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Resumen

En este estudio se analizaron dos cepas de Phytophthora (PP8 y PPAGR) aisladas
de mazorcas de cacao (Theobroma cacao) con sintomas caracteristicos de la en-
fermedad de la mazorca negra, recolectadas en la provincia de Los Rios, Ecuador.
Mediante analisis molecular, utilizando los cebadores de la regién ITS1, 5.8S e ITS2
(ITS4 - ITS6) y la secuenciacion del producto amplificado, se determind que ambas
cepas pertenecen a la especie P. palmivora. Adicionalmente, se evalud la virulencia
de las cepas mediante su inoculacion en brotes de cacao Nacional Fino de Aroma
y CCN-51, empleando un disefio completamente al azar factorial con siete repe-
ticiones, donde cada brote de cacao se consideré como unidad experimental. Los
resultados indicaron que la cepa PP8 presenté una incidencia y severidad del 100 %
en brotes de cacao Nacional Fino de Aroma, evidenciando una alta susceptibilidad a
Phytophthora. Asimismo, se determind que la cepa PP8 infecta exclusivamente los
brotes de cacao Nacional, mientras que los brotes de CCN-51 no fueron afectados
por ninguna de las cepas evaluadas. En conclusion, el impacto de Phytophthora
varia en funcidn de la virulencia del aislado y de la variedad de cacao.

Abstract
This study analyzed two strains of Phytophthora (PP8 and PPAGR) isolated from cacao
(Theobroma cacao) pods showing characteristic symptoms of black pod disease,
collected in the province of Los Rios, Ecuador. Molecular analysis using primers
targeting the ITS1, 5.8S, and ITS2 regions (ITS4 - ITS6), along with sequencing of the
amplified product, identified both strains as P. palmivora. Additionally, the virulence
of the strains was assessed by inoculating them into shoots of Nacional Fino de
Aroma and CCN-51 cacao varieties. A completely randomized factorial design with
seven replicates was used, considering each cacao shoot as an experimental unit.
The results showed that strain PP8 exhibited 100% incidence and severity in Nacional
Fino de Aroma cacao shoots, demonstrating a high susceptibility to Phytophthora.
Furthermore, strain PP8 was found to infect only Nacional cacao shoots, whereas
CCN-51 cacao shoots remained unaffected by either strain. In conclusion, the impact
of Phytophthora depends on both the virulence of the isolate and the cacao variety.

Palabras clave:
Brotes del cacao, ensayo de virulencia, Phytophthora palmivora, podredumbre
negra de la mazorca, Ecuador.
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Introduccion

El cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo de gran
importancia econ6émica tanto para pequefios como
para grandes productores (Abad et al. 2018), con ex-
portaciones que alcanzaron las 362,494 TM en el afio
2023 (Banco Central del Ecuador 2024). Sin embargo,
su produccién se ve amenazada por la incidencia de
plagas y, principalmente, por enfermedades de origen
fangico, las cuales pueden causar pérdidas superiores
al 70% (Ferrer-Sanchez et al. 2022). Entre las enferme-
dades mas relevantes se encuentran la moniliasis (Mo-
niliophthora roreri), la escoba de bruja (Moniliophthora
perniciosa) (Bailey et al. 2018) y la mazorca negra o
pudricién parda, causada por el oomiceto Phytophthora
(Decloquement et al. 2021).

La pudricion parda o mazorca negra es una enferme-
dad ocasionada por diversas especies de Phytophthora,
siendo Phytophthora palmivora la mas frecuentemente
reportada. Bajo condiciones 6ptimas de temperatura y
humedad, este patégeno puede infectar frutos, brotes,
tallos y cojinetes florales, provocando necrosis. Median-
te el uso de marcadores moleculares, se han identifica-
do multiples especies de Phytophthora como agentes
causales de esta enfermedad, entre ellas Phytophthora
megakarya, la cual ha demostrado ser mas virulenta que
P. palmivora (Ali et al. 2016; Moreira et al. 2020). Esto
sugiere que el dafio ocasionado por Phytophthora puede
variar segun el aislado y el huésped. Si bien los efectos
mas notorios de este patdgeno se manifiestan en los fru-
tos de cacao, existe escasa informacion sobre su impacto
en brotes jévenes (Ali et al. 2016).

Por otro lado, se conoce poco sobre la respuesta de
distintas variedades de cacao al ataque de Phytophthora,
incluyendo cultivares de uso comercial como CCN-51 y
el cacao Nacional fino de aroma. Considerando que cada
variedad puede responder de manera diferenciada a la
infeccidn, esta informacién resulta fundamental para el
desarrollo de estrategias de manejo integrado de la en-
fermedad (Ali et al. 2016).

Estudios recientes han evaluado la susceptibilidad de
frutos y plantas de cacao de las variedades CCN-51, fino
de aroma y trinitario bajo condiciones controladas du-
rante seis dias, encontrando que Phytophthora caus6 una
mayor afectaciéon en CCN-51, mientras que el cacao Na-
cional y el trinitario presentaron una menor infeccion, lo
que evidencia la influencia del genotipo en la severidad
del dafio provocado por el patégeno (Arellano 2023).

En este contexto, el presente estudio tuvo como obje-
tivos identificar a nivel de especie los aislados de Phyto-
phthora y evaluar in vitro su incidencia en brotes de dos
variedades de cacao.

Material y métodos

Material de estudio. El aislamiento de Phytophthora
se realiz6 de mazorcas con sintomas tipicos de la enfer-
medad mazorca negra (Figura 1), recolectadas en dos
fincas de la provincia de Los Rios, Ecuador (el aislado
PP8 en el cantén Babahoyo coordenadas 1°59'26.7"S,

79°21'36.6"W y una altitud de 24 m; y el aislado PPA-
GR en el canton Buena Fe coordenadas 1°59'26.7"S,
79°21'36.6"W y una altitud de 162 m) recolectadas en
julio y agosto de 2023 respectivamente.

Figura 1. Mazorca de cacao con pudricién negra. (A) Sintomas ex-
ternos. (B) Dafio interno en la mazorca de cacao.

Aislamiento de Phytophthora. Las mazorcas fueron
llevadas al laboratorio, donde se desinfectaron utilizan-
do alcohol al 70 %, hipoclorito de sodio al 2 % y agua
destilada estéril (Ramirez 2016). Posteriormente, se rea-
lizaron siembras en fragmentos de 0.5 cm? en medio de
cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) enriquecido con 5%
de jugo de zanahoria (Ivors 2015). Las cajas de Petri se
incubaron a 28 * 2 °C durante 3 o 4 dias. Al observar el
crecimiento blanquecino caracteristico de Phytophthora,
se procedio6 a transferir el cultivo a nuevas cajas de Petri
con medio PDA y se incubaron entre 5 a 7 dias para su
posterior seleccién.

Después del periodo de incubacion, se seleccionaron
los aislados que mostraron el crecimiento caracteristico
de Phytophthora, es decir, un micelio ligeramente blan-
quecino, algodonoso y con una forma estrellada (Her-
nandez Pérez et al. 2019). Los aislados fueron criopre-
servados en un ultracongelador -80°C Fisher Scientific
Isotemp hasta su posterior procesamiento.

Identificacion morfolégica y molecular de Phyto-
phthora. Las placas tefiidas con azul de lactofenol y Lugol
fueron observadas bajo un microscopio 6ptico con un
aumento de 40x, observando las estructuras caracteristi-
cas de Phytophthora como el micelio no septado, la forma
del esporangio y las clamidosporas (Palacios-Bejarano et
al. 2021; Abad et al. 2023).
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Con los cultivos puros, se realizé la extraccion del
ADN genoémico siguiendo el protocolo descrito por Cenis
(1992). La identificacion molecular se llevé a cabo en el
Centro de Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador
(CIBE) mediante dos metodologias:

La primera, utilizando la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) con los primers ITS6 5-GAAGGTGA-
AGTCGTAACAAGG-3’ y ITS4 5-TCCTCCGCTTATTGATAT-
GC-3’. El master mix se preparé con los reactivos y condi-
ciones descritas en la Tabla 1.

Tabla 1. Preparacién master mix para PCR

Componentes Cantidad
DNA 1-3 ng/ul
dNTP (2.0mM) 200 uM
ITS6 10uM stock 0.4 uM
ITS4 10uM stock 0.4 uM
10 x Taq bufer con 15mM MgCl2 1x

Taq 5u/pL 0.05 u/pl
Agua NA

Fuente: (Grinwald et al. 2011)

La amplificacién del ADN gendmico se llevé a cabo
utilizando un termociclador BIO RAD, siguiendo las con-
diciones descritas en la Tabla 2. Para la visualizacién del
amplicon, se preparé un gel de agarosa al 1% (Agarose,
LE Analytical) y se analiz6 en el equipo Molecular Ima-
ger® Gel Doc™ XR System. La comparacion del peso mo-
lecular se realizé mediante un marcador de 100 pares de
bases (pb) (Invitrogen). Para este oomiceto, se esperaba
obtener una banda en el rango de 862 - 941 pb (Griin-
wald etal. 2011)

Tabla 2. Condiciones de temperatura para la PCR

Pasos Ciclos Condiciones de temperatura
1 1 94C por 3min

2 94C por 1min

3 35 (repetir paso 2-4)  55C por 1min

4 72C por 1min

5 1 72C por 10min

Almacenar a -20°C hasta su uso

Fuente: (Griinwald et al. 2011)

La segunda, mediante la secuenciacion SANGER de la
region ITS1, 5.8S, ITS4, para esto se lo envié a la empresa
MACROGEN en Corea. La calidad de estas secuencias se
analizé con el programa FINCHTV, version 1.4.0 (http://
www.geospiza.com/finchtv) y se compararon con la
base de datos del Centro Nacional de Informacién Bio-
tecnolégica (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) usando la
herramienta BLAST.

Para el analisis filogenético, se alinearon las secuen-
cias obtenidas en este estudio con secuencias de referen-
cia de Phytophthora disponibles en la base de datos de

NCBI y empleadas por Maizatul-Suriza et al. (2019), uti-
lizando el programa MEGA X Molecular Evolutionary Ge-
netics Analysis, version 10 (Kumar et al. 2018) (Tabla 3).

Inoculacién de Phytophthora en brotes de cacao

Los brotes de cacao, recolectados de plantaciones es-
tablecidas, fueron llevados al laboratorio de fitopatologia
de la Universidad Agraria del Ecuador para el ensayo de
virulencia de Phytophthora. Primero, se cortaron en seg-
mentos de 6 - 8 cm de longitud se desinfectaron con hi-
poclorito al 5% durante dos minutos, se lavaron en agua
destilada estéril y se secaron en papel toalla estéril.

Para la inoculacién de Phytophthora, se realiz6é una
herida en forma de equis con un bisturi estéril en la par-
te media de los brotes de cacao Nacional fino de aroma
y CCN-51. Se tomaron fragmentos de micelio de una co-
lonia esporulada y se colocaron en las heridas. Los bro-
tes inoculados se colocaron en cajas Petri estériles de 90
mm, debajo de las cuales se colocaron dos laminas de
papel filtro humedecidos con agua destilada estéril para
crear una camara humeda que favoreciera la viabilidad
del patdégeno. Los brotes se incubaron en oscuridad. Las
evaluaciones se realizaron diariamente durante 4 dias
(Nyassé et al. 1995).

A partir del segundo dfa posterior a la inoculacién
con Phytophthora se evalu6 la afectaciéon del patogeno.
Para ello, se estimo el porcentaje de dafio comparando la
longitud del brote y la extensién de la necrosis causada
por Phytophthora. El dafio se midi6 visualmente utilizan-
do una escala cualitativa ordinal de severidad 0) sin sin-
tomas, 1) puntos pequefios de penetracion, 2) fusién de
manchas marrones, 3) lesiones grandes marrones y mas
oscuras, y 4) lesiones marrones grandes y extendidas. La
resistencia del huésped se evalué siguiendo la metodolo-
gia de Nyassé et al. (1995).

Se estimo el area bajo la curva del progreso de la en-
fermedad para comparar la agresividad externa de las
cepas, utilizando la férmula propuesta por Shaner y Fin-
ney (1977) que se describe a continuacién:

ABCPE= Z?‘l(%) (tis: — ti)

Donde:

Y = severidad inicial;

Y, = Severidad actual;

t,,= tiempo actual;

t = tiempo inicial.

Diseiio experimental y analisis de datos estadisti-
cos. En este estudio se utilizé un Disefio Completamente
al Azar (DCA) con un arreglo factorial asimétrico 3 x 2.
El factor A corresponde a dos cepas de P palmivora y un
tratamiento sin indculo, mientras que el factor B incluy6
dos variedades de cacao. El brote de cacao se consider6
como la unidad experimental, con un total de siete repe-
ticiones por tratamiento (Tabla 4).
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Tabla 3. Accesiones de referencia para aislados de Phytophthora.

Aislado :jdaetr;ts'iﬁcacién seglin base de Origen Hospedero Ia'l;chtie:nbank
P6948 P. palmivora Malaysia H. brasiliensis (rubber) KY475615
PPC280574 P palmivora Colombia, Tumaco Elaeis guineensis (palma Africana) KY475616
P16828 P. palmivora EZLOt:glbia’ Zona E. guineensis (Palma africana) KY475617
P16831 P palmivora Colombia, Tumaco E. guineensis (Palma africana) KY475618
P8513 P. palmivora Colombia T. cacao (cacao) KY475619
P0497 P. palmivora Colombia T. cacao (cacao) KY475620
IMI1382544 P. palmivora Indonesia C. nucifera (coco) KY475621
IMI1382528 P palmivora Indonesia C. nucifera (coco) KY475622
P16385 P. palmivora California, USA Howea forsteriana (kentia palma) KY475625
CBS179.26 P. palmivora Sri Lanka T. cacao (cacao) KY475627
CBS298.29 P palmivora Trinidad & Tobago T. cacao (cacao) KY475628
PPG11 P. palmivora Ghana T. cacao (cacao) KY475631
PPG13 P. palmivora Ghana T. cacao (cacao) KY475632
CBS1113.46 P. palmivora South Korea Cymbidium spp. (orquidea) KY475633
PPC2614P P palmivora Colombia, Tumaco E. guineensis (Palma africana) MH401198
PPC3614L P palmivora Colombia, Tumaco E. guineensis (Palma africana) MH401199
P19537 P. nicotianae Colombia E. guineensis (Palma africana) MH401208
P19538 P. nicotianae Colombia E. guineensis (Palma africana) MH401209
PPG3 P megakarya Ghana T. cacao (cacao) MH401202
PPG4 P.megakarya Ghana T. cacao (cacao) MH401203
PPG12 P.megakarya Ghana T. cacao (cacao) MH401204
PCO1 P cryptogea Desconocido Desconocido MH401205
13-A2 P infestans Reino Unido Solanum tuberosum (papa) MH401206
2009-7654A P infestans Reino Unido Solanum tuberosum (papa) MH401207
CBS581.69 P. citrophthora Malaysia H. brasiliensis (rubber) MH401211
CBS358.30 P. colocasiae Sri Lanka H. brasiliensis (rubber) MH401210
PYTO1 Pythium aphanidermatum Desconocido Desconocido MH401212
PP8 (Este estudio) P. palmivora Ecuador T. cacao (cacao) PQ060229
PPAGR (Este estudio) P. palmivora Ecuador T. cacao (cacao) PQ060230

Fuente: (Maizatul-Suriza et al. 2019)

Tabla 4. Descripcion de tratamientos. Abs: Absoluto. PPAGR y PP8 son aislados del género Phytophthora.

N Tratamientos A*B combinaciones Factor A (inoculacién)

Factor B (Huésped)

1 AlB1 PPAGR

2 A2B1 PP8

3 A3B1 Testigo Abs
4 A1B2 PPAGR

5 A2B2 PP8

6 A3B2 Testigo Abs

CCN-51
CCN-51
CCN-51
Nacional Fino de Aroma
Nacional Fino de Aroma

Nacional Fino de Aroma

A partir de una matriz de datos en Excel con las va-
riables dependientes evaluadas, fueron analizados para
verificar los supuestos de normalidad e igualdad de va-
rianza respectivos para el analisis paramétrico. Dado que
los datos no cumplian con estos supuestos, se aplicaron
pruebas no paramétricas y modelos lineales generaliza-
dos mixtos utilizando Infostat versién 2020 (Di Rienzo et
al. 2020) y el software R (RStudio Team 2020).

Resultados y Discusion

Aislamiento, identificacion morfolégica y mole-
cular de Phytophthora. La caracterizaciéon morfologica
y molecular proporciona informaciéon fundamental para
la identificacion y clasificacion del género Phytophtho-
ra. Este organismo es un oomiceto, un microorganismo
eucariota que, aunque morfolégicamente similar a los
hongos, pertenece a un grupo filogenéticamente distin-
to. Segin Mélida et al. (2013), Phytophthora se distin-
gue por caracteristicas propias de las plantas, como la

004 /010
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composicion de su pared celular, la cual esta constituida
principalmente por celulosa, a diferencia de los hongos
verdaderos, cuya pared celular estd compuesta princi-
palmente por quitina.

En este estudio, se observé que la colonia de Phyto-
phthora present6 un crecimiento lento y algodonoso, de
color blanco, cubriendo una caja Petri de 9 cm en un pe-
riodo de 15 a 18 dfas tras la siembra en medio de cultivo
agar zanahoria al 5% (Fig. 2). El micelio es cenocitico,
con bordes redondeados; los esporangios son pirifor-

Sl

mes, ovoides a elipsoides, con papilas pronunciadas; las
zoosporas son circulares y las clamidosporas, de forma
ovoide a redondeada (Erwin & Ribeiro, 1996), carac-
teristicas propias del género Phytophthora. Estas ob-
servaciones coinciden con lo reportado por Eden et al.
(2000) y Aguilar-Anccota et al. (2020), quienes también
describieron estructuras macroscdpicas y microscopicas
similares. Ademas, se observd que los aislados no pre-
sentaron estructuras sexuales, como oosporas, lo cual
se atribuye a la composicién y condiciones del medio de
crecimiento in vitro.

Figura 2. Morfologia de colonias de P. palmivora. (a) Cepa PPS8; (b) Cepa PP8 reverso; (cy d) Micelio
no septado de PP8 y clamidospora circular; (e) Cepa PPAGR; (f) Micelio no septado de PPAGR y clami-
dospora circular; (g) esporangio de PPAGR; (h) esporangio y zoospora de PPAGR.

>
A v,

Figura 3. Producto PCR amplificado con primers ITS6 e ITS4
mostrando bandas de aproximadamente 862-941pb en un gel de
agarosa al 1%. De derecha a izquierda M= marcador molecular —
Control negativo, PPAGR, PP8, Control PP3 (Fusarium sp.)

REVISTA PERUANA DE BIOLOGIA 32(1): E28901 (MARZzO 2025)
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La caracterizacion molecular, realizada mediante la
amplificacidn de la region ITS (Internal Transcribed Spa-
cer) utilizando los cebadores ITS6 e ITS4, permiti6 la
identificacion de P. palmivora. Se obtuvieron fragmentos
de ADN con un tamafio esperado de entre 862 y 941 pb
(Fig. 3) (Grinwald et al, 2011). Estos resultados fueron
consistentes con los reportados por Cooke et al. (2000)
y Bowman et al. (2007) indicaron que la amplificacion
con estos cebadores produce un producto de PCR carac-
teristico para P. palmivora y P. nicotianae, con un tamafio
aproximado de 900 pb. Este hallazgo ha sido confirmado
por Latifah et al. (2018).

40

80

41 |

89

Los resultados de la secuenciacion fueron validados
mediante analisis BLAST, evidenciando una identidad del
100% con P, palmivora. Para reforzar esta identificacion,
el andlisis filogenético de maxima verosimilitud revel
que las cepas estudiadas se agrupan con cepas de refe-
rencia de P. palmivora. Resultados similares fueron obte-
nidos por Matos-Cueto et al. (2013) y Palacios-Bejarano
et al. (2021) en estudios con cultivos de cacao, donde la
mayoria de los aislados obtenidos de mazorcas con sin-
tomas de mazorca negra correspondieron a este patoge-
no (Fig. 4).

PPB

PPRAGR

Phytophthora palmivora PPC3614L
Phytophthora palmivora PPG13
Phytophthora palmivora PPG 11
Phytophthora palmivora CBS 179.26
Phytophthora palmivora P0497
Phytophthora palmivora P16385

99 | Phytophthora palmivora IM/382528
Phytophthora palmivora P8513
Phytophthora palmivora P6948
Phytophthora palmivora PPC280574
Phytophthora palmivora P16828
Phytophthora palmivora IM/382544
Phytophthora palmivora CBS 298.29
Phytophthora palmivora CBS 1113.46

Phytophthora palmivora P16831

Phytophthora palmivora PPC2614P

Phytophthora megakarya PPG3

9
Phytophthora megakarya PPG4
Phytophthora megakarya PPG12

Phytophthora cryptogea PCO1

Phytophthora co/ocasiae CBS 358.30
9 {

_|

99! Phytophthora infestans 2009-7654A

0

6 | Phytophthora nicotianae P19538

9L phytophthora citrophthora CBS 581.69

Phytophthora infestans 13-A2

Phytophthora nicotianae P19537

Pythium aphanidermatum PYTO1

] ] ] |
0.5 0.4 0.3 0.2

0.1 0.0

Figura 4. Arbol filogenético que muestra la relacién entre aislados de Phytophthora provenien-
tes de diferentes hospedadores y origenes demograficos. Este arbol fue construido a partir
de datos de ITS rDNA utilizando el método de Maxima Verosimilitud, basado en el modelo
Hasegawa-Kishino-Yano. Se presenta el arbol con el LOG de verosimilitud mas alto (-3216.33).
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Inoculacién de Phytophthora en brotes de cacao.
El andlisis de la incidencia y severidad externa causa-
da por Phytophthora sp. en brotes de cacao durante un
periodo de cuatro dias mostrd una interaccion estadis-
ticamente significativa entre cepas y material de cacao
(p <0.01). Se observo que solo la cepa PP8 provocé un
dafio significativo en los brotes de cacao Nacional fino
de aroma, mientras que la inoculacién del patégeno no
afect6 el material CCN-51 (Fig. 5A). Ademas, se estimo el
ABCPE a partir del tamafo diario de la necrosis causada
por Phytophthora sp. en los brotes de cacao. Los valores
mas altos de ABCPE indicaron una mayor severidad del
dafio externo (Fig. 5B), lo que concuerda con las observa-
ciones previas de incidencia y severidad externa.

El uso de brotes terminales de cacao para evaluar la
virulencia de aislados mediante inoculacidon con micelio
ha demostrado ser una técnica eficaz para determinar el
dafio potencial de Phytophthora en este cultivo. Latifah
etal. (2018) utilizaron hojas desprendidas de cacao para
evaluar la virulencia de 18 aislados de Phytophthora, ob-
servando que todas las cepas afectaron frutos inmaduros
y hojas desprendidas, independientemente del huésped.
En contraste, el presente estudio revel6 que ninguna de
las cepas inoculadas afecté al cacao CCN-51, mientras
que el aislado PP8 si afect6 los brotes de cacao Nacional
fino de aroma, segun la incidencia y severidad externa
observadas. La variabilidad en la virulencia reportada
en este estudio podria atribuirse a que algunas cepas de
Phytophthora pueden cambiar de huésped, mientras que
otras muestran especificidad (Guest et al. 2004).
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Figura 5. (A) Promedio de severidad interna e incidencia de Phytophthora sp. en brotes de
cacao durante cuatro dias de evaluacién in vitro. Las letras diferentes indican diferencias
significativas seguin los modelos lineales generalizados mixtos p<0.01; (B) Area bajo la curva
del progreso de la enfermedad en brotes (ABCPE) de cacao durante los cuatro dias de eva-
luacion in vitro. Letras diferentes indican diferencias significativas segun los Modelos lineales

generalizados mixtos p<0.01.
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Un estudio reciente demostro que, tras la inoculacion
de frutos de cacao, el oomiceto identificado como P, pal-
mivora mediante marcadores moleculares presenté 17
individuos altamente virulentos y cuatro con virulencia
moderada (Kuswinanti et al. 2020). Este comportamien-
to variable ha sido observado en cultivos como jamaica,
berenjena, tomate y melén, asi como en huéspedes como
coco, cacao y pimienta negra, evidenciando una variabi-
lidad patogénica significativa (Drenth & Guest 2013). Se
ha sugerido que esta variabilidad en la virulencia esta
relacionada con la funcidn especifica de ciertos genes, lo
que genera una mayor diversidad genética en determina-
das cepas (Ali et al. 2017).

La caracterizacién de la susceptibilidad al patégeno
se ha evaluado mediante diferentes metodologias. Phi-
llips Mora y Galindo (1989) utilizaron una solucién de
1.5 x 10* zoosporas/mL en discos de papel inoculados
en frutos para caracterizar variedades susceptibles, mo-
deradamente resistentes y resistentes. Posteriormente,
Nyassé et al. (1995) emplearon diferentes 6rganos del
cacao, como hojas, ramitas no lignificadas y discos fo-
liares, para estimar la resistencia a P. palmivora y P. me-
gakarya, obteniendo resultados similares a los obtenidos
con frutos. Esto sugiere que la busqueda de variedades
resistentes podria realizarse utilizando 6rganos vegeta-
les, como los brotes empleados en el presente estudio.

En este sentido, los brotes de cacao Nacional fino de
aroma presentaron un grado cuatro de severidad, indi-
cando la presencia de "lesiones marrones grandes am-
pliadas" tras cuatro dias de evaluacion, lo que sugiere
que esta variedad es susceptible a Phytophthora baja
condiciones controladas. En sintesis, la inoculacién de
Phytophthora mediante fragmentos de micelio permitié
estimar que el nivel de dafio varia en funcion de la cepay
del material de cacao utilizado en los ensayos de inocula-
cién in vitro (Tabla 5).

Tabla 5. Clasificacion de cacao segun el grado de afectacion causado
por Phytophthora. Promedio sefiala el promedio de severidad exter-
na en grados de escala, seguido de la desviacion estandar.

Tratamientos  Cacao Promedio* Clasificacion
PP8 Fino de aroma 4.00+0.00 a Susceptible
PPAGR Fino de aroma 0.29+0.00 b Resistencia
PP8 CCN-51 0.00+0.00 b Resistencia
PPAGR CCN-51 0.00+0.00 b Resistencia

*Letras diferente sefialan diferencia significativa (p<0.05) segiin Mode-
los lineales generalizados mixtos.

Es importante considerar que los brotes utilizados
no eran homogéneos en cuanto a tamafo, edad y grosor.
Esta variabilidad podria explicar por qué algunos brotes
no fueron afectados, lo que podria estar relacionado con
la proporcién de lignina y nitrégeno, factores que influ-
yen en la descomposicion del tejido vegetal (Sanchez et
al. 2008).

La identificacion morfolégica y molecular permiti6
caracterizar de manera concluyente al agente causal de

la mazorca negra, confirmando que los dos aislados uti-
lizados en el presente estudio pertenecen a la especie P
palmivora. La incidencia y severidad de Phytophthora se
atribuy6 a la cepa PP8 en brotes de cacao Nacional fino
de aroma, mientras que los brotes de CCN-51 no fueron
afectados, lo que evidencia la importancia del tipo de
huésped en la virulencia del patégeno. En conclusion, los
brotes de cacao pueden emplearse como un método ra-
pido para estimar la susceptibilidad o resistencia de dife-
rentes materiales bajo condiciones controladas. No obs-
tante, es fundamental replicar estos ensayos utilizando
brotes homogéneos y no lignificados. Ademas, debido a
la variabilidad fenotipica observada, el manejo de Phyto-
phthora debe basarse en la caracterizacion patogénica
de las cepas locales para optimizar estrategias de control
cultural, quimico, bioldgico o genético.
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