivo de cacao en Ecuador

El cacao (Theobroma cacao L.) es uno de los cultivos mas importantes del Ecuador,
tanto por su relevancia econémica como por su valor cultural (Talero, 2024). El pais
se destaca por ser uno de los mayores exportadores de cacao fino de aroma a nivel
mundial. Las condiciones edafoclimaticas de las zonas tropicales y subtropicales
ecuatorianas, con temperaturas medias entre 24 y 28 °C, alta humedad relativa y
precipitaciones constantes, favorecen un crecimiento vigoroso del cultivo (Salazar et
al., 2023).

Ecuador posee dos principales tipos de cacao: el Nacional fino de aroma,
caracterizado por su calidad organoléptica, y el CCN-51, hibrido de alta productividad
y resistencia moderada a enfermedades (Delgadillo et al., 2024). Sin embargo, los
sistemas de produccion enfrentan graves problemas fitosanitarios que reducen el
rendimiento y la rentabilidad. Entre estos, las enfermedades fungicas son las mas
frecuentes y de mayor impacto en las zonas subtropicales del pais, donde las
condiciones de humedad y temperatura son 6ptimas para el desarrollo de los hongos
fitopatdogenos (Alvarez et al., 2025).

La expansién de la frontera agricola, la limitada renovacion genética de los cultivares
y el uso de practicas agricolas inadecuadas han incrementado la vulnerabilidad del
sistema cacaotero nacional frente a la incidencia de patogenos (Vera, 2024). Por ello,
resulta indispensable fortalecer la investigacion en sanidad vegetal y epidemiologia

fungica aplicada al cacao (Santos et al., 2023).

2.3.2. Fundamentos de la fitopatologia del cacao

La fitopatologia es la ciencia que estudia las enfermedades de las plantas, sus causas,
mecanismos de desarrollo y formas de control. En el caso del cacao, los hongos son
los principales agentes etiolégicos que comprometen la productividad (Collinge et
al.,2022). La teoria fitopatoldégica moderna explica que toda enfermedad vegetal
resulta de la interaccidon entre tres factores: el hospedero susceptible, el patégeno
virulento y el ambiente favorable, conocido como el triangulo de la enfermedad.
Cuando las condiciones climaticas (humedad, temperatura, radiacion y ventilacion)
favorecen al patdogeno y coinciden con la presencia de tejidos vulnerables en el
hospedero, se desencadena el proceso infeccioso (El-Saadony et al., 2022). En los

sistemas cacaoteros, la abundancia de restos vegetales, el exceso de sombra y la
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limitada aireacion aumentan la humedad relativa, creando microclimas propicios para
la germinacion de esporas y la diseminacion de las enfermedades fungicas (Bacelar
et al., 2024).

El estudio tedrico de la fitopatologia del cacao se enfoca en comprender los ciclos de
infeccion, la morfologia de los hongos, los factores ambientales asociados y los
mecanismos de defensa de la planta, permitiendo disefiar estrategias preventivas y

de manejo sostenible (Santos et al., 2023).

2.3.3. Principales enfermedades fungicas del cacao

Las enfermedades de origen fungico que afectan al cultivo de Theobroma cacao L.
son numerosas y constituyen una de las principales limitantes de la produccion en las
regiones tropicales y subtropicales (Adeniyi et al., 2023). Entre las mas importantes se
encuentran la moniliasis causada por Moniliophthora roreri, que provoca pudricion
seca de los frutos y pérdidas que pueden superar el 70 %; la escoba de bruja
producida por Moniliophthora perniciosa, que altera el crecimiento de los brotes y
flores, generando deformaciones caracteristicas y disminuyendo drasticamente la
floracién y fructificacion (Choéez et al., 2023); la mazorca negra ocasionada por
Phytophthora spp., reconocible por las lesiones oscuras y humedas que se extienden
rapidamente hasta cubrir la totalidad del fruto (Adeoyo et al., 2024); la podredumbre
seca o dieback causada por Lasiodiplodia theobromae, que afecta ramas, frutos y
troncos con necrosis y marchitez progresiva; y la marchitez vascular atribuida a
especies del género Fusarium, las cuales comprometen las raices y tallos,
interrumpiendo la conducciéon de agua y nutrientes (Alvarado et al., 2025). Estas
enfermedades presentan una distribucion geografica amplia en Ecuador, con especial
incidencia en las zonas subtropicales donde las condiciones de temperatura y
humedad favorecen la germinacion de esporas, la infeccion de tejidos y la
diseminaciéon de los patégenos, generando una presion constante sobre el sistema

productivo cacaotero (Alvarez et al., 2024).

2.3.4. Evolucion de las enfermedades fungicas del cacao en ambientes

subtropicales

En los ambientes subtropicales del Ecuador, las enfermedades fungicas han
evolucionado como resultado de la interaccion entre los factores climaticos y el manejo

agricola (Tapia et al., 2025). Las fluctuaciones térmicas, las lluvias prolongadas y los
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periodos de alta humedad generan un entorno favorable para la germinacion de
esporas Y la colonizacion de tejidos vegetales (Bruck, 2023).

Los hongos han desarrollado adaptaciones que les permiten sobrevivir en condiciones
adversas, persistiendo en restos vegetales o en el suelo como estructuras resistentes
(esporas, clamidosporas o micelios latentes). Esta capacidad asegura su continuidad
entre ciclos de cultivo y su rapida reactivacion cuando las condiciones ambientales
mejoran (Coleine et al., 2022).

En la actualidad, se observa un incremento en la diversidad de cepas y variantes
patogénicas, lo que sugiere procesos evolutivos acelerados impulsados por la presion
de seleccion derivada del uso de fungicidas, la uniformidad genética de los cultivares
y los cambios en las condiciones climaticas (Bazzicalupo, 2022). En consecuencia, los
sistemas subtropicales del pais enfrentan una dinamica fitopatolégica compleja que

requiere monitoreo constante y estrategias de manejo adaptativo (Jones et al., 2022).

2.3.5. Modelos conceptuales de incidencia y severidad

La incidencia y la severidad son los principales indicadores epidemioldgicos utilizados
en la evaluacion de enfermedades fungicas. La incidencia expresa el porcentaje de
unidades afectadas en una poblacion (por ejemplo, mazorcas enfermas sobre el total
evaluado), mientras que la severidad mide el grado de dafio o porcentaje de tejido
afectado por la enfermedad (Borjian et al., 2021).

El analisis de estas variables permite determinar el nivel de afectacion y su distribucion
espacial y temporal. En ambientes subtropicales, los valores de incidencia y severidad
presentan una alta variabilidad, determinada por las condiciones microclimaticas, el
manejo agronémico y la presencia de indculo en el campo (Olivares et al., 2022).

El estudio tedrico de estas variables se sustenta en modelos epidemioldgicos que
relacionan la velocidad de propagacién del patdgeno con los factores ambientales y la
susceptibilidad del hospedero. Su aplicacidn permite predecir brotes y disenar

programas de prevencion mas eficientes (Li et al., 2021).

2.3.6. Caracterizacion morfolégica de hongos fitopatégenos

La caracterizacién morfolégica es una técnica esencial en el diagndstico fitopatoldgico,
ya que permite identificar los patdgenos a partir de sus caracteristicas fisicas y
estructurales. El analisis incluye la observacion de colonias cultivadas en medios como
PDA, evaluando su color, textura, margen, tasa de crecimiento y produccién de

estructuras reproductivas (Bhunjun et al., 2021).
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A nivel microscépico, se examinan las hifas, conidios, esporangios y basidios para
determinar las diferencias morfolégicas entre especies. Esta caracterizacidén es la
base para clasificar los patdgenos y establecer comparaciones entre cepas
provenientes de distintas regiones (Harish et al., 2023).

Aunque los métodos moleculares han cobrado relevancia en los ultimos afos, la
morfologia sigue siendo un componente fundamental de la investigacion aplicada,
especialmente en estudios de campo y en laboratorios donde se busca evaluar la

variabilidad de los agentes fungico (Furtado et al., 2020).
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CAPITULO liI: Disefio Metodolégico

3.1. Tipoy disefio de investigacion

La presente investigacion se enmarca en un enfoque cuantitativo, complementado
con elementos cualitativos de tipo descriptivo y explicativo, por o que se considera
de caracter mixto. Esto permitié integrar la obtencién de datos numéricos de
mediciones experimentales con la interpretacion biolégica y morfoldégica de los
agentes fitopatdgenos asociados al cultivo de Theobroma cacao L.

Desde el enfoque cuantitativo, se aplicaron métodos experimentales y estadisticos
orientados a determinar la incidencia y severidad de las principales enfermedades
fungicas en diferentes provincias subtropicales del Ecuador. La recopilacién de datos
numericos permitio realizar analisis de varianza (ANOVA) y pruebas de comparacion
multiple de Tukey (p < 0.05), lo que garantizé la identificacion de diferencias
significativas entre localidades y patdégenos. Estos resultados aportaron evidencia
objetiva sobre la distribucion espacial y el nivel de afectacion del cultivo.

Por otro lado, el componente cualitativo se centré en la caracterizacion morfolégica
de los hongos fitopatdbgenos, mediante observaciones macroscépicas y
microscoépicas en cultivos puros y tejidos infectados. Este analisis permitid describir
rasgos distintivos en la estructura y morfologia de las colonias, hifas y
microestructuras, generando informacién esencial para la identificacion taxondémica y
la comprension del comportamiento biolégico de los patdgenos.

El disefio de investigacion adoptado fue experimental, transversal y descriptivo, dado
que los datos fueron recolectados en un solo momento y se describieron los
fendmenos tal como se presentaron en las zonas de estudio. La integracién de
métodos tedricos (revision bibliografica, analisis taxondmico) y practicos (aislamiento,
cultivo y evaluacion estadistica) permitié establecer una visién integral del problema
fitosanitario del cacao, aportando resultados aplicables al manejo y control de las

enfermedades en campo.

3.2. Lapoblacién y la muestra

La poblacién de estudio estuvo constituida por las plantaciones de Theobroma cacao
L. ubicadas en las principales zonas subtropicales productoras del Ecuador,
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especificamente en las provincias de Pichincha, Cotopaxi, Santo Domingo de los
Tsachilas, Los Rios y Bolivar. Estas regiones fueron seleccionadas por su relevancia
en la produccion nacional de cacao y por presentar condiciones agroecoldgicas
favorables para el desarrollo de enfermedades fungicas. La poblacién incluyé tanto
plantaciones comerciales como fincas familiares dedicadas al cultivo de cacao tipo

Nacional y CCN-51, representativas del manejo agricola caracteristico de cada zona.

La muestra se determiné mediante un muestreo no probabilistico de tipo intencional,
considerando la accesibilidad de los predios, el estado sanitario de las plantaciones y
la disposicion de los productores para participar en el estudio. En cada provincia se
seleccionaron tres plantaciones representativas, y dentro de cada una de ellas se
establecieron parcelas experimentales donde se realizé la recoleccion de frutos y

tejidos vegetales con sintomas visibles de infeccion.

En cada plantacion se evaluaron un total de 30 arboles, distribuidos aleatoriamente,
tomando como unidades de observacion las mazorcas de cacao. En cada arbol se
seleccionaron frutos con diferentes grados de madurez y sintomatologia, con el fin de
estimar la incidencia y severidad de las enfermedades fungicas. De manera
complementaria, se recolectaron muestras de tejidos infectados para su analisis en
laboratorio, donde se procedid al aislamiento y caracterizaciéon morfolégica de los

patogenos.

La delimitacién geografica y el tamano de muestra permitieron obtener una
representacion equilibrada de las condiciones fitosanitarias del cacao en las
principales provincias subtropicales del pais. Este disefio garantizé la validez de los
resultados al abarcar una variabilidad ambiental y productiva suficiente para comparar

la distribucién de los principales agentes fungicos y su impacto sobre el cultivo.

3.3. Los métodos y las técnicas

3.3.1. Area de muestreo y recoleccién de material vegetal

Las muestras se recolectaron en plantaciones de Theobroma cacao L. ubicadas en
diversas zonas subtropicales del Ecuador, correspondientes a las provincias de
Pichincha, Cotopaxi, Santo Domingo de los Tsachilas, Los Rios y Bolivar. Los sitios de
muestreo incluyeron los cantones San Miguel de los Bancos y Pedro Vicente

Maldonado (Pichincha), La Mana y Pangua (Cotopaxi), La Concordia y Monterrey
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(Santo Domingo de los Tsachilas), Quevedo y Mocache (Los Rios), asi como Caluma

y Echeandia (Bolivar).

Estas zonas se caracterizan por un clima calido humedo a templado lluvioso, con
temperaturas promedio entre 23 y 27 °C, precipitaciones anuales de 2 000 a 3 500
mm vy altitudes comprendidas entre 400 y 1 200 m s. n. m. En cada sitio, se
seleccionaron frutos de cacao con sintomas visibles de pudricién, necrosis, manchas
irregulares o deformacion, los cuales fueron recolectados manualmente y colocados
en bolsas de papel estériles. Las muestras fueron rotuladas con el codigo del sitio y
transportadas en cajas térmicas al laboratorio de microbiologia vegetal para su
analisis.

3.3.2. Evaluacioén de incidencia de enfermedades fungicas

La incidencia de enfermedades fungicas se determiné mediante inspeccién visual de
las plantas en cada subparcela. Se examiné un numero representativo de plantas,
correspondiente al 10% del total presente en cada subparcela, seleccionadas
mediante muestreo sistematico en forma de “zig-zag”. Se registrd el numero de plantas
afectadas por cada tipo de enfermedad fungica identificable. La incidencia se calculd

mediante la férmula:

Numero de plantas enfermas

- dencia (0 100
neidencia (%) Qo total de plantas evaluadas -

3.3.3. Evaluacion de severidad de enfermedades fuingicas

La severidad de cada enfermedad se evalué utilizando escalas de dafo
estandarizadas para cada patégeno, basadas en la proporcion de tejido vegetal
afectado. Para cada planta muestreada, se asign6 un valor de severidad segun la
escala de 0 a 5, donde 0 corresponde a plantas sanas y 5 a infeccion total o muerte
de la planta. La severidad promedio por parcela se calculd6 mediante la siguiente

formula:

Severidad (%)

_ X (Valor de severidad de cada planta x Nimero de plantas con ese valor)

. . 100
Numero total de plantas evaluadas x Valor maximo de severidad x
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3.3.4. Evaluacioén del porcentaje de mazorcas enfermas

Para la evaluacion del porcentaje de mazorcas enfermas, se emple6 un disefo de
muestreo sistematico-aleatorio dentro del area de estudio. Se trazaron cinco
transectos paralelos separados 20 m entre si, distribuidos uniformemente a lo largo
de la hectarea. En cada transecto se seleccionaron ocho arboles de forma
equidistante, totalizando 40 arboles evaluados. Cada arbol se consider6 como una
unidad experimental, y las mazorcas individuales representaron las unidades de
observacion. En cada arbol se contabilizé el numero total de mazorcas presentes
(tamano comercial y en desarrollo, mayores de 10 cm) y el niumero de mazorcas que

mostraron sintomas visibles de infeccion fungica.

Se consideré como mazorca enferma aquella que presenté sintomas compatibles con
la accién de patégenos fungicos, tales como lesiones necréticas o pardas, pudricidon
acuosa o seca, crecimiento micelial blanquecino, deformaciones, momificacion o
presencia de estructuras de esporulacion. Se excluyeron los dafos de origen
mecanico 0 aquellos causados exclusivamente por insectos sin evidencia de
colonizacion micética. Los datos obtenidos se registraron en planillas estandarizadas,
indicando por cada arbol el numero total de mazorcas (MT), el numero de mazorcas

enfermas (ME) y el tipo de sintoma predominante

3.3.5. Aislamiento y purificacion de los patégenos

Los fragmentos de tejido infectado (5 mm?) fueron desinfectados con hipoclorito de
sodio al 1% durante 1 min y enjuagados tres veces con agua destilada estéril.
Posteriormente, se sembraron en placas con Papa Dextrosa Agar (PDA, Merck®)
suplementado con estreptomicina (100 ug-mL™") para evitar crecimiento bacteriano.
Las placas se incubaron a 25 + 2 °C durante 7 dias en oscuridad. Las colonias
emergentes se purificaron mediante la técnica de punta de hifa hasta obtener cultivos
monospdricos. Cada aislamiento fue rotulado y preservado en tubos con medio PDA

inclinado a 4 °C para su conservacion.

3.3.6. Caracterizacién morfolégica macroscépica

Las observaciones macroscopicas se realizaron en cultivos de 7 a 10 dias de

incubacion. Se registraron las variables coloracion, textura, margen, forma del
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crecimiento micelial y presencia de estructuras de esporulacion. Las observaciones se
efectuaron bajo iluminacion blanca con un estereomicroscopio Leica EZ4HD, y se
documentaron fotograficamente con camara Canon EOS 80D. Los datos fueron
organizados en una tabla comparativa con las diferencias coloniales entre los géneros

identificados.

3.3.7. Caracterizacién microscoépica

Las estructuras fungicas fueron observadas mediante montajes humedos tefidos con
lactofenol azul de algoddn. Se utilizaron aumentos de 40x y 100x en un microscopio
optico compuesto (Leica DM500). Se analizaron las caracteristicas de las hifas
(presencia de septos, grosor, ramificacion) y las estructuras reproductivas (conidios,

esporangios, basidios, clamidosporas, esporas).

3.3.8. Identificacién taxonémica

La identificacion morfologica se efectué mediante comparacion con descripciones de
referencia reportadas por Barnett & Hunter (1998), Leslie & Summerell (2006) y claves
taxonémicas especificas para Phytophthora, Fusarium, Lasiodiplodia vy
Moniliophthora. Los aislamientos fueron clasificados a nivel de género segun la

coincidencia de caracteristicas coloniales y microscopicas.

3.3.9. Registro fotografico y documentacion de resultados

Las imagenes representativas de las colonias, estructuras fungicas y sintomas
observados en los frutos se procesaron con el software ImagedJ v1.54 para el ajuste
de contraste y escala, sin alteracion morfolégica. Los resultados se presentan en
formato de figura, donde se ilustraron las diferencias en la morfologia colonial y las
estructuras reproductivas observadas entre los distintos patégenos asociados al

cultivo de cacao.

3.3.10. Identificacién molecular

3.3.10.1. Recoleccién y preservacién del material biolégico

Las muestras analizadas correspondieron a tejidos de frutos de Theobroma cacao L.
con sintomas de infeccion fungica, recolectados en diferentes zonas subtropicales del
Ecuador (Pichincha, Cotopaxi, Santo Domingo, Los Rios y Bolivar). Los fragmentos
de tejido infectado (3 cm?) fueron tomados de la zona de avance de la lesidn,
colocados en tubos de 2 mL con silica gel estéril y almacenados a 4 °C hasta su

procesamiento
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3.3.10.2. Aislamiento y obtencion de micelio puro

Para cada muestra, se realizaron cultivos en medio Papa Dextrosa Agar (PDA,
Merck®) suplementado con estreptomicina (100 yg-mL™). Las placas se incubaron a
25 £ 2 °C durante 7 dias en oscuridad. Las colonias con morfologia fungica
caracteristica fueron subcultivadas por la técnica de punta de hifa hasta obtener
cultivos monospdricos. El micelio fresco (3—5 dias) se utilizé para la extraccién de ADN

genomico.

3.3.10.3. Extraccion del ADN genémico

La extraccion de ADN se realiz6 siguiendo el método de bromuro de cetiltrimetilamonio
(CTAB) modificado. Aproximadamente 100 mg de micelio fresco se maceraron en
nitrégeno liquido con mortero estéril. El polvo obtenido se suspendié en 700 pL de
buffer CTAB (100 mM Tris-HCI pH 8.0, 20 mM EDTA, 1.4 M NaCl, 2% CTAB y 1% B-
mercaptoetanol) y se incubd a 65 °C durante 30 min. Posteriormente, se afiadieron
700 L de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1 v/v), se mezclé por inversion y se
centrifugo a 12 000 rpm durante 10 min. La fase acuosa se transfirié a un nuevo tubo
y el ADN se precipité con un volumen igual de isopropanol frio, incubandose a —20 °C

por 30 min.

El pellet de ADN se lavo con etanol al 70%, se dejo secar al aire y se resuspendio en
50 pL de agua ultrapura libre de nucleasas. La pureza y concentracion del ADN se
verificaron mediante un espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific)
midiendo la relacion A260/A280, y la integridad se comprobé por electroforesis en gel

de agarosa al 1 % con bromuro de etidio.

3.3.10.4. Amplificacion por PCR del ADN fangico

La amplificacion molecular se realizé utilizando los cebadores universales ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3)
dirigidos a la region ITS1-5.8S-ITS2 del ADN ribosomal. Las reacciones de PCR se
prepararon en un volumen final de 25 uL, conteniendo: 12.5 uL de GoTag® Green
Master Mix (Promega), 1 uL de cada cebador (10 yM), 2 uL de ADN gendmico (=50
ng) y 8.5 uL de agua ultrapura.

Las condiciones de termociclado fueron: desnaturalizacién inicial a 94 °C durante 3
min, seguida de 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 55 °C por 30 sy 72 °C por 1 min, con una
extension final a 72 °C por 10 min. Los productos amplificados se visualizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% con tampon TBE 1x, corridos a 100
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V durante 45 min y tefidos con GelRed™ (Biotium). El tamafo esperado del fragmento

(~600 pb) se verifico comparando con un marcador de peso molecular de 100 pb.

3.3.10.5. Purificaciéon y secuenciaciéon de los amplicones

Los productos de PCR con bandas nitidas se purificaron con el kit QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen®) siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las muestras
purificadas se cuantificaron por fluorometria y se enviaron para secuenciacion

bidireccional (ITS1 e ITS4) a la plataforma Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur).

3.3.10.6. Analisis bioinformatico de secuencias

Las secuencias obtenidas se visualizaron y editaron utilizando BioEdit v7.2.5 para
eliminar regiones de baja calidad y ensamblar las secuencias consenso.
Posteriormente, se compararon con la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) mediante el algoritmo BLASTn, considerando

unicamente coincidencias con identidad 297% y cobertura 295%.

Las secuencias representativas se alinearon utilizando ClustalW incorporado en
MEGA v11.0, y se construyd un arbol filogenético empleando el método de Maxima
Verosimilitud (Maximum Likelihood) con el modelo de sustitucion Tamura-Nei,

aplicando 1 000 réplicas de bootstrap para determinar la solidez de los clados.

3.3.11. Crecimiento radial de especies fungicas aisladas

3.3.11.1. Preparacion de las placas para el ensayo de crecimiento

Se prepararon placas Petri estériles de 90 mm de diametro conteniendo 20 mL de
medio PDA solidificado. De cada aislamiento se corté un disco de 5 mm de didmetro
de micelio activo (de la periferia de una colonia de 5 dias de crecimiento) utilizando un
sacabocados estéril. El disco se colocé en el centro de la placa con la superficie
micelial en contacto directo con el medio. Cada tratamiento se realizé por triplicado,

utilizando tres placas independientes por aislamiento fungico.

3.3.11.2. Condiciones de incubacion y monitoreo del crecimiento

Las placas inoculadas se incubaron en oscuridad a 25 = 2 °C por un periodo de 10
dias. El crecimiento radial del micelio se midi6é cada 24 horas, utilizando un calibrador
Vernier estéril. Se realizaron dos mediciones perpendiculares (diametro X y Y) por
placa, promediando los valores obtenidos para cada tiempo de evaluacion.

Las mediciones se detuvieron cuando el micelio alcanzo el borde de la placa. En cada

registro, se observo la coloracidn, textura y densidad del micelio con el fin de
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documentar posibles variaciones morfolégicas durante el crecimiento. Las
observaciones se documentaron fotograficamente con una camara digital Canon EOS

80D bajo iluminacion blanca controlada.

3.3.11.3. Cada colonia fue Registro fotografico y documentaciéon de
crecimiento

fotografiada para registrar el avance del micelio y los cambios en la morfologia

colonial. Las imagenes fueron analizadas mediante el software Imaged v1.54 para

determinar el area de cobertura del micelio y verificar la uniformidad del crecimiento.

Los valores se tabularon en hojas de calculo Microsoft Excel 2021 y se graficaron para

representar la tendencia de crecimiento en funcion del tiempo.

3.3.11.4. Analisis estadistico

Los datos obtenidos de las mediciones se analizaron mediante analisis de varianza
(ANOVA) de una via, considerando la especie fungica como factor principal. Las
medias se compararon mediante la prueba de Tukey (p < 0.05) utilizando el programa

R v4.3.1. Los resultados se expresaron como media + error estandar (EE).

3.3.12. Preparacion de inéculo

Se trabajé con aislamientos monospadricos viables de Phytophthora sp., Fusarium sp.,
Lasiodiplodia theobromae, Moniliophthora perniciosa y Moniliophthora roreri,
obtenidos previamente de mazorcas de Theobroma cacao L. Los aislamientos se
reactivaron en PDA (Papa Dextrosa Agar) a 25 + 2 °C durante 7 dias en oscuridad.
Para los ensayos de sensibilidad se utilizaron discos de micelio activo de 5 mm
tomados de la periferia de colonias de 4 dias. Cuando correspondia, se obtuvo
suspension de conidios ajustada a 1x10° esporas-mL™" mediante conteo en camara

de Neubauer

3.3.13. Fungicidas evaluados y soluciones madre

Se seleccionaron ingredientes activos usados en cacao y con diferentes modos de
accion (FRAC): mefenoxam 480 g-L™ (fenilamida, FRAC 4), azoxistrobin 250 g-L™"
(Qol, FRAC 11), difenoconazol 250 g-L™" (DMI, FRAC 3). De forma complementaria se
evaluaron tiabendazol/tiabendazol o tiabendazol (MBC, FRAC 1) y sulfato de cobre
(M1, multisitio). Se prepararon soluciones madre (1 000 mg-L™" en agua destilada;
azoxistrobin y difenoconazol en 1% v/v de solvente compatible) y se esterilizaron por

filtracion (0.22 ym). Las placas sin fungicida y con solvente fueron controles negativos.
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3.3.14. Ensayo de crecimiento micelial en medio envenenado (poisoned
food technique)

El medio PDA fundido (=50 °C) se mezcld con fungicida para obtener series
logaritmicas de concentracion (mg-L™"): mefenoxam 0.01-10; azoxistrobin 0.03-30;
difenoconazol 0.01-10; tiabendazol 0.1-100; sulfato de cobre 5-250. Se vertieron 20
mL por placa Petri (90 mm). Cada aislado x concentracion se sembrd con un disco de
5 mm en el centro de la placa (cara micelial hacia el agar). Las placas se incubaron a
25 + 2 °C en oscuridad. Se midi6 el diametro de la colonia cada 24 h en dos ejes
perpendiculares hasta que el control alcanzé el borde (72-120 h segun especie). Para
cada combinacidn se dispusieron tres repeticiones bioldgicas y el ensayo se repitio

dos veces.

La inhibicién del crecimiento radial (PIRG, %) se calculé como:

Dc_Dt

PIRG = 100 x

c

Donde D.es el diametro medio del control y D;el del tratamiento a un tiempo comun

(cuando el control toco el borde).

3.4. Procesamiento estadistico de la informacién

El procesamiento estadistico de la informacién se realizé con el propdsito de analizar
de manera objetiva las diferencias en la incidencia y severidad de las enfermedades
fungicas asociadas al cultivo de Theobroma cacao L. en las distintas provincias
subtropicales del Ecuador. Los datos obtenidos en campo y laboratorio fueron
organizados en hojas de calculo y posteriormente procesados mediante software
estadistico especializado (IBM SPSS Statistics v.26 y Microsoft Excel 2019).

En primera instancia, se efectué una depuracion y verificaciéon de los datos, eliminando
valores atipicos y asegurando la consistencia interna de las mediciones. A
continuacién, se calcularon los promedios, errores estandar y porcentajes
correspondientes a cada variable (incidencia y severidad por especie fungica y por
provincia), con el fin de obtener una descripcion preliminar del comportamiento de las
enfermedades.
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Posteriormente, se aplicd un analisis de varianza (ANOVA) de una via para determinar
la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos (provincias). En los
casos en que se detectaron diferencias significativas (p < 0.05), se realiz6é una prueba
de comparacion multiple de Tukey para identificar los grupos homogéneos. Este
procedimiento permitié establecer relaciones estadisticas claras entre las variables

geograficas y fitopatologicas.

Los resultados fueron representados mediante graficos de barras con sus respectivos
errores estandar, elaborados en Microsoft Excel y complementados con analisis
descriptivos y comparativos. De manera adicional, los datos cualitativos obtenidos del
analisis morfolégico de los hongos se sistematizaron en tablas e imagenes de

referencia, integrando la informacion visual y cuantitativa en la interpretacion final.
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CAPITULO IV: Analisis e Interpretacién de Resultados

41. Incidenciay severidad

Los resultados obtenidos mostraron diferencias significativas en los porcentajes
de incidencia y severidad de las enfermedades fungicas asociadas al cultivo de
cacao entre las provincias evaluadas. La Figura 1 muestra que los valores mas
altos de incidencia se registraron en Cotopaxi (67.4 %) y Los Rios (565.2 %),
seguidos por Pichincha (50.1 %) y Bolivar (48.3 %), mientras que Santo Domingo
presenté el valor mas bajo (39.6 %). De acuerdo con las letras de comparacién

estadistica, Cotopaxi difirié significativamente del resto de provincias (p < 0.05).

En cuanto a la severidad, se evidencié un patron variable entre regiones. Los
valores mas elevados correspondieron a Bolivar (69.2 %) y Los Rios (62.7 %),
mientras que Cotopaxi presentd una severidad intermedia (60.3 %) y Pichincha
el valor mas bajo (34.5 %). Los analisis estadisticos indicaron diferencias
significativas entre Bolivar y Pichincha, segun las letras asignadas en la
comparaciéon multiple. En general, las provincias con mayor incidencia no
siempre coincidieron con los mayores niveles de severidad, reflejando una
variacion espacial en la expresiéon de la enfermedad. Los promedios de

incidencia variaron entre 39 % y 67 %, mientras que la severidad oscilé entre 34

%y 69 %.
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Figura 1. Porcentaje de incidencia y severidad de enfermedades fungicas
asociadas al cultivo de Theobroma cacao L. en cinco provincias subtropicales
del: Pichincha, Cotopaxi, Santo Domingo, Los Rios y Bolivar. Las barras
representan los valores promedio + error estandar. Letras distintas sobre las
columnas indican diferencias significativas entre provincias segun la prueba de
comparacion multiple de Tukey (p < 0.05).

4.2. Incidencia de mazorcas de cacao afectadas por Phytophthora sp.

Los resultados obtenidos evidenciaron diferencias significativas en el porcentaje
de mazorcas enfermas por Phytophthora sp. entre las provincias evaluadas
(Figura 2). El porcentaje mas alto de infeccidn se registrd en la provincia de Los
Rios, con un promedio de 33.8%, valor estadisticamente superior al resto de las
localidades (p < 0.05). En segundo orden se ubicaron Santo Domingo con 22.5%

y Cotopaxi con 18.4%, sin diferencias significativas entre si.

Por su parte, las provincias de Bolivar y Pichincha presentaron los valores mas
bajos de incidencia, con promedios de 18.9% y 12.3%, respectivamente, siendo
esta ultima significativamente inferior al resto de las provincias. En todos los
casos, los valores mostraron una variacion estrecha dentro de cada grupo,

reflejada en los errores estandar reducidos.
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Figura 2. Porcentaje de mazorcas de cacao (Theobroma cacao L.) enfermas por
Phytophthora sp. en cinco provincias subtropicales del Ecuador: Pichincha,
Cotopaxi, Santo Domingo, Los Rios y Bolivar. Las barras representan los valores
promedio + error estandar. Letras distintas sobre las columnas indican
diferencias significativas entre provincias segun la prueba de comparacién
multiple de Tukey (p < 0.05).
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4.3. Incidencia de mazorcas de cacao afectadas por Fusarium sp.

Los resultados obtenidos evidenciaron diferencias significativas en la incidencia
de mazorcas afectadas por Fusarium sp. entre las provincias subtropicales
evaluadas (Figura 3). El porcentaje mas alto de mazorcas enfermas se registré
en Santo Domingo, con un promedio de 8.1%, valor significativamente superior

al observado en el resto de las provincias (p < 0.05).

En segundo lugar, se ubicaron las provincias de Los Rios y Bolivar, con
incidencias de 6.0% y 6.1%, respectivamente, sin diferencias estadisticas entre
ellas. Por su parte, Cotopaxi presentd una incidencia intermedia (2.9%), mientras
que Pichincha mostré el valor mas bajo, con apenas 1.2% de mazorcas
afectadas, siendo estadisticamente diferente del resto de las provincias

analizadas.

Los valores de incidencia fluctuaron entre 1y 8%, con errores estandar reducidos
que reflejan una variabilidad minima en las repeticiones. Los analisis estadisticos
mediante la prueba de Tukey confirmaron la formacion de cuatro grupos
homogéneos de incidencia, destacando a Santo Domingo como la provincia con

mayor afectacién registrada.
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Figura 3. Porcentaje de mazorcas de Theobroma cacao L. afectadas por
Fusarium sp. en cinco provincias subtropicales del Ecuador: Pichincha, Cotopaxi,
Santo Domingo, Los Rios y Bolivar. Las barras representan los valores promedio
+ error estandar. Letras distintas sobre las columnas indican diferencias
significativas entre provincias segun la prueba de comparacion multiple de Tukey
(p < 0.05).
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4.4. Incidencia de mazorcas de cacao afectadas por Moniliophthora
perniciosa.

Los resultados mostraron diferencias significativas en la incidencia de mazorcas
afectadas por Moniliophthora perniciosa entre las provincias subtropicales del
Ecuador (Figura 4). La provincia de Bolivar present6 el mayor porcentaje de
mazorcas enfermas (4.1%), valor significativamente superior al observado en el
resto de las provincias (p < 0.05). En segundo lugar, se ubicé Pichincha, con una
incidencia promedio de 3.2%, sin diferencias estadisticas marcadas respecto a

Bolivar.

Las provincias de Cotopaxi y Santo Domingo registraron valores intermedios,
con incidencias de 2.3% y 2.2%, respectivamente, mientras que la provincia de
Los Rios presentd el porcentaje mas bajo (1.1%), diferenciandose

significativamente de las demas.

En conjunto, los valores de incidencia oscilaron entre 1 y 4%, con errores
estandar bajos, lo que indica una variabilidad reducida dentro de cada grupo
evaluado. El analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba de Tukey
permiti6 agrupar las provincias en cuatro categorias estadisticas distintas,
confirmando la distribucién desigual de la enfermedad en las zonas productoras

de cacao.
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Figura 4. Porcentaje de mazorcas de Theobroma cacao L. afectadas por
Moniliophthora perniciosa en cinco provincias subtropicales del Ecuador:
Pichincha, Cotopaxi, Santo Domingo, Los Rios y Bolivar. Las barras representan
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los valores promedio * error estandar. Letras distintas sobre las columnas indican
diferencias significativas entre provincias de acuerdo con la prueba de
comparacion multiple de Tukey (p < 0.05).

4.5. Incidencia de mazorcas de cacao afectadas por Lasiodiplodia
theobromae.

Los resultados obtenidos mostraron diferencias significativas en la incidencia de
mazorcas afectadas por Lasiodiplodia theobromae entre las provincias
subtropicales del Ecuador (Figura 5). La provincia de Los Rios presentd el mayor
porcentaje de mazorcas enfermas (28.4%), valor significativamente superior al
registrado en el resto de las provincias (p < 0.05). En segundo lugar, se ubicé
Santo Domingo, con una incidencia promedio de 25.2%, sin diferencia

estadistica marcada respecto a Los Rios.

Las provincias de Pichincha y Cotopaxi presentaron valores intermedios de
11.7% y 7.9%, respectivamente, ambos significativamente menores que los
observados en las provincias de mayor afectacion. Por su parte, Bolivar mostré
la incidencia mas baja, con un promedio de 3.8%, siendo estadisticamente

diferente del resto de las provincias (p < 0.05).

Los porcentajes de mazorcas afectadas por L. theobromae oscilaron entre 3 y
28%, con errores estandar reducidos, lo que indica una variacién minima en los
datos obtenidos dentro de cada provincia. La prueba de comparacion multiple de
Tukey permitioé establecer cinco grupos estadisticamente distintos, evidenciando
la distribucién heterogénea de la enfermedad en las zonas subtropicales de

cultivo.

34



35 ¢
=30
S b T
g2 | 1
£
Q0 20 r
o
(1)15 B c
g'IO :
- (3
N h
= 5 L S'
0

Pichincha Cotopaxi Santo Los Rios  Bolivar
Domingo

Figura 5. Porcentaje de mazorcas de Theobroma cacao L. afectadas por
Lasiodiplodia theobromae en cinco provincias subtropicales del Ecuador:
Pichincha, Cotopaxi, Santo Domingo, Los Rios y Bolivar. Las barras representan
los valores promedio * error estandar. Letras distintas sobre las columnas indican
diferencias significativas entre provincias segun la prueba de comparacién
multiple de Tukey (p < 0.05).

4.6. Incidencia de mazorcas de cacao afectadas por Moniliophthora
roreri.

La provincia de Los Rios presentd el mayor porcentaje de mazorcas enfermas
(32.1%), valor significativamente superior (p < 0.05) al registrado en las demas
provincias. En segundo orden se ubicaron Cotopaxi y Pichincha, con incidencias
promedio de 27.4% y 24.6%, respectivamente, sin diferencias estadisticas entre
Si.

Por su parte, la provincia de Santo Domingo mostré un porcentaje intermedio de
18.7%, mientras que Bolivar present6 el valor mas bajo (7.9%), siendo
estadisticamente diferente de todas las demas provincias (p < 0.05). Los
promedios de incidencia variaron entre 7 'y 32%, con errores estandar reducidos
que reflejan una baja variabilidad entre repeticiones. El analisis estadistico
mediante la prueba de Tukey permitié establecer cuatro grupos homogéneos de
incidencia, con Los Rios en el grupo de mayor afectaciéon y Bolivar en el de

menor.
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Figura 6. Porcentaje de mazorcas de Theobroma cacao L. afectadas por
Moniliophthora roreri en cinco provincias subtropicales del Ecuador: Pichincha,
Cotopaxi, Santo Domingo, Los Rios y Bolivar. Las barras representan los valores
promedio + error estandar. Letras distintas sobre las columnas indican
diferencias significativas entre provincias segun la prueba de comparacién
multiple de Tukey (p < 0.05).

4.7. Caracterizacion morfolégica de patégenos asociados al cultivo de
cacao

Se aislaron y caracterizaron diferentes géneros de hongos fitopatégenos

asociados al cultivo de cacao. Las observaciones macroscopicas Yy

microscopicas permitieron distinguir rasgos morfolégicos particulares entre las

especies analizadas (Figura 7).

Las colonias de Phytophthora sp. mostraron un crecimiento radial con margenes
definidos y coloracién blanca cremosa, presentando una textura homogénea.
Las hifas observadas fueron hialinas, cenociticas y de diametro uniforme,
mientras que las microestructuras correspondieron a esporangios de forma
elipsoidal con apice papilado. En Fusarium sp., las colonias exhibieron una
tonalidad blanquecina con centro rosado y textura algodonosa; las hifas fueron
septadas y delgadas, y las microestructuras observadas correspondieron a

conidios alargados de tipo macroconidio.

En Lasiodiplodia theobromae, las colonias presentaron un micelio denso de color
gris oscuro con margenes irregulares. Las hifas fueron tabicadas y las

microestructuras correspondieron a conidios elipsoidales de pared gruesa. En el
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caso de Moniliophthora perniciosa, las colonias mostraron un micelio blanco con
crecimiento compacto y un margen definido; las hifas fueron delgadas y las
microestructuras observadas incluyeron basidios con abundantes esporas
esféricas. Por su parte, Moniliophthora roreri presentd colonias de coloracién
beige a amarillenta con un crecimiento uniforme, hifas tabicadas vy

microestructuras esféricas en disposicion agrupada.

La sintomatologia asociada a cada patogeno evidencio diferencias notorias en el
dafo causado sobre los frutos de cacao. Phytophthora sp. y Lasiodiplodia sp.
ocasionaron lesiones necroticas extensas, mientras que Moniliophthora spp.
provocaron deformaciones y necrosis parciales. En la Figura 7 se ilustran las
caracteristicas morfologicas de las colonias, la sintomatologia observada en
frutos infectados, asi como las estructuras fungicas observadas al microscopio,
permitiendo una comparacion visual entre los distintos agentes patogénicos

asociados al cultivo.
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Figura 7. Caracterizacion morfoldégica de hongos fitopatégenos asociados al
cultivo de Theobroma cacao L.Se muestran las observaciones correspondientes
a la morfologia de la colonia (A1-E1), la sintomatologia en frutos infectados (A2—
E2), las hifas (A3—E3) y las microestructuras (A4—E4). De arriba hacia abajo:
Phytophthora sp. (A1-A4), Fusarium sp. (B1-B4), Lasiodiplodia theobromae
(C1-C4), Moniliophthora perniciosa (D1-D4) y Moniliophthora roreri (E1-E4).
Las imagenes representan las caracteristicas macroscopicas y microscopicas
observadas en cultivos puros y tejidos infectados de cacao recolectados en
zonas subtropicales del Ecuador.

4.8. Amplificacion del fragmento ITS

La amplificacion del espacio transcrito interno (ITS-rADN) permitié visualizar un
fragmento aproximado de 1.0 kb en la mayoria de los aislamientos evaluados.
Como se observa en la Figura 8, los aislamientos MP (Moniliophthora
perniciosa), PH (Phytophthora sp.), LT (Lasiodiplodia sp.) y FS (Fusarium sp.)
mostraron una banda unica y definida correspondiente al fragmento ITS. En
contraste, MR (Moniliophthora roreri) no presentd producto amplificado bajo las
condiciones del ensayo. El marcador molecular utilizado confirmé que el tamafio
de los amplicones positivos se mantuvo dentro del rango esperado para la regiéon

ITS (~1.0 kb), sin evidenciar productos inespecificos ni fragmentos adicionales.

Figura 8. Amplificacion por PCR (~1.0 kb) en aislamientos de Moniliophthora
roreri  (MR), Moniliophthora perniciosa (MP), Phytophthora sp. (PH),
Lasiodiplodia sp. (LT) y Fusarium sp. (FS). Incluye marcador molecular (MM).
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4.9.ldentificacion molecular mediante analisis BLAST
Los amplicones obtenidos fueron confirmados mediante comparacion con
secuencias depositadas en la base de datos GenBank. La Tabla 1 muestra que
todos los aislamientos con amplificacion exitosa alcanzaron 100% de identidad
y 100% de cobertura de consulta con secuencias de referencia, validando la

identificacion molecular correspondiente.

MP presentd coincidencia con Moniliophthora perniciosa 948F (JX915631.1),
mientras que PH se alined con Phytophthora palmivora EGGP (OR917912.1), LT
con Lasiodiplodia theobromae ARM50 (OR725683.1) y FS con Fusarium
graminearum NJ4 (OP267545.1). Para MR, la ausencia de producto amplificado
impidio su validacion mediante BLAST.

Tabla 1. Identificacidn molecular de los aislamientos mediante analisis BLAST
de la region ITS-rADN.

CEPA Identidad (Base de datos NCBI / GenBank)
Cobertura
de Identidad Numero de
Cédigo Nomenclatura Cepa
consulta (%) acceso
(%)
MR Moni/’bph?hora PLN-16 100 100 AY194150.1
roreri —
MP Moniliophthora  g48F 100 100 JX915631.1
perniciosa
PH Phytophthora  EGGP 100 100 OR917912.1
palmivora
LT Lasiodiplodia  ARM50 100 100 OR725683.1
theobromae -
FS Fusarium NJ4 100 100  OP267545.1
graminearum

4.10. Crecimiento radial

El crecimiento radial de los fitopatdgenos evaluados mostré variaciones
marcadas entre especies a lo largo del periodo de incubacion. Lasiodiplodia
theobromae presentd los mayores diametros de colonia durante todo el ensayo,

alcanzando valores de 2.5 cm, 4.8 cm, 7.0 cm, 8.5 cm y 9.0 cm en los dias D1,
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D2, D3, D4 y D5, respectivamente. En comparacion con esta especie,
Phytophthora sp. exhibid un crecimiento acelerado, con diametros finales de 7.8

cm al quinto dia.

Fusarium sp. mostré un crecimiento moderado-rapido, con un incremento
progresivo desde 1.2 cm en D1 hasta 7.2 cm en D5. Por su parte, Moniliophthora
perniciosa evidencio un desarrollo significativamente menor, con diametros que

oscilaron entre 0.3 cm y 1.7 cm a lo largo de los cinco dias de incubacion.

Finalmente, Moniliophthora roreri presentd el menor crecimiento entre los
hongos evaluados, con diametros que no superaron 0.5 cm en D5, manteniendo

valores muy reducidos durante todo el periodo experimental (Tabla 2).

10 ——Phytophthora sp.
Fusarium sp. |
Lasiodiplodia theobromae I L
8 r Moniliophthora perniciosa
— Moniliophthora roreri }
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2
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Figura 9. Crecimiento radial (diametro de colonia, cm) de Phytophthora sp.,
Fusarium sp., Lasiodiplodia theobromae, Moniliophthora perniciosa y
Moniliophthora roreri en medio de cultivo PDA durante 120 horas de incubacion.
Los valores representan el promedio + error estandar de tres repeticiones
independientes.

4.11. Porcentaje de colonizacion de la placa

El analisis del porcentaje de colonizacion de la placa a las 120 horas mostro
diferencias marcadas entre los fitopatégenos evaluados (Figura 10).
Lasiodiplodia theobromae presentd el mayor porcentaje de colonizacion,
alcanzando valores cercanos al 65% de la superficie total de la placa, lo que

representa el crecimiento mas acelerado entre los aislamientos.
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Phytophthora sp. y Fusarium sp. mostraron porcentajes intermedios de
colonizacion, con valores aproximados de 50% y 40%, respectivamente, sin
diferencias significativas entre ellos. Por su parte, Moniliophthora perniciosa y
Moniliophthora roreri exhibieron los valores mas reducidos, inferiores al 15%,

manteniéndose como los aislamientos con menor expansién micelial.
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Figura 10. Porcentaje de colonizacion de la placa por Phytophthora sp.,
Fusarium sp., Lasiodiplodia theobromae, Moniliophthora perniciosa y
Moniliophthora roreri a las 120 h de incubacion en PDA. Letras distintas indican
diferencias significativas entre especies (p < 0.05).

4.12. Actividad antifiungica sobre Phytophthora

La evaluacion de la actividad antifungica mostré diferencias significativas en los
porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial de Phytophthora sp. en funcidon
del fungicida aplicado (Figura 11). Mefenoxam presenté el mayor porcentaje de
inhibicién, con valores cercanos al 80%, seguido de azoxistrobin y sulfato de
cobre, los cuales alcanzaron niveles aproximados de 72-75%, sin diferencias

estadisticas entre ellos.

Por otro lado, difenoconazol y tiabendazol mostraron los valores mas bajos de
inhibicién, situandose alrededor del 40-45% y ubicdndose en un grupo
estadistico diferente. No se detectaron fungicidas con inhibicion inferior al 40%

en las condiciones evaluadas.
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Figura 11. Porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial de Phytophthora sp.
en PDA en respuesta a la aplicacién de mefenoxam, azoxistrobin, difenoconazol,
tiabendazol y sulfato de cobre. Los valores representan el promedio + error
estandar. Letras distintas sobre las barras indican diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0.05).

4.13. Actividad antifingica sobre Lasiodiplodia theobromae

El efecto de los fungicidas sobre la inhibicion del crecimiento micelial de
Lasiodiplodia theobromae se muestra en la Figura 12. Difenoconazol exhibio el
mayor porcentaje de inhibicién, alcanzando valores cercanos al 90%, siendo
significativamente mas efectivo que el resto de los tratamientos. De forma similar,
tiabendazol registré una inhibicion superior al 80%, ubicandose también en el

grupo estadistico con mayor eficacia.

Sin embargo, sulfato de cobre, azoxistrobin y mefenoxam presentaron
porcentajes inferiores, entre 50% y 70%, conformando un grupo estadistico
diferente, lo cual evidencid una menor capacidad inhibitoria frente a este

fitopatdégeno.
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Figura 12. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Lasiodiplodia
theobromae en PDA bajo la accién de cinco fungicidas: mefenoxam,
azoxistrobin, difenoconazol, tiabendazol y sulfato de cobre. Los valores
representan el promedio + error estandar (n = 3). Letras distintas indican
diferencias significativas entre fungicidas (p < 0.05).

4.14. Actividad antifiungica sobre Fusarium

Los resultados mostraron diferencias significativas en la inhibicion del
crecimiento micelial de Fusarium sp. dependiendo del fungicida aplicado (Figura
13). Difenoconazol presentdé el mayor porcentaje de inhibicion, con valores
cercanos al 90%, seguido de azoxistrobin, cuya inhibicion se mantuvo en torno

al 88%, sin diferencias estadisticas entre ambos tratamientos.

En comparacion con los anteriores, tiabendazol y sulfato de cobre alcanzaron
porcentajes intermedios, entre 78% y 82%, agrupandose en un nivel estadistico
diferente. Finalmente, mefenoxam evidencié la menor inhibicién, con valores

cercanos al 65%, conformando un grupo estadistico separado.
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Figura 13. Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial de Fusarium sp. en
PDA bajo la aplicacion de diferentes fungicidas. Los valores representan el
promedio + error estandar (n = 3). Letras distintas indican diferencias

significativas entre tratamientos (p < 0.05).

4.15. Actividad antifiungica sobre Moniliophthora perniciosa

Los resultados mostraron diferencias significativas entre los fungicidas
evaluados en la inhibicion del crecimiento micelial de Moniliophthora perniciosa
(Figura 14). Sulfato de cobre presenté el mayor porcentaje de inhibicion, con
valores cercanos al 75%. En comparacion con este, difenoconazol alcanzé una

inhibicion aproximada del 65%, conformando un grupo estadistico diferente.

Por otro lado, mefenoxam y tiabendazol mostraron inhibiciones intermedias,
alrededor del 50%, sin diferencias significativas entre ellos. Finalmente,
azoxistrobin presenté la menor inhibicion, con valores cercanos al 35%,

ubicandose en el grupo estadistico inferior.
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Figura 14. Inhibicion del crecimiento micelial de Moniliophthora perniciosa en
PDA bajo la aplicacién de distintos fungicidas. Los valores corresponden al
promedio + error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0.05).

4.16. Actividad antifiungica sobre Moniliophthora roreri

El analisis de la inhibicion del crecimiento micelial de Moniliophthora roreri mostro
diferencias significativas entre los fungicidas evaluados (Figura 15). Sulfato de
cobre presentd el mayor porcentaje de inhibicion, alcanzando valores cercanos

al 95%, conformando el grupo estadistico de maxima eficacia.

En contraste, mefenoxam, azoxistrobin, difenoconazol y tiabendazol exhibieron
porcentajes de inhibicion menores, situandose en un rango aproximado de 48%
a 60%, sin diferencias significativas entre si y ubicandose en el grupo estadistico
inferior. No se registraron tratamientos con inhibiciones inferiores al 45% en las

condiciones experimentales empleadas (Figura 15).
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Figura 15. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Moniliophthora
roreri en PDA bajo la aplicacion de diferentes fungicidas. Los valores
corresponden al promedio + error estandar. Letras distintas sobre las barras
indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05).
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CAPITULO V: Discusién, Conclusiones y Recomendaciones

5.1. Discusion

La incidencia y la severidad de las enfermedades fungicas en cacao responden
a procesos epidemiologicos distintos, aunque interrelacionados. La incidencia
refleja la frecuencia de unidades vegetales afectadas tras la llegada del in6culo,
mientras que la severidad expresa el grado de dafo ocasionado una vez
establecida la infeccion (Delgado et al., 2021). Esta distincion implica que los
factores que facilitan la ocurrencia del primer contacto patégeno—hospedero no
siempre son los mismos que determinan la progresion y expansion de las
lesiones en el tejido vegetal (Ploetz, 2007). En consecuencia, diferentes regiones
agricolas pueden presentar patrones espaciales contrastantes entre ambas
variables, aun cuando se encuentren expuestas a los mismos agentes

fitopatégenos (Villamizar et al., 2019).

El clima constituye uno de los principales determinantes de la dinamica
epidemiologica de hongos asociados al cacao. La humedad relativa elevada, las
lluvias frecuentes y la duracion del mojado foliar favorecen la germinacién de
esporas, el desarrollo de estructuras infectivas y la dispersiéon por salpicadura,
incrementando la probabilidad de contagio y, por tanto, la incidencia (Parawansa
et al.,, 2022). Sin embargo, la severidad depende mas estrechamente de la
temperatura, la disponibilidad continua de agua en la superficie vegetal y la
duracion del ciclo posinfeccion. Microclimas con temperaturas suboptimas para
el crecimiento micelial pueden permitir multiples eventos de infeccion, pero
restringir la expansion tisular del hongo, resultando en severidad reducida a

pesar de una elevada incidencia (Monteiro Galvao et al., 2022).

Las caracteristicas fenolégicas del cacao también regulan la respuesta
diferencial entre incidencia y severidad. Tejidos jovenes como flores y mazorcas
en desarrollo son mas susceptibles al establecimiento del patégeno, lo que
aumenta la incidencia durante periodos de alta fructificacion (Nieves et al., 2024).
No obstante, la severidad puede mantenerse baja si, tras la infeccion, los tejidos
entran rapidamente en etapas mas lignificadas o fisiolégicamente menos
favorables al avance del hongo (Ravishankar et al., 2025). La asincronia entre

los picos fenoldgicos y las condiciones ambientales éptimas para la colonizacion
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es un aspecto critico para explicar la falta de correspondencia entre ambas

variables (Osorio et al., 2021).

La incidencia de Phytophthora spp. en mazorcas de cacao presenta una
marcada variabilidad espacial, atribuida a la naturaleza hemibiétrofa del
patdgeno y a su estrecha dependencia con las condiciones ambientales locales
(Ndoungué et al., 2021). Este oomiceto prospera en entornos con alta humedad
y suelos saturados, donde se facilita la produccion de esporangios y zoosporas
moviles, lo que incrementa la probabilidad de infeccion en tejidos susceptibles
(Santos et al., 2022). En regiones con estaciones lluviosas prolongadas o con
drenaje deficiente, la dispersién acuatica se intensifica, resultando en un
incremento significativo del numero de mazorcas afectadas. Este patron se ve
reforzado por la capacidad del patégeno de sobrevivir en el suelo y en restos
vegetales, constituyendo reservorios permanentes de indculo para nuevas

infecciones (Moura et al., 2022).

La incidencia de mazorcas afectadas por Fusarium spp. en sistemas cacaoteros
subtropicales suele variar significativamente entre regiones debido a la
diversidad ecolégica y a la plasticidad adaptativa de este género fungico
(Zakaria, 2023). Fusarium spp. comprende multiples complejos de especies con
capacidad para colonizar frutos a través de heridas, tejidos senescentes o
estructuras florales remanentes, lo que le confiere una elevada eficiencia como
patdogeno oportunista (Olivares et al.,, 2021). Esta caracteristica explica su
predominio en agroecosistemas donde las condiciones predisponentes como
dafo mecanico por insectos, roedores o manipulacién poscosecha incrementan
la probabilidad de penetracién y establecimiento en la mazorca (Thube et al.,
2024).

El microclima es determinante en el establecimiento y la expansion de M.
perniciosa. Ambientes con alta humedad relativa, nubosidad persistente y baja
disponibilidad de luz favorecen la supervivencia de estructuras infectivas y
prolongan el estado biotréfico del hongo, etapa crucial en la induccién de la
sintomatologia caracteristica (Vizuete et al., 2025). Por el contrario, condiciones
con mayor radiacion solar y ventilacion aceleran el transito a la fase necrotrofica,
reduciendo la capacidad del patogeno para generar nuevas infecciones. Estas
variaciones microambientales pueden explicar patrones regionales donde la
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incidencia es mayor independientemente de la severidad final del dafio
(Novikova y Titova, 2023).

La incidencia de Lasiodiplodia theobromae, agente causal de la pudricién basal
0 pudricion seca del cacao, varia de manera considerable entre regiones debido
a su caracter oportunista y a su estrecha asociacion con condiciones
predisponentes del hospedero (Asman et al., 2024). Este hongo fitopatégeno
suele colonizar tejidos a través de heridas mecanicas, grietas por deshidratacion
o dafos provocados por insectos, lo que convierte a la integridad de la corteza
del fruto y a la calidad del manejo agronémico en factores clave para la
epidemiologia de la enfermedad (Huda etal., 2024). La capacidad de L.
theobromae para desarrollarse en frutos debilitados o en estrés fisiologico
explica su mayor prevalencia en sistemas donde el cultivo se encuentra sometido
a fluctuaciones hidricas, deficiencias nutricionales o danos causados durante

cosecha y poscosecha (Coelho et al., 2022).

Los factores agroclimaticos emergen como reguladores principales de la
infeccion inicial. Periodos de elevada humedad relativa y precipitaciéon favorecen
la germinacion de estructuras infectivas y la dispersién por salpicadura, mientras
que temperaturas calidas aceleran el crecimiento micelial posinfeccion y acortan
el periodo de latencia (Campbell et al., 2023). En zonas donde estos factores
coinciden con picos fenoldgicos de fruto tierno, la probabilidad de incidencia

elevada se incrementa de forma significativa (Lysiak y Szot, 2023).

Asimismo, el manejo del cultivo juega un papel determinante en la disponibilidad
del in6culo. La persistencia de frutos infectados en campo, la insuficiente poda
sanitaria y la alta densidad del dosel promueven la acumulacién de fuentes de
infeccion y prolongan el tiempo de mojado foliar, factores que facilitan la
colonizacion del tejido (Maitra etal., 2023). En contraste, sistemas con
ventilacion adecuada y eliminacion peridodica de material enfermo limitan la
progresion epidémica, incluso bajo condiciones climaticas favorables al

patdgeno (Somarriba et al., 2021).

Las diferencias en la inhibicidon del crecimiento micelial entre los patégenos del
cacao estan asociadas a sus caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas (Alnefaie

et al., 2023). Los oomicetos como Phytophthora presentan una pared celular
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distinta y carecen de ergosterol, por lo que responden mejor a fungicidas
dirigidos a procesos nucleares o sintesis de acidos nucleicos, mostrando menor

sensibilidad a compuestos que actuan sobre la biosintesis de esteroles.

Los hongos verdaderos como Lasiodiplodia 'y Fusarium poseen mayor contenido
de quitina y B-glucanos y un metabolismo mas dependiente del ergosterol, lo que
favorece la accién de moléculas sistémicas de amplio espectro (Philippini et al.,
2021). Su rapida necrotizacion del tejido también facilita la accion de fungicidas
que interfieren con la integridad celular o con la cadena respiratoria
(Priyashantha et al., 2023).

Los basidiomicetos del género Moniliophthora muestran respuestas variables
segun su fase de desarrollo: en la etapa biotréfica son mas dificiles de controlar,
mientras que en fase necrotréfica algunos fungicidas protectantes muestran
mayor eficacia (Vasconcelos et al., 2021). Ademas, mecanismos de tolerancia y
diferencias genéticas entre cepas pueden modificar significativamente la

respuesta a los tratamientos (Castillo et al., 2025).

La efectividad de un fungicida depende del tipo de patégeno, su modo de vida y
el proceso metabolico que la molécula inhibe (Yin et al., 2023). Por ello, la
seleccion racional y la rotacion de modos de accidn resultan esenciales para
optimizar el manejo quimico y retrasar el desarrollo de resistencia dentro de

programas de Manejo Integrado del Cultivo (Corkley et al., 2022).
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5.2. Conclusiones

e Los resultados obtenidos permitieron alcanzar de manera clara los
objetivos planteados en el estudio. En primer lugar, el aislamiento de cinco
géneros fitopatdbgenos  Phytophthora, Fusarium, Lasiodiplodia,
Moniliophthora perniciosa y Moniliophthora roreri y su descripcion
macroscopica y microscopica posibilitd cumplir con el objetivo de
identificar y caracterizar morfologicamente los agentes causales
asociados a las enfermedades del cacao. Las diferencias observadas en
coloracion, textura, arquitectura micelial y microestructuras reproductivas
facilitaron la diferenciacion taxonoémica preliminar entre los hongos
evaluados.

e Asimismo, la amplificacion de fragmentos ITS y su corroboracion
mediante BLAST permitieron confirmar la identidad molecular de la
mayoria de los aislamientos, demostrando su correspondencia con
secuencias de referencia de patégenos ampliamente reportados en
sistemas cacaoteros. Esta evidencia genética respalda la existencia de
una comunidad fungica diversa y reafirma la pertinencia del enfoque
molecular para fortalecer la precision diagndstica en los programas de
manejo sanitario del cultivo.

e El analisis comparativo entre provincias subtropicales reveld variaciones
significativas en incidencia y severidad, lo que confirma que la expresién
epidemioldgica de los patdgenos depende del contexto agroecoldgico
local. Estos patrones sugieren una fuerte interaccion entre los
microorganismos y factores como humedad, temperatura, disponibilidad
de tejido susceptible y manejo agronémico. Por lo tanto, el objetivo de
evaluar diferencias ecologicas y fitopatoldgicas en campo también fue
alcanzado de forma satisfactoria.
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5.3. Recomendaciones

e Los hallazgos del presente estudio evidencian que la presencia y
comportamiento de los principales fitopatbgenos del cacao en el
subtropical ecuatoriano es altamente variable segun la especie y las
condiciones de cada zona productiva. Por ello, se recomienda
implementar sistemas de monitoreo fitosanitario permanentes que
permitan la deteccién temprana de sintomas y la toma de decisiones
oportuna. La integraciéon de métodos de diagndstico morfologico vy
molecular en laboratorios regionales fortalecera la precision en la
identificacion de los patdégenos y evitara errores que conduzcan a un
control ineficiente.

¢ El manejo debe orientarse a estrategias diferenciadas de acuerdo con el
patdgeno predominante. En el caso de Phytophthora sp., resulta prioritario
intervenir con fungicidas sistémicos de alta eficacia y corregir condiciones
predisponentes como el exceso de humedad en el suelo. Para hongos
necrotroficos como Lasiodiplodia theobromae y Fusarium sp., se
recomienda combinar fungicidas de amplio espectro con practicas que
reduzcan heridas en mazorcas y dafios mecanicos durante cosecha y
manipulacion. En cuanto a Moniliophthora spp., se requiere reforzar la
poda sanitaria, la eliminacion de brotes afectados y el control del material
infectado que actua como reservorio de inéculo.

o El ajuste de la sombra y la ventilacion dentro del cultivo es una medida
esencial para disminuir la incidencia y severidad de enfermedades, ya que
reduce significativamente el tiempo de mojado foliar y limita el desarrollo
de los patégenos en el microclima del dosel. De igual manera, se
recomienda fortalecer la sanidad cultural mediante la remocion continua
de frutos enfermos, brotes necréticos y residuos vegetales, asi como la
desinfeccion frecuente de herramientas para minimizar la propagacién del

in6culo entre plantas y lotes.
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