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Resumen

El cacao (Theobroma cacao L.) representa un componente estratégico de la
economia agricola del Ecuador, especialmente en la provincia de Los Rios, donde el
canton Quevedo se posiciona como una de las principales zonas productoras. Sin
embargo, la productividad del cultivo se ve seriamente afectada por enfermedades
fitopatoldgicas, entre las que destaca Lasiodiplodia theobromae, hongo asociado a
patologias de alto impacto como la escoba de bruja y el mal del machete. Estas
enfermedades generan pérdidas significativas en rendimiento y calidad,
comprometiendo la rentabilidad de los productores y la competitividad del cacao
ecuatoriano en el mercado internacional. El objetivo de este estudio fue la identificacion
molecular de L. theobromae en plantaciones de cacao clon CCN-51. La metodologia
incluyé la extraccion de ADN gendmico, la amplificacién por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de regiones especificas y la secuenciacion de los amplicones
obtenidos tras electroforesis en gel de agarosa. Los resultados confirmaron la
presencia del patdgeno en los tejidos analizados. Asimismo, mediante la aplicacion de
los postulados de Koch, se logro el aislamiento, reinoculacion y reaislamiento del
hongo, validando su papel como agente causal. El crecimiento micelial mostré un
avance significativo a las 42 horas de incubacién, y las evaluaciones realizadas en el
peddnculo y el apice de las mazorcas evidenciaron una mayor susceptibilidad en zonas
especificas del fruto. Estos hallazgos aportan bases técnicas para el desarrollo de
estrategias de manejo fitosanitario mas eficientes y focalizadas, orientadas a la
mitigacion del impacto de L. theobromae y a la reduccion de las pérdidas econémicas
en las plantaciones de cacao.

Palabras clave: Identificacion molecular;
theobromae; mazorca negra; cacao CCN-51.

hongo fitopatégeno; Lasiodiplodia

Abstract

Cocoa (Theobroma cacao L.) represents a strategic component of Ecuador’s
agricultural economy, particularly in the province of Los Rios, where the canton of
Quevedo is positioned as one of the main production areas. However, crop productivity
is severely affected by phytopathological diseases, among which Lasiodiplodia
theobromae stands out as a fungus associated with high-impact disorders such as
witches’ broom and machete disease. These diseases cause significant losses in yield
and quality, directly compromising producers’ profitability and the competitiveness of
Ecuadorian cocoa in the international market. The objective of this study was the
molecular identification of L. theobromae in CCN-51 cocoa clone plantations. The
methodology included genomic DNA extraction, polymerase chain reaction (PCR)
amplification of specific DNA regions, and sequencing of the amplicons obtained after
agarose gel electrophoresis. The results conclusively confirmed the presence of the
pathogen in the analyzed tissues. In addition, through the application of Koch’s
postulates, the fungus was successfully isolated, reinoculated, and reisolated,
validating its role as the causal agent of the disease. Mycelial growth analysis showed
a significant advancement at 42 hours of incubation, while evaluations of the peduncle
and apex of the pods revealed greater susceptibility in specific fruit areas. These
findings provide a technical basis for the development of more efficient and targeted
phytosanitary management strategies aimed at mitigating the impact of L. theobromae
and reducing economic losses in cocoa plantations.

Keywords: Molecular identification; phytopathogenic
theobromae; black pod disease; CCN-51 cocoa.

fungus; Lasiodiplodia
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Introduccién

El cacao (Theobroma cacao L.) constituye uno de los cultivos de mayor importancia
econdmica, social y ambiental en las regiones tropicales, desempefiando un papel
fundamental en los medios de vida de miles de pequefios y medianos productores (Vinci et
al., 2024). A nivel global, la demanda sostenida de cacao y sus derivados ha impulsado la
intensificacion de los sistemas de produccién, lo que a su vez ha incrementado la presion
de factores biéticos que limitan el rendimiento y la calidad del cultivo (Kongor et al., 2024).
En el caso del Ecuador, reconocido como uno de los principales productores y exportadores
de cacao fino y de aroma, el cultivo representa un eje estratégico del sector agricola,
especialmente en provincias como Los Rios, donde el cantdn Quevedo se consolida como

una zona de alta productividad (Wang et al., 2023).

Dentro de los sistemas comerciales, el clon CCN-51 se ha difundido ampliamente
debido a su elevada capacidad productiva, tolerancia relativa a condiciones ambientales
adversas y estabilidad en el rendimiento. (Jaimez et al., 2022). No obstante, esta ventaja
agronémica se ve contrarrestada por su susceptibilidad a diversas enfermedades
fitopatoldgicas que afectan directamente la sanidad del fruto. (Fuertes-Mendizabal et al.,
2023), entre ellas, una enfermedad conocida como mazorca negra se destaca como una
de las principales limitantes de la produccién de cacao, debido a su capacidad para
provocar pudriciones extensas, caida prematura de frutos y pérdidas econdmicas
significativas. (Kongor et al., 2024). Diversas investigaciones han sefialado a Lasiodiplodia
theobromae como uno de los hongos fitopatdgenos asociados a la mazorca negra y a otras
enfermedades de importancia en cacao, tales como la escoba de brujay el mal del machete.

(Huaman-Pilco et al., 2024).
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Este hongo pertenece a un complejo de especies caracterizadas por su
comportamiento oportunista, elevada agresividad y rapida colonizacion de tejidos
vegetales, especialmente bajo condiciones de alta humedad y estrés fisioldgico de la planta.
(Tamizi et al., 2022), su amplia distribucién geogréafica y capacidad de sobrevivencia en
restos vegetales dificultan su manejo y favorecen su persistencia en los sistemas
productivos. (Rochetti et al., 2020) La identificacion precisa del agente causal constituye un
paso critico para el disefio de estrategias de manejo fitosanitario efectivas. (Zhu et al.,

2020).

Los métodos tradicionales basados en la observacion de caracteristicas
morfologicas y culturales presentan limitaciones importantes debido a la plasticidad
fenotipica del hongo y a la similitud con otros patégenos del complejo de pudriciones del
cacao.(Fan et al.,, 2020) En este contexto, las herramientas de diagndstico molecular,
especialmente aquellas fundamentadas en la amplificacion y secuenciacién de regiones
especificas del ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), han
demostrado ser técnicas robustas, reproducibles y altamente confiables para la correcta

identificacion de patégenos fuangicos.(Montgomery et al., 2021).

Sin embargo, la enfermedad de mazorca negra no siempre responde a un Unico
agente causal, diversos estudios han sefialado que esta patologia puede formar parte de
un complejo de pudricion del fruto, en el cual diferentes patégenos pueden intervenir de
manera simultanea o secuencial.(Vieira et al., 2021) Dentro de este contexto, Lasiodiplodia
theobromae ha sido reportado como un hongo oportunista capaz de colonizar tejidos
debilitados o previamente afectados, contribuyendo a la progresion del dafio y acelerando
el deterioro del fruto. En consecuencia, el presente estudio tiene como objetivo la
identificacion molecular del hongo causante de la enfermedad de mazorca negra en cultivos

de cacao clon CCN-51. Los resultados obtenidos contribuyen a una mejor comprension de



f’ff: s
i -ner@ndo
5 ﬁ REVISTA MULTIDISCIPLINAR G-NER@NDO ISNN: 2806-5905

la etiologia de la enfermedad y proporcionan informacion cientifica relevante para el
fortalecimiento de programas de monitoreo, prevencion y manejo integrado, orientados a
reducir el impacto fitosanitario y las pérdidas econdmicas asociadas a esta patologia en los

sistemas de produccién cacaotera.
Métodos y Materiales
Identificacién molecular mediante secuenciacion de la region ITS

El ADN gendmico de los aislados fungicos fue extraido a partir de micelio fresco
utilizando un protocolo basado en CTAB, que incluy6 disrupcion mecanica del tejido, lisis
celular, extraccién con cloroformo y precipitacion con etanol. EI ADN obtenido fue

resuspendido en agua ultrapura y almacenado a —20 °C para su posterior analisis.

La amplificacién de la region ITS (Internal Transcribed Spacer) del ADN ribosomal
se realizé6 mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), empleando los primers
universales ITS1 e ITS4. Las condiciones de amplificaciébn incluyeron ciclos de
desnaturalizacion, alineamiento y extension, siguiendo protocolos estandar para hongos

filamentosos.

Los productos de PCR fueron verificados mediante electroforesis en gel de agarosa
6, util ) i
al 1%, utilizando un marcador de peso molecular como referencia para confirmar la

amplificacién del fragmento esperado.

Posteriormente, los amplicones fueron purificados y sometidos a secuenciacion
mediante el método de Sanger en un servicio especializado. Las secuencias obtenidas
fueron editadas y ensambladas utilizando el software MEGA, eliminando regiones de baja

calidad para obtener secuencias consenso confiables.
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La identificacion taxondmica de los aislados se realizé mediante comparacién de las
secuencias obtenidas con bases de datos publicas utilizando la herramienta BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) del NCBI. La asignacion de identidad se bas6 en los

porcentajes de similitud con secuencias de referencia previamente reportadas.
Caracterizacion morfolégica

La caracterizacion morfolégica de los aislados fungicos se realiz6 mediante la
evaluacion de caracteristicas macroscopicas y microscépicas en cultivos obtenidos en

condiciones in vitro.

Para la caracterizacion macroscopica, los aislados fueron cultivados en medio
Potato Dextrose Agar (PDA) e incubados a 25 + 2 °C bajo condiciones controladas. Durante
el periodo de incubacion, se registraron caracteristicas de la colonia tales como color,
textura, patrén de crecimiento y presencia de estructuras reproductivas visibles, mediante

observacion directa.

Para el analisis microscoépico, se tomaron fragmentos del micelio en crecimiento
activo y se prepararon montajes en fresco sobre portaobjetos utilizando una gota de agua
destilada estéril. Las observaciones se realizaron con microscopio 6ptico, evaluando la
morfologia de estructuras fangicas como conidios e hifas. Se analizaron parametros como

forma, tamafio relativo, coloracion, presencia de septos y tipo de ramificacion.

Adicionalmente, se examinoé la organizacion del micelio mediante la observacion de
la disposicion y densidad de las hifas, con el fin de describir patrones de agregacion y

crecimiento del hongo bajo condiciones de cultivo.

Amplificacion de la region ITS
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La amplificacion de la region ITS (Internal Transcribed Spacer) del ADN ribosomal
se realizé mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a partir del ADN genémico

previamente extraido de los aislados fungicos.

La reaccion de PCR se llevé a cabo utilizando los primers universales ITS1 e ITS4,
especificos para la amplificacion de regiones ITS en hongos. Las condiciones de
amplificacion incluyeron ciclos de desnaturalizacion, alineamiento y extension, siguiendo

protocolos estandar para hongos filamentosos.

Los productos de PCR fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1%, utilizando un marcador de peso molecular como referencia para la estimacion del
tamafio de los fragmentos amplificados. El gel fue visualizado bajo luz ultravioleta tras la

tincién correspondiente.

Se incluy6 un control negativo en la reaccién de PCR para verificar la ausencia de

contaminacion durante el procedimiento.
Identificacion molecular mediante secuenciacion

La identificacion molecular de los aislados flingicos se realiz6 mediante la
secuenciacién de la region ITS (Internal Transcribed Spacer) del ADN ribosomal, a partir de

los productos previamente amplificados por PCR.

Los amplicones obtenidos fueron purificados utilizando métodos estandar para la
eliminacién de primers, nucleétidos libres y otros contaminantes. Posteriormente, las
muestras fueron enviadas a un servicio especializado para su secuenciacion mediante el

método de Sanger.
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Las secuencias obtenidas fueron editadas y ensambladas para generar secuencias
consenso, eliminando regiones de baja calidad. Este proceso se llevé a cabo utilizando el

software MEGA, el cual permitio la visualizacion, edicién y alineamiento de las secuencias.

La identificacion taxonémica se realizé mediante la comparacion de las secuencias
consenso con bases de datos publicas utilizando la herramienta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) del National Center for Biotechnology Information (NCBI). La
asignacion de identidad se basé en los niveles de similitud con secuencias de referencia

previamente reportadas.
Ensayo de patogenicidad

La patogenicidad de los aislados fungicos fue evaluada mediante inoculacién

artificial en frutos de cacao (Theobroma cacao L., clon CCN-51) en condiciones controladas.

Se seleccionaron mazorcas en estado de maduracién incipiente, las cuales fueron
previamente lavadas y desinfectadas superficialmente con soluciones de hipoclorito de
sodio y alcohol, seguido de enjuague con agua estéril. Posteriormente, se realizaron heridas

superficiales mediante raspados circulares en dos zonas del fruto: el pedinculo y el 4pice.

En cada punto de inoculacion se colocé un fragmento de micelio activo proveniente
de cultivos puros del hongo, utilizando condiciones asépticas dentro de una cabina de flujo
laminar. Las mazorcas inoculadas fueron colocadas individualmente en bolsas plasticas
con papel o toallas humedecidas con agua destilada estéril, con el fin de mantener alta

humedad relativa y favorecer el desarrollo del patégeno.

Los frutos fueron incubados bajo condiciones ambientales controladas y se

realizaron evaluaciones periédicas para registrar el desarrollo de sintomas. La severidad
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de la infeccion se determiné en funcion de la progresion de las lesiones necroticas en los

tejidos inoculados.

Para el analisis experimental, se emplearon réplicas bioldgicas por tratamiento, y
los datos obtenidos fueron utilizados para comparar la capacidad patogénica entre los

diferentes aislados fungicos.
Anélisis de resultados

El crecimiento micelial de Lasiodiplodia aislada de frutos de cacao se evalué durante
un periodo de 42 h, registrdndose incrementos progresivos del didmetro de la colonia en
los tres tratamientos o aislamientos analizados (A, By C) (Figura 1). En todos los casos, se
observé una fase inicial de latencia caracterizada por un crecimiento minimo o nulo durante

las primeras 12 h de incubacion.

A partir de las 18 h, los tres aislamientos mostraron un incremento sostenido en el
crecimiento micelial, evidenciando el inicio de la fase exponencial. En el aislamiento A, el
crecimiento aumenté de manera marcada entre las 18 y 30 h, alcanzando aproximadamente
50 mm, y continué incrementandose hasta registrar valores cercanos a 75 mm a las 42 h.
Un patrén similar fue observado en el aislamiento B, aunque con un crecimiento ligeramente
inferior durante los primeros intervalos, alcanzando aproximadamente 70—72 mm al final del

periodo evaluado.

El aislamiento C presenté un comportamiento comparable, aunque con una tasa de
crecimiento inicial ligeramente més lenta hasta las 12 h. Sin embargo, entre las 18y 42 h
mostré un incremento constante, alcanzando valores finales cercanos a 73—75 mm. En los
tres aislamientos, el crecimiento micelial evidencié una tendencia lineal durante la fase

activa, con variaciones menores entre curvas.
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En general, los resultados indican que Lasiodiplodia presenta una rapida capacidad
de colonizacion en condiciones controladas, alcanzando didametros superiores a 70 mm en

un lapso inferior a 48 h, lo que confirma su caracter agresivo y su potencial fitopatogénico

en tejidos de cacao.

Figura 1. Crecimiento micelial de Lasiodiplodia theobromae aislada de frutos de
cacao (Theobroma cacao L.) durante un periodo de incubacién de 42 h. Los paneles A, B
y C representan tres aislamientos independientes del hongo, evaluados mediante la

medicién del diametro de la colonia (mm) a intervalos de 6 h. Los valores corresponden a

la media * error estandar.
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La caracterizacion morfoloégica del aislado fangico revel6 rasgos macro y

microscOpicos consistentes con especies del género Lasiodiplodia (Figura 2). A nivel
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macroscoépico, la colonia desarrollada en medio de cultivo presenté un crecimiento radial
rapido, con micelio abundante, algodonoso y de coloraciéon inicialmente blanca, que
progresd hacia tonalidades grisaceas con el tiempo. Se observé una zona central de
pigmentacion mas oscura, con un patron concéntrico bien definido, caracteristico de este

género (Figura 2-A).

El analisis microscépico permitié identificar estructuras reproductivas y vegetativas
tipicas del hongo. Las esporas observadas fueron predominantemente ovoides a
elipsoidales, de pared lisa y contornos bien definidos, con una coloracién hialina a
ligeramente pigmentada, compatibles con conidios jovenes de Lasiodiplodia (Figura 2-B).
Las hifas presentaron un crecimiento septado, de paredes lisas y ramificacion irregular,
mostrando un didmetro relativamente uniforme a lo largo de su extension. En varias
observaciones se evidencié la presencia de septos bien definidos, lo que confirma la

naturaleza filamentosa y organizada del micelio (Figura 2-C).

Asimismo, se observé una densa agrupacién de hifas formando el micelio, con
entrelazamiento de filamentos y zonas de mayor compactacion, lo que refleja una alta

capacidad de colonizacion del sustrato bajo condiciones in vitro (Figura 2-D).
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Figura 2. Caracterizacion morfolégica macro y microscopica de Lasiodiplodia
theobromae aislada de cacao (Theobroma cacao L.). (A) Morfologia macroscépica de la
colonia en medio de cultivo, mostrando crecimiento radial y pigmentacion central
caracteristica. (B) Espora (conidio) observada al microscopio 6ptico. (C) Hifas septadas con
ramificacion irregular. (D) Agrupacion de hifas formando el micelio, evidenciando una densa

colonizacion del sustrato.

Amplificacion de la region ITS

La amplificacién de la region ITS del ADN ribosomal se realiz6 mediante reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) en tres muestras fungicas aisladas de cacao. Los
productos de amplificacion fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa,

utilizando un marcador de peso molecular (MM) como referencia (Figura 3).

En las tres muestras analizadas (H707, H708 y H709) se observo la presencia de

bandas definidas y de intensidad comparable, localizadas en una regién consistente con el
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tamafio esperado para la regidén ITS en hongos fitopatégenos. La ausencia de bandas
inespecificas o arrastre en el gel indica una amplificacién especifica y eficiente del

fragmento objetivo.

El control negativo (CN) no mostr6 sefial de amplificacion, lo que confirma la
ausencia de contaminacion durante el proceso de PCR y valida la confiabilidad de los
resultados obtenidos. La consistencia en el patrén de bandas entre las tres muestras

sugiere una alta homogeneidad genética en la region ITS analizada.

Figura 3. Amplificacién de la region ITS del ADN ribosomal mediante PCR en
aislados fungicos de cacao. MM: marcador de peso molecular; CN: control negativo; H707,
H708 y H709: muestras flngicas analizadas. Se observa la presencia de bandas
especificas y de tamafo esperado en las tres muestras, confirmando la amplificaciéon

exitosa de la region ITS.

~ MM CN H707 H708 H709

Identificacion molecular por secuenciacion

La identificacibn molecular de los aislados flingicos se realiz6 mediante la
secuenciaciéon de la region ITS del ADN ribosomal, obtenida a partir de los productos de

amplificacién por PCR. Las secuencias generadas presentaron longitudes comprendidas
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entre 475 y 544 pb, con valores de calidad elevados, superiores al 98 % en todas las

muestras analizadas (Tabla 1).

El analisis de similitud mediante comparacion con bases de datos de referencia
permitié identificar a los tres aislados como Lasiodiplodia theobromae, con porcentajes de
identidad que oscilaron entre 99,42 % y 99,79 %. El aislado JPH707 mostr6 una identidad
del 99,72 % con la secuencia de referencia KJ677239.1, mientras que JPH708 y JPH709
presentaron identidades del 99,42 %y 99,79 %, correspondientes a los nUmeros de acceso

0Q132550.1 y MK813953.1, respectivamente.

La consistencia de los resultados entre los tres aislados, tanto en longitud de
secuencia como en porcentaje de identidad, confirma la asignacién taxondémica de los
mismos a L. theobromae. Estos hallazgos validan la identificacion molecular del patégeno
asociado a la enfermedad de mazorca negra en cacao, respaldando los resultados
obtenidos mediante la caracterizacion morfoldgica y la amplificacién especifica de la regién

ITS.

Tabla 1. Resultados de la identificacion molecular por secuenciacion de la region
ITS del ADN ribosomal en aislados fungicos de cacao (Theobroma cacao L.). Se indican el
cbdigo de la muestra, longitud de la secuencia (pb), calidad de la lectura, organismo
identificado, fragmento analizado, porcentaje de identidad y numero de acceso de

referencia en bases de datos.

Codigo Longitud Calidad Organismo Fragmento % deidentidad N de accesién

JPH707 511 98,8 L. Theobromae ITS 99,72 KJ677239.1
JPH708 544 98,0 L. Theobromae ITS 99,42 0Q132550.1

JPH709 475 99,2 L. Theobromae ITS 99,79 MK813953.1
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El ensayo de patogenicidad reveld diferencias significativas en el nivel de infeccién
causado por las cepas evaluadas de Lasiodiplodia theobromae (Figura X). La cepa JPH709
presentd el mayor porcentaje de infeccién, alcanzando valores cercanos al 100 %, y se
diferenci6 estadisticamente de las cepas JPH707 y JPH708, de acuerdo con el analisis

comparativo realizado (p < 0.05).

Las cepas JPH707 y JPH708 mostraron porcentajes de infeccion inferiores, con
valores aproximados del 85 % y 80 %, respectivamente, sin diferencias significativas entre
ellas, como lo indica la misma letra estadistica asignada en la figura. Estos resultados
evidencian una variabilidad en el grado de agresividad entre las cepas analizadas, a pesar

de haber sido identificadas molecularmente como L. theobromae.

A pesar de que las tres cepas fueron identificadas molecularmente como L.
theobromae, las diferencias observadas en el nivel de infeccion sugieren la existencia de
variabilidad intraespecifica en la capacidad patogénica del hongo. Este comportamiento
indica que la severidad de la enfermedad no depende Unicamente de la presencia del

patégeno, sino también del aislado especifico involucrado.

La capacidad patogénica de las tres cepas evaluadas, siendo JPH709 la mas
virulenta bajo las condiciones experimentales. Este comportamiento respalda los resultados
obtenidos en la caracterizacion morfologica y molecular, y refuerza el papel de L.

theobromae como agente causal de la enfermedad de mazorca negra en cacao.
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Figura 4. Porcentaje de infeccibn causado por tres cepas de Lasiodiplodia
theobromae (JPH707, JPH708 y JPH709) en el ensayo de patogenicidad. Las barras
representan la media + error estandar. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias
significativas entre cepas (p < 0.05).
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Este patron sugiere que la infeccion no ocurre de manera homogénea en todo el
fruto, sino que existen zonas especificas que podrian actuar como puntos preferenciales de
entrada del patdgeno. La susceptibilidad diferencial observada en el pedunculo y el 4pice
indica que la interaccion hospedero-patdgeno presenta una dindmica espacial,

posiblemente asociada a caracteristicas anatdmicas o fisiolégicas del tejido.
Discusion

El crecimiento micelial de Lasiodiplodia sigue un patrén tipico de hongos
filamentosos fitopatégenos cuando se desarrollan bajo condiciones controladas (Wehmeier
et al., 2020). La fase inicial de latencia responde principalmente a un periodo de adaptacion
fisiolégica del hongo al nuevo sustrato, durante el cual ocurre la activacion metabdlica, la
hidrataciéon de las estructuras celulares y la sintesis de enzimas necesarias para la

degradacién y asimilaciéon de nutrientes disponibles en el medio de cultivo. (Steinberg et al.,
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2017). Durante esta etapa, la actividad celular se concentra en la reorganizacion interna
mas que en la expansion radial del micelio. (Tong et al., 2025). Posteriormente, el inicio de
la fase exponencial de crecimiento estd asociado a una alta eficiencia en la absorcién de
nutrientes y a una intensa actividad biosintética, en esta fase, las hifas apicales presentan
una rapida elongacién debido a la expansion de la pared celular y a la continua division
nuclear, lo que permite una colonizacion acelerada del sustrato. (Wehmeier et al., 2020).
Este comportamiento es caracteristico de Lasiodiplodia, un hongo oportunista con elevada
plasticidad metabdlica y capacidad de respuesta rapida a condiciones favorables. (Rochetti
et al., 2020). Las caracteristicas morfolégicas observadas en especies del género
Lasiodiplodia responden a adaptaciones estructurales y fisiolégicas propias de hongos

fitopatdgenos con elevada capacidad de colonizacion y supervivencia. (Pulighe et al., 2019).

A nivel macroscoépico, el crecimiento radial rapido y la formacion de un micelio
abundante y algodonoso reflejan una alta actividad metabdlica y una eficiente exploracion
del sustrato. (Li et al., 2021). La transicidén progresiva de coloraciones claras a tonos mas
oscuros esta asociada a la acumulacién de melanina y otros compuestos fendlicos en las
hifas, los cuales cumplen funciones protectoras frente a estrés ambiental, radiacion y

desecacion.(Watty et al., 2021).

La presencia de zonas centrales mas pigmentadas y patrones concéntricos en la
colonia esta vinculada a cambios fisiologicos relacionados con la edad del micelio,
gradientes de nutrientes y procesos de diferenciacién celular.(Yamazaki et al., 2020). Estos
patrones son comunes en Lasiodiplodia y se consideran indicadores de su capacidad para
regular el crecimiento en funcién de las condiciones del entorno. (Singhal et al., 2021). A
nivel microscopico, la produccion de conidios ovoides a elipsoidales, con paredes lisas y
bien definidas, responde a estrategias de dispersion eficientes, facilitando la propagacion

del hongo en el ambiente y su establecimiento en nuevos hospedadores. Las hifas septadas
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y ramificadas permiten una distribucion interna eficiente de nutrientes y organulos, asi como
una mayor estabilidad estructural del micelio. (Zhang et al., 2021). La formacién de
agregados densos de hifas, que constituyen el micelio, favorece la colonizacion rapida del
sustrato y la penetracion en tejidos vegetales, este entramado filamentoso incrementa la
superficie de contacto con el hospedero, optimiza la secrecion de enzimas hidroliticas y
contribuye al comportamiento agresivo caracteristico de Lasiodiplodia como patégeno de
cacao. (Bernardo et al.,, 2020). La region ITS (Internal Transcribed Spacer) del ADN
ribosomal es uno de los marcadores moleculares mas utilizados para la identificacion
taxonémica de hongos, debido a su combinacion de regiones altamente conservadas y
segmentos variables. (Painset et al., 2019) Esta caracteristica permite discriminar de
manera confiable entre especies estrechamente relacionadas, manteniendo al mismo
tiempo una amplificacién robusta mediante PCR utilizando cebadores universales. (Xu et

al., 2020).

La secuenciacion de los amplicones ITS proporciona fragmentos de longitud
suficiente para realizar comparaciones precisas con secuencias depositadas en bases de
datos publicas, como GenBank. (Debray et al., 2022). Los altos valores de calidad de lectura
obtenidos en este tipo de analisis reflejan una amplificacion especifica y una secuenciacion
adecuada, lo que reduce la probabilidad de errores en la asignacion taxonémica. (Jain et
al., 2018). El andlisis de similitud basado en porcentajes elevados de identidad con
secuencias de referencia constituye un criterio ampliamente aceptado para la identificacion
a nivel de especie en hongos fitopatégenos.(Schoch et al., 2012). En el caso del género
Lasiodiplodia, valores de identidad superiores al 99 % en la region ITS son considerados
indicativos de una correspondencia taxonémica confiable, debido a la baja variabilidad

intraespecifica reportada para este marcador.(W. Zhang et al., 2021).
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La patogenicidad de Lasiodiplodia theobromae estd asociada a un conjunto de
mecanismos fisiolégicos y bioquimicos que le permiten infectar, colonizar y degradar los
tejidos del hospedero de manera eficiente, por ende este hongo es considerado un
patégeno oportunista con alta capacidad de infeccion, especialmente en frutos y tejidos
sometidos a estrés fisiolégico, heridas mecanicas o condiciones ambientales favorables
como alta humedad y temperatura. (Mohd Khairlani et al., 2020). La variabilidad en los
niveles de infeccién observada entre distintas cepas de L. theobromae puede explicarse
por diferencias intrinsecas en factores de virulencia, tales como la velocidad de crecimiento
micelial, la produccion de enzimas hidroliticas (celulasas, pectinasas y ligninasas) y la
sintesis de metabolitos secundarios con actividad fitotdxica. Estos compuestos facilitan la
degradacién de la pared celular vegetal, aceleran la maceraciéon de los tejidos y favorecen

la progresion de la enfermedad. (DeVries et al., 2020).

Adicionalmente, la capacidad del hongo para producir melanina y otros pigmentos
protectores contribuye a su tolerancia frente a respuestas defensivas del hospedero y a
condiciones ambientales adversas. (Osiewacz & Schirmanns, 2021). La eficiencia en la
adhesion y penetracion de las hifas, junto con una rapida colonizacién intercelular, permite
al patdgeno establecer infecciones severas en un corto periodo de tiempo. (Naveed et al.,

2020).
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