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Resumen: El cacao (Theobroma cacao L.) es una fuente clave de
ingresos para comunidades indigenas de la zona de amortiguamiento
del Parque Nacional Yasuni, pero su produccion se ve afectada por
enfermedades flungicas que pueden causar pérdidas totales de
cosecha, cuyo grado de agresividad por 6rgano vegetal no ha sido
claramente determinado. Este estudio evalud la patogenicidad diferencial
de 22 aislamientos fungicos obtenidos de hojas y frutos sintoméaticos
de cacao (variedad CCN-51) de la comunidad Nueva Providencia,
mediante inoculacion controlada en hoja, fruto y tallo, registrando
incidencia y severidad (escala 1-5) a los 10 dias, con analisis mediante
ANOVA vy prueba de Duncan (a = 0,05) y confirmacion por los
postulados de Koch. Todos los aislamientos resultaron patogénicos en
fruto (incidencia del 100 % en 21 de 22, salvo Trichoderma con 25
%), ninguno afecto el tallo, y solo 14 de 22 fueron patogénicos en hoja,
con incidencias menores. La severidad vario significativamente entre
aislamientos (p < 0,05): Fusarium (M1_A1), Colletotrichum (M3_A4,
M2_A1) y un aislamiento no identificado (M6_A3) mostraron la mayor
severidad en fruto (61,85-80,03 %), mientras Trichoderma (M1_A2)
presentd la menor en ambos organos. Los resultados evidencian
virulencia organo-especifica, con el fruto como el o6rgano mas

susceptible.

Palabras claves: Theobroma cacao; patogenicidad fungica; severidad de la

enfermedad; virulencia érgano-especffica; Amazonia; manejo fitosanitario

Differential pathogenicity of fungal isolates
associated with cacao diseases in an Amazonian
agroforestry system

Abstract: Cacao (Theobroma cacao L.) is a key source of income for
indigenous communities in the buffer zone of Yasuni National Park, but
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its production is affected by fungal diseases that can cause total crop losses, whose degree of aggressiveness by

plant organ has not been clearly determined. This study evaluated the differential pathogenicity of 22 fungal isolates
obtained from symptomatic cacao leaves and fruits (CCN-51 variety) from the Nueva Providencia community, through
controlled inoculation on leaf, fruit, and stem, recording incidence and severity (1-5 scale) at 10 days, with analysis
via one-way ANOVA and Duncan's multiple range test (a = 0.05) and confirmation through Koch's postulates. All
isolates were pathogenic on fruit (100% incidence in 21 of 22, except Trichoderma at 25%), none affected the stem,
and only 14 of 22 were pathogenic on leaves, with lower incidence rates. Severity varied significantly among isolates
(p < 0.05): Fusarium (M1_A1), Colletotrichum (M3_A4, M2_A1), and an unidentified isolate (M6 _A3) showed the
highest severity on fruit (61.85-80.03%), while Trichoderma (M1_A2) showed the lowest severity on both organs. The
results reveal organ-specific virulence, with fruit being the most susceptible organ.

Keywords: Theobroma cacao ; fungal pathogenicity; disease severity; organ-specific virulence; Amazon; phytosanitary
management

1. Introduccion

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo de alto valor econdmico cuya demanda internacional
se encuentra en constante crecimiento [ 1], y cuya produccion reviste particular importancia para las
economias de subsistencia de las comunidades indigenas asentadas en la Amazonia ecuatoriana)
[2]. En Ecuador, una parte significativa de esta produccion se concentra en la zona de
amortiguamiento del Parque Nacional Yasuni, un érea reconocida por su excepcional biodiversidad
[3], donde el cacao se cultiva bajo sistemas agroforestales tradicionales junto a café, platano y otras

especies [4] [5].

La rentabilidad de este cultivo se ve limitada por la incidencia recurrente de enfermedades fungicas
que pueden ocasionar pérdidas de hasta el 100 % de la produccion [6]. Entre las mas relevantes
en el contexto ecuatoriano destacan la pudricion helada del fruto causada por Moniliophthora roreri,
la escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa) y la mazorca negra (Phytophthora spp.) [71 [8]
aunque en la ultima década se ha reportado también un incremento de la incidencia de géneros

como Lasiodiplodia y Colletotrichum como agentes causales de pudricion y antracnosis [9] [10]

Un aspecto que ha recibido menor atencion en la literatura regional es si los hongos que colonizan
tejidos sintomaticos en campo ejercen la misma agresividad sobre los distintos érganos de la planta
- hoja, tallo y fruto o si, por el contrario, existe una susceptibilidad diferencial que deberia orientar
de forma més precisa las estrategias de manejo fitosanitario. La mayoria de los estudios de
patogenicidad en cacao se concentran en un Unico organo (tipicamente el fruto), lo que impide
comparar de forma directa el comportamiento de un mismo conjunto de aislamientos sobre distintas
estructuras de la planta y, en consecuencia, dificulta priorizar dénde concentrar los esfuerzos de

monitoreo [11] [12].
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En este contexto, el presente estudio tiene como obijetivo evaluar la patogenicidad diferencial de

aislamientos fungicos obtenidos de plantas de cacao sintomaticas de la comunidad Nueva
Providencia, zona de amortiguamiento del Parque Nacional Yasuni, con el fin de establecer patrones
de virulencia érgano-especificos entre hoja, fruto y tallo. Se plantea como hipdtesis de trabajo que
la severidad del dafio causado por un mismo conjunto de aislamientos fungicos varia
significativamente segun el érgano vegetal inoculado, y que esta variacion permite identificar tanto
aislamientos de alto riesgo fitosanitario como aislamientos de baja agresividad relativa, de interés

para investigaciones posteriores sobre su comportamiento antagonista.

2. Materiales y métodos

2.1. Delimitacion de area de estudio y coleccion de muestras

Las muestras fueron colectadas en plantaciones de cacao de la variedad CCN-51 pertenecientes a
la comunidad Nueva Providencia, ubicada en la ribera sur del rio Napo, dentro de la zona de
amortiguamiento del Parque Nacional Yasuni, Ecuador (0°29'39,3133" S; 76°28'16,8492" W). (Figura
1). La zona presenta un clima célido y himedo, con temperatura media de 24,9 °C, precipitacion

anual de 3200 mm y humedad relativa entre 80 y 94 % [3] [13].

Leyenda
- Parque Nacional Yasuni l:l Orellana
Comunidad Nueva Providencia |_’ Rio Napo |:| Ecuador

|:| Sucumbios I_[ Sudamérica

Figura 1. Ubicacion de la comunidad Nueva Providencia respecto al parque nacional Yasuni
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2.2. Origen y caracterizacion preliminar de los aislamientos fungicos

A partir de la inspeccion de 300 plantas de cacao de cinco afios de edad, se seleccionaron ocho
plantas con sintomas evidentes de necrosis, antracnosis y pudricion en hojas vy frutos, de las cuales
se obtuvieron muestras para aislamiento fungico. El aislamiento se realizd mediante el método
indirecto de [14] sembrando fragmentos de tejido sintomatico desinfectado en medio Agar Papa
Dextrosa (PDA) con ampicilina, incubados a 25 + 1 °C. Se obtuvieron cultivos puros mediante
reaislamientos sucesivos. La identificacion genérica se apoyd en caracterizacion macroscopica (color,
textura, tasa de crecimiento) y microscopica (estructuras reproductivas, conidios, hifas), utilizando
claves taxonomicas de referencia [15] [16]. De un total de 22 aislamientos, 14 fueron identificados
a nivel de género (Colletotrichum, n = 7; Fusarium, n = 2; Trichoderma, Xylaria, Lasiodiplodia,
Phytophthora y Phomopsis, n = 1 cada uno); ocho aislamientos no pudieron identificarse debido a
la ausencia de esporulacion en los medios de cultivo empleados, situacion previamente reportada

en estudios similares con hongos asociados a cacao [17] [8].

2.3. Ensayos de patogenicidad

Los ensayos de patogenicidad se realizaron siguiendo la metodologia de [11] vy [18], preparando
un indculo estandarizado a 1x 10 conidios o fragmentos de micelio/mL a partir de colonias de 7 a
15 dias de crecimiento, cuantificado en camara de Neubauer. Se evalué de forma independiente

cada uno de los tres organos de la planta.

Los ensayos de patogenicidad se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia vy el invernadero de

la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH), Sede Orellana.

2.3.1. Inoculacion en frutos

Se emplearon tres frutos maduros (4—5 meses) por aislamiento. Se retird una porcion de cascara
con sacabocados estéril de 6 mm y se inoculd 100 pL de indculo, cubriendo el fruto con una funda
pléastica estéril durante 24 h. Los frutos se mantuvieron en condiciones de laboratorio a 24 °C y se

evaluo la lesion al déecimo dia.
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2.3.2. Inoculacion en hojas

Se emplearon dos grupos de plantulas de vivero (tres meses) de la variedad CCN-51, con cuatro
punciones por hoja inoculadas con 100 uL de indculo y camara humeda durante 24 h. La incidencia

de lesiones se registrd diariamente durante 10 dias.

2.3.3. Inoculacion en tallos

Se realizaron heridas controladas en el tallo de las plantulas, inoculadas de forma equivalente a los

tratamientos anteriores, con evaluacion a los 15 dias.

En todos los casos se incluyd un grupo control inoculado unicamente con agua destilada estéril. La
severidad externa se calculd como el porcentaje de tejido afectado respecto al area total evaluada,
y se transformo a una escala cualitativa de cinco niveles (1 = sin sintomas, 0 %; 2 = leve a moderada,
1-25 %: 3 = moderada, 26-50 %:; 4 = alta, 51-75 %; 5 = muy alta, 76—100 %), de acuerdo con
[11]. Finalmente, se reaislaron los hongos inoculados en medio PDA a partir del tejido lesionado,

con el fin de verificar el cumplimiento de los postulados de Koch.

2.4. Andlisis estadistico

Para la severidad en hoja y en fruto se empled un disefio completamente al azar (DCA), con el tipo
de aislamiento como factor (23 niveles, incluido el control) y dos réplicas por nivel. Se realizd un
andlisis de varianza (ANOVA) vy, ante diferencias significativas, una prueba de rango multiple de
Duncan (a = 0,05), bajo las hipdtesis HO: todas las medias de severidad son iguales, frente a H1:
al menos una media difiere de las deméas. El procesamiento se realizd en InfoStat 2020e y Minitab

19, aplicando la regla del valor p [19].

3. Resultados

3.1. Aislamientos fungicos evaluados

El conjunto de 22 aislamientos incluyd representantes de Colletotrichum (el género mas abundante,
con siete aislamientos), Fusarium (dos), Trichoderma, Xylaria, Lasiodiplodia, Phytophthora vy
Phomopsis (un aislamiento cada uno), ademas de ocho aislamientos sin identificacion genérica
confirmada por falta de esporulacion. Este conjunto constituyd la base para los ensayos de

patogenicidad descritos a continuacion.
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3.2. Patogenicidad diferencial segun el organo vegetal

Se observd una susceptibilidad marcadamente distinta entre los tres drganos evaluados. En el fruto,
el 100 % de los aislamientos resultaron patogénicos, con incidencia de lesion del 100 % en 21 de
los 22 aislamientos; Unicamente Trichoderma (M1_A2) mostrd una incidencia notablemente menor
(25 %). En el tallo, no se registrd ningun sintoma atribuible a los aislamientos inoculados en los 15
dias de evaluacion, lo que sugiere una resistencia estructural o fisiologica de este tejido frente a la
infeccion en esta etapa fenoldgica. En la hoja, la patogenicidad fue mas restringida: solo 14 de los
22 aislamientos causaron lesion, con incidencias variables; el aislamiento de Xylaria (M3 _A3)

presentd la incidencia foliar mas alta (75 %).

3.3. Severidad del dano en hojas

El andlisis de varianza mostrd un efecto significativo del tipo de aislamiento sobre la severidad foliar

(p < 0,05). La prueba de Duncan agrupo a los aislamientos en tres subconjuntos estadisticamente

H

diferenciados (Tabla 1). El aislamiento no identificado M6 A3 presentd la mayor severidad (3,19

2,33 %; grupo a), seguido de Xylaria M3_A3 (1,86 + 0,49 %), el no identificado M6 _A4 (1,79

H

0,27 %) —ambos en grupo b— y Phomopsis M5 A3 (1,10 = 1,26 %; grupo bc) (Figura 2).

Estos cuatro aislamientos fueron los unicos que alcanzaron el nivel de severidad 2 (leve a moderada)
segun la escala cualitativa empleada; el resto, incluidos Trichoderma (M1_A2), Fusarium (M3_A2) y
varios aislamientos de Colletotrichum, se ubicaron en el nivel 1 (sin sintomas visibles), con valores

de severidad estadisticamente indistinguibles del control (0,00 %).

Figura 2. Sintomatologias en hojas de cacao: a) M6_A3 (No identificado), b) M3 _A3(Xylaria) c)
M6_A4 (No identificado) d) M5_A3 (Phomopsis).
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Tabla 1. Severidad del dafio en hojas de plantulas de cacao a los 10 dias de inoculacion
(aislamientos seleccionados).

Género Codigo Severidad (%) + DE Grupo Duncan
No identificado M6_A3 3,19 + 2,33 a
Xylaria M3_A3 1,86 + 0,49 b
No identificado M6_A4 1,79 £ 0,27 b
Phomopsis M5_A3 1,10 £ 1,26 bc
Fusarium M1_A1 0,10 £ 0,14 C
Colletotrichum M7 A1 0,09 + 0,12 C
Trichoderma M1 A2 0,00 £ 0,00 C
— Control 0,00 + 0,00 C

3.4. Severidad del dafio en frutos

El efecto del tipo de aislamiento sobre la severidad en fruto también fue significativo (p < 0,05), con
un gradiente de virulencia mucho mas amplio que en hoja (Tabla 2). Los aislamientos de mayor
severidad —agrupados estadisticamente en el nivel mas alto (grupo a)— fueron Fusarium M1 A1
(80,03 = 4,14 %), Colletotrichum M3 _A4 (78,93 + 1,40 %), el no identificado M6_A3 (78,59 + 5,67
%)y Colletotrichum M2_A1 (78,09 + 1,46 %), todos correspondientes al nivel de severidad "muy
alta" (76—-100 %). Les siguieron Phytophthora M5 A2 (7593 + 582 %) y Lasiodiplodia M5 A1
(72,00 £ 5,72 %), en el limite entre severidad alta y muy alta (Figura 3). En el extremo opuesto,
Trichoderma M1 _A2 presentd la severidad mas baja de todo el conjunto (2,17 = 435 %),

estadisticamente equivalente al control (0,00 %; ambos en grupo g).

Figura 3. Sintomatologias de cepas: a) M1_A1 (Fusarium), b) M5 _A2 (Phytophthora), c) M5 A1
(Lasiodiplodia) d) M2_A1 (Colletotrichum), e) M3_A4 (Colletotrichum), ) M6_A1 (Colletrotrichum),
g) M8 A2 (Colletrotrichum) y h) Control (agua destilada estéril).
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Tabla 2. Severidad del dafo en frutos de cacao a los 10 dias de inoculacion en laboratorio
(aislamientos seleccionados).

Género Codigo Severidad (%) + DE Grupo Duncan
Fusarium M1 A1 80,03 + 4,14 a
Colletotrichum M3 A4 7893 + 140 a
No identificado M6_A3 78,59 + 567 a
Colletotrichum M2_A1 78,09 + 146 a
Phytophthora M5_A2 7593 + 582 ab
Lasiodiplodia M5_A1 72,00 £ 5,72 abc
Colletotrichum M8 A2 65,04 + 16,02 abcd
Xylaria M3_A3 23,44 + 8,19 fg
Trichoderma M1 A2 2,17 + 435 g

— Control 0,00 + 0,00 g

3.5. Relacion entre la severidad foliar y la severidad en fruto por aislamiento

El contraste entre las Tablas 1y 2 permite identificar patrones de comportamiento por aislamiento.
En un extremo, el aislamiento no identificado (M6_A3) fue el Unico que combind la severidad mas
alta en hoja (3,19 %; grupo a) con severidad igualmente muy alta en fruto (78,59 %; grupo a), lo
que sugiere un mecanismo de virulencia poco tejido-especifico y lo convierte en prioritario para su
identificacion molecular en estudios posteriores. En el extremo opuesto, Trichoderma (M1_A2) fue
el Unico aislamiento con severidad estadisticamente nula en ambos érganos, sin diferenciarse del
control. Entre estos dos extremos se ubico la mayoria de los aislamientos de Colletotrichum (p. €j.,
M3 A4y M2_A1), que mostraron severidad muy alta en fruto (78,1-78,9 %) pero severidad nula o
marginal en hoja, evidenciando que, para este género, la virulencia observada en campo sobre
frutos no se traduce necesariamente en agresividad foliar equivalente. Este patron general —mayor
severidad y mayor dispersion de valores en fruto que en hoja— fue consistente para la totalidad de
los aislamientos evaluados y refuerza la existencia de una susceptibilidad diferencial érgano-

especifica en cacao frente a la infeccion fungica.

4. Discusion

4.1. Susceptibilidad diferencial de los érganos de cacao frente a la infeccion fungica

El hallazgo mas consistente del presente estudio es la marcada diferencia de susceptibilidad entre

fruto, hoja y tallo frente a un mismo conjunto de aislamientos. La ausencia total de sintomas en tallo,
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junto con una severidad en fruto entre 10 y mas de 30 veces superior a la registrada en hoja para

los mismos aislamientos, sugiere que los mecanismos de defensa estructural o bioguimica de cacao
operan de forma diferenciada segun el tejido, en linea con lo senalado por [20] sobre la respuesta
defensiva organo-especifica de T. cacao frente a Phytophthora palmivora. Este patron tiene una
implicacion practica directa: las estrategias de monitoreo y manejo fitosanitario en sistemas
agroforestales amazonicos deberian priorizar la vigilancia y proteccion del fruto, coincidiendo con lo

propuesto por [12] para Lasiodiplodia theobromae en cacao.

4.2. Patrones de virulencia por género

La elevada severidad observada en fruto para Fusarium, Colletotrichum, Phytophthora y Lasiodiplodia
es consistente con reportes previos que sefialan a estos géneros como agentes causales de
pudricion y mazorca negra en cacao ecuatoriano [21] [9] [22]. El comportamiento de Phytophthora,
con severidad alta en fruto (75,9 %) pero baja agresividad relativa en hoja, es congruente con lo
descrito por [20], quienes sefialan que este género tiende a infectar preferentemente tejido maduro,
avanzando de afuera hacia adentro en el fruto. Por su parte, la disociacion observada en
Colletotrichum entre alta virulencia en fruto y baja virulencia foliar podria explicarse por diferencias
en la composicion de la cuticula y en las barreras fisico-quimicas entre ambos tejidos, un aspecto
que no fue evaluado directamente en este estudio y que constituye una linea de investigacion

pendiente.

4.3. Aislamientos de baja patogenicidad: el caso de Trichoderma

El aislamiento de Trichoderma (M1_A2) fue, de manera consistente, el de menor patogenicidad en
el conjunto evaluado, con severidad nula en hoja y practicamente nula en fruto (2,17 %), sin
diferenciarse estadisticamente del control en ninguno de los dos o¢rganos. Este resultado es
coherente con la amplia literatura que documenta a diversas especies de Trichoderma como
antagonistas naturales de patdgenos de cacao mediante mecanismos de micoparasitismo,
competencia por sustrato y antibiosis, mas que como agentes causales de enfermedad [23] [24]
[25]. Cabe precisar que el presente estudio evalud Unicamente la capacidad patogénica del
aislamiento, por lo que su baja virulencia debe interpretarse como una condicidon necesaria, pero
no suficiente, para su eventual uso como agente de biocontrol; su capacidad antagonista y de
colonizacion endofitica requerirfa ser confirmada mediante ensayos especificos adicionales, no

contemplados en el alcance de este trabajo.
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4. 4. [imitaciones del estudio

Es necesario sefialar limitaciones que condicionan el alcance de estas conclusiones. Primero, la
identificacion de los aislamientos se realizé a nivel morfologico, sin confirmacion molecular
(secuenciacion ITS u otros marcadores), lo cual resulta particularmente relevante para géneros con
complejos de especies documentados, como Colletotrichum y Fusarium [16]; esto implica que las
diferencias de virulencia observadas dentro de un mismo género podrian corresponder a especies
distintas, e impide precisar la identidad de los ocho aislamientos no identificados, entre los que se
encuentra M6_A3, de particular interés por su alta severidad simultanea en hoja y fruto. Segundo, €l
tamano de réplicas empleado (n = 2 en el ensayo foliar) limita la potencia estadistica de las
comparaciones mas finas entre aislamientos de severidad intermedia, aunque no afecta la robustez
de los contrastes entre los extremos del gradiente de virulencia (p. ej., Fusarium M1_A1 frente a
Trichoderma M1_A2). Tercero, los ensayos se realizaron en frutos desprendidos y en plantulas de
vivero, por lo que la severidad observada podria diferir de la respuesta de &rboles adultos
establecidos en campo. Futuros trabajos deberian incorporar identificacion molecular de todos los
aislamientos, incrementar el numero de réplicas biologicas y validar los patrones de virulencia

observados en condiciones de campo.

5. Conclusiones
Los frutos de cacao presentaron una susceptibilidad significativamente mayor a la infeccion fungica
que las hojas, mientras que los tallos no mostraron sintomas atribuibles a ninguno de los aislamientos

evaluados, lo que evidencia un patron de patogenicidad claramente drgano-dependiente.

Los aislamientos de Fusarium, Colletotrichum, Phytophthora y Lasiodiplodia mostraron los niveles
mas altos de severidad en fruto (61,9-80,0 %), consolidandose como los principales agentes de

riesgo fitosanitario para la produccion de cacao en el area de estudio.

El aislamiento no identificado (M6_A3) fue el unico que combind alta severidad en hoja y en fruto,

lo que lo convierte en prioridad para su identificacion molecular en estudios posteriores.

El aislamiento de Trichoderma mostrd la menor patogenicidad del conjunto evaluado, sin
diferenciarse del control en ninglin dérgano, lo que lo posiciona como candidato preliminar de interés

para futuros ensayos especificos de antagonismo y biocontrol.
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Se recomienda dirigir las estrategias de manejo fitosanitario prioritariamente hacia la proteccion del

fruto y complementar estos hallazgos con identificacion molecular y validacion de los patrones de

virulencia en condiciones de campo.

Contribucién de autores: Para los articulos de investigacion con varios autores (INICIALES), se debe
proporcionar un breve parrafo en el que se especifiqguen sus contribuciones individuales. Se deben
utilizar las siguientes declaraciones: "conceptualizacion, X X. e Y.Y.; metodologia, X.X.; software, X X;
validacion, X.X.", Y.Y. y ZZ.; andlisis formal, X X; investigacion, X X.; recursos, X.X.; curaduria de datos,
XX.; redaccion-revision y edicion, X.X.; visualizacion, XX supervision, X.X.; administracion de
proyectos, X.X.; adquisicion de fondos, Y.Y.", por favor, dirfjase a la taxonomia CRediT para la
explicacion del término. La autoria debe limitarse a aquellos que han contribuido sustancialmente al
trabajo reportado.

Financiamiento: Este estudio contd con el apoyo institucional de la Universidad Estatal de Milagro
(UNEMI) y de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH), en el marco del proyecto
"Monitoreo de enfermedades y parasitos emergentes y reemergentes en relacion con los cambios

medioambientales de ecosistemas en las areas protegidas de la Cuenca del Rio Napo-Orellana".

Conflictos de interés: Los autores declaran no tener ningun conflicto de intereses.
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