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Resumen: Se evalud el efecto antifungico in vitro del
mucilago de cacao (Theobroma cacao L.) sobre
Moniliophthora roreri, con el proposito de definir
condiciones de fermentacion y concentraciéon con
mayor eficacia. En laboratorio se aplicé un disefio
completamente al azar con arreglo factorial,
considerando fermentacion de 5, 10 y 15 dias y
concentraciones de 10, 7,5, 5y 2,5 por ciento, ademas
de un control. La actividad se estimé mediante
crecimiento micelial y cambios en la integridad de
membrana, usando conductividad eléctrica vy
absorbancia a 256 nandmetros. ElI mucilago
fermentado 10 y 15 dias redujo el crecimiento fungico
y aumenté la permeabilidad celular frente a 5 dias, y
las concentraciones de 10 y 7,5 por ciento mostraron la
mayor respuesta. Los hallazgos sugieren que la
fermentacion potencia la bioactividad del mucilago v,
sin exagerar su alcance, respaldan su uso potencial
como alternativa sostenible para el manejo de la
moniliasis del cacao en sistemas productivos locales
cacaoteros.
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Abstract:

The in vitro antifungal effect of cocoa mucilage (Theobroma cacao L.) on
Moniliophthora roreri was evaluated in order to define the most effective fermentation
conditions and concentrations. A completely randomized design with a factorial
arrangement was applied in the laboratory, considering fermentation of 5, 10, and 15
days and concentrations of 10, 7.5, 5, and 2.5 percent, in addition to a control. Activity
was estimated by mycelial growth and changes in membrane integrity, using electrical
conductivity and absorbance at 256 nanometers. Mucilage fermented for 10 and 15
days reduced fungal growth and increased cell permeability compared to 5 days, and
concentrations of 10 and 7.5 percent showed the greatest response. The findings
suggest that fermentation enhances the bioactivity of mucilage and, without
exaggerating its scope, support its potential use as a sustainable alternative for the
management of cocoa moniliasis in local cocoa production systems.

Keywords: permeability, biocontrol, phytopathogen.

1. Introduccion

El cacao (Theobroma cacao L.) se considera un rubro estratégico para economias
tropicales por su aporte a la seguridad econdmica rural, la generacion de empleo y la
sostenibilidad de cadenas agroalimentarias vinculadas a mercados internacionales
(Beg et al., 2017; Da Silva et al., 2022). En este contexto, la viabilidad del sistema
productivo se condiciona por factores agrondmicos y ambientales que definen el
rendimiento y la estabilidad del cultivo, especialmente bajo escenarios de
intensificacion y presion sanitaria (Da Silva et al., 2022).

Entre las principales limitantes fitosanitarias del cacao destaca la moniliasis,
enfermedad asociada a Moniliophthora roreri, cuyo manejo convencional suele
apoyarse en intervenciones quimicas y estrategias integradas que combinan
alternativas bioldgicas y quimicas, dependiendo del nivel de presion y del tejido
susceptible (Bateman et al., 2005). Sin embargo, la sostenibilidad del control quimico
se cuestiona por el impacto ambiental y sanitario derivado del uso intensivo de
plaguicidas, con evidencia de riesgos por contaminacion, persistencia y efectos sobre
organismos no objetivo, o que obliga a replantear estrategias compatibles con
enfoques de desarrollo sostenible (Maggi et al., 2020; Sharma et al., 2020; Tudi et al.,
2021; Nurika et al., 2022).

En linea con ese desafio, los subproductos del propio sistema cacaotero se exploran
como fuentes funcionales para bioproductos. El mucilago de cacao se describe como
una matriz con potencial bioactivo para formulaciones ecoldgicas, particularmente
cuando se combina con acidos débiles en propuestas bioantimicrobianas, lo que
respalda su interés como alternativa de menor impacto (Moreno et al., 2021). Ademas,
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se reconoce que la fermentacion puede modificar la bioactividad de matrices ricas en
polifenoles y otros metabolitos, alterando su perfil quimico y, con ello, su potencial
funcional (Yang et al., 2023). En el caso especifico del cacao, la dinamica fermentativa
se asocia a cambios que inciden sobre atributos de calidad y composicién, lo que
refuerza la plausibilidad de un efecto dependiente del tiempo de fermentacion sobre
la actividad biologica (Calvo et al., 2021). Bajo este marco, también se ha reportado
el potencial del mucilago como agente de control biolégico contra Moniliophthora en
sistemas de cultivo de cacao, lo que sustenta la pertinencia de evaluar su eficacia bajo
condiciones controladas (Gutiérrez et al., 2021).

En funcion de lo anterior, el objetivo principal del presente estudio es evaluar el efecto
antifungico in vitro del mucilago de cacao sobre Moniliophthora roreri, considerando
el tiempo de fermentacion y la concentracion del mucilago como factores
determinantes de su actividad biologica.

2. Metodologia

La investigacion se realizé en el laboratorio de bromatologia del campus La Maria de
la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, ubicado en el km 7 72 de la via Quevedo—
El Empalme, recinto San Felipe, cantén Mocache, provincia de Los Rios, Ecuador (1°
318”7 S; 79° 25 24” O; 77,60 m s. n. m.), en una zona de clima tropical humedo con
temperatura media anual de 25,4 °C y precipitacion media anual de 3029,30 mm. El
estudio fue de caracter experimental bajo condiciones de laboratorio y se estructurd
mediante un disefio completamente al azar con arreglo factorial AxB, donde el factor
A correspondi6 al tiempo de fermentacion del mucilago (5, 10 y 15 dias) y el factor B
a la concentracién (10 %, 7,5 %, 5 %, 2,5 % y control), conformandose 15 tratamientos
con 3 repeticiones cada uno.

Las mazorcas de cacao se recolectaron manualmente en madurez fisioldgica y se
trasladaron al laboratorio para extraer las semillas recubiertas de mucilago. El
mucilago se obtuvo por decantacién gravitacional en un recipiente de vidrio con orificio
basal, recolectandose conforme goteo durante 3 dias. Posteriormente, el mucilago se
fermentd en envases de vidrio estériles por 5, 10 y 15 dias y, al finalizar cada periodo,
se filtré mediante un filtro de 45 um para retirar impurezas y emplearse en los ensayos.

La cepa de Moniliophthora roreri se obtuvo a partir de una mazorca con sintomas de
moniliasis, aislandose el fitopatogeno en medio Papa Dextrosa Agar preparado con
39 g L™, esterilizado en autoclave a 121 °C durante 15 min y solidificado en cajas Petri
estériles. Las cajas inoculadas se incubaron a 28 °C durante 22 dias y se realizaron
subcultivos para purificar el aislado.

Para cuantificar la inhibicion del crecimiento, el mucilago se incorporé al medio Papa
Dextrosa Agar esterilizado una vez enfriado a 45 °C, se inoculo el centro de cada placa
con un disco de 5 mm de micelio fresco y se incubd a 25 °C en oscuridad. El
crecimiento se determin6é midiendo el diametro radial medio a partir de dos diametros
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perpendiculares y el porcentaje de inhibicion se calculd6 como: % Inhibicion =
[(Crecimiento del control — Crecimiento del tratamiento) / Crecimiento del control] x
100.

La inhibicion de esporulacion se evaluo adicionando 10 mL de agua destilada estéril
con 0,01 % de Tween 20, desprendiendo el micelio con asa de Drigalsky, filtrando la
suspension y cuantificando las esporas en camara de Neubauer bajo microscopio. La
reducciéon de esporulacion se estimé mediante la expresion: % Esporulacion =
[(Numero de esporas control — Numero de esporas tratamiento) / Numero de esporas
control] x 100.

El pH del mucilago fermentado se midié a los 5, 10 y 15 dias con potenciometro
calibrado con soluciones tampdn de pH 4, 7 y 10, verificandose con tiras indicadoras
y registrandose por triplicado. La biomasa fungica se determiné disolviendo el medio
de una placa en agua destilada, filtrando con papel Whatman N.° 1, secando el micelio
a 60 °C durante 48 h y pesandolo en balanza de precision, estimandose el peso seco
por diferencia.

Para analizar el dafio de membrana, fragmentos miceliales se cultivaron en 50 mL de
caldo Papa Dextrosa a 25 °C con agitacion por 48 h, se filtraron y resuspendieron en
agua destilada estéril con mucilago a 0, 1,25, 2,5, 3,75y 5,0 yL mL™". La conductividad
se registro a 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100 y 120 min, determinandose una
conductividad final tras ebullicion, y la conductividad relativa se calcul6 como:
Conductividad eléctrica relativa (%) = (Conductividad eléctrica / Conductividad
eléctrica final) x 100.

La viabilidad celular se evaludé incubando tapones miceliales en caldo Papa Dextrosa,
adicionando mucilago a las mismas concentraciones y tifiendo con 1 yL de azul de
tripano al 0,4 % para observacion microscépica, repitiéndose cada ensayo tres veces.
La fuga intracelular se estimé cultivando micelio en 100 mL de caldo Papa Dextrosa
por 48 h a 25 °C, lavando y resuspendiendo en agua estérii con mucilago,
recolectando sobrenadantes a 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 h y cuantificando liberacion de
ADN por absorbancia a 260 nm.

Los datos se sometieron a analisis de varianza para efectos principales e interaccion,
verificandose normalidad con Shapiro—Wilk y homogeneidad con Levene. Cuando se
cumplieron los supuestos, la comparacion de medias se realiz6 con Tukey a un nivel
de significancia de 0,05. Adicionalmente, se ajustaron modelos de superficie de
respuesta de segundo orden con la funcién rsm() en R, se generaron superficies y
contornos, y se efectud correlacion de Pearson representada mediante mapas de
calor jerarquizados, realizandose el procesamiento en RStudio bajo R.
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3. Resultados
3.1. Caracterizacion morfolégica de M. roreri.

Las colonias del fitopatégeno cultivadas en medio PDA a 25 °C mostraron un
desarrollo morfolégico progresivo. A los 5 dias se observd un micelio filamentoso
inicial de 5-10 mm, blanco lechoso, con manto algodonoso y bordes ligeramente
lobulados, alcanzando 30-35 mm. Entre los dias 5 y 10 el micelio se engroso vy el
centro adquirié tonalidades crema a ambar, con crecimiento de 65-70 mm,
esporulacion incipiente y margenes ondulados definidos. Al dia 15 el crecimiento radial
cubrié la placa (90-95 mm), con textura cotonosa aterciopelada, coloracion de gris
parduzco a marron claro, margenes convexo-ondulados y reverso marron claro,
evidenciando maxima esporulacion y maduracion micelial. Estos cambios reflejaron la
transicion fisiologica del patégeno hacia estructuras reproductivas en el cultivo (Tabla

1, Figura 1).

Tabla 1

Morfologia de M. roreri s observados después de 5, 10 y 15 dias de incubacion
Aislamiento Dlamet1ro Aspecto_d_e la Color Margen Color Obsgryacwnes

(mm) superficie suprayacente reverso adicionales

H805 Micelio denso, Gris parduzco a Margen Marrén S(Snaeg’:;a

Moniliohthora 5,33 cotonato, marrg)n claro ondulado, claro es oprulaéién

spp. aterciopelado. convexo ' m ép Xima

Nota: Diametro medido en cajas de Petri (90 mm) a 25 °C sobre medio PDA (Autores, 2026).

La figura 1 muestra las estructuras morfolégicas caracteristicas de M. roreri,
incluyendo la morfologia colonial desarrollada en medio de cultivo PDA tras 15 dias
de incubacién, asi como las estructuras reproductivas observadas mediante tincién
con azul de tripano al 0,4 %.

Figura 1
Identificacion morfolégica de M roreri

LDL 2 ik E SR ' .
Nota: Estructuras morfolégicas de M. roreri observados mediante microscopia 6ptica (barra de escala:
50 pm, aumento 400x%). (A y B) Morfologia colonial en medio PDA tras 15 dias de incubacién a

temperatura ambiente (25 °C); (C, D y E) Conidios de M. roreri tefiidos con azul de tripano al 0,4 %; (F)
Hifas septadas de M. roreri (Autores, 2026).
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3.2. Identificacién molecular y analisis filogenético.

El aislado H805, identificado con un diamante negro, se ubicd dentro del clado de
Moniliophthora roreri con alto soporte estadistico (bootstrap = 99 %), confirmando su
identidad. En la Figura 2 se observa su estrecha relacion con secuencias de referencia
de GenBank (DQ222925.1, DQ222923.1, EU047937.1 y OP820440.1), lo que
evidencia afinidad genética consistente. El arbol separé adecuadamente especies del
género como M. purpurea, M. mayarum, M. ticoi, M. brasiliensis y M. perniciosa. Se
utilizé AY317137.1 (Crinipellis brasiliensis) como grupo externo.

Figura 2
Analisis filogenético de cepas del género M. roreri basado en la region ITS

100 | OR387293.1 Moniliophthora purpurea

74 | OR387294.1 Moniliophthora purpurea

69 MT162718.1 Moniliophthora mayarum
MT162720.1 Moniliophthora ticoi
991 NMT162721.1 Moniliophthora ticoi

DQ222925.1 Moniliophthora roreri
DQ222923.1 Moniliophthora roreri

99

79 & H805 Moniliophthora sp
EU047937.1 Moniliophthora roreri

52 OP820440.1 Moniliophthora roreri

OR228903.1 Moniliophthora brasiliensis
KY081768.1 Moniliophthora perniciosa
AY916743.1 Moniliophthora perniciosa
99| ppP267442.1 Moniliophthora perniciosa
AY317137.1 Crinipellis brasiliensis

Nota: (Autores, 2026).
3.3. Porcentaje de inhibicién.

El tiempo de fermentacién del mucilago (factor A) modificd significativamente la
inhibicién de M. roreri (p < 0,05). A los 15 dias de evaluacion, el mucilago fermentado
15 dias alcanzé 59,75 %, superando a 10 dias (39,45 %) y 5 dias (20,75 %), con
diferencias entre tratamientos, y evidencid incrementos consistentes conforme el
mucilago maduro. En la medicion inicial a los 5 dias, la inhibicién fue 39,30 % (15
dias), 31,75 % (10 dias) y 22,10 % (5 dias), siendo este ultimo el menor. Asi, la
fermentacién prolongada potencié el efecto en general (Figura 3).

Figura 3

Prueba de Tukey para inhibicion del fitopatégeno del Factor A
- —_ 65 _C
s ¥ 55 K =
© ¢ 45 _C b
£85 35 b . :
K -a
38 15 2 2
24 °§’ 5 dias 10 dias 15 dias
c (]
- v a0: 5 dias al: 10 dias a2: 15 dias

Nota: Letras diferentes evidencian diferencias significativas (P < 0,05) entre tratamientos. + Desviacion
estandar (Autores, 2026).
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Respecto al Factor B: concentracion del mucilago, el tratamiento b0 (10 %) alcanzé el
mayor porcentaje de inhibicién a los 15 dias (67,46 %), seguido por b1 (49,86 %), b2
(38,90 %), b3 (11,33 %) y el control (0,00 %), con diferencias significativas entre cada
concentracion (p <0,05). En la evaluacion a los 5 dias, el tratamiento control registro
la inhibicion mas baja (0,00 %), seguido de los tratamientos b0, b1, b2 y b3 con
resultados de 48,13 %; 35,80 %; 25,46 % y 6,80 % respectivamente; confirmando que
la eficacia inhibitoria del mucilago crece de forma dependiente de la concentracion
(p<0,05) (Figura 4).

Figura 4
Prueba de Tukey para inhibicion del fitopatégeno del Factor B

80%

~
Q
S

60%

50%

40%

30%

20%

10%

Inhibicion Factor B: Dosis de concentracion (%)

0%

5 dias 10 dias 15 dias
b0: 10% b1: 7,5% — — b2: 5% — -b3: 2,5% — - -b4: Control

Nota: Letras diferentes evidencian diferencias significativas (P < 0,05) entre tratamientos. + Desviacion
estandar (Autores, 2026).

El analisis de interaccion entre el tiempo de fermentacion (factor A) y la concentracion
de mucilago (factor B) mostré diferencias significativas en la inhibicion de M. roreri,
confirmando que ambos determinan la actividad antifungica. La mayor inhibicion se
obtuvo con 15 dias de fermentacién y 10 % de mucilago (a2b0), alcanzando 86,00 %
a los 15 dias de evaluacion y 77,60 % a los 10 dias. En contraste, combinaciones de
5 dias y 2,5 % presentaron inhibiciones minimas, inferiores a 4,00 %, evidenciando la
relevancia conjunta de dosis y fermentacion para el biocontrol (Figura 5).

Figura 5
Prueba de Tukey para inhibicion del fitopatégeno interaccion AxB

90,00%
80,00%

70,00%

60,00%

50,00%

[ de

Inhibicion Dias de fermentacidn * Dosis de concentracion (%)

40,00% /u
edd
30,00% !
a/
o abe
20,00% Pe 3bd be od
=bc ’1/ abc
a 7
. T abe
a al
as, —a
al ra

0,00%

5 dias 10 dias 15 dias
S dias + 10%
S dias + Control

5 dias +7,5%
10 dias + 10%

5 dias + 5%
10 dias + 7,5%

5 dias + 2,5%
10 dias + 5%

Nota: Letras diferentes evidencian diferencias significativas (P < 0,05) entre tratamientos. + Desviacion
estandar (Autores, 2026).
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Se presentan cajas Petri con medio PDA inoculadas con el fitopatogeno y tratadas
con mucilago fermentado en concentraciones de 2,5 %, 5,0 %, 7,5 % y 10 %,
evaluadas a 5, 10 y 15 dias de fermentacion. El control corresponde al crecimiento sin
mucilago. Se evidencié una inhibicién del micelio dependiente de la concentracion y
del tiempo, destacandose mayor restriccion del crecimiento con fermentaciones de 10
a 15 dias y concentraciones intermedias de 5,0 % y 7,5 % (Figura 6).

Figura 6
Evaluacion morfoldgica del efecto in vitro del mucilago de cacao sobre M. roreri.

control 2,5 % (1,25 pL mL") 5% (2,5 uL mL") 7,5 % (3,75 pL mL") 10% (5 pL mL)

Tiempo de fermentacion del mucilago.

3.4. Porcentaje de esporulacion.

Los resultados obtenidos para esta variable evidencian que la actividad antifungica del
mucilago de cacao, medida a través del porcentaje de inhibicién de la esporulacion,
se ve significativamente influenciada por el Factor A: dias de fermentacion del
mucilago. En la figura 7 se muestra, que el tratamiento con 15 dias de fermentacion
presento el mayor porcentaje de inhibicidn (89,36 %), seguido por los tratamientos de
10 dias (83,95%) y 5 dias (78,35 %). De acuerdo con el analisis estadistico, el
tratamiento a los 15 dias de fermentacion difirié significativamente, lo que indica que
un mayor tiempo de fermentacidon incrementa la eficacia antifungica del mucilago
sobre la esporulacion del fitopatdégeno.
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Figura 7
Efecto del numero de dias de fermentacion del mucilago de cacao (Factor A) sobre la
inhibicion de la esporulacion de M. roreri, evaluada a los 15 dias del experimento

95

C
%0 —
85 b __ —

80 -

~
o

Inhibicion esporulacién factor
A: Dias de fermentacion (%)

a0: 5 dias al: 10 dias a2: 15 dias
= 15 dias

Nota: Letras diferentes evidencian diferencias significativas (P < 0,05) entre tratamientos. + Desviacion
estandar (Autores, 2026).

Como se muestra en la figura 8, el factor B: concentracién del mucilago de cacao,
influye significativamente en la inhibicion de la esporulacion de M. roreri. A los 15 dias
de fermentacién, se observd un incremento progresivo en el porcentaje de inhibicion
conforme aumentd la concentracion del mucilago. El tratamiento con 10% de
mucilago presentd la mayor inhibicion esporulativa (89,02 %), con diferencias
estadisticamente significativas frente a los tratamientos con bajas concentraciones.
Esto evidencia que una mayor concentracién del mucilago potencia su actividad
antifungica, especialmente en etapas criticas del ciclo del fitopatbgeno como la
esporulacion.

Figura 8
Inhibicion de la esporulacion de M. roreri en funcion de la concentracion del mucilago
de cacao (Factor B), evaluada a los 15 dias de fermentacion

100
S0 (= I

—_——
Lo —

80 _—

70

so /
s0 /

a0 /

30 /

20 /

10
a
° 4

b4: Control b3:2,5% b2: 5% b1:7,5% bo0: 10%

Inhibicion esporulacion factor B: Concentracion de mucilago (%)

Nota: Letras diferentes evidencian diferencias sig_nificafivas (P < 0,05) entre tratamientos. + Desviacion
estandar (Autores, 2026).

Los resultados obtenidos para esta variable evidencian que la actividad antifungica del
mucilago de cacao se ve significativamente influenciada por el tiempo de fermentacion
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y la concentracion aplicada. Las combinaciones que presentaron mayor inhibicion de
esporulacion fueron los tratamientos (a1b0: 10 dias + 10 % y a2b0: 15dias + 10 %),
alcanzando niveles altos de inhibicidn de esporulacién, con valores de 89,80 % y
89,60 % respectivamente, figura 9. Los tratamientos con menor concentracién del
mucilago con 2,5 % independientemente del tiempo de fermentacion (aOb3, a1b3 y
a2b3), presentaron porcentajes bajos de inhibicion, con valores cercanos al 3 %.

Figura 9
Porcentaje de inhibicion de esporulacion de M. roreri
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Nota: Letras diferentes evidencian diferencias significativas (P < 0,05) entre tratamientos. + Desviacion
estandar (Autores, 2026).

3.3.1. pH del mucilago a diferentes dias de fermentacion

Los valores de pH del mucilago de cacao mostraron variaciones significativas en
funcién del tiempo de fermentacién. En la figura 10 se muestra, que, a los 10 dias de
fermentacion, se registrd el valor mayor con un pH de 3,31, lo que indica una ligera
disminucién en la acidez en comparacion con los otros tratamientos. Por el contrario,
tanto alos 5 como a los 15 dias de fermentacion, el pH fue menor, con valores de 3,18
y 3,13, respectivamente.

Figura 10

Variacion del pH del mucilago del cacao segun los dias de fermentacion
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Nota: Letras diferentes evidencian diferencias significativas (P < 0,05) entre tratamientos. + Desviacion
estandar (Autores, 2026).
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3.3.2. Biomasa fungica

Como se muestra en la figura 11, los resultados muestran que la biomasa fungica del
fitopatbgeno se vio significativamente influenciada por el factor A: dias de
fermentacidon del mucilago de cacao. Se observd una tendencia decreciente en la
biomasa fungica conforme aumentaron los dias de fermentacion, lo que indica un
efecto antifungico mas pronunciado en tratamientos mas prolongados. En el
tratamiento 15 dias de fermentacion se registraron valores inferiores (0,10; 0,09; 0,08),
seguidos por los 10 dias (0,15; 0,14, 0,14) y finalmente el tratamiento a los 5 dias con
valores superiores (0,17;0,16;0,15); estas diferencias entre dias son
estadisticamente significativas (p <0,05), los resultados indican que prolongar la
fermentacidn del mucilago reduce de manera creciente y significativa la biomasa de
M. roreri.

g‘gg;oa c;e1/ numero de dias de fermentacion del mucilago de cacao (Factor A) sobre la
biomasa fungica del fitopatégeno.

0,20
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0,16
0,14
0,12

0,10

0,08

0,06

Biomasa flngica factor A: Dias de fermentacion

0,04
a0: 5 dias a1: 10 dias a2: 15 dias
- -5 dias - - -10 dias 15 dias
Nota: Letras diferentes evidencian diferencias significativas (P < 0,05) entre tratamientos. + Desviacion
estandar (Autores, 2026).

Para el factor B: concentracion de mucilago, figura 12; se evidencié una disminucion
progresiva de la biomasa al aumentar la concentracion del mucilago, especialmente
en los tratamientos con 7,5 % y 10 % de concentracion del mucilago. El experimento
a los 5, 10 y 15 dias, con una concentracién de 10 % de mucilago se observaron
resultados inferiores de biomasa fungica (0,09; 0,08;y0,07 respectivamente);
mientras que el tratamiento control sin mucilago registré valores de biomasa
superiores (0,20; 0,19y 0,17). Esto confirma que a mayor concentracién de mucilago
corresponde una reduccion progresiva y consistente de la biomasa del fitopatogeno.
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Figura 12
Efecto de la concentracion del mucilago (Factor B) sobre la biomasa fungica del
fitopatdogeno
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Nota: Letras diferentes evidencian diferencias significativas (P < 0,05) entre tratamientos. + Desviacion
estandar (Autores, 2026).

Los resultados, presentados en la figura 13, evidencian que la biomasa fungica del
fitopatdbgeno presentd variaciones significativas en funcion de los tratamientos
evaluados. Se observd que los valores inferiores de biomasa fungica se registraron
en el tratamiento correspondiente a 15 dias de fermentacion y 10 % de concentracion
de mucilago (a2b0), con un valor promedio de 0,002 g, evidenciando una marcada
inhibicién del crecimiento fungico en comparacion con los demas tratamientos. De
forma similar, el tratamiento a 15 dias de fermentacion con 7,5 % de concentracion
(a2b1) también presentd una baja biomasa (0,03 g), siendo estadisticamente diferente
de la mayoria de los tratamientos con 5 y 10 dias de fermentacion. Por el contrario,
los tratamientos con 5 y 10 dias de fermentacion, en combinacion con concentraciones
bajas entre 2,5 % y 0 % de mucilago, registraron las biomasas fungicas mas elevadas,
alcanzando hasta 0,19 g en el tratamiento con 10 dias de fermentacién y 0 % de
mucilago.

Estos resultados indican que tanto el tiempo de fermentacion del mucilago como su
concentracion tienen un efecto significativo en la reduccion del crecimiento de M.
roreri, siendo los tratamientos con mayor tiempo de fermentacion y concentracion de
mucilago los mas efectivos en inhibir su desarrollo.
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Figura 13
Evaluacion de la biomasa fungica del fitopatégeno.
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Nota: Letras diferentes evidencian diferencias significativas (P < 0,05). + Desviacion estandar (Autores,
2026).

3.3.3. Absorbancia de conductividad eléctrica

En la figura 14, se muestran los resultados de la conductividad eléctrica, los cuales
evidenciaron un aumento progresivo en funcion al Factor A: dias de fermentacién del
mucilago, reflejando una mayor liberacion de compuestos ionicos en el medio. El
tratamiento con 15 dias de fermentacion se observé con valores altos en todos los
tiempos de medicién, iniciando con un valor de 80,18 % y alcanzando un maximo de
86,11 % al final del periodo. Le siguio el tratamiento con 10 dias de fermentacién, con
valores entre 74,12 % y 78,72 %, mientras que el tratamiento con 5 dias registro
valores bajos, desde 65,57 % hasta 72,13 %.

Este patron indica que la fermentacidn mas prolongada favorece una mayor
acumulacion de metabolitos solubles, como acidos organicos, péptidos y sales, que
contribuyen al aumento de la conductividad. Por lo tanto, la conductividad eléctrica se
presenta como un indicador fiable del avance del proceso fermentativo y esta asociada
con el incremento en la actividad antifungica observada en los tratamientos con mayor
tiempo de fermentacion.
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Figura 14
Efecto de los dias de fermentacion de mucilago de cacao (Factor A) sobre la
conductividad relativa de M. roreri durante 120 min de incubacion
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Nota: Letras diferentes evidencian diferencias significativas (P < 0,05). + Desviacion estandar (Autores,
2026).

En la Figura 15 se evidencian diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05)
entre las concentraciones de mucilago evaluadas en relacion con el crecimiento de M.
roreri. A lo largo del periodo de evaluacion, el tratamiento con 10 % de mucilago
registrd el mayor crecimiento micelial, seguido por las concentraciones de 7,5 %, 5 %
y 2,5 %. El tratamiento control sin mucilago presento consistentemente valores bajos
en todos los tiempos de medicion. Cada tratamiento mostro diferencias significativas
respecto al siguiente en orden creciente. Este comportamiento evidencia un efecto
dependiente de la dosis sobre la permeabilidad del micelio y respalda la accion
antifungica del mucilago fermentado.

Figura 15
Efecto de la concentracion de mucilago de cacao (Factor B) sobre la conductividad
relativa de M. roreri durante 120 min de incubacion
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Los resultados de la interaccion evidencian diferencias estadisticamente significativas
con un nivel de confianza (p <0,05) entre los tratamientos combinados de tiempo de
fermentacidn y concentracion de mucilago aplicado durante el ensayo in vitro, como
se muestra en la figura 16. A lo largo del periodo de evaluacion, el tratamiento con 15
dias de fermentacion y 10 % de mucilago demostro consistentemente valores altos de
conductividad eléctrica, alcanzando un 94,00 % a las 120 min y manteniéndose dentro
del grupo estadisticamente superior desde las primeras mediciones. Este tratamiento
supero¢ significativamente a la mayoria de las combinaciones evaluadas.

En efectividad le siguieron los tratamientos con 7,5 % de mucilago fermentado durante
10 y 5 dias, ambos alcanzando un 91,00 % de conductividad eléctrica, reforzando la
importancia tanto del volumen aplicado como del tiempo de fermentacién. Por otro
lado, los valores mas bajos de conductividad eléctrica se observaron en el tratamiento
sin mucilago y aquellos con concentraciones bajas, entre 2,5 % y 5 %, particularmente
cuando se combinaron con 15 dias de fermentacion. En este grupo, el tratamiento con
5 dias y 7,5 % alcanzo solo un 59,00 %, valor estadisticamente inferior al resto de
tratamientos. Estos resultados indican que, aunque el tiempo de fermentacién es un
factor clave, una concentracion de mucilago insuficiente limita significativamente el
incremento en la conductividad eléctrica asociado con la liberacion de metabolitos
idnicos y compuestos solubles generados durante el proceso fermentativo.

Figura 16
Efecto del mucilago de cacao sobre la permeabilidad de la membrana plasmatica de
M. roreri evaluado durante 120 min mediante conductividad eléctrica relativa
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Estos resultados se complementan con la observacion mediante tincion con azul de
tripano al 4 %, donde la colonia del fitopatdgeno expuesta a concentraciones altas de
mucilago (3,75 y 5,0 yL mL™") y fermentacion intermedia (5 y 10 dias) mostraron una
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mayor proporcion de células tefiidas, indicativo de dafio y muerte celular; mientras
que, el tratamiento control presentd un numero minimo de células tefidas,
confirmando la correlacion entre la conductividad eléctrica y la pérdida de viabilidad
celular.

4. Discusion

La caracterizacion morfologica del fitopatbgeno en medio PDA evidencia un patron
colonial compatible con M. roreri, con micelio algodonoso, progresion de coloracion y
alta esporulacion hacia los 15 dias, lo que coincide con descripciones taxondmicas
reportadas para aislamientos asociados a moniliasis bajo condiciones controladas
(Garcia, 2021). La transicion de blanco lechoso a tonalidades gris parduzco y marron
claro sugiere un proceso de maduracion micelial y diferenciacién reproductiva,
consistente con la biologia del patégeno. Este comportamiento resulta relevante
porque establece un punto de partida confiable para interpretar los bioensayos: el
aislamiento expresa rasgos morfolégicos esperables del agente causal y, por tanto, la
respuesta al mucilago puede discutirse con mayor validez. En esa misma linea, los
cambios estructurales observados en tratamientos sometidos a estrés se interpretan
como respuestas adaptativas que, aunque pueden fortalecer la pared celular, tienden
a comprometer la tasa de crecimiento y la acumulacion de biomasa, como se ha
descrito para fitopatdgenos expuestos a condiciones quimicas desfavorables (Pérez-
Bustamante y Lépez, 2022).

La identificacion molecular y el analisis filogenético confirmaron la identidad del
aislado y fortalecieron la validez experimental del estudio, al sustentar la asignacion
taxonomica mediante marcadores moleculares y soporte estadistico en el
agrupamiento, lo que es coherente con criterios empleados para Moniliophthora y
reduce el riesgo de sesgos por contaminacion o asignacion erronea en hongos
filamentosos (Aime & Phillips-Mora, 2005; Vélez et al., 2023). Asimismo, la afinidad
con secuencias de referencia y la separacion respecto a especies cercanas aporta
consistencia biolégica al material evaluado, aspecto relevante al considerar que la
variabilidad genética puede relacionarse con diferencias en comportamiento vy
respuesta a medidas de manejo (Rojas et al., 2021; Barsottini et al., 2023).

En cuanto al desempefio antifungico, la inhibicion del crecimiento micelial mostré un
patrén dependiente del tiempo de fermentacion y de la concentracion del mucilago,
con incrementos consistentes cuando ambos factores se optimizan. Este
comportamiento se alinea con la evidencia de que la fermentacion transforma matrices
vegetales y potencia su bioactividad al modificar el perfil quimico y la disponibilidad de
compuestos con potencial antimicrobiano, particularmente fracciones fendlicas y
metabolitos organicos derivados del proceso fermentativo (Calvo et al., 2021; Yang et
al., 2023). En este marco, la mayor eficacia obtenida en fermentaciones prolongadas
es consistente con estudios que atribuyen el aumento de la actividad bioldgica a
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cambios metabdlicos inducidos durante la fermentacion y a la acumulacién de
compuestos funcionales en la matriz fermentada (Wang et al., 2022).

De forma complementaria, el efecto dosis-dependiente observado concuerda con el
planteamiento de que concentraciones bajas pueden no alcanzar niveles efectivos de
compuestos activos para ejercer inhibicion marcada, fendmeno descrito para
antimicrobianos naturales en sistemas complejos (Tiwari et al., 2009). Desde una
perspectiva aplicada, la interaccion entre fermentacion y concentracién adquiere
relevancia porque permite identificar combinaciones con mayor eficiencia inhibitoria,
contribuyendo a criterios técnicos para una eventual estandarizacién del bioproducto.

La reduccién de la esporulacién observada en los tratamientos mas efectivos aporta
un componente epidemioldgico clave, ya que limitar la produccién de propagulos
puede disminuir el potencial de dispersion del patogeno. Se ha descrito que
compuestos fendlicos y acidos organicos interfieren con procesos de sefalizacion y
diferenciacion asociados a estructuras reproductivas, afectando la capacidad de
reproduccion ademas del crecimiento vegetativo (Yan et al., 2023). En el caso de M.
roreri, este efecto resulta especialmente pertinente porque complementa la inhibicion
micelial con una disminucion del potencial de propagacion, lo que refuerza el valor del
mucilago fermentado como alternativa de control bioldgico.

La disminucion de biomasa fungica respalda que el efecto del mucilago fermentado
no se limita a restringir la expansion radial, sino que compromete la acumulacion de
masa micelial, lo cual sugiere una afectacion fisiolégica mas profunda. En estudios
con compuestos bioactivos vegetales se han reportado reducciones de biomasa
asociadas a alteraciones de permeabilidad celular y afectacibn de procesos
biosintéticos esenciales, lo que resulta coherente con la respuesta observada bajo las
condiciones de mayor eficacia (Li et al., 2022). Ademas, al comparar de manera
conceptual con estrategias biologicas y quimicas utilizadas en el manejo de patégenos
del cacao, el mucilago fermentado podria considerarse un componente
complementario dentro de enfoques integrados que buscan reducir la dependencia
exclusiva de medidas sintéticas (Guato Molina et al., 2019; Bateman et al., 2005).

Los ensayos asociados a integridad de membrana sostienen un mecanismo
consistente con dafo celular, ya que el aumento de conductividad y la liberacién de
componentes intracelulares reflejan pérdida de homeostasis y fuga de solutos. Este
patron ha sido descrito cuando compuestos fendlicos o mezclas bioactivas
desestabilizan la membrana plasmatica y provocan permeabilizacion, con efectos
directos sobre viabilidad y desempefio del microorganismo (He et al., 2018; Tako et
al., 2020).

La fermentacion puede intensificar este efecto al potenciar fracciones activas de la
matriz y favorecer un perfil bioactivo con mayor capacidad antimicrobiana, lo cual es
coherente con revisiones que describen mecanismos basados en permeabilizacion y
estrés asociado a metabolitos bioactivos (Angane et al., 2022). En conjunto, los
hallazgos sostienen que el mucilago de cacao fermentado presenta potencial como
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alternativa biologica con efecto dependiente de fermentacion y concentracion; sin
embargo, su proyeccidn requiere validaciones posteriores fuera del entorno de
laboratorio, asi como una caracterizacion quimica que permita vincular con precision
el perfil de metabolitos con la magnitud del efecto observado.

5. Conclusiones

En condiciones de laboratorio, el mucilago de cacao fermentado mostr6é capacidad
antifungica frente a Moniliophthora roreri, y su eficacia dependié del tiempo de
fermentacién y de la concentracion aplicada. La fermentacion de 10 y 15 dias
incremento la inhibicidn del crecimiento micelial, y la combinacion de 15 dias con 10
% alcanz6 86,00 % de inhibicion a los 15 dias de evaluacidén. Los ensayos de
integridad de membrana respaldaron este efecto, con aumento de la conductividad
relativa hasta 94 % vy liberacion de compuestos intracelulares (absorbancia 0,88 a 256
nm), lo que sugiere permeabilizacion celular como mecanismo predominante. En
conjunto, los resultados sustentan el potencial del mucilago como insumo de bajo
impacto para estrategias sostenibles de manejo de la moniliasis, siempre que se
estandaricen fermentacion y dosificaciéon. Se recomienda validar su desempefo en
campo en diferentes épocas y localidades, evaluar estabilidad y caracterizar su
composicién para asociar metabolitos con eficacia.
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