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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue determinar la diversidad genética y la
sensibilidad in vitro de Lasiodiplodia theobromae, a fungicidas de diferentes modos de accion;
para lo cual se efectud para la diversidad la extraccion de ADN de 7 cepas de Lasiodiplodia
theobromae, a través del empleo del Kit de Wizard y consecuentemente se procedi6 a realizar la
PCR, la misma que utiliz6 como enzima Go-Taq Hot Star Master Mix con el perfil térmico
apropiado para primers RAPDs y se elaboro electroforesis de 14 cepas separandolas en dos
conjuntos A y B; Por otro lado para la sensibilidad se utilizaron siete principios activos:
tiabendazol, tebuconazol, pyraclostrobin, cyprodinil, sulfato de cobre pentahidratado,
difenoconazol y tiofanato de metil. Aplicados a 7 cepas de L.theobromae procedentes de distintas
localidades de la provincia de Pichincha. Se prepar6 la solucién stock de los fungicidas, se realiz6
diluciones seriadas de: 0,1; 1; 10 y 100ppm, se enveneno el medio PDA y se dispenso en cajas
de Petri con 3 repeticiones para cada concentracion, se sembro 2 discos de micelio y se evalud el
crecimiento. Para los andlisis estadisticos se utilizé el programa R Studio en el cual se efectud los
analisis de riqueza y se determind la TCM y DE50 con respecto a cada principio activo. Los
resultados obtenidos fueron: Bonanza obtuvo en el conjunto A(3,38-2,52) y conjunto B(2,50-
3,38), el tiabendazol(DE50:0,54-3,72ppm), tebuconazol(DE50:0,04-0,35ppm),
cyprodinil(DE50:0,62-5,03ppm),  pyraclostrobin(DE50:0,43-14,73ppm), sulfato de cobre
pentahidratado(DE50:1,60-4,05ppm), difenoconazol(DEs0: 0,07-16,65ppm) y tiofanato de
metil(DE50: 0,54-3,72ppm). Se concluye que fue la localidad Bonanza la que presenté mayor
nimero de genotipos multilocus en todos los conjuntos siendo la mas diversa; con relacién a la
sensibilidad los principios activos eficientes sobre la TCM de L. theobromae fueron: tebuconazol,
tiabendazol y tiofanato de metil, por ello se recomendd emplear en otro trabajo mas aislados y

otros productos.

Palabras clave: <Lasiodiplodia theobromae>, <Hylocereus spp>, <D
<DOSIS LETAL>, <SENSIBILIDAD>, <POLIMORFISMOS>
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SUMMARY / ABSTRACT

The aim of this study was to determine the genetic diversity and in vitro sensitivity of
Lasiodiplodia theobromae to fungicides of different modes of action; for diversity, the extraction
of DNA from 7 strains of Lasiodiplodia theobromae was carried out through the use of the Wizard
Kit and consequently PCR was performed, using Go-Taq Hot Star Master Mix as enzyme with
the appropriate thermal profile for RAPDs primers and electrophoresis of 14 strains separating
them into two sets A and B; on the other hand, for sensitivity, seven active principles were used:
thiabendazole, tebuconazole, pyraclostrobin, cyprodinil, copper sulfate pentahydrate,
difenoconazole and thiophanate methyl. These were applied to 7 strains of L. theobromae from
different localities in the province of Pichincha. The stock solution of the fungicides was prepared,
serial dilutions of 0.1, 1, 10 and 100ppm were made, the PDA medium was poisoned and
dispensed in Petri dishes with 3 replicates for each concentration, 2 mycelium discs were sown
and growth was evaluated. For statistical analysis, the R Studio program was used to perform the
richness analysis and determine the MCT and DESO for each active principle. The results obtained
were: Bonanza obtained in set A(3.38-2.52) and set B(2.50-3.38), thiabendazole(DE50:0.54-
3.72ppm), tebuconazole(DE50:0.04-0.35ppm), cyprodinil(DE50: 0.62-5.03ppm),
pyraclostrobin(DE50:0.43-14.73ppm), copper sulfate pentahydrate(DE50:1.60-4.05ppm),
difenoconazole(DE50: 0.07-16.65ppm) and thiophanate methyl(DE50: 0.54-3.72ppm). It was
concluded that the Bonanza locality was the one that presented the highest number of multilocus
genotypes in all the sets, being the most diverse; in relation to the sensitivity, the efficient active
principles on the MCT of L. theobromae were: tebuconazole, thiabendazole and thiophanate

methyl, therefore, it was recommended to use more isolates and other products in other work.

Key words: <Lasiodiplodia theobromae>, <Hylocereus spp>, <GENETIC DIVERSITY>,
<LETHAL DOSE>, <SENSITIVITY>, <POLYMORPHISM>.
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INTRODUCCION

Las plantaciones de pitahaya (Hylocereus spp.) son indispensables para el Ecuador cuya
economia esta basada en las exportaciones; durante el afio 2021, se exportaron 17,895 toneladas
de pitahaya, y, a pesar de que las cifras son alentadoras, debido a problemas fitosanitarios las
pérdidas en produccion se incrementan, al igual que la diversidad y resistencia de los

microorganismos frente a productos para su control (AGROCALIDAD, 2022).

En el cultivo de pitahaya, el hongo fitopatdgeno Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon &
Maubl. se asocia a muerte regresiva, gomosis, mancha foliar, sintomas de pudricién del pedinculo
y pudricion del fruto del espécimen vegetal (Mbenoun et al., 2008: p. 381). Sin embargo, el
conocimiento de la diversidad genética de un organismo patégeno es fundamental para en el
futuro desarrollar estrategias que permitan su control (Ferreira, 2014: p. 22). A su vez las diversas
técnicas de biologia molecular han permitido conocer y caracterizar el contenido genético de

microorganismos, asi como estimar su diversidad (Phillips & Mora, 1995: p.183).

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. es un hongo necrétrofo, el cual se asocia a
enfermedades que causan pérdidas econdmicas representativas (Salvatore et al., 2020: p. 230). En un
inicio presentaba actividad enddfita en tejido sano pasando a ser en la actualidad un patégeno
oportunista cuando el huésped esté bajo condiciones de estrés, lo cual se considera potencialmente

una amenaza para una gran variedad de cultivos tropicales y subtropicales (Ali et al., 2019: p.39).

Ante esta problemadtica fitosanitaria el empleo de fungicidas es cada vez méas frecuente, y el
desconocimiento de parte de los agricultores ecuatorianos les obliga para mantener la produccion,
un uso excesivos de los mismos, 1o mismo que ocasiona que el patégeno genere resistencia
al fungicida, esta resistencia suele producirse debido a que el organismo en este caso evaluado
presenta un cambio a nivel celular con relacion al principio activo del fungicida,
desencadenando asi, generaciones que contienen esta nueva variante genética (Gisi et al, 2002;

Fisher y Meunier, 2008; Ishii, 2010; Siertzki. H, 2015; citados en Carmona et al, 2018, p. 2).

Los fungicidas de contacto se consideran preventivos ya que contienen aquellos principios activos
que al tener exposicion directa con la planta genera resultados efectivos (Calvo, 2017: p. 1). Por otro
lado, los fungicidas sistémicos son productos disefiados para ser absorbidos por las estomas o el

sistema radicular, trabajando de forma interna dentro de las plantas (Sanchez, 2019: p. 2).



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1  Planteamiento del problema

En la actualidad en el Ecuador no se disponen de estudios de diversidad genética de Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon & Maubl agente asociado al cancro del tallo en pitahaya Hylocereus
spp y tampoco se dispone de estudios sobre la sensibilidad de este microorganismo con
fungicidas, a pesar de ser el responsable de la disminucion del rendimiento del cultivo y de su
expansion progresiva en diversas zonas del pais. Esto representa pérdidas econdmicas

significativas a nivel nacional ya que la pitahaya es una fruta de exportacién.

1.2  Objetivos

1.2.1 General

Determinar la diversidad genética de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl en

pitahaya y su sensibilidad a fungicidas de diferentes modos de accion.

1.2.2 Especificos

e Determinar la diversidad genética de los diferentes aislados de Lasiodiplodia theobromae

(Pat.) Griffon & Maubl, colectados en la provincia de Pichincha.

e Establecer la Dosis Efectiva 50 (DE50) de los fungicidas de diferente modo de accion en los
aislados de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl, colectados en la provincia de

Pichincha.

1.3 Justificacion

El microorganismo Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl se presenta como un reto
para especialistas y aun mas para el agricultor, debido a que desafortunadamente los estudios de
diversidad genética son escasos en el mundo y en Ecuador casi inexistentes, representando un
obstaculo para el desarrollo de estrategias de manejo y limitando la reduccién del impacto de las
enfermedades causadas por este patdgeno, por tal motivo esta investigacion pretende generar la

informacion respectiva y conocimiento sobre la existencia de diferencias genéticas de
2



Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl entre localidades o caracteristicas climaticas
gue hayan favorecido la variabilidad de la especie , para en consecuencia poder actuar en cada

Caso.

La evaluacion de fungicidas con diferentes modos de accidn, por otro lado, se realizé para la
determinacién del comportamiento del patégeno frente a los diferentes modos de accién de los
fungicidas y las diferentes dosis, y asi, establecer cual fungicida con su modo de accién y su dosis,
tendria el mejor efecto inhibitorio en el crecimiento micelial, dando a conocer la mejor opcion en
cuanto al manejo y control de este patégeno; mejorando los rendimientos del cultivo y

consecuentemente la rentabilidad.

1.4  Hipotesis

1.4.1 Nula

Los aislados fangicos no difieren genéticamente y los fungicidas de diferente modo de accion y
dosis planteadas no presentan efecto inhibitorio sobre el crecimiento micelial de Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.

1.42 Alterna

Al menos uno de los aislados flngicos difiere genéticamente y al menos uno de los fungicidas de

diferente modo de accion y una de las dosis presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento

micelial de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1 Diversidad genética

2.1.1  Mecanismos evolutivos

Los mecanismos evolutivos surgen de la necesidad de los organismos de cambiar ante la
adversidad y por lo general, los microorganismos realizan cambios muy pequefios en su
composicion genética, pero a su vez muy significativo, pues son estos lo que les permite adaptarse
al entorno en el gue evolucionaron y mantenerse en ese entorno a lo largo del tiempo, creando

variabilidad en los patrones genéticos y aumentando asi su diversidad (Astorga et al., 2006: p.430).

2.1.1.1 Lavariabilidad genética

La variabilidad genética se refiere a la cantidad de genotipos diferentes que existen en una
poblacién determinada, lo que hace que todos los individuos sean diferentes y tengan
caracteristicas diferentes (Baibakova et al., 2019: pp. 1-16). Esta diversidad es de naturaleza dinamica,
donde las especies y sus poblaciones estan en constante cambio, por lo que la situacion actual es

el resultado de los efectos combinados de divergencia y extincion (Astorga et al., 2006: p.430).

2.1.1.2 Mutaciones

Las mutaciones son cambios que ocurren en el ADN de un organismo, y pueden afectar un solo
nucleodtido de ADN, un gen o un cromosoma completo; Estos cambios provocan que se expresen
otras proteinas distintas y el individuo tenga otras caracteristicas, se producen de forma aleatoria
y pueden tener consecuencias positivas, neutras o negativas, por ello para Darwin, la mutacién
era la principal fuente de variacion genética en una poblacidn, cabe destacar que estos cambios

en el ADN son un proceso gradual, lento y continuo (Astorga et al., 2006: p.430).

2.1.1.3 Recombinacién genética

Durante la reproduccion sexual, las crias son distintas entre si y de sus padres, creando nuevos
genotipos (combinaciones de genes) ya que durante la mitosis, las translocaciones de cromosomas
homologos ocurren y cuando se separan, llevan informacion genética de ambos padres, esta

informacion se distribuye al azar de modo que cada gameto (haploide) contenga segmentos de los
4



cromosomas del padre y de la madre, por ello el cigoto llevara informacion genética diferente a

la de los padres (Calvo, 2017: p. 8).

2.1.1.4 Deriva genética

La deriva genética ocurre cuando las proporciones de alelos cambian en una poblacion, esto puede
suceder cuando un grupo de individuos en una poblacién se aisla del resto y forma una nueva

poblacién que puede tener una proporcidn de alelos diferente a la original (Astorga et al., 2006: p.430).

-Efecto fundador: Esto sucede cuando un pequefio grupo se separa y se aisla de la poblacion
original, es entonces cuando la variabilidad genética se reduce significativamente, entonces esta

nueva generacioén sera diferente tanto en genotipo como en fenotipo (Calvo, 2017: p. 8).

-Efecto cuello de botella: Esto ocurre poco después de que unos pocos individuos hayan
sobrevivido o experimentado un evento de alta mortalidad, en donde como resultado, se reduce

la variacion genética (Calvo, 2017: p. 1).

2.1.1.5 Flujo génico

El flujo de genes ocurre cuando los alelos de un gen se transfieren de una poblacion a otra,
introduciendo alelos que no estan presentes en la poblacion que los acepta y creando nuevos

fenotipos que pueden ser beneficiosos (Baibakova et al., 2019: pp. 1-16).

2.1.1.6 La seleccion natural

La seleccion natural es un proceso en el que se seleccionan las mejores caracteristicas genéticas
de la poblacidn para las condiciones ambientales en el lugar donde se desarrollan, por lo general
determina caracteristicas de adaptacién de una descendencia, en donde el individuo tiende a

desaparecer o prolongar su existencia (Sanchez, 2019: p. 2).

2.1.2 Marcadores genéticos

La informacion genética que posee cada persona esta determinada por el genotipo de ese
organismo Yy esta relacionada con toda o parte de la informacion genética de un organismo o
ancestro pasado (Bergmann et al., 1989: p. 25). Cada locus implicado en la expresion fenotipica es un

conjunto de genes presentes en los loci para las regiones codificantes y no codificantes del ADN
(Gillet, 1996: p. 21).



Los marcadores genéticos representan ladiferencia genética entre individuos o especies, actuando
como una sefial o signo ya que estan cerca del genoma importante. La mayoria de ellos no afectan
el fenotipo de las caracteristicas interesantes, porque estan cerrados o relacionados con genes que

controlan otras caracteristicas (Collard et al., 2005: p.170).

Actualmente, los marcadores genéticos se utilizan para la investigacion basica, mejora,
caracterizacion y conservacion de plantas, apoyando la entrada de alelos favorables, donde

practicamente revelan sitios de variacion dentro del ADN (Henry, 2001: p. 344).

2.1.2.1 Los marcadores RAPDs

Los marcadores RAPDs (Random Amplified Polimorphic DNA o fragmentos polimérficos
amplificados al azar) fueron desarrollados como un método alternativo para la deteccion rapida
de polimorfismos entre individuos, utilizando un solo cebador aleatorio y la amplificacion de

fragmentos de ADN aleatorios mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (Davila et.al.,2003:
p. 262).

Los marcadores de este tipo tienden a predominar porque los polimorfismos se identifican por
la presencia o ausencia de bandas y se asocian estrechamente con genes de resistencia a
pat6genos especificos de la raza, forman la base para la seleccion indirecta exitosa de un gen de

resistencia importante (Davila et.al.,2003: p. 262).

2.2 Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon and Maubl. es una especie tipo del género Lasiodiplodia
este es un hongo descrito por primera vez alrededor de 1890 que ataca las mazorcas de cacao
(Theobromae cacao) en Ecuador (Crousy Palm, 1999: p. 170). Considerado un fitopatégeno de plantas

hospederas lefiosas y herbaceas de los tropicos y subtrépicos (Picos, 2015: p. 59).

2.2.1 Taxonomia

Lataxonomiade L. theobromae ha mostrado avances significativos ya que al caracterizar regiones
de espaciamiento intergénico y elongacion 1 alfa, puede mejorar su posicion filogenética y
diferenciarla con especies ocultas, aumentando asi el nimero de reportes de nuevas plantas

hospederas (Picos, 2015: p. 59).



Tabla 2-1: Taxonomia de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon and Maubl

Super reino: Eukaryota

Reino Fungi

Filo: Ascomycota

Clase: Dothideomycetes

Orden: Botryosphaeriales

Familia: Botryosphaeriaceae

Género: Lasiodiplodia

Especie: Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.

Fuente: (NCBI, 2009)
Realizado por: Torres. N, 2023

2.2.2 Ciclo bioldgico

Su ascocarpo es morfoldgicamente marrén oscuro a negro, concentrado, de paredes gruesas,
marron oscuro y vitreo en las capas internas (Baibakova et al., 2019: pp. 1-16). Las esporas tienen forma
subeliptica, con puntas anchas y redondeadas, inicialmente incoloras, y se vuelven de color

marron oscuro con la madurez (Phillips et al.,2008: p. 30).

Durante muchos afios, la fisiologia de los aislamientos dentro de la division de especies del género
Lasiodiplodia ha sido objeto de controversia, por lo tanto, los marcadores fisiolégicos tienen un
valor limitado para determinar la segregacion de especies, debido a la amplia variacién en los

marcadores fisioldgicos entre especies, aislados de la misma especie (Phillips et al.,2008: p. 30).

2.2.3 Sintomasy Signos

Las lesiones causadas por L. theobromae en frutos tropicales son inicialmente difusas, se
extienden como huellas dactilares, produciendo necrosis (Picos, 2015: p. 59). La principal via de
entrada de L. theobromae al huésped es a través de heridas provocadas por herramientas, insectos

0 causas naturales, gotas de lluvia y viento (Tanaka, Gongalves, & Tiné, 2014: pp. 285-292).

El hongo sobrevive en tejido vegetal muerto o suelo y especialmente en frutos momificados y la
prevalencia de L. theobromae depende de la temperatura (por encima de 30 °C), el estrés hidrico

y la mala nutricion de las plantas (Tanaka, Gongalves, & Tiné, 2014: pp. 285-292).

Al infectar la fruta de un arbol, el patdgeno puede permanecer inactivo hasta que la fruta madure.

Durante el periodo poscosecha, los frutos pueden infectarse al colocarlos en el suelo después de
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la cosecha o por el contacto fisico entre frutos sanos y enfermos (Picos, 2015: p. 59).

2.24  Especies Afectadas

L. theobromae ha estado implicada en la muerte y descomposicion de frutas como mangos, uvas,
papayas, rambutanes, nisperos y citricos. Hay registros de infeccion por L. theobromae en
aguacates, platanos, rambutanes, lichis, guanabanas, anacardos y melocotones, y nuevos registros

de pitahaya que muestran que la propagacion de la enfermedad aumenta el nimero de huéspedes
(Tanaka, Gongalves, & Tiné, 2014: pp. 285-292)

2.25 Manejo integrado

L. theobromae es mas virulenta que otros géneros y especies, causando mas dafio a los tallos
trasplantados (Tovar et al., 2013: p. 235). En mango, L. theobromae fue moderadamente virulenta
infectando las plantas de forma similar a los hongos de pudricion blanda, utilizando almidén y
otros sacaridos presentes en el sustrato primario de madera para degradar celulosa y

hemicelulosa, sin degradar la lignina (Tovar et al., 2013: p. 235).

Se han evaluado fungicidas contra L. theobromae y Botryosphaeria dothidea, que causan la
enfermedad de las encias en melocotones y albaricoques, y se ha encontrado que los fungicidas
de tiofanato-metilo inhiben el crecimiento y la germinacion del micelio; También se ha informado
que los fungicidas en aerosol tiofanato de metilo 70WP y carbendazim 50WP pueden usarse como

terapia adyuvante para prevenir la invasion de pat6genos (Picos, 2015: p. 59).

En un estudio que evaluo la susceptibilidad de L. theobromae a dos clases de fungicidas en 120
aislados de papaya eran sensibles a los componentes activos del grupo carbamato de la clase

metilbencimidazol (benomil y tiabendazol) (Barbosa-Martinez et al., 2002: p.63).

Para los fungicidas con inhibidores de la desmetilacién (imazalil, procloraz, tebuconazol), se
encontr6é una gran diferencia en la sensibilidad de los aislados analizados, por lo que se puede
concluir que L. theobromae es menos susceptible a este grupo (Barbosa-Martinez et al., 2002: p.63).
Tras la cosecha se evaluaron los efectos del ozono, yodo y cloro en la germinacion de L.
theobromae se aislé de mango y encontr6 que cuando se usaba yodo (500 mg/l), la germinacion
de L. teobromos es 10%; y con ozono (2,2 mg.l-1) y cloro (360 mg.l-1). L-1) la tasa de

germinacion de esporas fue de 30 y 40%, respectivamente (Barbosa-Martinez et al., 2002: p.63).

La combinacién de lavado y posterior aplicacion de tiabendazol reducia la incidencia de L.
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theobromae hasta en un 81% en trasplantes de sapote. Los fungicidas cyprodinil, fludioxinil,
pyraclostrobin boscalid, prochloraz, tebuconazole e iprodione inhibieron eficazmente el

crecimiento del micelio de L. theobromae in vitro (Tovar et al., 2013: p. 235).

2.3 Fungicidas

Estos son productos de caracter quimico que bien pueden inhibir el crecimiento de hongos y sus
esporas, al igual que generar su muerte, esto con el Unico objetivo de mantener la integridad
fitosanitaria de la planta (BasicFarm, 2020, p. 1). Los fungicidas son ampliamente utilizados debido
a su eficacia impidiendo la expansion de enfermedades a nivel agricola y atacando diferentes

sitios celulares del patdgeno (BasicFarm, 2020, p. 1).

2.3.1 Clasificacion de los fungicidas de acuerdo a la movilidad en la planta

2.3.1.1 Movimiento por el xilema

En gran parte los fungicidas de caracter sistémico se movilizan en la planta de manera mas
eficiente por el tejido xilematico mediante translocacion (Almacellas y Marin 2013: p. 33). Cuando
ingresan a la rizdsfera, estos son absorbidos y su movimiento en la planta es generado por efecto
de la transpiracion (Liu et al., 2020: p.18). Los fungicidas atraviesan el xilema después de penetrar

y se mueven desde alli gradualmente a otras partes de la planta como las hojas (Liu et al., 2020:
p.18)

2.3.1.2 Anfimdviles o verdaderamente sistémicos

El movimiento anfibio dentro del arbol es cuando sucede en ambas direcciones el flujo de savia
y el fungicida, el primero por el xilema cuya direccion es ascendente y el segundo por el floema
cuya direccidn es descendente (McGrath, 2014, p.5). Se cree que estos fungicidas son verdaderamente
sistémicos (Liu et al., 2020: p.18).

El sistema de motilidad del floema, o la forma en que viajan a los tejidos viejos y nuevos,
representa la locomocién bidireccional, de una hoja a otra o a las raices, logrando el movimiento de
fluidos dentro del floema (Almacellas y Marin 2013, pp. 33). Los sistemas no retrocedendespués de su

desplazamiento (McGrath, 2014: p. 5).

2.3.1.3 Fungicidas de contacto



Conocidos como protectores, existen en la superficie de los arboles (McGrath, 2014: p. 5). Segln
Almacellas y Marin (2013, p. 33) menciona gque estos poseen la capacidad de crear protecciones a
manera de pared evitando que el patdgeno ingrese en este caso que forme esporas en la planta 'y
se disemine, para que esto ocurra es necesario que estos fungicidas actien sobre la externalidad
del vegetal, estos quimicos deben ser aplicados antes y durante la enfermedad siempre teniendo
en cuenta las condiciones ambientales que pueden propiciar el progreso del patégeno, asi como

el estado fenolégico de la planta (Bhale et al., 2013:p. 797-801).

2.3.1.4 Fungicidas sistémicos

Llamados invasores, son absorbidos por la planta (McGrath, 2014, p. 5). De acuerdo con Pérez (2014,
p. 1), los fungicidas sistémicos son embebidos por la parte foliar y radicular repartiéndose por
toda la planta. Sin embargo existen algunas combinaciones con este tipo de fungicidas, conocido
como fungicidas transltcidos, estos tienen la caracteristica de migracion descendente en el érea

foliar sin ser de una hoja a otra (Bhale et al., 2013:p. 797-801).

Los fungicidas sistémicos afectan diferentes etapas de la vida flngica (FRAC, 2019: pp.3- 5). Sin
embargo poseen diferentes grados de accion o movimiento sistémico en la planta:
desplazamiento, xilema y migracion, o accion verdaderamente sistémica (Bhale et al., 2013:p. 797-
801).

2.3.1.5 Fungicidas translaminares

Los fungicidas translaminares tienen una forma de movimiento que al contrario de los sistémicos
estos pueden pasar de una parte especifica de una hoja a otra (FRAC, 2019: pp.3- 5). Para alcanzar
altos rendimientos es fundamental el empleo de formulas en cultivos bien cubiertos (FRAC, 2019:
pp.3- 5). Estos fungicidas inhiben el crecimiento y esporulacion fingica de patégenos, los cuales se

pueden lavar con precipitaciones al igual que algunos protectores (Bhale et al., 2013:p. 797-801).
De lo anterior se puede concluir que su actividad terapéutica es limitada, habitualmente a las 24
0 72 horas cuando ocurre la infeccién y pierden efectividad cuando empiezan a mostrarse

sintomas (Almacellas y Marin 2013, p. 33).

2.3.2 Clasificacion de los fungicidas de acuerdo a los modos de accion segun el comité de

accion para la resistencia de fungicidas (FRAC).

10



Los fungicidas inhiben el crecimiento de los hongos, lo que perturban los procesos a nivel celular

mas relevantes (FRAC, 2019: pp.3- 5).

Tabla 2-2: Clasificacion de los fungicidas de acuerdo a su modo de accion

Modo de accién

Descripcion

A. Metabolismo de 4&cidos
nucleicos

B. Proteinas motoras y del
citoesqueleto

C. Respiracién

D. Sintesis de aminoéacidos y
proteinas

E. Transduccién de sefiales

F. Transporte o sintesis de
lipidos/funcién o integridad de la
membrana

G. Biosintesis de esterol en las
membranas

H. Biosintesis de la pared celular.

Dificultan la sintesis de acidos nucleicos de ADN y ARN al
reducir la produccion de enzimas como la ARN polimerasa I,
la adenosina deaminasa o la ADN topoisomerasa. Afectan en la
division celular

La tubulina (microtabulos-citoesqueleto), es una molécula
esencial para la formacion y segregacion de los cromosomas
durante la division celular; la alteracion de la tubulina perjudica
los niveles posteriores de la mitosis

La respiracion es un proceso de oxidacion complejo que
conserva la energia liberada durante la descomposicion de las
moléculas (por ejemplo, los hidratos de carbono) mediante la
produccion de ATP y ADP

Inhibicién de la biosintesis de la metionina (gen cgs) y de la
secrecion de las enzimas implicadas en la transferencia de
informacion del ARN en la sintesis de una secuencia de
amino&cidos

Esta formado por sustancias que alteran la transduccion de
sefiales e inhiben los mecanismos metabolicos que permiten a
las células adaptarse a su entorno. MAP/histidina-gquinasa en la
transduccion de sefiales osmética (OS-2, HOG1)

Alteran la sintesis de lipidos y la integridad de las membranas
celulares. Afectan a la permeabilidad de la membrana al influir
en la formacion de glicolipidos

Inhibidor de enzimas o procesos enzimaticos en la biosintesis
de esteroles. Los esteroles estan presentes en las membranas
celulares de algunos hongos (ascomicetos y basidiomicetos,
pero no bacterias ni oomicetos) y confieren estabilidad y
control de permeabilidad

Evitan que la glucosamina se una a la quitina de la pared
celular. La glucosamina es el principal componente estructural
de la pared celular de los hongos; la inhibicion de este
componente conduce a una ruptura de la integridad de la pared
celular

P. Induccion de defensas en la planta huésped

U. Modo de accién desconocido

NC. No clasificado

M. Productos quimicos con actividad multi-sitio

BM. Productos biolégicos con maltiples modos de accion

Fuente: (FRAC, 2019: pp. 12-18)
Realizado por: Torres. N, 2023
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Tabla 2-3: Clasificacion de los fungicidas de acuerdo a su modo de accién

C. Respiracion

deshidrogenasa

deshidrogenasa)

piridinil- fluopiram
etilbenzamidas
Oxatin- carboxina

carboxamidas

12

pirazol-4-

carboxamidas

benzovindiflupyr
bixafen

fluxapyroxad

MdA Cadigo y punto de Nombre grupo Grupo quimico Nombre coman  Caédigo
accion FRAC
Al: fungicidas PA acilalaninas benalaxil 4
ARN polimerasa | (fenilamidas) benalaxil-M
§ =kiralaxil
8 (=kiralaxil)
S metalaxil
c
8 metalaxil-M
=]
3 (=mefenoxam)
[}
E A2: hidroxi- (2- hidroxi- (2- bupirimato 8
2 adenosin amino-) amino-)
o
@ desaminasa pirimidinas pirimidinas
(5]
= A3: sintesis de heteroaromaticos isoxazoles himexazo 32
< ADN/ ARN
(propuesto)
B1: fungicidas MBC benzimidazoles tiabendazol 1
ensamblaje de la (Metil
R-tubulina en Benzimidazol
mitosis Carbamatos) tiofanatos metil tiofanato
% B2: ensamblaje de N-fenil N-fenil dietofencarb 10
%— la B-tubulina en carbamatos carbamatos
é mitosis
; B3: ensamblaje de benzamidas toluamidas zoxamida 22
E\ la B-tubulina en
@ mitosis
8
g B4: division celular fenilureas fenilureas pencicuron 20
é (sitio desconocido
(]
‘é’ B5: deslocalizacion benzamidas Piridinilmetil- fluopicolida 43
a . .
P de proteinas tipo benzamidas
espectrina
B6: funcidn de la aril-fenil-cetonas Benzofenonas metrafenona 50
actina/miosina/ S -
o benzoilpiridinas (piriofenona)
fimbrina
C2: SDHI fenil-benzamidas flutolanil 7
complejo II: (Inhibidores fenil-oxi-etil (isofetamid))
succinato de la Succinato tiofeno amidas



isopirazam

pentiopirad
piridincarboxamid boscalida
as
C3: complejo lII: fungicidas Qol metoxi-acrilatos azoxistrobin 11

citocromo bcl
(ubiquinol oxidasa)

(Inhibidores metoxi-

externos de la carbamatos

piraclostrobin

D: sintesis de aminoacidos y

proteinas

en el sitio Qo (gen Quinona) oximino-acetatos kresoxim-metil
cit b) trifloxistrobin
oxazolidina- amoladona
dionas
dihidro- fluoxastrobin
dioxazinas
imidazolinonas fenamidona
C4: fungicidas Qil ciano-imidazoles ciazofamida 21
complejo IlI: (Inhibidores
citocromo bcl internos de la
(ubiquinona Quinona)
reductasa) en el sulfamoil- amisulbrom
sitio Qi triazoles
C5: dinitrofenil meptildinocap 29
desacopladores crotonatos
de la fosforilacion
oxidativa 2,6-dinitroanilinas fluazinam
C7: transporte de tiofeno- tiofeno- siltiofam 38
ATP (propuesto) carboxamidas carboxamidas
C8: complejo llI: fungicidas QoSI triazolopirimidila ametoctradin 45
citocromo bcl (Inhibidores mina
(ubiquinona externos de la
reductasa) en el Quinona, unién
sitio Qo, subsitio de tipo
unioén de estigmatelina)
estigmatelina
D1: fungicidas AP anilino- ciprodinil 9
biosintesis (Anilino- pirimidinas mepanipirim
de metionina Pirimidinas) pirimetanil
(propuesto)
(gen cgs)
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El: aza-naftalenos ariloxiquinolinas quinoxifen 13
transduccion de
[ %]
= sefiales (mecanismo - - "
= quinazolinonas proquinazid
% desconocido)
2 E2: fungicidas PP fenilpirroles fludioxonil 12
h=t
§ MAP/Histidinaquin (fenilpirroles)
2 asaen la
©
= transduccion de
w sefiales osmdtica
(0s-2, HOG1)
F1: anteriormente dicarboximidas
F3: fungicidas AH hidrocarburos metil tolclofos 14
peroxidacion de la (Hidrocarburos aromaticos
célula (propuesto) Aromaéticos)
(clorofenoles,
nitroanilinas)
heteroaromaticos 1,2 4-tiadiazo etridiazol
F4: carbamatos carbamatos propamocarb 28
[15]
S Permeabilidad de la
S
£ membrana celular,
(5]
S acidos grasos
[1+]
% (propuesto)
E F5: anteriormente fungicidas CAA
'z
g
c
S F6: disruptores microbiano Bacillus sp. y los Bacillus subtilis 44
:5 microbianos de las (Bacillus sp.) fungicidas syn. B.
g o . ,
3 membranas lipopéptidos amyloliquefaciens
E celulares del producidos *cepa QST 713
E— patégeno B.
[}
° amyloliquefaciens
% cepa D747
'
o
)
—
=
2 F7: extracto vegetal hidrocarburos Extracto de 46
©
s disrupcion de la terpénicos, Melaleuca
o
membrana celular alcoholes alternifolia (arbol
(propuesto) terpénicos y del té)
fenoles terpénicos  Aceites vegetales
(mezclas):
Eugenol, geraniol
y timol
o G1: fungicidas DMI imidazoles imazalil 3
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elicitores

C14- demetilasaen  (Inhibidores de la procloraz
la biosintesis de demetilacion) triazoles bromuconazol
esteroles ciproconazol
(erg11/cip51) (SBI: Clase I) difenoconazol
epoxiconazol
fenbuconazol
flutriafol
ipconazol
metconazol
miclobutanil
penconazol
propiconazol
tebuconazol
tetraconazol
triadimenol
triticonazol
triazolintionas protioconazol
G2: aminas morfolinas fenpropimorf 5
Al4-reductasa (“morfolinas™)
y
A8—AT - (SBI: Clase 11) piperidinas fenpropidin
isomerasa
en la biosintesis spiroketal-aminas spiroxamina
de esteroles
(erg24, erg2)
G3: 3-ceto fungicidas KRI hidroxianilidas fenhexamida 17
reductasa, (Inhibidores de la
desmetilacion C4 ceto Reductasa) Amino- fenpirazamina
(erg27) pirazolinona
(SBI: Clase I11)
- H5: fungicidas CAA amidas del 4cido dimetomorf 40
% celulosa sintasa (Amidas del cinamico
E 5 Acido valinamida bentiavalicarb
E ‘—; Carboxilico) carbamatos iprovalicarb
é 8 valifenalato
é amidas del acido mandipropamida
T mandélico
PR P1: benzo-tiadiazol benzo-tiadiazol acibenzolar-S- P01
= = ;-). asociado al BTH BTH metil
§ § 2 salicilato
E % % P4: polisacéridos ~ compuesto natural polisacaridos laminarin P04
A T a
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P7: fosfonatos fosfonatos etil fosfonatos fosetil-Al P07
acido fosforosoy (33)
sus sales
(fosfonato
potasico)
° desconocido cianoacetamidaox  cianoacetamidaox cimoxanilo 27
=] . .
S & ¢ ima ima
> 3 2
v L O " T e
S =2 3T anteriormente fosfonatos (codigo 33), reclasificado a P07 en 2018
) g ©
E &
D} [«}) " —
c - P
8 5 E desconocido fenil-acetamida fenil-acetamidas ciflufenamid U 06
fd 2 @
s 58%F
S g 2 8
o
S o 7 - — e - -
u8') i ag’_ W disrupcion de la guanidinas guanidinas dodina u12
[} —
° g o membrana celular
o
e c ©
S 8 % (propuesto)
c @ =
S 3 &
g T ®
3 2 =
=
desconocido diversos diversos aceites minerales, NC
S aceites organicos,
(1] - ;-
£ sales inorganicas,
o material de origen
o
2 bioldégico
G
4
actividad de inorganico inorganico cobre (diferentes M 01
contacto multi-sitio (electrdfilos) sales)
o inorganico inorganico azufre M 02
= (electrofilos)
= ™ -
S ditiocarbamatosy  ditiocarbamatos y mancozeb M 03
S
9 relacionados relacionados metiram
© ) .
S (electrofilos) tiram
2
& ziram
c
8 ftalimidas ftalimidas captan M 04
[72}
o v
té (electrofilos) folpet
g cloronitrilos cloronitrilos clortalonil M 05
3 (ftalonitrilos) (ftalonitrilos)
(&]
3 (mecanismo
e . -
o inespecifico)
2 quinonas quinonas ditianona M 09

(antraguinonas)
(electrofilos)

16

(antraguinonas)



Competencia, Microbiano Trichoderma spp. Trichoderma BM 02

micoparasitismo, (Trichoderma y los metabolitos  asperellum Cepas:
antibiosis, enzimas spp.) fungicidas ICC012, T25, T34
liticas y resistencia producidos
inducida Trichoderma

atroviride Cepas:
T11, SC1

Trichoderma
gamsii Cepa:
1CC080

Trichoderma
harzianum rifai
Cepa: T22

BM: Productos bioldgicos con multiples modos de accién

Fuente: (FRAC, 2019: pp. 12-18)
Realizado por: Torres. N, 2023

2.4  Estudio de sensibilidad de fungicidas

2.4.1 Resistencia Cruzada

La resistencia cruzada hace referencia a la capacidad de un organismo para resistir el efecto de
un antibiético después de haber desarrollado resistencia a otro antibidtico de la misma clase o con
un mecanismo de accion similar (Lunaetal., 2012: pp.844-853). La resistencia cruzada a los fungicidas
es un problema comdn que puede limitar la eficacia de los tratamientos quimicos en diversos

cultivos importantes (Maldonado, 2018: p. 19).

El uso excesivo y la mala gestion de los fungicidas pueden aumentar el riesgo de resistencia
cruzada en los patogenos fungicos, lo que resulta en mayores costos para los productores (Luna et
al., 2012: pp.844-853).

Para abordar este problema, se requiere un enfoque integral que incluya la gestién adecuada de
los fungicidas, la mejora de la resistencia de las plantas y la adopcién de practicas agricolas

sostenibles (Fisher & Gollan, 2018: p.82).

2.4.2 Resistencia Inducida

La resistencia inducida es un proceso por el cual una planta puede activar sus propias defensas

después de haber sido expuesta a un agente patdgeno o estresante, lo que le permite protegerse de
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futuras infecciones o dafios (Luna et al., 2012: pp.844-853). Este proceso es una forma de inmunidad

adquirida en las plantas y es similar al sistema inmunol6gico de los animales (Conrath, 2011: pp.524-
531).

La resistencia inducida se puede activar a través de diversos mecanismos, como la produccién de
proteinas de defensa, la activacion de genes de respuesta a estrés, la sintesis de hormonas de

defensa y la acumulacion de metabolitos protectores (Conrath, 2011: pp.524-531).

Esta estrategia de defensa ha sido objeto de estudio en la investigacion agricola debido a su
potencial para reducir la dependencia de los cultivos de pesticidas quimicos y mejorar la

resistencia de las plantas a los patdégenos y otros factores estresantes (Conrath, 2011: pp.524-531).

2.4.3 Sensibilidad y Resistencia a Fungicidas

Cuando se exponen a sustancias toxicas, los microorganismos desarrollan mecanismos de defensa
como la sensibilizacion y la inmunidad; Cuando se usa un fungicida, el organismo fungico
reaccionara al fungicida cuando inhiba su crecimiento, es decir, se haya logrado el objetivo
deseado; por otro lado, si el hongo desarrolla inmunidad, el fungicida no sera adecuado para su

proposito (Maldonado, 2018: p. 19).

Se ha mencionado que la resistencia a un determinado fungicida tiende a ser el resultado de un
cambio a nivel celular que no responde al sitio de accion que maneja el fungicida (Koller, 2000;
Damicon, 2004; citado en Escudero et al., 2009, p. 4774).

Este cambio es provocado por un rasgo heredable, es decir, en el mismo ADN y la resistencia a
los fungicidas se demuestra en la modificacion genética del hongo, lo que resulta en una
sensibilidad reducida a la molécula quimica, lo que reduce la velocidad a la que el fungicida
ingresa a la célula del patégeno, si no estuviera presente, interactuando quimicamente con la
molécula objetivo o desintoxicando el compuesto fungico. Estos cambios a menudo se
relacionan con la aparicion de mutaciones genéticas que bien pueden ocurrir de forma natural o
ser inducidas por factores externos, sometiendo al organismo a una presion de seleccion a nivel

molecular (Koller, 2000; Damicon, 2004; citado en Escudero et al., 2009, p. 4774).
244 Tebuconazol
Triazoles: estos fungicidas se absorben en la parte foliar y se van traslocando desde la base

ascendiendo lentamente, también se los considera esencialmente translaminares, estos fungicidas
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(IBE) son inhibidores de la sintesis del ergosterol (ergosta-5,7,22trien 3B-ol), el cual es un esterol
que forma parte de las membranas celulares de los organismos flngicos, debido a esteataque se
provocan cambios haciendo la membrana mucho mas penetrable y alterando su rigidez; ademéas
los triazoles son considerados (DMI) un inhibidor de la desmetilacién del C14 del lanosterol
(FRAC, 2020; Klix et al., 2007; citados en Odintsova et al., 2020: p.3).

2.45 Difenoconazol

El difenoconazol es un fungicida de la familia de los triazoles que actia como inhibidor de la
biosintesis de esteroles en hongos, impidiendo su crecimiento y reproduccion Sandoval, et.al (2021).
Ha demostrado ser efectivo en el control de algunas enfermedades, sin embargo, su uso excesivo
y la mala gestion pueden llevar a la aparicion de resistencia en los hongos, lo que reduce la eficacia

del fungicida y aumenta la necesidad de su uso (zhang et.al.,2020: p.137).

2.4.6 Cyprodinil

Anilino pirimidinas: El fungicida ciprodinil [4-ciclopropil-6-metil-2-(fenilamino) pirimidina] se
encuentra fuertemente relacionado con la metionina (Zhang et.al.,2020: p.137). Inhibe la produccion
de esporas, la penetracion dentro de la planta, asi como también el desarrollo del tubo
germinativo, y haustorios secundarios, micelio tanto externo e interno, impidiendo la esporulacion
y los procesos de transporte de la membrana plasmatica Serrano et al (2018).

Actua en el ciclo de vida de los hongos principalmente durante el proceso de penetracion y el
crecimiento del micelio dentro del tejido de la planta (zhang et.al.,2020: p.137). Muestra una buena y
rapida translocacion acrépeta (sistema ascendente) dentro de las hojas y frutos, por ello es usado

también por las plantas en la sintesis del etileno (Jeger et al., 2019: pp. 165-196)

2.4.7 Sulfato de cobre pentahidratado

Inorgénico: los fungicidas en base de cobre tienden a ir soltando consecutivamente los iones
(Cu+), este ion al tener actividad en distintos sitios de la célula fungica, provoca cambios drasticos
en el sistema enzimatico llevando a la aniquilacion del hongo (Lesemann et al., 2006; citados en

Baibakova et al. 2019).

2.4.8 Pyraclostrobin
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Metoxicarbamatos: EI pyraclostrobin es un fungicida perteneciente al grupo de los
estrobilurinas, que actta como inhibidor de la respiracién mitocondrial en los hongos, impidiendo
su crecimiento y reproduccion Bhat et al., (2016). Pertenece a la clase de los estrobilurinas, que
acttian inhibiendo la respiracion mitocondrial de los hongos especificamente, se une a la proteina
citocromo bcl, que forma parte de la cadena de transporte de electrones en la mitocondria, y
bloquea su funcién normal, esto interrumpe la produccion de energia en los hongos, lo que a su

vez impide su crecimiento y reproduccion (Brunke et al., 2015: pp. 425-446).

2.49 Tiabendazol

Bencimidazoles: Es un fungicida de amplio espectro que actda inhibiendo la sintesis de la pared
celular del hongo y alterando su funcién mitocondrial, es absorbido por la cuticula y las raices de
las plantas y se transloca hacia los 6rganos en crecimiento, como hojas y brotes, donde actia
contra los hongos patégenos Gullino, et.al (2010). EI mecanismo de accion del tiabendazol se basa
en su capacidad para interferir con la sintesis de la pared celular del hongo, lo que resulta en una

disminucidn de la estabilidad de la membrana celular y la liberacién de enzimas hidroliticas
Khan,et.al (2013).

2.4.10 Tiofanato metil

Bencimidazoles: Funciona como inhibidor de la sintesis de la membrana celular fangica, lo que

provoca la disrupcion del crecimiento y la muerte del hongo Khan,et.al (2013).

El tiofanato de metilo se aplica a menudo en forma de pulverizacion foliar o en el suelo, y se ha
demostrado que es efectivo en una amplia variedad de cultivos, incluyendo frutas, hortalizas,
cereales y plantas ornamentales (Kim et al.,2016: pp.254-259).

2.4.11 Dosis letal o Dosis Efectiva

Estas pruebas hacen relacion a la susceptibilidad de los patdgenos al ser expuestos a fungicidas
con diferentes principios activos y concentraciones, esta concentracion indica la inhibicién del
crecimiento micelial del hongo, en este estudio del 50% como la concentracién inhibidora media

(mg/L) (DES50) (Lovato et al., 2017: p. 71).

2.5 Pitahaya

20



2.5.1 Taxonomia
La Pitahaya (Hylocereus spp.) es originaria de México y cultivada en algunos paises tropicales
ysubtropicales, es una epifita facultativa que evoluciond en el piedemonte andino amazonico en

Peru, Ecuador y Colombia (Verona etal.,2020: p. 442).

Tabla 2-4: Taxonomia de la pitahaya (Hylocereus spp.)

Reino: Plantae
Division: Magnoliophita
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllale
Familia: Cactaceae
Género: Hylocereus
Nombre Cientifico: Hylocereus spp.

Fuente: (Verona et al.,2020, p. 442)
Realizado por: Torres. N, 2023

2.5.2 Botéanica

La pitahaya es una planta perenne, trepadora, epifita que crece cominmente sobre arboles y
piedra, porque no puede estar solo, actualmente, no hay suficientes descripciones anatémicas que
le permitan apoyar su reconocimiento, sin embargo, se describe con hojas tipicamente coniferas,
ubicadas a lo largo de los bordes, formando racimos en los llamados directamente encima del

tallo, son tubulares (Montesinos et al, 2015: p. 72).

Muy atractivo para los polinizadores principalmente murciélagos; se abren una sola vez por
noche, suelen aparecer solitarias y tienen perianto irregular, su ciclo reproductivo masculino
consta de muchos estambres en forma de espiral que producen polen en tres I6bulos, sin embargo
el ovario con numerosos pistilos soldados y unicelulares fusionados en un patron con
protuberancias completamente verdes o verdes con bordes rojos y pétalos de color blanco,
amarillo o rosa que contienen muchas semillas, con cordones largos ubicados en la placenta basal

o parietal. La flor tiene una cdmara de néctar y el fruto es esférico o hemisférico (Montesinos et al,
2015: p. 72).

2.5.3 Condiciones Edafoclimaticas

La pitahaya como especie de cactus tiene capacidad de adaptacion a diferentes condiciones
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ambientales le ha permitido ser introducida en paises con diferencias significativas en clima y
suelo, ha desarrollado mecanismos destinados a la absorcién de agua (aparato radicular muy
grande con gran crecimiento horizontal), evitando la pérdida de agua por transpiracion,

representado visualmente por la consistencia general casi carnosa de los 6rganos terrestres
(Montesinos et al, 2015: p. 72).

2.5.4 Plagasy Enfermedades

Actualmente se han reconocido 17 géneros y 25 especies de fitopatdgenos que infectan a la
pitahaya y el rendimiento de la fruta de pitahaya se reduce debido a microorganismos como
hongos, virus y bacterias, y también debido a la infestacion poscosecha de algunos insectos, y
para evitar estas pérdidas econdmicas se suele controlar enfermedades y plagas mediante el uso
de pesticidas, fungicidas sintéticos como tiabendazol o imazalil. EI Cancer (Neoscytalidium
dimidiatum), enfermedades virales (Cactus virus X), antracnosis (Colletotrichum spp.),
pudricion de frutos y tallos (B. cactus) son las enfermedades méas cominmente reportadas son

algunos ejemplos (Montesinos et al, 2015, p. 72).

Una de las enfermedades mas dafiinas para estos frutos es la podredumbre negra, especialmente
el amarillamiento, causada por el hongo Alternaria alternata. Ademas, estas cepas patdgenas
infecta frutas distintas a la pitahaya. EI hongo infecta las lesiones de frutos maduros poscosecha
gue se manifiestan como depresiones, manchas acuosas con manchas aceitunadas acompafadas

de pudricion blanda (Montesinos et al, 2015:p. 72).

En un estudio realizado para reducir el dafio causado por la podredumbre negra de A. Alternata
pitahaya amarilla, se encontré que remojar la fruta en agua a 50 °C durante 2 minutos redujo
efectivamente la podredumbre y el tratamiento, esto no ayuda. no afectd negativamente las

propiedades fisicoquimicas y sensoriales del fruto (Verona etal.,2020: p. 442)

255 Manejo integrado

2.55.1 Control de podredumbre blanda

Practicas culturales: establecer material de propagacion saludable, desinfectar herramientas,
prevenir dafios a las plantas y evitar el exceso de humedad en el suelo, podas higiénicas periddicas
para reducir la carga de patdgenos, realizar el control de plagas, control oportuno de malezas y

establecer el acceso al area. sala de desinfeccion de calzado (Verona etal.,2020: p. 442).
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Control quimico: El programa de aplicacion debe realizarse de acuerdo con las especificaciones,

alternando las sustancias activas y cumpliendo el periodo de carencia (Montesinos et al, 2015: p. 70).

2.5.5.2 Tratamiento de la antracnosis

Medidas culturales: siembra de materiales sanos, implementacién de podas de cuarentena animal
y vegetal, recoleccion de restos de plantas y flores, desinfeccion regular del ganado, prevencion

de malezas a tiempo (Verona etal.,2020: p. 442).

Control quimico: Este tipo de control debe utilizarse teniendo en cuenta las condiciones de umbral

y circulacion de los principios activos en el modo de accién y respetando los tiempos de espera
(Montesinos et al, 2015: p. 70).

255.3 Resistencia a la pudricion primaria de Fusarium oxysporum

Cultural: Control oportuno de malezas, ajuste de planes de fertilizacién, limpieza de sitios de
siembra, drenaje, siembra en terraplén, recoleccion de materiales de propagacion libres de

enfermedades, podas sanitarias y destruccion de plantas enfermas infectadas (Montesinos et al, 2015,
p. 70).

Biologico: Al momento de la siembra, aplique agentes de control bioldgico a las raices de las
nuevas plantas, como algunas especies fungicas. Quimicos: si es necesario, el sitio de siembra se
puede desinfectar con un conservante durante el periodo de formacion, observando el periodo de

escasez (Verona etal.,2020, p. 44)
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CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Caracteristicas del lugar

3.1.1 Localizacion

El presente trabajo de investigacion se realizara en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad

de Recursos Naturales de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

3.1.2 Caracteristicas Geograficas

Caracteristicas y referencias de la zona

Tabla 3-1: Caracteristicas geograficas de la zona

Descripcion de la zona

Lugar: Riobamba, Chimborazo

Altitud: 2850 m. s.n. m.
Coordenadas

Longitud: 78°40° 59 W

Latitud: 01°38° 51 S

Fuente: Estacién Meteorolégica ESPOCH, 2021
Realizado por: Torres N., 2023.

3.2 Materiales y Equipos

3.2.1 Materiales de laboratorio

-Botellas de vidrio de tapa roscable (500 mL y 100 mL)
-Sorbetes y palillos

-Puntas para micropipeta (10 pL, 100 pL y 1000 pL)
-Gradilla para puntas azules

-Papel film

-Jeringas (5 ml)

-Guantes de nitrilo

-Papel toalla
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-Cinta masking

-Mascarilla

-Papel aluminio

-Cajas Petri (90 mm)

-Probeta (100 mL y 1000 mL)
-Micropipeta (10 L, 100 pL y 1000 uL)
-Vasos de precipitacion (50 mL y 100 mL)
-Matraz Erlenmeyer (250 mL),

-Cucharas desechables

-Papel toalla

-Fundas plasticas trasparentes de polietileno (20 x 30 cm)
-Microtubos (2 mL, 1,5 mL y 200 pL)
-Morteros

-Pistilos

3.2.2 Equipos de laboratorio

-Secador de vidrio (SELECTA 200038)

-Balanza de precision (RADWAG AS220.R2)
-Autoclave (BIOBASE BKQ-B100I)

-Camara de flujo laminar (OASIS 48)

-Camara fotografica (CANNON)

-Micropipeta (Eppendorf)

-Calibrador digital (VERNIER).

-Camara de flujo laminar vertical (BIOBASE BSC1500I1A2-X)
-Incubadora (MEMMERT UN 30)

-Mechero de Bunsen

-Termoblogue (HM100-PRO)

-Centrifuga (EPPENDORF 5424)
-Ultracongelador (BIOBASE BDF-40V450)
-Microondas (PANASONIC 900W)

-Destilador de agua (BOECO WS 8000)
-Incubadora (J.P. SELECTA 2001249, FISHER)
-Agitador magnético (STABLE TEMP 03407-00)
-Vortex (QILINBEIER QL-901)
-Bioespectrofotometro (EPPENDORF Basic)
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-Cuba electroforesis (FISHER SCIENTIFIC FB-SB-710)

-Fuente de poder para electroforesis (FISHER SCIENTIFIC FB300)
-Termociclador (EPPENDORF Vapo.protect)

-Transiluminador UV (FISHER SCIENTIFIC 88A)

-Destilador de agua (BOECO WS 8000)

-Microondas (Panasonic 900w)

-Refrigeradora (Durex).

3.2.3 Reactivos e insumos

-Agua destilada estéril

-Papa Dextrose Agar al 3.9% (PDA DifcoTM)
-Nitrégeno liquido

-Master Mix, 2X (Go Tag® Hot Star Green)
-Primers RAPDs (OPAOQ1, OPA02, OPA04)

-Agua ultrapura

-Kit de extraccion de ADN (PROMEGA Wizard® Genomic DNA)
-Cloroformo alcohol isoamilico (24:1)

-Isopropanol frio

-Etanol

-Intercalante (Diamond™ Nucleic Acid Dye)
-Tris-Borate-EDTA Buffer (SIGMA)

-10X BlueJuiceTM Gel Loading Buffer (Invitrogen)
-DNA Ladder Bench Top 100 kb (PROMEGA)

3.2.4 Material biologico

Las cepas de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. que fueron utilizadas para el

estudio son aislados provenientes de cultivos de pitahaya de la provincia de Pichincha

Tabla 3-2: Material gendmico para la diversidad

Aislado Cadigo Localidad

PRY.1 PVLCE_ Pedro Vicente Maldonado/La Celica
PGL2.3 PVLCE_ Pedro Vicente Maldonado/La Celica
MX3.5 PVBO_ Pedro Vicente Maldonado/Bonanza

26



MX2.5

GN.4

GR.10

GR.16

CS9

GR.4

NL.4

PGL2.4

MX3.4

GR.14

MX3.10

MX2.4

PVBO_
LB_
PV15M_
PV15M_
PVCIS_
PV15M_
PVCIS_
PVLCE_
PVBO_
PV15M_
PVBO_

PVBO_

Pedro Vicente Maldonado/Bonanza
Los Bancos
Pedro Vicente /La Celica/15 de mayo
Pedro Vicente /La Celica/15 de mayo
Pedro Vicente Maldonado/La Celica/El Cisne
Pedro Vicente /La Celica/15 de mayo
Pedro Vicente Maldonado/La Celica/El Cisne
Pedro Vicente Maldonado/La Celica
Pedro Vicente Maldonado/Bonanza
Pedro Vicente /La Celica/15 de mayo
Pedro Vicente Maldonado/Bonanza

Pedro Vicente Maldonado/Bonanza

Realizado por: Torres N., 2023

Tabla 3-3: Material biol6gico para la sensibilidad

Aislado Cadigo Localidad

GR.4 PV15M _ Pedro Vicente /La Celica/15 de mayo

NL.4 PVCIS_ Pedro Vicente Maldonado/La Celica/El Cisnhe
PGL2.4 PVLCE_ Pedro Vicente Maldonado/La Celica
MX3.4 PVBO_ Pedro Vicente Maldonado/Bonanza
GR.14 PV15M_ Pedro Vicente /La Celica/15 de mayo
MX3.10 PVBO _ Pedro Vicente Maldonado/Bonanza
MX2.4 PVBO_ Pedro Vicente Maldonado/Bonanza

Realizado por: Torres N., 2023.

3.2.5 Materiales de oficina

-Computadora
-Calculadora
-Papel Bond
-Flash memory
-Impresora
-Internet.



-Libreta de apuntes
-Cinta adhesiva
-Estilete

-Hojas de papel bond
-Marcador permanente

3.3 Metodologia de la investigacién

3.3.1 Operacionalizacion de las variables

3.3.1.1 Variables dependientes

A. Diversidad genética

B. Sensibilidad

3.3.1.2 Variables independientes

A.1 Aislados de las localidades

A.2 Condiciones climaticas

B.1 Fungicidas Multi- sitio: Sulfato de cobre pentahidratado

B.2 Fungicidas sitio- especificos: Cyprodinil, Difenoconazol, Tiofanato de metil, Pyraclostrobin,

Tebuconazol, y Tiabendazol.

B.3 Dosis Fungicidas: 0; 0,1; 1; 10; 100 ppm.

3.3.2 Disefio experimental

Dentro del disefio experimental se tomara en consideracién 7 cepas de Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon & Maubl de distintas localidades de Pichincha, las mismas que
estuvieron presentes en las dos fases, mientras que para la diversidad se adicionaron 7 aislados
de una coleccion de ADN:

3.3.2.1 Diversidad Genética

Se calculara el indice de diversidad (De riqueza y de Shannon)
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3.3.2.2 Sensibilidad a Fungicidas

Se utilizard un Disefio completamente al azar (DCA 7 x 6) con tres repeticiones
(Fungicidas Multi- sitio y sitio- especifico)

-Fungicidas Multi- sitio: Sal de cobre

-Fungicidas sitio- especificos: Cyprodinil, Difenoconazol, Tiofanato de metil, Pyraclostrobin,

Tebuconazol, y Tiabendazol.

Se utilizaron diferentes dosis de fungicidas para conocer su efecto.

- Dosis Fungicidas: 0; 0,1; 1; 10; 100 ppm.

3.3.3  Andlisis funcional

A aquellos resultados con respuesta significativa, se aplicd un analisis no paramétrico, donde la
separacion de medias se efectué mediante el Test de Kruskal Wallis cuando existieron diferencias
significativas menores al 5%.

3.4 Manejo del ensayo de diversidad

3.4.1 Reactivacion de las cepas

En la cdmara de flujo laminar, después de la desinfeccion en autoclave de las cajas Petri y el
medio PDA se procedio a colocar en cada caja el medio y dejarlo gelificar, para esta reactivacion
se empled medio V8 modificado después de ello se colocd uno o dos discos de las 7 cepas en cada
caja, a fin que se reactive y crezcan como cultivo puro.

Cuando las cepas se encontraron reactivadas se procedié con la extraccion de ADN siguiendo el
protocolo ya dispuesto en el laboratorio de Fitopatologia que consta de la lisis nuclear con

alcoholes y el empleo de nitrégeno liquido.

3.4.2 Extraccion de ADN
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Se coloc6 aproximadamente 1 g de micelio en un mortero estéril, se adiciond nitrégeno liquido,
con el pistilo se macerd hasta obtener un polvo fino, luego con la cuchara estéril se coloc6 en un

microtubo de 2 mL y se guard6 a -40 °C.

Seguidamente con el micelio macerado se utilizé el kit de extraccion PROMEGA Wizard®
Genomic DNA con las siguientes modificaciones del protocolo propuesto por el fabricante.
Posteriormente se adicionaron 600 pL de solucidn de lisis nuclear agitandola en un vortex
(QILINBEIER QL-901) por 3 sy después incubandola a 65 °C por 15 minutos, invirtiendo los

tubos cada 5 min.

Consecutivamente se adicionaron 200 pL de solucién de precipitado de proteinas, luego se llevd

a un vortex por 20 s, posteriormente se centrifugd por 10 min a 14000 rpm.

El precipitado de proteinas formé un pellet, seguidamente se transfiri6 el sobrenadante
conteniendo ADN para un nuevo microtubo (2 mL), a continuacion, se afiadieron 600 pL de
cloroformo-alcoholisoamilico (24:1), se agitdé en un vortex (QILINBEIER QL-901) por 20 s,
luego se centrifugd por 8 min a 14000 rpm y finalmente se transfirié el sobrenadante (x 600 L)

conteniendo el ADN para un nuevo microtubo (2 mL).

Luego se adicionaron 600 pL de isopropanol frio mezclando la solucion invirtiendo los tubos,
después se dejo la solucion en el congelador por 10 min y finalmente se centrifugaron los tubos a

14000 rpm por 10 min.

Observando que ha existido la formacion del pellet se descarté cuidadosamente el sobrenadante,
finalmente se procedié a realizar dos lavados con etanol al 70% frio, en cada lavado se adicionaron
600 pL de etanol al 70% frio y se centrifugd a 14000 rpm por 5 minutos. Luego se descarté el
etanol y se dejaron los tubos de forma horizontal con tapa abierta sobre papel toalla para el secado

del pellet.
Finalmente, después de aproximadamente 12 h, se resuspendieron los pellets con 50 pL solucion
Buffer (TE) y 2 L de RNasa en cada tubo incubando a 37° C por 3 h, luego se almacend el ADN

en el ultracongelador (BIOBASE BDF-40V450) a -20 °C hasta su posterior uso.

Se comprobd en el Bioespectrofotémetro la calidad y cantidad de cada muestra (ANEXO Q)
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343 PCR

Para la identificacion molecular de los diferentes morfotipos obtenidos se empled la técnica de la

amplificacion en cadena del ADN con los iniciadores

Tabla 3-4: Primers RAPDs empleados para la diversidad genética

PRIMER RAPDs

OPA-01 (5" CAGGCCCTTC 3)

OPA-02 (5 TGCCGAGCTG 3')

OPA-04 (5" AATCGGGCTG 3")

Fuente:( Sangeetha et al,2011)
Realizado por: Torres N., 2023.

Para la preparacion de PCR se prepar6 6,25 pL de Master Mix, 2X Go Taq® Green, 1 pL (1
pmol) primer 1 uL , 2,25 uL de agua ultrapura estéril y 2 puL (ng / uL) de ADN de cada uno de

los aislados dando un total de 12,5 yL por cada reaccion de PCR.

Las amplificaciones por PCR se realizaron en un termociclador utilizando las siguientes

condiciones:

Tabla 3-5: Perfil térmico para PCR de marcadores Rapds

Perfil térmico

Desnaturalizacion Inicial 95°C
Tiempo 5 min
Desnaturalizacion 95°C
Tiempo 30s
Ciclos 45
Anelamiento 39°C
Tiempo 1 min
Extension 72°C
Tiempo 2 min
Extension Final 72°C
Tiempo 15 min

Fuente: (Hong et al.2016)

Realizado por: Torres N., 2023.

Los productos de amplificacion fueron visualizados mediante electroforesis.
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3.4.4 Electroforesis

El marcaje se se realiz6 con colorante fluorescente de los fragmentos de PCR para cada locus, las
muestras se prepararan en placas, y en cada placa se incluyd un control negativo el cual es de
agua ultra pura. Posteriormente se emple6 el marcador ladder de 100 kb en la electroforesis para
determinar los tamafios de los fragmentos marcados con fluorescencia, consecuentemente se

identifico si existieron diferencias genéticas entre las cepas.

3.4.5 Andlisis de datos de diversidad

Para el analisis de los datos se empled el programa informaético R interface Rstudio version 4.2.2,
en donde se empled la libreria: library(poppr) la cual sirvi6 para calcular los indices de riqueza y
de Shannon. A demas se emplearon otras librerias como: library(dplyr), library(mmod),
library(vegan), library(iNEXT).

3.5 Manejo del ensayo de sensibilidad

3.5.1 Medio utilizado

El medio de cultivo utilizado para la siembra fue medio PDA sin antibi6ticos (ANEXO A)

3.56.2 Célculos para determinar las concentraciones de los fungicidas

Los célculos para la obtencion de la solucién madre se realizaron de acuerdo a la concentracién
del ingrediente activo de cada fungicida, calculando las concentraciones con las cuales se va
trabajar para enmendar el medio de cultivo (100, 10, 1, 0,1, 0,01 ppm) (ANEXO B).

3.5.3 Preparacion de la solucion stock

La solucion stock se realizara dentro de la cabina de flujo, luego se tomara una pequefia cantidad
del fungicida con una micropipeta, siempre que el fungicida sea de forma liquida (si son
fungicidas solidos, se pesé en una balanza analitica), y se colocara en un vaso de precipitacion,

luego se le agrega el agua destilada estéril faltante hasta completar los 10 mL, que es el volumen

de la solucion final, finalmente se obtiene la dosis 100 ppm.
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Tabla 3-6: Concentracion del ingrediente activo para la preparacion de la solucion stock

Concentracion del ingrediente

Ingrediente activo Nombre comercial activo
Tiabendazol Mertect 500 (SC) 500 g/L
Tebuconazol Stratego® (SC) 430 g/L
Tiofanato de metil NOVAK® 500 g/L
Pyraclostrobin Comet® 250 g/L
Sulfato de Cobre Phyton (SL) 240 g/L
Difenoconazole Score (250) 250 g/L
Cyprodinil ESCUDO® 750 g/kg

Realizado por: Torres N., 2023.

3.5.4 Enmendado del medio de cultivo

Para proceder al enmendado del medio, se basd en la metodologia de Salazar et al. (2012, p. 57), para
lo cual se disolvid 0,918 mL de la solucion del fungicida de cada dosis en 45 mL de medio PDA
para 3 repeticiones de cada una de las dosis en las que se trabajé (100; 10; 1; 0,1; 0,01ppm),
dispensando 15 mL de medio enmendado en cada caja Petri, excepto el control en el que

Unicamente se dispens6 medio sin fungicida.

Posteriormente se ird midiendo el crecimiento del micelio y se tomara registro del mismo.

3.5.,5 Siembra de discos de Lasiodiplodia theobromae

Se cortaron discos de micelio de L.theobromae con ayuda de sorbetes estériles de 5,13 mm de
didmetro, mismos que fueron colocados en las cajas Petri con medio de cultivo enmendado, las
mismas que fueron etiquetadas, selladas con papel film y llevadas a la incubadora en obscuridad

a temperatura 27+2 °C hasta que el control llené la caja por completo.

3.5.6 Variables evaluadas
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3.5.6.1 Tasa de Crecimiento Micelial (TCM)

Para la determinacion de la TCM de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl. se tomara
los datos de crecimiento en base al nimero de horas y sera divido para el nimero de dias en que

el micelio llene la caja totalmente.

TCM = Crecimiento de micelio / Nimero de dias

3.5.6.2 Estimacion de la dosis efectiva 50 (DE50)

Para la estimacion de la dosis efectiva 50 (DE50), de las mediciones del diametro de la colonia en
los ensayos de crecimiento micelial, se us6 para calcular el crecimiento o germinacion relativa al
testigo por cada dosis de fungicida y por cada aislamiento y calcul6 usando la regresion de los
valores de la inhibicion de crecimiento micelial versus el log 10 de la concentracion de los

fungicidas (Bueno et al, 1824; citado en Dialnet, 2018, pp. 185-203).

3.5.6.3 Rango de sensibilidad

Para la estimacién del rango de sensibilidad se us6 dos escalas: la primera correspondié a N. C.
Gudmestad, (2019) con la que se evalu6 todos los fungicidas tebuconazol, tiabendazol,
pyraclostrobin, cyprodinil,tiofanato de metil y difenoconazol ; la segunda correspondio a Liu et,al

(2020) con la gque se evalud la sal de cobre

Tabla 3-7: Escala de sensibilidad propuesta por Gudmestad (2019)

Sensibilidad Rango

Muy sensible <1,0 pg/ml
Sensible 1-5 pg/ml
Moderadamente resistentes 5-20 pg/ml
Resistencia alta 20-100 ug/mi

Muy alta resistencia > 500 pg / ml

Realizado por: Torres N., 2023.

Tabla 3-8: Escala de sensibilidad propuesta por Liu (2020)
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Sensibilidad Rango

Muy sensible <10 pg/mi
Sensible 10-20 pg/ml
Moderadamente resistentes 20-100 pg/ml
Resistencia alta 100-500 pg/ml

Muy alta resistencia > 500 pg / ml

Realizado por: Torres N., 2023.

3.5.7 Analisis de datos de sensibilidad

Para el analisis de los datos se empleé el programa informético R interface Rstudio version 4.2.2,
en donde se empleo la libreria: library(ec50estimator) la cual sirvi6 para calcular la dosis efectiva
50 o DE50 de cada uno de los fungicidas empleados. Ademas, se emplearon otras librerias como:
library(readxl), library(ggplot2), library(drc), library(magrittr), library(cowplot),

library(ggridges), library(agricolae) y otras mas.

3.5.7.1 Diagrama de caja y bigote (box-plot)

Los diagramas de caja y bigote ayudaron a la observacién gréfica de los resultados obtenidos en
el analisis cuantitativo de inhibicién como fueron la TCM y dosis efectiva 50 (DEso) en cada una
de las concentraciones estudiadas.

3.5.7.2 Diagrama barras

Los diagramas barras permitieron la visualizacién de los rangos que estaban ubicados los aislados

con respecto a cada principio activo, permitiendo clasificarlos en un rango de sensibilidad
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CAPITULO IV

4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1 Procesamiento, andlisis e interpretacion de resultados de sensibilidad

4.1.1 Tasa de crecimiento micelial de Lasiodiplodia theobromae (obtenida de diferentes

localidades) en PDA enmendado con diferentes dosis de tiabendazol.
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llustracion 1-4: TCM de L. theobromae (obtenida de diferentes localidades) en medio PDA

enmendado con tiabendazol en diferentes dosis

Tabla 4-1: Porcentaje de inhibicion de crecimiento de los aislados de L.theobromae enmendado

con tiabendazol

% de inhibicién del crecimiento

Cepa
0,1 1 10 100
GR.4 30 55 86 100
MX2.4 41 61 83 100
MX3.10 31 62 87 100
MX3.4 38 63 87 100
PGL2.4 65 60 96 100
NL.4 63 49 100 100
GR.14 68 34 100 100

Realizado por: Torres N., 2023.
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La TCM de las cepas de Lasiodiplodia theobromae fue inhibida en un 100% para todos los
aislados en la dosis de 100 ppm. En cuanto a la dosis de 10 ppm el crecimiento fue inhibido en
un 100 % para los aislados de las localidades 15 de mayo (GR.14) y El Cisne (NL.4) seguido de
la localidad La Celica (PGL2.4) que inhibi6 el crecimiento en un 96%, sin embargo, los aislados
de las localidades 15 de mayo (GR.4) y Bonanza (MX2.4, MX3.10 y MX3.4) presentaron la
mayor tasa de crecimiento con un porcentaje promedio de inhibicion del 86% con respecto al
control en la dosis mencionada anteriormente. Para la dosis de 1 ppm se inhibi6 el crecimiento en
un promedio del 55% con respecto al control. Finalmente, los aislados en la dosis de 0,1 ppm de
las localidades 15 de mayo, El Cisne y La Celica (GR.14, NL.4 y PGL2.4) se mostraron mas
sensibles que el resto de los aislados ya que presentaron inhibicion de la TCM en un promedio
del 65%.

412 Tasa de crecimiento micelial de Lasiodiplodia theobromae (obtenida de diferentes

localidades) en PDA enmendado con diferentes dosis de tebuconazol
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llustracion 2-4: TCM de L. theobromae (obtenida de diferentes localidades) en medio PDA

enmendado con tebuconazol en diferentes dosis.
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Tabla 4-2: Porcentaje de inhibicion de crecimiento de los aislados de L.theobromae enmendado

con tebuconazol

% de inhibicién del crecimiento

Cepa
0,1 1 10 100
GR.4 56 52 76 100
MX2.4 61 41 76 100
MX3.10 56 61 75 100
MX3.4 66 55 80 100
PGL2.4 56 74 78 100
NL.4 57 75 84 100
GR.14 44 61 80 100

Realizado por: Torres N., 2023.

Las TCM de todos los aislados de L.theobromae fue inhibida en un 100% a una dosis de 100 ppm;
Mientras que, para la dosis de 10 ppm la TCM fue inhibida en promedio en un 81% para las
localidades 15 de mayo, El Cisney La Celica (GR.14, NL.4y PGL2.4) al contrario de la localidad
Bonanza (MX3.10) que present6 una mayor TCM a esa misma dosis puesto que solo inhibié un
75%. Para la dosis 1 ppm se inhibio el crecimiento de los aislados en un 60% con respecto al
control. Por otra parte la TCM a una dosis de 0,1 ppm fue mayor para el aislado de la localidad
15 de mayo (GR.14) que inhibio un 44% del crecimiento y menor para los aislados de las
localidades Bonanza y La Celica (MX3.4 y PGL2.4) que presentaron un porcentaje de inhibicion
del 61% en consideracion a sus medias respectivamente. Los aislados de la dosis de 10 ppm
presentaron una tasa de crecimiento menor a las de las dosis 0,1 ppm y 1 ppm, inhibiendo el

crecimiento de forma significativa en relacion con el control con un promedio del 78%.
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4.1.3 Tasa de crecimiento micelial de Lasiodiplodia theobromae (obtenida de diferentes

localidades) en PDA enmendado con diferentes dosis de tiofanato de metil.
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llustracion 3-4: TCM de L. theobromae (obtenida de diferentes localidades) en medio PDA

enmendado con tiofanato de metil en diferentes dosis.

Tabla 4-3: Porcentaje de inhibicion de crecimiento de los aislados de L.theobromae enmendado

con tiofanato de metil

% de inhibicion del crecimiento

Cepa
0,1 1 10 100
GR.4 21 60 95 100
MX2.4 31 53 96 100
MX3.10 20 23 76 85
MX3.4 31 55 86 100
PGL24 25 33 100 100
NL.4 54 28 94 100
GR.14 53 53 93 100

Realizado por: Torres N., 2023.
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La TCM para la dosis de 100 ppm fue inhibida para todos los aislados en un 100% excepto el de
la localidad Bonanza (MX3.10) que presentd un porcentaje de inhibicion del 85%,
consecuentemente para dosis de 10 ppm el mismo aislado de la localidad Bonanza (MX3.10)
presentd una TCM mayor debido a que el porcentaje de inhibicién fue de un 76% al contrario de
la cepa de la localidad La Celica (PGL2.4) cuya TCM se inhibié en un 100%. Para la dosis 0,1
ppm la cepa de la localidad Bonanza (MX3.10) presentd nuevamente la mayor TCM con respecto
a todas las demas localidades ya que inhibi6 el crecimiento en un 20% con relacion al control,
mientras que las cepas de las localidades 15 de mayo y el Cisne (GR.14 y NL.4 ) presentaron una

TCM menor, ya que se inhibio el crecimiento en un promedio del 54% .

4.1.4 Tasa de crecimiento micelial de Lasiodiplodia theobromae (obtenida de diferentes

localidades) en PDA enmendado con diferentes dosis de difenoconazol.
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llustracion 4-4: TCM de L. theobromae (obtenida de diferentes localidades) en medio PDA

enmendado con difenoconazol en diferentes dosis
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Tabla 4-4: Porcentaje de inhibicion de crecimiento de los aislados de L.theobromae enmendado

con difenoconazol

% de inhibicion del crecimiento

Cepa 01 1 10 100
GR.4 56 65 67 93
MX2.4 32 57 66 92
MX3.10 59 58 74 93
MX3.4 53 58 68 97
PGL2.4 9 17 26 100
NL.4 0 37 46 100
GR.14 13 37 48 100

Realizado por: Torres N., 2023.

La TCM para la dosis de 100 ppm fue mayor en la cepas de las localidades 15 de mayo y Bonanza
(GR.4, MX2.4, MX3.10 y MX3.4) con un promedio de inhibicion del 94% , mientras que para
las demas cepas se inhibi6 el 100% del crecimiento a esa misma dosis. Para la dosis 10 ppm el
aislado de la localidad La Celica (PGL2.4) fue el mas resistente ya que su crecimiento fue inhibido
en un 26% , por otra parte los aislados de las localidades 15 de mayo y Bonanza (GR.4, MX2.4,
MX3.10 y MX3.4) fueron los mas sensibles ya que presentaron un porcentaje promedio de
inhibicion del 68%. Para la dosis 1 ppm la cepa de la localidad La Celica (PGL2.4) presentd la
mayor TCM ya que el porcentaje de inhibicion fue del 17%, mientras que la cepa 15 de mayo
(GR.4) presento la menor inhibiendo el crecimiento en un 65%. Para la dosis 0,1 ppm la menor
TCM la tuvo el aislado de la localidad Bonanza (MX3,10) inhibiendo un 59%, y la menor TCM

la presentd el aislado de la localidad el Cisne que no inhibio el crecimiento en lo absoluto (NL.4).
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4.15 Tasa de crecimiento micelial de Lasiodiplodia theobromae (obtenida de diferentes

localidades) en PDA enmendado con diferentes dosis de pyraclostrobin.
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llustracion 5-4:  TCM de L. theobromae (obtenida de diferentes localidades) en medio PDA

enmendado con pyralostrobin en diferentes dosis

Tabla 4-5: Porcentaje de inhibicion de crecimiento de los aislados de L.theobromae enmendado

con pyraclostrobin

% de inhibicién del crecimiento

Cepa
0,1 1 10 100
GR.4 23 26 62 84
MX2.4 34 52 70 84
MX3.10 45 56 71 84
MX3.4 42 58 63 84
PGL24 1 16 33 100
NL.4 21 14 58 100
GR.14 12 45 54 100

Realizado por: Torres N., 2023.
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La TCM de L.theobromae en la dosis de 100ppm inhibid el crecimiento de las cepas de las
localidades 15 de mayo, El Cisne, La Celica (GR.14, NL4 Y PGL2.4) en un 100% vy para las
cepas las demas localidades en un 84% con respecto al control . Por otra parte la dosis de 10 ppm
inhibi6 el crecimiento de los aislados de las localidades Bonanza (MX2.4, MX3.10) en un
promedio del 70%, mientras que el aislado de la localidad La Celica (PGL2.4) fue el que obtuvo
la mayor TCM con un 33% de inhibicion. Para la dosis 1 ppm la mayor tasa de crecimiento
correspodid a la cepa de la localidad EI Cisne (NL.4) con un 14% de inhibicion de crecimiento,
mientras que la menor correspondid a la cepa de la localidad Bonanza (MX3.4) en un 58%. La
cepa de la localidad La Celica (PGL2.4) aladosis de 0,1 ppm tuvo la mayor TCM que las demas
cepas con un porcentaje de inhibicion del 1%, mientras que la menor TCM a la misma dosis la
presentd el aislado de la localidad Bonanza (MX 3.10) inhibiendo un 45% del crecimiento.
4.1.6 Tasa de crecimiento micelial de Lasiodiplodia theobromae (obtenida de diferentes
localidades) en PDA enmendado con diferentes dosis de sulfato de cobre

pentahidratado
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llustracion 6-4: TCM de L. theobromae (obtenida de diferentes localidades) en medio PDA

enmendado con sulfato de cobre pentahidratado en diferentes dosis
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Tabla 4-6: Porcentaje de inhibicion de crecimiento de los aislados de L.theobromae enmendado

con sulfato de cobre pentahidratado

% de inhibicién del crecimiento

Cepa
0,1 1 10 100
GR.4 33 36 62 100
MX2.4 28 32 58 100
MX3.10 5 33 63 100
MX3.4 32 49 66 100
PGL24 31 44 66 100
NL.4 22 37 62 100
GR.14 24 51 66 100

Realizado por: Torres N., 2023.

La TCM fue inhibida en un 100% para todos los aislados a una dosis de 100 ppm. Sin embargo
para la dosis de 10 ppm el crecimiento fue inhibido en un 63% con relacién al control, por otra
parte para la localidad Bonanza (MX2.4) la tasa de crecimiento fue mayor que los demas aislados
ya que inhibié un 58% del crecimiento. Para la dosis de 1ppm la menor TCM la presentaron los
aislados de las localidades 15 de Mayo y Bonanza (GR.14 y MX3.4) con un porcentaje de
inhibicion de 51 % y 49% respectivamente, mientras que la mayor TCM correspondié a la cepa
de la localidad Bonanza (MX2.4) con un porcentaje de inhibicion de 32%. Para la dosis 0,1ppm,
la mayor TCM fue presentado por el aislado de la localidad Bonanza (MX3.10) con un 5% de
inhibicion de crecimiento y la menor fue presentado por otro aislado de la localidad 15 de mayo
(GR.4) con un 33% de inhibicion.
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4.1.7 Tasa de crecimiento micelial de Lasiodiplodia theobromae (obtenida de diferentes

localidades) en PDA enmendado con diferentes dosis de cyprodinil
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llustracion 7-4:  TCM de L. theobromae (obtenida de diferentes localidades) en medio PDA

enmendado con cyprodinil en diferentes dosis

Tabla 4-7: Porcentaje de inhibicion de crecimiento de los aislados de L.theobromae enmendado

con cyprodinil

% de inhibicidn del crecimiento

Cepa
0,1 1 10 100
GR.4 9 46 100 100
MX2.4 23 47 100 100
MX3.10 26 31 67 69
MX3.4 27 44 61 69
PGL2.4 26 29 65 90
NL.4 25 44 69 91
GR.14 22 63 76 100

Realizado por: Torres N., 2023.
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La TCM para la dosis 100 ppm fue mayor en las cepas de las localidades Bonanza en un 69% de
inhibicion (MX3.4 y MX3.10), de igual manera para las cepas El Cisne, 15 de Mayo en un
promedio del 90% (NL.4 y PGL2.4), sin embargo el crecimiento fue inhibido totalmente para las
cepas de las localidades 15 de mayo y Bonanza (GR.14, GR.4 y MX2.4) en un 100%. Para la
dosis 10 ppm el crecimiento fue mayor para la cepa de la localidad Bonanza (MX3.4) inhibiendo
el crecimiento en un 61% y menor en los aislados de las localidades 15 de mayo y Bonanza (GR.4
y MX2.4) con una inhibicion del crecimiento del 100%. Para la dosis 1 ppm la TCM fue mayor
en el aislado de la localidad La Celica (PGL2.4) ya que solo se inhibio un 29% del crecimiento y
menor para otro aislado de la localidad Bonanza (MX2.4) que inhibio un 46% del crecimiento.
Por otra parte para la dosis 0,1 ppm la mayor TCM correspondié a la cepa de la localidad 15 de
mayo (GR.4) con un porcentaje de inhibicién del 9% y la menor corresponde a la cepa de la
localidad Bonanza (MX3.4) en un 27%.

418 Dosis Efectiva 50 (DEsy) de tiabendazol para diferentes cepas de Lasiodiplodia

theobromae de diferentes localidades.

Dosis efectiva 50 (ppm)

05-

— I ==

0.0-

1 1
cl c2 c3 c4 c5 c6 c7

Cepas de Hongo en Estudio

llustracion 8-4:  DEs de tiabendazol para diferentes cepas de L.theobromae de diferentes

localidades
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Tabla 4-8: Test de Kruskal Wallis 5% de la DEsq de los aislados de L.theobromae enmendado

con tiabendazol

Cepa Media (ppm) Grupo!
Cl 0,89 a
C2 0,59 a
C3 0,57 ab
C4 0,48 ab
C7 0,10 ab
C6 0,10 ab
G5 0,05 b

!Letras iguales denotan medidas que no son significativamente diferentes estadisticamente segtn la prueba de Kruskal Wallis

Realizado por: Torres N., 2023.
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llustraciéon 9-4:  Frecuencia de los aislados de L.theobromae en diferentes clases de Dosis

Efectiva 50 (DEso) estimadas para el principio activo tiabendazol

De acuerdo al test de Kruskal Wallis al 5% la DE50 de los aislados para el principio tiabendazol
fueron significativamente diferentes, dividiéndose en dos grupos a y b (Tabla 4-8). Con relacion
al principio activo tiabendazol la cepa 1 de L. theobromae correspondiente a la localidad 15 de
Mayo present6 la mayor DEsp equivalente a 0,89 ppm (llustracion 8-4), sin embargo la cepa 5
correspondiente a la localidad La Celica presentd la menor DEso equivalente a 0,5 ppm. Los datos
de la Dosis Efectiva 50 (DEso) se agruparon en dos rangos, el primer rango correspondio a 4
aislados de L.theobromae que presentaron sensibilidad a la dosis entre 0,1-1 ppm y otro grupo
con 3 aislados de L.theobromae cuya sensibilidad se presentd a la dosis entre 0-0,1ppm; Para este
ensayo no hubo Dosis Efectivas 50 (DEso) cuyos rangos sobrepasaran el 1 ppm, por dicha razén
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la sensibilidad de L.theobromae con relacion al principio activo empleado es afectada entre

rangos de 0-1 ppm (llustracién 9-4).

419 Dosis Efectiva 50 (DEsp) de tebuconazol para diferentes cepas de Lasiodiplodia
theobromae de diferentes localidades.
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llustracion 10-4: DEsyde tebuconazol para diferentes cepas de L.theobromae de diferentes

localidades

Tabla 4-9: Test de Kruskal Wallis 5% de la DEsp de los aislados de L.theobromae enmendado

con tebuconazol.

Cepa Media (ppm) Grupo?
c2 0,35 a
cr 0,24 a
C1 0,18 a
C5 0,13 ab
C3 0,11 ab
c6 0,07 ab
C4 0,04 b

!Letras iguales denotan medidas que no son significativamente diferentes estadisticamente segiin la prueba de Kruskal Wallis
Realizado por: Torres N., 2023.
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llustracién 11-4: Frecuencia de los aislados de L.theobromae en diferentes clases de Dosis

Efectiva 50 (DEsp) estimadas para el principio activo tebuconazol

De acuerdo al test de Kruskal Wallis al 5% % la DE50 de los aislados para el principio
tebuconazol fueron significativamente diferentes, dividiéndose en dos grupos a y b (Tabla 4-9).
Con relacion al principio activo tebuconazol cepa 2 de L. theobromae correspondiente a la
localidad Bonanza present6 la mayor DEsp con un valor de 0,35 ppm (llustracion 10-4), por otra
parte, la cepa 4 correspondiente también a la localidad Bonanza present6 la menor DEso con un
valor de 0,04 ppm (llustracion 10-4). Los datos de la Dosis Efectiva 50 (DEso) se agruparon en
dos rangos, el primer rango correspondié a 5 aislados de L.theobromae que presentaron
sensibilidad a la dosis entre 0,1-1ppm y otro grupo con 2 aislados de L.theobromae cuya
sensibilidad se present6 a la dosis entre 0-0,1ppm; Para este ensayo no hubieron Dosis Efectivas
50 (DEso) cuyos rangos sobrepasaran los 10 ppm. Por dicha razdn la sensibilidad de L.theobromae

con relacidn al principio activo empleado es afectada entre rangos de 0-1 ppm (llustracion 11-4).
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4.1.10 Dosis Efectiva 50 (DEsp) de tiofanato de metil para diferentes cepas de Lasiodiplodia

theobromae de diferentes localidades.
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llustracion 12-4: DEs de tiofanato de metil para diferentes cepas de L.theobromae de

diferentes localidades

Tabla 4-10: Test de Kruskal Wallis 5% de la DEsg de los aislados de L.theobromae enmendado

con Tiofanato de metil.

Cepa Media (ppm) Grupo!
C6 3,72 a
C3 2,99 a
C5 2,04 a
Cc7 1,24 a
C2 0,75 a
C1 0,65 a
C4 0,54 a

!Letras iguales denotan medidas que no son significativamente diferentes estadisticamente segtin la prueba de Kruskal Wallis
Realizado por: Torres N., 2023.
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llustracién 13-4: Frecuencia de los aislados de L.theobromae en diferentes clases de Dosis

Efectiva 50 (DEsp) estimadas para el principio activo tiofanato de metil

De acuerdo al test de Kuskal Wallis al 5 % las medias no fueron significativamente diferentes ya
que los aislados se mantuvieron en un solo grupo a (Tabla 4-10). La cepa 6 de L. theobromae
correspondiente al aislado de la localidad el Cisne presentd la mayor DEso con el valor de 3,72
ppm (llustracion 12-4). Por otro lado, la cepa 4 correspondiente a la localidad Bonanza present6
la menor DEs con el valor de 0,54 ppm (llustracion 12-4). Los datos de la Dosis Efectiva 50
(DEso) se agruparon en dos rangos, el primer rango correspondi6 a 4 aislados de L.theobromae
que presentaron sensibilidad a la dosis entre 1-10 ppm y otro grupo con 3 aislados de
L.theobromae cuya sensibilidad se presentd a la dosis entre 0,1-1ppm; Para este ensayo no
hubieron Dosis Efectivas 50 (DEsg) cuyos rangos sobrepasaran los 10 ppm, pero tampoco que

fueran menores a 0,01 ppm (llustracion 13-4).
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4.1.11 Dosis Efectiva 50 (DEsy) de difenoconazol para diferentes cepas de Lasiodiplodia

theobromae de diferentes localidades.
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llustracion 14-4: DEs de difenoconazol para diferentes cepas de L.theobromae de diferentes

localidades

Tabla 4-11: Test de Kruskal Wallis 5% de la DEsg de los aislados de L.theobromae enmendado

con difenoconazol.

Cepa Media (ppm) Grupo?
C5 16,65 a
C6 8,26 b
C7 4,92 b
c2 0,72 c
C1 0,24 o
C4 0,16 de
C3 0,07 o

!Letras iguales denotan medidas que no son significativamente diferentes estadisticamente segiin la prueba de Kruskal Wallis
Realizado por: Torres N., 2023.
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llustracién 15-4: Frecuencia de los aislados de L.theobromae en diferentes clases de Dosis

Efectiva 50 (DEsp) estimadas para el principio activo difenoconazol

Los aislados de acuerdo al test de Kruskal Wallis fueron significativamente diferentes, formando
cinco grupos a, b, ¢, d y e (Tabla 4-11). Con respecto al principio activo difenoconazol la cepa c5
de L. theobromae correspondiente al aislado de la localidad La Celica present6 la mayor DEso con
un valor de 16,65 ppm (llustracion 14-4). Por otro lado, la cepa c3 que corresponde al aislado de
la localidad Bonanza present6 la menor DEso con un valor de 0,07 (llustraciéon 14-4). Los datos
de la Dosis Efectiva 50 (DEso) se agruparon en cuatro rangos, el primer rango correspondi6 a un
aislado que presento sensibilidad a una dosis entre 10-100 ppm, posteriormente 2 aislados de
L.theobromae que presentaron sensibilidad a la dosis entre 1-10 ppm y otro grupo con 3 aislados
de L.theobromae cuya sensibilidad se presento a la dosis entre 0,1-1ppm y finalmente un aislado
que presentd sensibilidad a una dosis entre 0-0,1 ppm Para este hubieron Dosis Efectivas 50
(DEso) cuyos rangos sobrepasaron los 10 ppm, pero también menores a 0,01 ppm. Esta estadistica
puede inferir que el microorganismo presentd frente al principio activo, un aislado con

sensibilidad y con otro aislado resistencia (llustracion 15-4).
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4.1.12 Dosis Efectiva 50 (DEsp) de pyraclostrobin para diferentes cepas de Lasiodiplodia

theobromae de diferentes localidades.
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llustracion 16-4: DEsg de pyraclostrobin para diferentes cepas de L.theobromae de diferentes

localidades

Tabla 4-12: Test de Kruskal Wallis 5% de la DEsg de los aislados de L.theobromae enmendado

con pyraclostrobin.

Cepa Media (ppm) Grupo?
C5 14,73 a
C6 7,56 ab
c1 4,93 be
c7 2,57 o
Cc2 1,14 de
c3 0,50 .
c4 0,43 .

!Letras iguales denotan medidas que no son significativamente diferentes estadisticamente segun la prueba de Kruskal Wallis

Realizado por: Torres N., 2023.
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llustracién 17-4: Frecuencia de los aislados de L.theobromae en diferentes clases de Dosis

Efectiva 50 (DEso) estimadas para el principio activo pyraclostrobin

Los aislados de L.theobromae de acuerdo al test de Kruskal Wallis las DEs, de los aislados fueron
significativamente diferentes, dividiéndose en cinco grupos a, b, ¢ ,d ,e (Tabla 4-12). La cepa c5
de L. theobromae correspondiente al aislado de la localidad La Celica present6 la mayor DEsq con
un valor de 14,73 ppm (llustracion 16-4). Por otro lado, la cepa c¢3 y c4 de L. theobromae
correspondiente al aislado de la localidad Bonanza present6 la menor DEsq con un valor de 0,43
ppm (llustracién 16-4). Los datos de la Dosis Efectiva 50 (DEsg) se agruparon en tres rangos, el
primer rango correspondi6 a un aislado de L.theobromae que presento sensibilidad a una dosis
entre 10-100ppm, el cual podria asociarse a una resistencia al principio activo, por otra parte
también se obtuvo 4 aislados de L.theobromae que presentaron sensibilidad a la dosis entre 1-10
ppm y otro grupo con 2 aislados de L.theobromae cuya sensibilidad se presentd a la dosis entre
0,1-1ppm; Para este ensayo no hubieron Dosis Efectivas 50 (DEsp) cuyos rangos fueran menores

a 0,01 ppm (llustracién 17-4).
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4.1.13 Dosis Efectiva 50 (DEsp) de sulfato de cobre pentahidratado para diferentes cepas de

Lasiodiplodia theobromae de diferentes localidades.
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llustracion 18-4: DEs de sulfato de cobre pentahidratado para diferentes cepas de

L.theobromae de diferentes localidades

Tabla 4-13: Test de Kruskal Wallis 5% de la DEsg de los aislados de L.theobromae enmendado

con sulfato de cobre pentahidratado.

Cepa Media (ppm) Grupo?
C2 4,05 a
3 3,41 a
€6 3,17 a
Cl 2,46 a
C5 1,98 a
c4 1,61 a
c7 1,60 a

!Letras iguales denotan medidas que no son significativamente diferentes estadisticamente segtin la prueba de Kruskal Wallis

Realizado por: Torres N., 2023.
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llustracion 19-4: Frecuencia de los aislados de L.theobromae en diferentes clases de Dosis
Efectiva 50 (DEso) estimadas para el fungicida sulfato de cobre

pentahidratado

Los aislados de acuerdo al test de Kruskal Wallis, no fueron significativamente diferentes y
denotaron un solo grupo a (Tabla 4-13). Con respecto al principio activo sulfato de cobre
pentahidratado la cepa c2 de L. theobromae correspondiente al aislado de la localidad Bonanza
presentd la mayor DESO0 con un valor de 4,05 ppm (llustracion 18-4). Por otro lado, la cepa c7 de
L. theobromae correspondiente al aislado de la localidad 15 de Mayo presenté la menor DE50
con un valor de 1,60 ppm (llustracion 13-4). Los datos de la Dosis Efectiva 50 (DEso) se agruparon
en un solo rango que correspondié a los 7 aislados de L.theobromae que presentaron sensibilidad
a la dosis entre 1-10 ppm; Para este ensayo no hubieron Dosis Efectivas 50 (DEsp) cuyos rangos
sobrepasaran los 10 ppm, pero tampoco que fueran menores a 0,1 ppm. En este ensayo se puede
mostrar como todos los aislados presentaron sensibilidad a un rango en especifico (llustracion 19-
4)
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4.1.14 Dosis Efectiva 50 (DE50) de cyprodinil para diferentes cepas de Lasiodiplodia

theobromae de diferentes localidades.
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lHustracion 20-4: DEs, de cyprodinil para diferentes cepas de L.theobromae de diferentes

localidades

Tabla 4-14: Test de Kruskal Wallis 5% de la DEsg de los aislados de L.theobromae enmendado
con cyprodinil.

Cepa Media (ppm) Grupo?
C5 5,03 a
C3 4,65 a
C4 2,88 ab
C6 181 bc
C1 1,13 cd
C2 1,03 cd
C7 0,62 d

!Letras iguales denotan medidas que no son significativamente diferentes estadisticamente segin la prueba de Kruskal Wallis

Realizado por: Torres N., 2023.
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llustracién 21-4: Frecuencia de los aislados de L.theobromae en diferentes clases de Dosis

Efectiva 50 (DEso) estimadas para el fungicida cyprodinil

Los aislados de acuerdo al test de Kruskal Wallis fueron significativamente diferentes,
presentaron cuatro grupos con las letras a, b, ¢ y d (Tabla 4-14). Con relacion al principio activo
cyprodinil la cepa c5 de L. theobromae correspondiente al aislado de la localidad La Celica
presentd la mayor DEsy con un valor de 5,03 ppm (llustracion 20-4). Por otro lado, la cepa c7 que
corresponde al aislado de la localidad 15 de Mayo presentd la menor DEs, con un valor de 0,62
ppm (llustracién 4-14). Los datos de la Dosis Efectiva 50 (DEso) se agruparon en dos rangos, el
primer rango correspondio a 6 aislados de L.theobromae que presentaron sensibilidad a la dosis
entre 1-10 ppm y otro grupo con un solo aislado de L.theobromae cuya sensibilidad se present6 a
la dosis entre 0,1-1pp; Para este ensayo no hubieron Dosis Efectivas 50 (DEsg) cuyos rangos

sobrepasaran los 10 ppm, pero tampoco que fueran menores a 0,01 ppm (llustracion 21-4).

Tabla 4-15: DEs de los aislados de L.theobromae enmendado con diferentes fungicidas

ECso valores (ug mL™)

Fungicidas
N2 Minimo Maximo Promedio
Cyprodinil 7 0,62 5,03 2,45
Pyraclostrobin 7 0,43 14,73 4,55
Tebuconazol 7 0,04 0,35 0,16
Difenoconazol 7 0,07 16,65 4,43
Tiabendazol 7 0,05 0,89 0,40
Tiofanato de metil 7 0,54 3,72 1,70
Sulfato de cobre 7 1,60 4,05 2,61

Realizado por: Torres N., 2023
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En base a los resultados obtenidos en el presente estudio se observd que las DEsg obtenidas a
través de la TCM de las siete cepas de Lasiodiplodia theobromae, varian dependiendo el principio
activo y de las concentraciones a las que estan presentes en el ensayo. Estos resultados se
clasificaron de acuerdo a la escala de sensibilidad propuesta por N. c. Gudmestad,(2019) para los
fungicidas tebuconazol, tiabendazol, tiofanato metil, cyprodinil, difenoconazol y pyraclostrobin,
mientras que para el sulfato de cobre se empled la escala de Liu, J. etal (2020), obteniendo la
siguiente informacion: al utilizar el tiabendazol y tebuconazol todos los aislados (C1, C2, C3,
C4, C5, C6, C7) ingresaron en la categoria de “Muy sensible” (<1,0 ug/mL); en el caso de
tiofanato de metil cuatro de los aislados (C3, C5, C6, C7) ingresaron en la categoria de “Sensible”
(1-5 pg/ml) vy tres aislados (C1,C2 y C4) ) ingresaron en la categoria de “Muy sensible” (<1,0
pug/ml); con respecto al difenoconazol dos aislados (C5 y C6) ingresaron a la categoria
“Moderadamente resistente” (5-20 pg/ml ) tres aislados (C1, C2 y C7) a la categoria “Sensible”
(1-5 pg/ml) y dos aislados (C3 y C4) a la categoria “Muy sensible” (<1,0 ug/ml); en tanto que
para el principio cyprodinil seis aislados (C1,C2,C3,C4,C5 y C6) pertenecieron a la categoria
“Sensible” (1-5 pg/ml) y un aislado (C7) a la categoria “Muy sensible” (<1,0 ug/ml); por otro
lado, con relacion al pyraclostrobin dos aislados (C5 y C6) ingresaron a la categoria
“Moderadamente resistente” (5-20 pg/ml ) tres aislados (C1,C2 y C7) ingresaron a la categoria
“Sensible” (1-5 ug/ml) y dos aislados (C3 y C4) ingresaron la categoria de “Muy sensible” (<1,0
pg/ml) y finalmente, en las sales de cobre las siete cepas (C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7) ingresaron
a la categoria “Muy sensible” (<10 pg/ml).

4.1.15 Analisis de riqueza de los genotipos de Lasiodiplodia theobromae de diferentes

localidades.

Tabla 4-16: Conjunto A para el analisis de diversidad de los aislados de Lasiodiplodia

theobromae
Aislado Cddigo Localidad
GR.4 PV15M _ Pedro Vicente /La Celica/15 de mayo
NL.4 PVCIS_ Pedro Vicente Maldonado/La Celica/El Cisne
PGL2.4 PVLCE_ Pedro Vicente Maldonado/La Celica
MX3.4 PVBO_ Pedro Vicente Maldonado/Bonanza
GR.14 PV15M Pedro Vicente /La Celica/15 de mayo
MX3.10 PVBO Pedro Vicente Maldonado/Bonanza
MX2.4 PVBO_ Pedro Vicente Maldonado/Bonanza

Realizado por: Torres., N.2023
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Tabla 4-17: Conjunto B para el anélisis de diversidad de los aislados de Lasiodiplodia

theobromae
Aislado Cddigo Localidad
PRY.1 PVLCE_ Pedro Vicente Maldonado/La Celica
PGL2.3 PVLCE_ Pedro Vicente Maldonado/La Celica
MX3.5 PVBO _ Pedro Vicente Maldonado/Bonanza
MX2.5 PVBO _ Pedro Vicente Maldonado/Bonanza
GN.4 LB_ Los Bancos
GR.10 PV15M_ Pedro Vicente /La Celica/15 de mayo
GR.16 PV15M_ Pedro Vicente /La Celica/15 de mayo
CS9 PVCIS_ Pedro Vicente Maldonado/La Celica/El Cisnhe

Realizado por: Torres N., 2023

Tabla 4-18: indice de riqueza de siete aislados de L.theobromae de distintas localidades

Riqueza
Localidad Estimacion Minimo Méaximo
PV15M_ 2,50 2,00 3,88
PVBO_ 3,38 2,00 4,65
PVCIS_ 1,00 1,00 1,00
PVLCE_ 1,00 1,00 1,00

Realizado por: Torres N., 2023

Tabla 4-19: indice de riqueza de siete aislados de L.theobromae de distintas localidades

Riqueza
Localidad Estimacion Minimo Maximo
PV15M_ 2,50 2,00 3,88
PVBO_ 3,38 2,00 4,65
PVCIS_ 1,00 1,00 1,00
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PVLCE_ 1,00 1,00 1,00
Realizado por: Torres N., 2023

Tabla 4-20: indice Shannon de siete aislados de L.theobromae de distintas localidades

Riqueza de Shannon

Aislado Estimacion Minimo Méaximo
3,38 1,19 5,56
PV15M
2,51 0,00 6,14
PVBO_
1,00 1,00 1,00
PVCIS_
PVLCE_ 1,00 1,00 1,00

Realizado por: Torres N., 2023

Tomando en cuenta la riqueza, la localidad Pedro Vicente Maldonado — Bonanza (PVBO )
obtuvo mayor nimero de genotipos que las demas localidades, por otra parte la localidad Pedro

Vicente- El Cisne y La Celica obtuvieron los indices de riqueza mas bajos.

De acuerdo con el indice de Shannon la localidad con mayor riqueza fue Pedro Vicente
Maldonado — Los Bancos (PVBO_) obtuvo mayor nimero de genotipos que las demas
localidades, seguido de la localidad 15 de Mayo (PV15M_) sin embargo, para las localidades el
Cisne (PVCIS_) y La Celica (PVLCE_) el indice de riqueza fue bajo.

Tabla 4-21: indice de riqueza de ocho aislados de L.theobromae de distintas localidades

Riqueza
Aislado Estimacion Minimo Maximo
LB 1,00 1,00 1,00
PVISM 2,50 2,00 3,85
PVBO._ 2,50 2,00 3,95
PVCIS. 1,00 1,00 1,00
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PVLCE_ 2,50 2,00 3,88

Realizado por: Torres N., 2023

Tabla 4-22: indice de Shannon de ocho aislados de L.theobromae de distintas localidades

Riqueza de Shannon

Aislado Estimacion Minimo Maximo

LB_ 1,00 1,00 1,00
PVI5M_ 3,38 1,23 5,52
PVBO._ 3,38 1,01 5,68
PVCIS_ 1,00 1,00 1,00
PVLCE_ 3,38 1,19 5,56

Realizado por: Torres N., 2023

Tomando en consideracion el indice de riqueza, la localidad Pedro Vicente Maldonado — Bonanza
(PVBO ) obtuvo mayor nimero de genotipos que las demas localidades como en el caso anterior,
por otra parte, la riqueza para la localidad 15 de mayo (PV15M_) en este caso incremento, al igual
que para la localidad La Celica (PVLCE_); Sin embargo, para las localidades El Cisne (PVCIS_)

y Los Bancos (LB ) el indice de riqueza fue bajo.

De acuerdo con el indice de Shannon la localidad con mayor riqueza fue Pedro Vicente
Maldonado — Los Bancos (PVBO_) obtuvo mayor numero de genotipos que las demas
localidades, seguido de la localidad 15 de Mayo (PV15M )y La Celica (PVLCE_) sin embargo,
para las localidades el Cisne (PVCIS_ ) y Los Bancos (LB ) el indice de riqueza fue bajo
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4.2 Discusion de resultados

El principio activo tiabendazol logr6 inhibir en un 75% el crecimiento de los aislados de
L.theobromae a partir de la dosis de 1ppm ingresando a la categoria “Muy sensible” (<1,0 pg/mL)
de acuerdo a la escala de sensibilidad propuesta por N. c. Gudmestad,(2019); por otra parte la DEsg
obtuvo un valor promedio de 0,40 ppm entre rangos de 0,05 y 0,89 ppm siendo uno de los
fungicidas con la DEs; mas baja, lo cual pondria en evidencia que este fungicida aun genera
inhibicién efectiva en el crecimiento y que podria utilizarse dentro de un calendario de
aplicaciones para el control de L.theobromae, estos resultados contradicen con los resultados
reportados por El-Naggar, S. M., & El-Saadani, M. A. (2017), quienes mencionan que tiabendazol mostro
efectividad sobre L.theobromae in vivo a una concentracion de 500 ppm. Asi mismo, contradice
el estudio realizado por Adesina, J. M., & Akintobi, A. 0. (2012) se informé que a una concentracion de
100 ppm de tiabendazol se redujo el crecimiento de L. theobromae en un 33.3%, mientras que
una concentracion de 1000 ppm logré una inhibicién del 100% del crecimiento del hongo, las
cuales son concentraciones del fungicida altas en comparacion a lo obtenido en este estudio,
ademas, el tiabendazol a pesar de ser uno de los fungicidas sistémicos del grupo de los
Benzimidazoles mas cominmente utilizados en la actualidad en algunos estudios se ha
demostrado la existencia de resistencia a este fungicida en especifico. Un estudio realizado por
Teferaetal. (2015) registré que ciertas cepas de Lasiodiplodia theobromae aisladas en Sudéfrica eran
resistentes al tiabendazol y a otros fungicidas. Esta resistencia al tiabendazol y otros fungicidas
del grupo de los benzimidazoles en hongos fitopatégenos puede ser causada por mutaciones en el
gen de la B-tubulina durante la mitosis. En la mayoria de los casos, los cambios de codon implican
sustituciones de aminoacidos, especialmente en el codén Glu198Val, aun asi los hongos pueden
mostrar variaciones en su comportamiento y resistencia a los benzimidazoles debido a cambios
en una o varias posiciones de los aminoacidos en los codones Asp285Ser y Leu240Phe. Estas
mutaciones se han reportado en estudios previos realizados por Baraldi et al. (2003), Malandrakis et al.
(2013), y Sholberg et al. (2005b), tal como lo mencionan Samaras et al. (2020) en su trabajo. Asi mismo se
hace mencién a que la resistencia al tiabendazol en algunos hongos patdgenos se debe a una
mutacion que ocurre en el codén TTT que codifica para la fenilalanina en la posicion 200
cambiando el codon a TTC o TAT, codificando para tirosina o histidina, respectivamente, lo que

conduce a la resistencia del hongo al tiabendazol segin lo menciona Cools, H. J., & Fraaije, B. A.
(2013) .

Ahora tomando el principio activo tiofanato de metil que es otro bencimidazol se reporta que se
logro inhibir en un 50% el crecimiento de los aislados de L.theobromae a partir de la dosis de 10
ppm ingresando a las categorias “Muy sensible” (<1,0 pg/mL) y “Sensible” (1-5 pg/mL) de

acuerdo a la escala de sensibilidad propuesta por N. C. Gudmestad,(2019); por otra parte la DEso obtuvo
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un valor promedio de 1,70 ppm entre rangos de 0,54 y 3,72 ppm, lo cual pondria en evidencia que
este fungicida aun genera inhibicién efectiva en el crecimiento, que no se ha generado resistencia
cruzada entre fungicidas y que podria utilizarse dentro de un calendario de aplicaciones para el
control de L.theobromae, cabe mencionar que el aislado C3 perteneciente al cantén Pedro Vicente
Maldonado, recinto Bonanza no present6 dicha sensibilidad con relacion a los demas aislados ya
que a diferentes dosis siguié manteniendo los porcentajes mas bajos de inhibicidn con respecto a
las otras cepas, inclusive de aquellas que fueron colectadas en la misma zona. Este resultado puede
deberse a que a diferencia de otras fincas de donde se hizo la colecta, la finca del sefior Moscoso
presentaba mas de 8 afios en produccion de pitahaya, edades diferentes del cultivo y un area
aproximada de 22 hectareas, en donde para mantener la sanidad del mismo son mas frecuentes
las aplicaciones quimicas, lo cual pudo haber desencadenado dicha resistencia; estos resultados
se comparan con los registrados por Canto-Flick et al. (2017) el cual reporta que una aplicacién de
tiofanato de metilo a una concentracion de 0.4% fue efectiva en la reduccion de la incidencia de
la enfermedad causada por Lasiodiplodia theobromae en pitahaya. Chen et al. (2013) mencionan en
su estudio que se ha reportado resistencia al tiofanato de metil en diferentes especies de hongos
fitopatégenos, y que esto puede deberse a mutaciones en el gen de la beta-tubulina y a la
sobreexpresion de enzimas desintoxicantes. Ademas, los autores encontraron gque una cepa de
Fusarium graminearum aislada de trigo en China presentaba una resistencia moderada al
tiofanato de metil, con un factor de resistencia de 5,9 en comparacion con la cepa sensible al

fungicida.

En el caso del principio activo tebuconazol logré inhibir en un 85% el crecimiento de los aislados
de L.theobromae a partir de la dosis de 0,1ppm ingresando a la categoria “Muy sensible” (<1,0
pg/mL) de acuerdo a la escala de sensibilidad propuesta por N. C. Gudmestad,(2019); por otra parte la
DEsg obtuvo un valor promedio de 0,16 pg/mL entre rangos de 0,04 y 0,35 pg/mL siendo el
fungicida con la DEsy mas baja, lo cual significaria que este fungicida genera inhibicion efectiva
en el crecimiento y que podria utilizarse dentro de un calendario de aplicaciones para el control
de L.theobromae, estos resultados contradicen con los reportados por Jang et al. (2018) en el cual se
probd la eficacia de tebuconazol contra Lasiodiplodia theobromae in vitro y encontraron que la
concentracion inhibitoria minima (MIC) de tebuconazol vari6 de 1,56 a 3,13 pg/mL, segln la
cepa del hongo. Por otra parte también existié un reporte en la que a una concentracion de 12,5
pg/mL de tebuconazol se inhibia completamente el crecimiento, asi mismo, los resultados
también difieren con los de con que a una concentracion de 4 ug/mL de tebuconazol se puede
inhibir el crecimiento de Lasiodiplodia theobromae in vitro en ciertas condiciones (Wang et al.,
2017; Zhou et al., 2021). Sin embargo, se sabe que la resistencia a este fungicida ha sido reportada

en otros hongos fitopatdgenos, como Fusarium spp. y Botrytis cinerea, y puede deberse a

65



mutaciones en el gen de la C14-alfa-demetilasa del citocromo P450 que es el sitio de accion del
fungicida, y a la sobreexpresién de enzimas desintoxicantes lo cual lleva a una interrupcion del
crecimiento normal del hongo debido a la acumulacién de precursores del ergosterol y acidos

grasos libres.

Por otra parte el principio activo difenoconazol que es otro triazol logré inhibir en un 50% el
crecimiento de los aislados de L.theobromae a partir de la dosis de 10 ppm ingresando a las
categorias “Muy sensible” (<1,0 pg/mL), “Sensible” (1-5 pg/mL) y “Moderadamente
Resistente” (5-20 pug/mL) de acuerdo a la escala de sensibilidad propuesta por N. c. Gudmestad,(2019);
la DEso obtuvo un valor promedio de 4,43 pg/mL entre rangos de 0,07 y 16,65 pg/mL, lo que
representaria: inhibicion efectiva, y ausencia de resistencia cruzada entre fungicidas, pero deberia
considerarse su empleo en calendarios para el control de L.theobromae, ya que cabe mencionar
que el aislado C5 (PGL2.4) perteneciente al cantén Pedro Vicente Maldonado, recinto La Celica
no presentd dicha sensibilidad ya que a diferentes dosis siguié manteniendo los porcentajes mas
bajos de inhibicion con respecto a las otras cepas; estos resultados contradicen con un estudio en
arboles de mango infectados con L. theobromae que en una concentracion de 1,0 mg/L redujo
significativamente la gravedad de la enfermedad y aument6 la produccion de frutos en
comparacion con los arboles no tratados (Chitarra et al., 2011). Asi mismo otro estudio en vides
infectadas con L. theobromae encontr6 que difenoconazol a una concentraciéon de 0,5 mg/L

controld efectivamente la enfermedad y aumentd la calidad de la fruta (Sarruge et al., 2015).

Una de las partes mas comunes asociadas a la resistencia al difenoconazol es la sustitucion de la
alanina por la treonina en la posicion 379 (A379T) del gen CYP51. Esta mutacion ha sido

identificada en diversos hongos fitopatdgenos (Cools y Fraaije, 2013).

De acuerdo en este caso al principio activo pyraclostrobin logré inhibir en un 59% el crecimiento
de los aislados de L.theobromae a partir de la dosis de 10 ppm ingresando a las categorias “Muy
sensible” (<1,0 ug/mL), “Sensible” (1-5 ug/mL) y “Moderadamente Resistente” (5-20 pg/mL)
de acuerdo a la escala de sensibilidad propuesta por N. c. Gudmestad,(2019); por otra parte la DEsg
obtuvo un valor promedio de 4,55 pg/mL entre rangos de 0,43 y 14,73 ng/mL siendo el fungicida
con la DEsp més alta, lo cual haria referencia a que en estos aislados ya se esta generando algin
tipo de resistencia o que por otro lado, debido a que este principio activo inhibe la respiracion , el
hongo en estudio este empleando una ruta alterna de respiracién como via metabdlica alternativa
para la produccién de energia, asi por ejemplo en un estudio realizado con Candida albicans, se
empleo otra forma de respiracion utilizando la activacion de la via de fermentacién de la glucosa

como una ruta alternativa para generar energia (Brunke et al., 2015). De manera similar, otro estudio
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en Aspergillus fumigatus activo la via de la glicélisis y la fermentacion, lo que resultd la
supervivencia del hongo en ausencia de la respiracion. (Hortschansky et al., 2017). Los resultados
obtenidos en este estudio no concuerdan con los de Journal of Phytopathology en 2021, los
investigadores probaron la eficacia de la piraclostrobina contra Lasiodiplodia theobromae in vitro
y encontraron que la concentracion inhibitoria minima (MIC) de la pyraclostrobin vari6 de 0,0039
a 0,0625 pg/mL, segln la cepa de la hongo. También encontraron que una concentracion de 0,5
pg/mL de pyraclostrobin inhibia por completo el crecimiento del hongo. La resistencia al
pyraclostrobin en Lasiodiplodia theobromae también ha sido estudiada, y se ha propuesto que

puede estar asociada con la presencia de activadores en el gen citocromo b (cytb) (Pérez-Martinez et
al., 2017).

Tomando en consideracion el principio cyprodinil logrd inhibir en un 77% el crecimiento de los
aislados de L.theobromae a partir de la dosis de 10 ppm ingresando a las categorias “Muy
sensible” (<1,0 pg/mL)y “Sensible” (1-5 pg/mL) de acuerdo a la escala de sensibilidad propuesta
por N. C. Gudmestad,(2019); por otra parte la DEsy obtuvo un valor promedio de 2,45 ug/mL entre
rangos de 0,62 y 5,03 ug/mL, estos datos difieren con el estudio realizado por Luque et al. (2019)
que evaluo la sensibilidad de 20 aislados de L. theobromae a diferentes fungicidas, incluido
cyprodinil, encontrando que la concentracion minima inhibitoria (CMI) de cyprodinil para inhibir
el crecimiento de los aislados de L. theobromae varié entre 0,16 y 1,25 pg/mL, con una media de
0,64 pg/mL, ya que también son valores no muy altos para este fungicida. Asi mismo para el
estudio realizado por Garcia-Sanchez et al. (2016) el cual evaluo la actividad antifungica de cyprodinil
contra diferentes patégenos del fruto de citricos, incluyendo L. theobromae en donde reportaron
un valor de IC50 de 1,95 pg/mL para este hongo, sin embargo se encontré que algunos
aislamientos de L. theobromae en plantaciones de mango en Colombia eran resistentes a
cyprodinil, con valores de concentracion efectiva 50 (EC50) mayores a 0,5 ug/mL en algunos
aislamientos. Giraldo,et.al (2018). En Botrytis cinerea, se ha encontrado que la resistencia al
cyprodinil esta asociada con similares en el gen Bcerg27, que codifica para una proteina de
transporte de membrana (Gisi et al., 2002; Heaney et al., 2018). Por otro lado en la especie fungica
Alternaria alternata, se ha identificado que la resistencia estd asociada con protectores en el gen
Aaergb6, que codifica para una proteina quinasa dependiente de ciclina (Kang et al., 2016). En la
especie fungica Penicillium digitatum, esta relacionada con los protectores en el gen PAMFSL,

que codifica para una proteina de transporte de membrana (Lépez-Pérez et al., 2020).

Por otro lado en cuanto al sulfato de cobre, este logrd inhibir en un 63% el crecimiento de los
aislados de L.theobromae a partir de la dosis de 10 ppm ingresando a la categoria “Muy sensible”
(<10 pg/mL) de acuerdo a la escala de sensibilidad propuesta la escala de Liu, J. et,al (2020), por otra

parte la DEso obtuvo un valor promedio de 2,61 pg/mL entre rangos de 1,60 y 4,05 ug/mL, estos
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datos difieren con el estudio realizado por Singh et al. (2016), donde se mostré que la concentracion
minima inhibitoria (MIC) del sulfato de cobre para esta especie fue de 200 pg/mL, mientras que
en otro estudio llevado a cabo por Abad-Campos et al. (2012), los resultados mostraron que la
concentracion de sulfato de cobre requerida para inhibir el crecimiento de L. theobromae fue de
1000 ppm. Sin embargo, en un estudio mas reciente realizado por Mokhtarnejad et al. (2021), los
resultados indicaron que la concentracion minima inhibitoria (MIC) del sulfato de cobre para esta
especie fue de 500 pg/mL, lo que nos hace concluir que la concentracion efectiva 50 en este
estudio es baja y bien se podria inferir que no se ha generado una resistencia y por ende se puede
emplear para calendarios con rotacion de principios activos. La resistencia al sulfato de cobre en
hongos se debe a una variedad de mecanismos, incluyendo la modificacion de la expresion génica,
la sobreproduccién de enzimas de detoxificacion y la modificacion de la estructura de la pared
celular. Sin embargo se han identificado varios genes candidatos que pueden estar asociados con
la resistencia al sulfato de cobre en diferentes especies de hongos, no hay un gen especifico que

se haya identificado como responsable de la resistencia en todas las especies (Liu et al., 2016).

Analizando la parte genética de acuerdo a los indices de diversidad, la localidad Pedro Vicente
Maldonado — Bonanza (PVBO _) obtuvo 6,14 genotipos en el primer grupo Yy de igual manera la
misma localidad en el segundo grupo sigue manteniendo el mayor nimero de genotipos con un
indice de 5,68; este efecto pudo deberse a que la finca en Bonanza mantenga mas de 10 afios de
funcionamiento en la produccion de pitahaya, otro factor puede estar relacionado con el
hectareaje , ya que posee un aproximado de 22 hectareas, el empleo de fungicidas para el MIEP
y que la plantacién haya mantenido cultivos de diferentes edades también pudo haber generado
gue existan aislados sensibles y resistentes, asi lo mencionan en un estudio con Fusarium
oxysporum f. sp que sugiere que la resistencia a los fungicidas puede estar asociada a la diversidad
genética; pues se reportd que las poblaciones mas diversas genéticamente tenian una mayor
probabilidad de incluir aislados resistentes (Brent & Hollomon, 2007). Por otra parte Lasiodiplodia
theobromae es una especie de hongo que puede presentar tanto reproduccion homotalica como
heterotalica, dependiendo de las condiciones ambientales y la disponibilidad de parejas sexuales

compatibles (Freeman & Sharon, 2010: pp.1-10).

4.3  Comprobacion de la hipétesis

Mediante el estudio realizado se rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipétesis alternativa que
menciona que al menos uno de los aislados fungicos difiere genéticamente y al menos uno de los
fungicidas de diferente modo de accion y una de las dosis presenta efecto inhibitorio sobre el

crecimiento micelial de Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl
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CAPITULO YV

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 CONCLUSIONES

Los principios activos que tuvieron efecto inhibitorio superior al 75% en la TCM de L.theobromae
fueron el tebuconazol (inhiben la biosintesis de ergosterol en las membranas) con un promedio
de 0,16 ppm para inhibir el crecimiento su crecimiento; tiabendazol (inhiben las proteinas motoras

y del citoesqueleto) con una DE50 promedio de 0,40 ppm.

Por otro lado, Los principios activos menos eficientes en generar un efecto inhibitorio en la TCM
de L.theobromae fueron pyraclostrobin (inhibe la respiracién) con una DE50 promedio de 4,55
ppm; difenoconazol (inhiben las proteinas motoras y del citoesqueleto) con una DES0 promedio
de 4,43ppm; sulfato de cobre (productos quimicos con actividad multi-sitio) con una DE50

promedio de 2,61 ppm.

En conclusion, los resultados obtenidos en los aislados sensibles y resistentes de la localidad
Pedro Vicente Maldonado-Bonanza sugieren que las condiciones ambientales y de cultivo pueden
influir en la respuesta de las plantas a los patdégenos. El tamafio del terreno, la edad de los cultivos,
el monocultivo y la reproduccién clonal de la pitahaya son factores que podrian estar influyendo
en la resistencia y sensibilidad de la planta a los patdégenos. Estos resultados son importantes para
el desarrollo de estrategias de cultivo y manejo de enfermedades en este cultivo, ya que podrian
ayudar a identificar las condiciones oOptimas para el cultivo de la pitahaya y prevenir la

propagacion de enfermedades.
La localidad con mayor diversidad genética le pertenece al canton Pedro Vicente Maldonado,

recinto Bonanza, en donde a partir de los indices de riqueza y Shannon se han hallado en genotipos

de entre los 13 genotipos de todas las localidades
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5.2 RECOMENDACIONES

-Realizar mas estudios de sensibilidad in vitro utilizando principios activos diferentes a los
utilizados en este estudio para el control de Lasiodiplodia theobromae tales como: boscalid,

azoxystrobin y extractos vegetales.

-Utilizar in vivo los principios activos en donde se obtuvieron menor DEs en las diferentes

localidades de las cuales provienen las cepas de Lasiodiplodia theobromae.

-Realizar estudios de diversidad genética con un nimero de aislados mas grande que permita

corroborar los resultados obtenidos durante este estudio.

-Emplear microsatélites en la caracterizacion genética, la identificacion de variedades y en la
evaluacién de la variabilidad genética dentro de la poblacion en estudio, asi como para la
seleccion de variedades resistentes a enfermedades y adaptadas a diferentes condiciones
ambientales
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GLOSARIO

Alelo: Una de las formas alternativas de un gen que se encuentra en un lugar especifico en un

cromosoma (Griffiths et al., 2020).

Agente causal: microorganismo del ambiente que, por sus propiedades, puede causar problemas

fitosanitarios al hospedero (Massalimov et al., 2017: p.307).

Aminoéacidos: moléculas que se unen para formar nutrientes vitales para la supervivencia de

todos los tipos de células (Genchi, 2017: p.1523).

Biosintesis: es un proceso quimico, del cual se obtiene moléculas complejas a partir de unas mas

sencillas, lo que genera un gasto de energia (Porporatto, 2021: p.1).

Cepas: son el material basico para el desarrollo de cualquier especie de hongo a nivel de

laboratorio (Mata y Salmones, 2021: p.29).

Coddn: es una secuencia de tres nucle6tidos que se localiza en el ARN mensajero (Sanchez, 2020).

Concentracion: magnitud que expresa la cantidad de una sustancia por unidad de volumen, y

cuya unidad en el sistema internacional es el mol por metro ctbico (mol/m?) (RAE, 2021).

Crecimiento micelial: desarrollo del micelio por el contacto entre esporas con un entorno

favorable y con suficientes nutrientes (Dulay et al., 2020: p.2).

Diluciones: reduccion de la concentracién de sustancias quimicas en una solucion (Bolivar, 2021).
Dispensado: llenado de recipientes con el volumen necesario de medio (Merck, 2022).

Dosis efectiva 50 (DE50): es la dosis de una sustancia, que se espera que produzca un
determinado efecto en el 50% de los organismos de experimentacion de una poblacion dada, bajo

un conjunto de condiciones definidas (Espinozaet al., 2017, p.194).

Efecto inhibitorio: capacidad de una sustancia para inhibir o controlar las funciones de un

organismo a través de un estimulo determinado (Cognifit, 2021).



Enzimas: denominados como catalizadores biolédgicos; la cual ayuda a acelerar la velocidad de

las reacciones quimicas (Ramirez y Ayala, 2014).

Esporas: es una célula reproductiva de los hongos que tiene la capacidad de dividirse y formar

un nuevo individuo (MedlinePlus, 2022).

Fenotipo: Caracteristica observable de un organismo, determinada tanto por sus genes como por

su ambiente (Mackay et al., 2019).

Genotipo: todos los genes que se encuentran en el nucleo de cada célula individual (Unilab, 2021).

Homocigoto: Individuo que posee dos copias idénticas de un alelo para un gen particular (Alberts
etal., 2002).

Inhibicién: suspender transitoriamente una funcion o actividad del organismo mediante la accion

de un estimulo adecuado (RAE, 2022).

In vitro: referente que se encuentra en medio de cultivo (Pefiay Paez, 2014).

Marcador genético: Una caracteristica observable o un marcador molecular que se utiliza para

identificar una posicién en el genoma (Hartl y Jones, 2018).

Medio enmendado: es la mezcla de medio de cultivo con cualquier sustancia ajena a este (Arce,
2019: p.385)

Micelio: es una red de hifas o filamentos que se conforman de filas de células dispuestas en hilera

(Droppelmann, 2022).

Mutacion: es una variacion espontanea o inducida del genoma, un cambio permanente y
heredable en la secuencia del ADN, en nucledtidos, o bien en la disposicién del ADN en el

genoma (Sanchez y Gomez, 2021).

Principio activo: cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinada a ser utilizada en la

fabricacién de un producto (Barrantes, 2022).

Polimorfismo: Variacion en la secuencia de ADN que se encuentra en una proporcion

significativa de la poblacion (Collins et al., 1998).



Sensibilidad: el cambio de una variable frente a la variacion en un factor que pueda impactar en

su valor, ya sea positiva 0 negativamente (Westreicher, 2020).

Solucion stock: es una solucién de concentracion conocida, que sirve como base para preparar

para la dilucién otras soluciones en concentraciones mas pequefias (Kripkit, 2020).

Tasa de crecimiento micelial: determinado por las condiciones ambientales como nutrientes,
temperatura y humedad. Si las condiciones ambientales son correctas, las esporas que se adhieren

a las superficies germinaran y los micelios comenzaran a crecer (Suconel, 2013: p.3).
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ANEXOS

ANEXO A: CALCULOS PARA DETERMINAR LAS CONCENTRACIONES DE LOS
FUNGICIDAS.

Célculo del principio activo tiofanato de metil — 50%:
1% 5 000 mg/L
50% ? = 250 000 mg/L = Ci

Luego de conseguir el Ci se determiné el volumen de fungicida de tal manera que la solucion se

encuentre en stock en un volumen de 5 mL de solucién
Ci*Vi=Cf* Vf

Donde:

Ci = Concentracion inicial

Vi = Volumen inicial

CF = Concentracién final

Vf = Volumen final

Entonces: 250 000 mg/L * Vi =5 000 mg/L * 5 mL

25000 2% i

Vi= ng = 0,10 ml del fungicida
250 000—=

Luego de conocer la cantidad de fungicida para nuestra solucién, se procede a establecer la

cantidad de solvente a utilizar, para lo cual:
VT=VFf+ Vs
Doénde:

VT = Volumen total



Vf = Volumen del fungicida
Vs = Volumen del solvente
Entonces 5 mL = 0,10 mL + Vs
Vs=5mL-0,10 mL
Vs = 4,9 mL de agua destilada estéril

La solucién obtenida es la solucion stock; es decir, que su concentracién esta a 100 ppm y para

obtener dosis mas pequefias se realizo la dilucion de esta, es decir:

10 ppm =5 mL de agua destilada estéril y 0,5 mL de la solucion stock.
1 ppm =5 mL de agua destilada estéril y 0,5 mL de la solucién 10 ppm.
0,1 ppm =5 mL de agua destilada estéril y 0,5 mL de la solucion 1 ppm.

0 ppm = Control

ANEXO B: PREPARACION DE SOLUCION STOCK

Diluciones seriadas Solucién stock-Soluciéon madre




ANEXO C: ENMENDADO DEL MEDIO DE CULTIVO Y REPIQUE

Dejar gelificar Repicar Almacenar en incubadora

ANEXO D : CEPAS DE Lasiodiplodia theobromae (PAT.) GRIFFON & MAUBL. QUE
FUERON UTILIZADAS EN EL ENSAYO DE SENSIBILIDAD IN VITRO A

FUNGICIDAS
PROPIETARIO CODIGO LOCALIDAD HOSPEDERO
Sr. Guillermo GR 4 Hylocereus
Rojas ' Pedro Vicente /La Celica/15 de mayo spp.
Ing. Mario MX2.4 Hylocereus
Moscoso ' Pedro Vicente Maldonado/Bonanza spp.
Ing. Mario MX3.10 Hylocereus
Moscoso ' Pedro Vicente Maldonado/Bonanza spp.
Ing. Mario MX3.4 Hylocereus
Moscoso ' Pedro Vicente Maldonado/Bonanza spp.
PGL2.4 Hylocereus
Sr. Rodrigo Yépez ' Pedro Vicente Maldonado/La Celica spp.
Sra. Norma NL.4 Pedro Vicente Maldonado/La Celica/El Hylocereus
Lalvay ' Cisne spp.




Sr. Guillermo GR.14 Hylocereus
Rojas ' Pedro Vicente /La Celica/15 de mayo spp.

Realizado por: Torres Nicole, 2022.

ANEXO E: CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE Lasiodiplodia theobromae EN CAJAS
PETRI ENMENDADO CON TIABENDAZOL.

Cl: Cepa l
C2: Cepa 2

Tiabendazol

100 ppm 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm 0 ppm

C3: Cepa 3
C4: Cepa 4




Tiabendazol

100 ppm 10 ppm 1ppm 0,1 ppm 0 ppm

C5: Cepa 5
C6: Cepa 6

Tiabendazol

100 ppm 10 ppm 1ppm 0,1 ppm 0 ppm



 C7:Cepa7

100 ppm 10 ppm 1ppm 0,1 ppm 0 ppm

ANEXO F: CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE Lasiodiplodia theobromae EN CAJAS
PETRI ENMENDADO CON TEBUCONAZOL

Cl: Cepa l
C2: Cepa 2




Tebuconazol

100 ppm 10 ppm 1ppm 0,1 ppm 0 ppm

C3: Cepa 3
C4: Cepa 4

Tebuconazol

100 ppm 10 ppm 1ppm 0,1 ppm 0 ppm

C5: Cepa 5
C6: Cepa 6




Tebuconazol

100 ppm 10 ppm 1ppm 0,1 ppm 0 ppm

C7: Cepa 7

Tebuconazol

100 ppm 10 ppm 1ppm 0,1 ppm 0 ppm

ANEXO G: CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE Lasiodiplodia theobromae EN CAJAS
PETRI ENMENDADO CON TIOFANATO DE METIL



Cl: Cepa l
C2: Cepa 2

100 ppm 10 ppm 1 ppm 0’1 ppm 0 ppm

C3: Cepa 3
C4: Cepa 4
Tiofanato de metil




C5: Cepa 5
C6: Cepa 6

Tiofanato de metil

100 ppm 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm 0 ppm




TIOFANATO DE METIL

100 ppm 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm 0 ppm

ANEXO H: CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE Lasiodiplodia theobromae EN CAJAS
PETRI ENMENDADO CON DIFENOCONAZOL

100 ppm 10 ppm 1ppm 0,1 ppm 0 ppm



C3: Cepa 3
C4: Cepa 4
Difenoconazol

100 ppm 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm 0 ppm




Difenoconazol

100 ppm 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm 0 ppm

C7: Cepa 7

ANEXO I: CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE Lasiodiplodia theobromae EN CAJAS
PETRI ENMENDADO CON PYRACLOSTROBIN



100 ppm 10 ppm 1ppm 0,1 ppm 0 ppm

C3: Cepa 3
C4: Cepa 4




Pyraclostrobin

100 ppm 10 ppm 1ppm 0,1 ppm 0 ppm

C5: Cepa s
C6: Cepa 6

100 ppm 10 ppm 1ppm 0,1 ppm 0 ppm




Pyraclostrobin

ANEXO J: CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE Lasiodiplodia theobromae EN CAJAS
PETRI ENMENDADO CON CYPRODINIL

€1

Cl: Cepa l
C2: Cepa 2
Cyprodinil

100 ppm 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm 0 ppm

C3: Cepa 3
C4: Cepa 4




Cyprodinil

C5: Cepa 5
C6: Cepa 6

Cyprodinil

100 ppm 10 ppm 1ppm 0,1 ppm 0 ppm




100 ppm 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm 0 ppm

ANEXO K: CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE Lasiodiplodia theobromae EN CAJAS
PETRI ENMENDADO CON SULFATO DE COBRE

C1
Cl: Cepa l
C2: Cepa 2
Sulfato de cobre

100 ppm 10 ppm 1ppm 0,1 ppm 0 ppm

C3: Cepa 3
C4: Cepa 4




Sulfato de cobre

100 ppm 10 ppm 1 ppm 0,1 ppm 0 ppm

C5: Cepa 5
C6: Cepa 6
Sulfato de cobre

100 ppm 10 ppm 1ppm 0,1 ppm 0 ppm

’ C7: Cepa7 |
|




100 ppm

10 ppm

Sulfato de cobre

1ppm 0,1 ppm

0 ppm

ANEXO L: MICELIO DE Lasiodiplodia theobromae (PAT.) GRIFFON & MAUBL. QUE
FUERON UTILIZADAS EN EL ANALISIS DE LA DIVERSIDAD GENETICA

PROPIETARIO  CODIGO LOCALIDAD HOSPEDERO

Sr. Guillermo

Rojas CR4 Pedro Vicente /La Celica/15 de mayo Hylocereus spp.

Ing. Mario

Moscoso Mx2.4 Pedro Vicente Maldonado/Bonanza Hylocereus spp.

Ing. Mario

Moscoso MX3.10° " pedro Vicente Maldonado/Bonanza Hylocereus spp.

Ing. Mario

Moscoso MX34 " pedro Vicente Maldonado/Bonanza Hylocereus spp.

Sr. Rodrigo Yépez 24 pedro Vicente Maldonado/La Celica Hylocereus spp.
NL .4 Pedro Vicente Maldonado/La Celica/El Hvlocereus s

Sra. Norma Lalvay ' Cisne y pp.

Sr. Guillermo

Rojas CRI4 " pedro Vicente /La Celica/L5 de mayo Hylocereus spp.

Sr. Rodrigo Yépez PRY.1  Pedro Vicente Maldonado/La Celica Hylocereus spp.

Sr. Rodrigo Yépez PGL2.3  Pedro Vicente Maldonado/La Celica Hylocereus spp.

Ing. Mario

Mo0scoso MX3.5  Pedro Vicente Maldonado/Bonanza Hylocereus spp.

Moo Hylocereus s

Moscoso MX2.5 Pedro Vicente Maldonado/Bonanza y Pp.



Ing. Gustavo Hylocereus spp.

Narvéez GN.4 Los Bancos

Sr. Guillermo Hvlocereus s
Rojas GR.10 Pedro Vicente /La Celica/15 de mayo y PP
Sr. Guillermo Hvlocereus s
Rojas GR.16 Pedro Vicente /La Celica/15 de mayo y Pp-

Pedro Vicente Maldonado / La Celica/El

Sr. Cesar Silva CS9 Cisne Hylocereus spp.

Realizado por: Torres Nicole, 2023.

ANEXO M: EXTRACCION DE ADN

Se afiade nitrogeno liquido Se macera el micelio. Se coloca el micelio pulverizado en un tubo




Colocar las muestras en el termobloque (65°C), Adicionar 200 pl de protein precipitation solution y
por 15 min volteando las muestras cada 5 min luego colocar al yortex por 20 s. Centrifugar por 10 min

Formacion del pellet ~ Descarte de sobrante y se deja secar de forma horizontal

Centrifugar a 14000 rpm por 10 min




ANEXO N: REHIDRATACION Y CUANTIFICACION DE ADN

Adicionar 50 pl de Rehydration solution y 2 pl Colocar los tubos en el termobloque (37°C), durante 3
de RNasa en cada tubo. horas

Colocar 2 pl de solucion de rehidratacion como blanco y posteriormente 2 ul ADN
extraido para cuantificarlo

ANEXO O: REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Mix listo Centrifugar por 5 min a 14000 rpm.




Afiadir en los microtubos 10,5 uL del master mix Colocar las muestras en un termociclador
preparado y agregar 2 uL de ADN.

ANEXO P: ELECTROFORESIS

Colocar 45 ml de TBE y se Pesar los 0,6 g de gel de agarosa en
coloca en la botella de 500 ml el matraz Erlenmeyer de 500 ml.

Luego llevar al microondas por un tiempo 15a20s ~ Colocar el agente intercalante 3 ul en el gel de agarosa, luego
lentamente se vierte en el molde




1

Cubrir la superficie del gel con la solucién de buffer TBE
Luego colocar sobre una cinta de Parafilm 2 pl de buffer y 2
ul del producto de PCR

Ubicar los pocillos del gel en posicién del polo
negativo al polo positivo y dejar gelificar

Se transfiere la mezcla a Tapar y conectar, programar el Revelar el gel y contabilizar el
cada pocillo tiempo 60 mina 90 V 70 A y esperar. numero de bandas generadas

ANEXO Q: CALIDAD Y CANTIDAD DE ADN

Codigo ng/uL A 260/280 A 280/230

GR.4 57,4 1,73 6,72
MX2.4 986,7 1,48 1,42
MX3.10 24.6 1,45 3,45
MX3.4 54,6 1,71 6,44
PGL2.4 312,1 1,69 1,33

NL.4 892,5 1,05 1,02

GR.14 37,5 1,59 4,17




ANEXO R: GRAFICA DE RIQUEZA
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