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RESUMEN

Este estudio se realizé en el laboratorio de Biologia Molecular de la Carrera de
Medicina Veterinaria y en el vivero de la Carrera de Ingenieria Agricola del
canton Bolivar, provincia de Manabi, Ecuador. Los objetivos fueron: 1)
Establecer la patogenicidad de los aislados de Lasiodiplodia provenientes en
cultivo de cacao, y 2) definir la sensibilidad in vitro a fungicidas comerciales, de
los aislados de Lasiodiplodia spp. Se utilizé Papa Dextrosa Agar como principal
medio de cultivo. Los fungicidas fueron Azoxystrobin+Tridemorph,
Difenoconazol, Sulfato de Cobre Pentahidratado, Clorotalonil vy
Pyraclostrobin+Tebuconazol. Se efectué dos ensayos, la patogenicidad que
conto con un disefio completamente al azar, ocho aislados de Lasiodiplodia spp
(destacando que cada aislado representé un tratamiento, cada aislado tiene una
codificacion ya planteada anteriormente en otros trabajos de aislamiento), cuatro
réplicas, se lo efectudé en plantas sanas de cacao en la que se debid inocular
discos miceliales en el tallo. En el segundo ensayo se usaron cinco fungicidas y
tres dosis, en dos aislados de Lasiodiplodia. Todos los aislados causaron
patogenicidad, sin embargo, los aislados 1y 2 fueron los mas agresivos con 2.18
y 2.06 cm de lesiéon mientras el menos agresivo fue el 8 con 0.51 cm. En los
aislados 1 y 2, los fungicidas que se destacaron fueron Difenoconazol y
Azoxystrobin+ Tridemorph con 93.20% y 96,67 de inhibicion respectivamente; la
dosis alta de Difenoconazol y de Azoxystrobin+Tridemorph fueron los mas
eficaces con 67.28% y 62.83% en el control de crecimiento del hongo en su
orden. Finalmente, el tratamiento que mejor control ejercié fue
Azoxystrobin+Tridemorph en dosis alta.
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ABSTRACT

This study was carried out in the Molecular Biology laboratory of the Veterinary
Medicine Career and in the nursery of the Agricultural Engineering Career of the
Bolivar canton, province of Manabi, Ecuador. The objectives were: 1) Establish
the pathogenicity of Lasiodiplodia isolates from cocoa crops, and 2) define the in
vitro sensitivity to commercial fungicides of Lasiodiplodia spp isolates. Potato
Dextrose Agar was used as the main culture medium. The fungicides were
Azoxystrobin+Tridemorph, Difenoconazole, Copper Sulfate Pentahydrate,
Chlorothalonil and Pyraclostrobin+Tebuconazole. Two tests were carried out, the
pathogenicity that had a completely randomized design, eight isolates of
Lasiodiplodia spp (highlighting that each isolate represented a treatment, each
isolate has a coding already proposed previously in other isolation works), four
replicates, was carried out on healthy cocoa plants in which mycelial disks had to
be inoculated in the stem. In the second trial, five fungicides and three doses
were used on two Lasiodiplodia isolates. All isolates caused pathogenicity,
however, isolates 1 and 2 were the most aggressive with 2.18 and 2.06 cm of
lesion while the least aggressive was isolate 8 with 0.51 cm. In isolates 1 and 2,
the fungicides that stood out were Difenoconazole and Azoxystrobin+ Tridemorph
with 93.20% and 96.67% inhibition respectively; the high dose of Difenoconazole
and Azoxystrobin+Tridemorph were the most effective with 67.28% and 62.83%
in controlling the growth of the fungus in their order. Finally, the treatment that
exerted the best control was Azoxystrobin+Tridemorph at a high dose.

KEY WORDS

Lasiodiplody, In vitro sensitivity, Pathogenicit



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Ecuador es uno de los paises con mayor produccion de cacao (Theobroma
cacao L.). En el 2021, se reportaron 543, 547 t/ha de area cosechada y una
produccion nacional de 302, 093. 9 t/ha de granos de cacao en el pais
(Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
[FAOSTAT], 2023).

El cultivo de cacao puede ver afectado su rendimiento productivo por diversos
factores, entre los que se destacan, los hongos fitopatbgenos, que cominmente
se localizan en regiones tropicales y subtropicales a nivel global, siendo
favorecidos por las épocas lluviosas que incitan a la gran produccién de esporas
y diseminacion del fitopatdgeno. Entre los principales microorganismos
fitopatdgenos que afectan el cultivo se encuentran (Moniliophthora roreri, M.
perniciosa, Ceratocystis, Collectotrichum, Phytophthora, Lasiodiplodia spp)
(Moreira et al., 2021).

El hongo Lasiodiplodia spp. produce sintomas como muerte regresiva y
presencia de cancros en los frutales, que reducen el periodo de vida y afectan la
produccion éptima de los cultivos. Este hongo que puede presentarse como:
saprofito, enddéfito y patdgeno latente, que se manifiesta cuando la planta esta
bajo condiciones de estrés o debilitada y genera muerte regresiva en las

ramas, cancros y pudriciones en el fruto o pedunculo del fruto (Jiménez, 2023).

Este Patdgeno afecta frutales tropicales como mango, aguacate y cacao
(Espinoza et at., 2009; Philips et al., 2013; Slippers y Wingfield, 2007; Urbez-
Torres et al., 2006; Valencia et al., 2019, citado por (Ravello, 2019). También
afecta a otros frutales como: la guanabana, limon, naranja, toronja, mandarina,

coco, papaya, zapote, mamey, etc. (Escobar, 2021).



Si bien es cierto que para el control del hongo Lasiodiplodia spp. en la provincia
de Manabi, se han utilizado fungicidas de forma rutinaria, se desconoce la
eficacia de cada uno de estos productos quimicos sobre el fitopatdégeno, lo cual
posiblemente podria relacionarse con una baja efectividad de los fungicidas en
el control de la enfermedad o quizas podria vincularse con posible problemas de
resistencia del hongo a los fungicidas; otro factor que debe ser considerado
importante al momento de disefar una estrategia de manejo es el conocimiento
de la virulencia de los aislados de Lasiodiplodia, ya que cada uno de estos
aislados puede comportarse de forma diferente al momento de provocar
enfermedad sobre los cultivos 0 en su defecto puede infectar otras plantas de

otros cultivos frutales (Tenegusiay, 2022).

En Ecuador, los factores predominantes para que el cacao sea rentable, son la
alta productividad y la calidad, sin embargo, las enfermedades minimizan la
produccion y calidad. En este pais, la muerte regresiva y otras enfermedades
son causadas por el hongo Lasiodiplodia, es uno de los principales patégenos
que ataca a este cultivo (Cedefio, 2014). Es importante que los productores
cacaoteros sepan la capacidad de dafio y la resistencia a fungicidas que llega a
tener este patdgeno, por lo tanto, se plantea la siguiente pregunta ¢Cual es la

patogenicidad y sensibilidad in vitro de Lasiodiplodia?



1.2. JUSTIFICACION

Las practicas culturales son las técnicas mas empleadas para contrarrestar las
enfermedades que atacan al cultivo de cacao, se usa también las técnicas de
control a través de fungicidas, sin embargo no son suficientes debido al elevado
costo y desconocimiento del productor, provocando erréneas y excesivas
aplicaciones de dicho producto, por ende, es necesario elegir el fungicida 6ptimo
para controlar las enfermedades causadas por este hongo, y que el producto no

altere las condiciones ambientales del ecosistema.

Con el fin de conocer el fungicida ideal que controle el desarrollo de los
microorganismos vinculados a enfermedades de cacao se lleva a cabo la
sensibilidad in vitro, la patogenicidad en plantas sanas de varios frutales, con el
fin de verificar la agresividad del patégeno para ratificar el crecimiento de la cepa
de distintos medios de cultivos nutricionales (Lectong, 2020).

La prueba de patogenicidad es indispensable para la evaluacion del dafio. La
patogenicidad tiene como importancia saber la capacidad de cierto
microorganismo para causar enfermedades hacia el huésped. Como en el caso
del Lasiodiplodia tiene de importancia saber su capacidad para causar
enfermedad al cultivo de cacao.  Comprender cOmo este patdégeno causa
enfermedades que ayude a prevenir y controlar mejor los dafos en el cultivo de
cacao (Netto et al., 2014).

El cacao es afectado por varias enfermedades, y uno de los controles mas
efectivos son los fungicidas, sin embargo para saber cual es el mas eficaz, lo
ideal es la sensibilidad in vitro, su importancia se la considera en su
determinacién en la sensibilidad de ciertos patégenos con ayuda de ciertos
tratamientos, como en el caso de los fungicidas comerciales, que tenga control
con su respectiva dosis hacia el hongo Lasiodiplodia, con el propésito de saber
gue fungicida es el méas efectivo para el control de este patégeno en cultivos de
cacao y evitar dafos severos causados por este dicho hongo (Lovato et al.,
2017).



La investigacion se vincula con el objetivo 12 “produccion y consumo
responsable” de la agenda 2030. En el cual, pretende garantizar modalidades de
consumo Yy produccion sostenible, por lo que se requiere control de
enfermedades para una mejor productividad y asi reducir las pérdidas
economicas de los productores (Comision Econdémica para América Latina y el
Caribe [CEPAL], 2018)



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la patogenicidad y sensibilidad in vitro de aislados de

Lasiodiploidia provenientes del cultivo de cacao.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer la patogenicidad de los aislados de Lasiodiplodia provenientes
del cultivo de cacao.

Definir la sensibilidad in vitro a fungicidas comerciales, de los aislados de

Lasiodiplodia spp.

1.4. HIPOTESIS
Al menos un aislado de Lasiodiplodia obtenido de cacao, presenta patogenicidad
y al menos uno de los fungicidas comerciales ejerce control in vitro sobre el

hongo.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. Lasiodiplodia spp EN CULTIVOS DE INTERES ECONOMICO

El hongo Lasiodiplodia spp., perteneciente de la familia Botryosphaeriaceae, a
menudo se lo considera un hongo fitopatdgeno que ataca a mas de 500 especies
en los tropicos y subtrépicos como al cacao, mango, aguacate, guanabana,
citricos, etc. Esta enfermedad tiene como importancia, el incremento de la dicha
especie en varios lugares del mundo, probablemente por el cambio climatico a
nivel global. Los factores ambientales como la temperatura y se tiene en cuenta
gue la sequia interviene en las interacciones entre el hongo y las plantas
hospedantes (Shao et al., 2019).

Uno de los cultivos de importancia econdmica es el cacao, este cultivo también
es afectado por el hongo Lasiodiplodia, provocando sintomas como: muerte
descendente de ramas y pudricidon de frutos, cancros, entre otros sintomas,
causandole pérdidas severas después de la cosecha y sobre todo lo mas
importante durante el almacenamiento prolongado, disminuyendo la calidad del
fruto y limitando la comercializacion de la misma (Picos et al., 2015).

2.2. CARACTERIZACION MORFOLOGICA, PATOGENICA Y
TAXONOMICA DE Lasiodiplodia spp

2.2.1. CARACTERIZACION MORFOLOGICA
DESCRIPCION MORFOLOGICA

Las hifas son ramificadas, septadas y de color marrén oscuro cuando madura, y
va formando estructura de fructificacion llamada picnidios, esto son piriformes
con paredes de color marrén oscuro y se muestra un ostiolo localizado en la
parte apical, por donde son expulsados los conidios, aquellas que se forman
sobre células conidiogénicas en conidioforos cortos, ubicados en las paredes
internas de los picnidios. Los conidios tienen una tonalidad clara, hialinas y
aseptadas cuando estan en etapa de maduracion, en cambio cuando estan en
la etapa de maduracién tienen una tonalidad marrén oscuro, presentan estrias

longitudinales en la superficie (Santos, 2019).



CARACTERIZACION PATOGENICA

El hongo Lasiodiplodia spp, se caracteriza por su gran capacidad para causar
dafios y enfermedades en plantas frutales como al cacao (Theobroma cacao).
Sus dafios son en tallos, generando goma y pudriciones de frutos en
postcosecha, suele provocar necrosis, chancros, etc. Este patégeno puede llevar
a la muerte a la planta, provocando pérdidas de produccion econdmicas debido
a su grado de patogenicidad (Flores et al., 2021).

La patogenicidad de este hongo fitopatdgeno, ha tenido distintos grados de
virulencia y lesiones vasculares. Algunas especies han sido consideradas
patdgenas, enddéfitas o simplemente sapréfitas. Por lo tanto, se los ha
considerado contradictorios debido a sus grados de virulencia y dafios causados

por distintas especies de este hongo Lasiodiplodia (Gonzalez y Tello, 2011).

CLASIFICACION TAXONOMICA

Pertenecientes de Ascomycota, clase Dothideomicetes, orden
Botryosphaeriales, familia Botryosphaeriales, familia Botryosphaeracea. Algunas
especies diferentes tienen distribucion cosmopolita, mitospéricos con una etapa
asexual y otra etapa sexual. Pueden diferenciarse dos grupos: i) especies con
anamorfo tipo Diplodia y especies con anamorfo tipo Fusicoccum. Después, se
incorpora el anamorfo tipo Dothiorella y el género Neofusicoccum (Phillips et al.,
2005).

La clasificacion taxonémica de Lasiodiplodia spp. es la siguiente:

Taxonomia
Reino: Fungi
Divisién Ascomyceto
Clase Botryosphaeriales
Orden Botryosphaeriaceae
Familia Botryosphaeracea
Género Lasiodiplodia

Fuente: (Mohali et al., 2005).



2.2.2. SENSIBILIDAD in vitro DE Lasiodiplodia spp FRENTE A
FUNGICIDAS

Segun Rusin et al. (2020), mencionan que el tebuconazol y el difeconazol son

uno de los fungicidas mas efectivos para el control del hongo Lasiodiplodia spp,

comparando con otros fungicidas mediante la prueba de la sensibilidad in vitro,

teniendo una mejor inhibiciébn del crecimiento micelial en cajas Petri. Esto

garantiza la evidencia de haber control quimico con fungicidas contra el hongo
L. spp.

2.2.3. MECANISMOS DE EVALUACION DEL CONTROL DE
Lasiodiplodia spp EN CONDICIONES DE VIVERO

CONTROL QUIMICO (FUNGICIDAS)

El control quimico es uno de los méas usados den parte de los agricultores, como
en el caso de los fungicidas cuyo propdésito es controlar, eliminar o prevenir las
enfermedades causadas por hongos fitopatégenos, estos funcionan mediante la
interrupcién del ciclo vital de los hongos provocan enfermedades en las plantas.
Comunmente, se aplican mediante la pulverizacién, y pueden intervenir de
distintas formas dependiendo el tipo de ingrediente activo. Algunos mecanismos
de accién funcionan de la siguiente manera: inhibicion de la sintesis de la pared
celular, inhibicibn de la respiracion, interferencia con la division celular e

interferencia con la produccion de esporas (Blog Agricultura, 2023).

2.3. FUNGICIDAS

Los fungicidas son aquellos pesticidas que tiene la capacidad de destruir hongos
en cultivos agricolas, sin embargo, no solamente se refiere a ese término, sino
mas bien, son todos aquellos que pueden proporcionar resistencia a la planta
huésped o que transforman el medio ambiente en un lugar inadecuado para el
desarrollo y crecimiento del organismo infeccioso. En este caso, los fungicidas
pueden intervenir tal como se aplican o pueden modificar o ser modificados por

150 tejidos de la planta para producir su efecto (Portilla y Melgarejo, 2011).



AZOYSTROBIN+TRIDEMORPH

Inhibe la respiracion mitocondrial por bloqueo de la transferencia de electrones
entre el citocromo b y el citocromo cl al oxidar del sitio ubiquinol. Controla la
cepa de patdgenos resistentes a los inhibidores 14-demethylase, fenilamidas,
dicarboxamidas y benzimidazoles. Es un inhibidor de la biosintesis del
ergosterol, por inhibicion de la reduccion de esterol de la reduccion de esterol e

isomerizacion (Interoc, s.f.).

TRIFLOXYSTROBIN+TEBUCONAZOL

Es utilizado en forma preventiva y/o curativa. Trifloxystrobin tiene una actividad
mesotérmica, caracterizada por su alta afinidad con la superficie de la planta.
Una distribucién por movimiento de vapor superficial y reubicacién en la
superficie vegetal, y una penetracion del tejido con movimiento translaminar. El
tryfloxystrobin es particularmente activo sobre la germinaciéon de esporas y el
crecimiento del micelio en la superficie de la planta. Inhibe también el desarrollo
de patégenos, como la formacion de haustorias, en la epidermis del tejido
vegetal. El Tebuconazol es incorporado a la planta y distribuido de manera
ascendente. Actua sobre los hongos patdégenos durante la penetracion y
formacion de haustorias. Detiene el crecimiento del hongo, interfiriendo en la
biosintesis de sus membranas celulares. Tiene accidn preventiva y fuertemente

curativa (Bayer, s.f.).

CLOROTALONIL

Es un fungicida cuyo ingrediente activo pertenece al grupo quimico de los
cloronitrilos, este ingrediente activo actla principalmente como protector de la
planta contra el proceso de infeccién del hongo. Es un ingrediente activo foliar

de contacto y con accion protectora (Tridente, s.f.).

DIFENOCONAZOL

Es un fungicida sistémico que es absorbido rapidamente por la planta y
traslocado acropétalamente. Actla sobre el crecimiento subcuticular de las hifas
en los tejidos afectados. El desarrollo de las conidias, asi como su virulencia y
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habilidad también son claramente afectadas. Detiene el desarrollo de los hongos
interfiriendo en la biosintesis de los esteroles de las membranas celulares del
patdogeno mas especificamente inhibiendo la desmetilacion. EI modo de accion

es de caracteristicas curativas y erradicantes (Heliti, s.f.).

SULFATO DE COBRE PENTAHIDRATADO

Es un fungicida bactericida sistémico que acumula el ion Cu-ll hasta una
concentracion suficiente para acabar con las esporas de Mancha Curvularia y
Afublo del arroz. El cobre posee actividad fungistatica y bacteriostatica,
inhibiendo la actividad vital de hongos y bacterias. En general, el cobre esta
retenido en la superficie del suelo y por tanto es practicamente inmovil. Tiene
una elevada afinidad por coloides del suelo y forma complejos estables con

compuestos organicos. Las plantas lo utilizan como nutriente (Adama, 2023).

2.4. PARAMETROS DE MEDICION
TABLA DE ABBOTT

Es una herramienta usada en microbiologia para poder interpretar los resultados
de pruebas de sensibilidad in vitro, que se realizan para determinar la eficacia de
los antimicrobianos contra organismos especificos como en el caso de hongos
fitopatdgenos. La sensibilidad in vitro se refiere a la capacidad de un agente
antimicrobiano para inhibir o matar un microorganismo en condiciones de
laboratorio (Martinez, 2019).

CRECIMIENTO RADIAL

Es cuando se puede observar en la expansion de estructuras como colonias de
microorganismos o el desarrollo de tejidos en un organismo multicelular, En el
caso de colonias fungicas, por ejemplo, el crecimiento radial implica que el hongo
se multiplique y se dispersen en todas las direcciones desde el punto inicial de
inoculacion. Como en el caso del cultivo de Lasiodiplodia en caja de Petri, y

creceria en dos direcciones (vertical y horizontal) (Tuesta, 2023).

PRUEBA DE PATOGENICIDAD

La prueba de patogenicidad consiste en inocular un microorganismo, para

determinar sus dafos, se inocula el hongo, con varios procesos y herramientas
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como el uso de un bisturi un sacabocado o sacacorchos de 5 mm (ambos
estériles), alcohol, algododn, plastico Parafilm, plantas de estudios (cacao), y eso
a partir de un cultivo PDA de al menos 7 dias. Se deja un rasgo en la corteza de
la planta y se la retira con el bisturi esterilizado, para luego tomar un palillo estéril
y tomar una pequefia muestra del hongo y se cubre con algodén cubierto y se le
envuelve con plastico Parafilm tipo injerto, y se le riega cada 2 a 3 dias para que
el hongo haga su proceso, y se va observando la cantidad de dafio que va

produciendo el patégeno (Rahim et al., 2022).

SENSIBILIDAD in vitro

Consiste en determinar la sensibilidad y/o la resistencia de cierto
microorganismo, como en el caso de un hongo fitopatégeno ya replicado y en un
medio de cultivo en caja Petri, probar con distintos fungicidas para su respectiva
determinacion de sensibilidad en laboratorio y asi tener en cuenta la dosis y el
fungicida mas efectivo que haya causado sensibilidad al hongo de estudio y se

lo mide con un calibrador vernier (Sartorato, 2006).
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CAPITULO lll. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

La presente investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biologia Molecular de
la carrera de Medicina Veterinaria de la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi Manuel Félix Lopez, localizada en el sector EI Limén,
cantén Bolivar, Ecuador, situado geograficamente entre las coordenadas 0° 49°
23" Latitud Sur; 80° 11" 01"" Longitud Oeste y una altitud de 15 msnm? (Estacion
Meteoroldgica de la [ESPAM-MFL], 2010).

Tabla 3.1 Condiciones climatolégicas

Calceta

Humed?oi)relativa 82.4
Taima (60 08
Tempera(toucr)a minima 212
Temper?gg;a media 26.1
Evaporacion (mm) 11764
Precipitacion (mm) 960.8
RecorELdn?/r?g:)viento 547.7
Heliofagci)ﬁll)(Horas 1024.3

Fuente: (Estacion Meteorologica de la [ESPAM-MFL], 2010).

3.2. DURACION

La investigacion tuvo una duracién de 8 meses, desde agosto del 2023 hasta
marzo del 2024.
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3.3. TIPO, ALCANCE Y ENFOQUE DE INVESTIGACION

La primera etapa fue descriptiva y se conté con un ensayo patogenicidad en
gue se inoculé el disco micelial de los aislados del hongo en el tallo de la planta
para determinar la agresividad de cada uno de los aislados, midiendo las

lesiones en cada planta.

La segunda etapa fue experimental, se evaluoé la sensibilidad de los aislados en
caja Petri con fungicida (5 fungicidas y 3 dosis) y se le midié el crecimiento

micelial con un calibrador vernier.

3.4. METODOS Y TECNICAS

El estudio se constituyé de dos etapas: La primera fue el establecimiento de la
patogenicidad de los aislados y la segunda fue en el decreto de la sensibilidad in

vitro a fungicidas comerciales, de los aislados de Lasiodiplodia spp.

3.4.1. ETAPA 1. ESTABLECIMIENTO DE LA PATOGENICIDAD DE
LOS AISLADOS OBTENIDOS EN CACAO

3.4.1.1. ENSAYO 1: PATOGENICIDAD

Se utilizaron plantas sanas de cacao con 8 aislados obtenidos, cada 2 plantas
fueron una unidad experimental, distribuidas en un disefio completamente al azar
con 4 réplicas, fueron 8 plantas por cada aislado y 8 plantas para el testigo (se

procede a inocular el disco, pero sin hongo), dando un total de 72 plantas.

La patogenicidad se bas6 en evaluaciones cualitativas mediante la observacion
para presenciar los posibles sintomas y coloraciones externas causados por este
microorganismo en el tallo, mientras que, la agresividad en este mismo ensayo,
fue sobre las lesiones provocadas por este hongo en la parte interna, con el
respectivo cuidado de no confundir las lesiones con la oxidacion localizada cerca

de esa parte.

La inoculacién del disco micelial consiste en usar el sacabocado para extraer
una pequefia parte circular de la corteza del tallo de la planta, con el bisturi se
retird la corteza, luego se toma un disco del micelio con palillo estéril ubicandolo
en la parte del tallo en donde se realizé el retiro de la corteza, con un pedazo de

algodon mojado en agua estéril para mantener la humedad del disco, se la ubica
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a lado contrario de la ubicacién del disco micelial, luego se lo envuelve con una
tira de plastico de parafina, a las plantas Testigo se le realizd6 el mismo

procedimiento con la excepcion de no inocular el disco micelial.

La evaluacion fue descriptiva y de manera observatorio se fue analizando los
sintomas causados por los aislados de Lasiodiplodia y se lo compararon con
plantas sanas de testigo (sin inoculacién) y las lesiones se las midié con un
calibrador Vernier al final del ensayo, pero antes de medir, se procedio a retirar
la corteza con la ayuda de un bisturi y con el mismo hacer corte superficial de
modo vertical a la fibra del tallo para visualizar la lesién y tomar la respectiva

medida a cada planta inoculada.

FACTOR EN ESTUDIO
Aislados de Lasiodiplodia spp.

TRATAMIENTOS

Tabla 3.2 Tratamientos de agresividad de Lasiodiplodia provenientes del cultivo de cacao.

Numero de Aislado de Cédigos Observacion
tratamientos (Lasiodiplodia spp) 9
Tl Aislado 1 T1A1
T2 Aislado 2 T2A2 .
T3 ) Cada aislado es un
Aislado 3 T3A3  tratamiento, los codigos
T4 Aislado 4 T4A4  planteados fueron
T5 Aislado 5 Tsas  escritos asi para la
_ identificar la diferencia
T6 Aislado 6 T6A6  de cada uno de ellos.
T7 Aislado 7 T7A7
T8 Aislado 8 T8AS8

UNIDAD EXPERIMENTAL

Cada unidad experimental fue constituida por plantas sanas de cacao, en el que

se le inoculé un disco del hongo aislado.

DISENO EXPERIMENTAL

Se empled un disefio completamente al azar (DCA) y cuatro réplicas.
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Tabla 3.3. Esquema ADEVA de patogenicidad.

FV GL

Total rt-1 31
Tratamientos t-1 7
Error t(r-1) 24

VARIABLE RESPUESTA

La variable respuesta fue la medicién de la lesion en las plantas sanas de cacao
en las que fueron inoculadas. Se baso en el método propuesto por Rahim et al.

(2022), consistiendo en evaluar la agresividad con un calibrador Vernier.

3.5. ETAPA 2: DEFININICION DE LA SENSIBILIDAD IN VITRO A
FUNGICIDAS COMERCIALES, DE LOS AISLADOS DE
Lasiodiplodia spp.

3.5.1.1. ENSAYO 2: SENSIBILIDAD in vitro

Se utilizaron 2 aislados con 5 fungicidas comerciales y 3 dosis. Distribuidos en
un disefio completamente al azar con 4 réplicas (cada caja Petri fue una
repeticion). Las dosis utilizadas fueron las recomendadas en la etiqueta del
producto, una de ellas fue considerada dosis media; a partir de alli se
establecieron las dosis baja y alta en pL. Se midi6 el crecimiento del hongo con
un calibrador Vernier para identificar la presencia de sensibilidad a los
ingredientes activos, y se lo fue comparado con un testigo (aislado del hongo sin
fungicida). Método propuesto por (Sartorato, 2006).

Este método inicio con la preparacion de medio de cultivo para hongos y luego
se sometid al autoclave para su respectiva esterilizacion, una vez estéril, se dejo
enfriar un poco hasta que la temperatura caliente pueda ser tolerada en la mano
para tomar el recipiente de medio de cultivo, luego se trasladé todos los
materiales a la cabina de flujo, incluyendo el medio de cultivo y los fungicidas,
con una micropipeta y una punta plastica, se le programo las dosis calculadas y
se procedié a tomar el fungicida con la cantidad exacta (por cada dosis de
fungicida, se retira la punta de la micropipeta, y se tomo otra para cada dosis y
tratamiento) luego se agito el recipiente para que se mezcle el fungicida con el

medio de cultivo, de inmediatamente, se procedié a verter esa mezcla en cada
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caja de Petri, lo cual cada recipiente de 100 ml, basté para .las 4 réplicas de cada

tratamiento con su dosis.

El siguiente paso, fue hacer discos de medio de cultivo con crecimiento miceliar
Lasiodiplodia con la ayuda de un sorbete esterilizado mientras se enfriaba el
medio de cultivo, luego se colocé en el centro de la caja Petri en el que contiene
la mezcla de medio de cultivo con dosis de fungicida, con un palillo estéril se
procedié a tomar cada disco (uno por caja Petri) y se repite el proceso para los
demas tratamientos, ahi se envolvio la tapa de la caja Petri alrededor de la
misma y se rotuld el cédigo del tratamiento con un esfero, encima de cinta

adhesiva de papel, esa cinta se la puso encima de la caja y asi fue estos

procedimientos para todos los tratamientos en todos los aislados.

FACTORES EN ESTUDIO
Fungicidas (A)

Dosis (B)
FUNGICIDAS (A) DOSIS (B)
Al. CLOROTALONIL B1. BAJA
Al. CLOROTALONIL B2. MEDIA
Al. CLOROTALONIL B3. ALTA
A2. SULFATO DE COBRE PENTAHIDRATADO B1. BAJA
A2. SULFATO DE COBRE PENTAHIDRATADO B2. MEDIA
A2. SULFATO DE COBRE PENTAHIDRATADO B3. ALTA
A3. AZOXYSTROBIN+TRIDAMORPH B1. BAJA
A3. AZOXYSTROBIN+TRIDAMORPH B2. MEDIA
A3. AZOXYSTROBIN+TRIDAMORPH B3. ALTA
A4, TRIFLOXYSTROBIN+TEBUCONAZOL B1. BAJA
A4. TRIFLOXYSTROBIN+TEBUCONAZOL B2. MEDIA
A4. TRIFLOXYSTROBIN+TEBUCONAZOL B3. ALTA
A5. DIFENOCONAZOL B1. BAJA
A5. DIFENOCONAZOL B2. MEDIA
A5. DIFENOCONAZOL B3. ALTA




TRATAMIENTOS

Tabla 3.4. Tratamiento de la sensibilidad in vitro

. DESCRIPCION
N° CODIGO — -
Fungicida Dosis pl

1 Al1B1 CLOROTALONIL 250
2 Al1B2 CLOROTALONIL 500
3 Al1B3 CLOROTALONIL 750
4 A2B4 AZOXYSTROBIN+TRIDEMORPH 125
5 A2B5 AZOXYSTROBIN+TRIDEMORPH 250
6 A2B6 AZOXYSTROBIN+TRIDEMORPH 375
7 A3B7 TRIFLOXYSTROBIN+TEBUCONAZOL 125
8 A3B8 TRIFLOXYSTROBIN+TEBUCONAZOL 250
9 A3B9 TRIFLOXYSTROBIN+TEBUCONAZOL 375
10 A4B10 DIFENOCONAZOL 125
11 A4B11 DIFENOCONAZOL 250
12 A4B12 DIFENOCONAZOL 375
13 A6B13 SULFATO DE COBRE PENTAHIDRATADO 150
14 A6B14 SULFATO DE COBRE PENTAHIDRATADO 300
15 A6B15 SULFATO DE COBRE PENTAHIDRATADO 450

UNIDAD EXPERIMENTAL

17

Cada unidad experimental estuvo constituida de un disco de 5 mm de diametro

de cada aislado de Lasiodiplodia spp en una caja Petri de 90 mm de diametro,

gue contenia 20 ml de medio PDA y una dosis de fungicida.

DISENO EXPERIMENTAL

Se empled un Disefio Completamente al Azar (DCA) en arreglo factorial AXxB con

cuatro réplicas. Se trabajé con 2 aislados que mostraron crecimientos agresivos,

gue se enfrentaron a 5 fungicidas y 3 dosis diferentes.

Tabla 3.5. Esquema ADEVA de sensibilidad in vitro.

FV GL

Total rt-1 59

Tratamientos t-1 14

Error t(r-1) 45
Fungicidas (A) (A-1)

Dosis (B) (B-1) 2
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AXB (A-1) (B-1) 8

VARIABLE RESPUESTA

Fue la inhibiciébn del crecimiento micelial en fungicidas comerciales con tres
distintas dosis por cada fungicida, en lo cual, se evalué con un calibrador cada
24 horas y al final de la Gltima evaluacién se saco promedio del crecimiento radial
gue se midi6é a diario, incluyendo el porcentaje de inhibicién. Para la evaluacion,
cada placa fue marcada en cuatro puntos tanto horizontal como vertical (V y H)
en la parte inferior de la caja de Petri, con un marcador con el fin de trazar los

radios de la caja Petri.

Figura 3.1: Puntos horizontal y vertical en la base de la caja Petri.

Se evalu6 con un calibrador vernier dos puntos (A y B) para asi obtener datos
del crecimiento micelial del hongo y se lo midi6 diariamente. El crecimiento radial

total se calculé mediante la siguiente férmula usada por (Tuesta, 2023).

Férmula 3.1. Crecimiento radial vertical y horizontal.

(A+B)

Crecimiento radial total=

Con la ayuda de un calibrador vernier, se evalué a diario, el didmetro del
crecimiento micelial del testigo (Dt) con el calibre del crecimiento micelial (Dx),

los datos fueron expresados en centimetros (cm) y los resultados para cada
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tratamiento se lo consiguié con la formula de Abbott en la cual consiste en la

prueba en la sensibilidad (Abbott, 1925).

Formula 3.2. Eficacia del tratamiento

Dt-Dx
Et=——
Dt

Et= Eficacia del tratamiento.
Dt= Diametro del testigo

Dx= Diametro del tratamiento

x100
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PATOGENICIDAD DE LOS AISLADOS DE Lasiodiplodia spp
PROVENIENTES DEL CULTIVO DE CACAO.

La lesidn inicia a partir de la entrada de Lasiodiplodia spp. a los hospederos en
heridas provocadas por herramientas de trabajo, insectos o causas naturales
(Ploetz, 2003). Se ha evidenciado que durante los periodos lluviosos hay mayor
produccion de esporas las cuales se diseminan por la precipitacion y el viento.
El hongo invade el sistema vascular y avanza por delante de los sintomas
visibles (Shahbaz et al., 2009). EI hongo sobrevive sobre tejidos muertos de la
planta o suelo. La agresividad de L. spp esté vinculada por la temperatura mayor
de 30°C, al estrés hidrico y bajos niveles de nutricion de la planta (Pegg et al.,
2006). La actividad celulitica del hongo se basa utilizando almidén y otros
sacaridos presentes en el sustrato inicial de la madera antes de la degradacion

de celulosa y hemicelulosa, aunque no degrada la lignina (Umezurike, 1979).

Lasiodiplodia spp produce una variedad de enzimas que le permiten degradar
los componentes estructurales de la pared vegetal, como celulasas,
hemicelulasas y pectinasas. Estas enzimas rompen los polimeros que dan
rigidez y resistencia a los tejidos de la planta, facilitando la penetracion del hongo
(Kubicek et al., 2014).

Liberan compuestos quimicos llamados fitotoxinas como los metabolitos
melleinas teniendo el mismo efecto, también hay otras toxinas conocidas como
Lasiodiplodia Ay B, inhiben procesos fisioldgicos fundamental de la planta, como
la fotosintesis y el transporte de nutrientes (Reveglia et al., 2019). Puede obstruir
los haces vasculares de la planta, impidiendo el transporte adecuado de agua y
nutrientes, causando debilitamiento y contribuye al desarrollo en lesiones
(Zakaria, 2023). Otro método es el fisico, los apresorios e hifas, le permiten
penetrar activamente en la epidérmicas y el parénquima de la planta. Una vez

dentro, el hongo crece y se expande, causando dafos (Xing, 2023).
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Todos los aislados de Lasiodiplodia spp, inoculados artificialmente, mostraron
patogenicidad en plantas sanas de cacao del clon CCN-51; presentando en
algunas plantulas sintomas iniciales de necrosis externa en los tallos, desde el
punto de inoculacién, a partir del dia 7; sin embargo en otros aislados tal
manifestacion sintomatica fue evidenciada en semanas posteriores, siendo
observado principalmente a los 30 dias posteriores a la inoculacion, esto
concuerda con Pérez et al. 2010), que, en inoculaciones realizadas, con hongos
de la familia Botryosphaeriaceae en plantas de eucalipto, observaron que los
aislados obtenidos provocan lesiones en el tallo de las plantas a 7 dias
posteriores a la inoculacién. Asemejandose también a Moreira, (2021)
presenciando patogenicidad a los 7 dias posteriormente a la inoculacion en
plantas sanas de mango, causando lesiones en el tallo, probablemente por tener

con factores controlados ubicando las plantas inoculadas en cdmara térmica.

Segun Rodriguez et al. 2020) los aislados de Lasiodiplodia spp presentaron
patogenicidad en plantas de arandanos a los 14 dias después de la inoculacion,
provocando lesiones en los tallos, concuerda con este trabajo de investigacion.
De la misma forma, se concuerda con Rahim et al. (2022), que determinaron que
los aislados de Lasiodiplodia spp inoculados en plantas sanas de cacao
presentaron lesiones en el tallo entre la primera y tercera semana despueés de la
inoculacion, también hay similitud con Huamén, (2023), ya que mostré que los
aislados de Lasiodiplodia spp fueron patogénicos al formar lesiones de

coloraciones marrones en plantas de vid.

4.1.1. AGRESIVIDAD DE LOS AISLADOS DE Lasiodiplodia spp.
PROVENIENTES DEL CULTIVO DE CACAO

La agresividad del patégeno en plantas de cacao, reportaron diferencias
estadisticamente significativas, lo cual manifiesta que varia de acuerdo a los
aislados evaluados. El aislado 1y 2 causaron lesiones mas prominentes de 2.18
y 2.06 cm respectivamente, diferenciandose con los otros como el 7 y 8 que

representaron ser pocos agresivos con 0.56 y 0.51 cm.
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Tabla 4.1. Comparacién de medias. Agresividad de aislados de Lasiodiplodia provenientes del
cultivo de cacao.

Tratamiento Aislados Cadigo Agresividad cm p-valor
T1 Aislado 1 T1A1 2.18 A 0.0001
T2 Aislado 2 T2A2 2.06 A
T3 Aislado 3 T3A3 1.46 "B
T4 Aislado 4 T4A4 0.78 B¢
T5 Aislado 5 T5A5 0.70 B¢
T6 Aislado 6 T6A6 0.67 B¢
T7 Aislado 7 T7A7 0.56 B¢
T8 Aislado 8 T8A8 0.51 B¢

Testigo 0°
CV% 65.54%

Los aislados de Lasiodiplodia spp demostraron tener agresividad en el tallo de
las plantas de cacao inoculadas por este fitopatdgeno, el aislado 1 con 2.18 cm
demostré ser el mas agresivo, lo que mantiene cierta relacion con los resultados
de agresividad alcanzados por Diaz et al. (2021), donde el aislado de
Lasiodiplodia spp mas agresivo fue el NA-32 Mz provocando 15.40 cm de lesion
en plantas de manzanos, de la misma forma, existe una leve concordancia con
Ravello et al. (2019), que evidenciaron, la agresividad del aislado Lasiodiplodia
spp Bot-2017-LT12 con 15.5 cm de lesion en tallos de manzanos; posiblemente
en estas investigaciones el tamafio de la lesion en los tallos fue mayor porque el
tiempo de evaluacion posterior a la inoculacion artificial fue de mas dias

comparado con esta investigacion-

Los aislados 1 y 2 demostraron mayor agresividad con 2.18 y 2.06 cm, por lo
tanto, hay un aproximado con los resultados de Asméan et al. (s.f.), evidenciaron
que la agresividad de Lasiodiplodia theobromae y L. pseudotheobromae fue de

5.50 y 5.30 cm en plantas de cacao.

Segun Rodriguez et al. (2021), revelaron la agresividad de los aislados de
Lasiodiplodia spp en plantas de aguacate, el LA-VLCAS3y el LA-VLCA2 con 7.56
y 6. 13 cm en plantas de aguacate, probablemente fueron mas agresivos por las
condiciones de estrés implementadas al realizarse podas después de la

inoculacion.
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De acuerdo a los resultados de Ganesh et al. (2022), observaron la presencia de
lesiones longitudinales en el tallo de planta de mora, lesiones similares causadas
por los aislados de este proyecto de investigacion, lesiones longitudinales en el

tallo de cacao.

Segun los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion, se evidencid la
similitud de este trabajo de investigacion con los otros autores citados y, por lo
tanto, se acepta la hipétesis planteada, al menos un aislado obtenido de

Lasiodiplodia presenta patogenicidad.

4.2. DEFINICION DE LA SENSIBILIDAD in vitro A FUNGICIDAS
COMERCIALES, DE LOS AISLADOS DE Lasiodiplodia spp.

El porcentaje de inhibicibn de crecimiento micelial presentd diferencias
significativas en las fuentes de variacion de fungicidas, dosis y tratamientos para

los dos aislados estudiados en este ensayo.

De forma méas detallada, se puede manifestar que en el aislado 1, los fungicidas
gue se destacaron fueron difenoconazol y azoxystrobin+tridemorph con 93.20 y
86.02% de inhibicion respectivamente; de la misma forma, la dosis mas eficaz
fue el alta con 67.28% en el crecimiento del hongo y finalmente el tratamiento
gue mejor control propicio sobre el fitopatégeno fue Difenoconazol en dosis alta,

al disminuir totalmente el crecimiento.

Para el aislado 2; los fungicidas que se destacaron fueron
Azoxystrobin+Tridemorph y el Difenoconazol con 96.67 y 83.84% de inhibicion;
de tal forma, la dosis mas eficaz fue el alta con 62.83% y finalmente el tratamiento
gue mejor control ejercio fue Azoxystrobin+Tridemorph en dosis alta, al disminuir

totalmente al fitopatdgeno.



Tabla 4.2. Cuadro de medias, Sensibilidad in vitro a fungicidas comerciales, de los aislados de

Lasiodiplodia spp.
Tratamiento A*B Aislado 1 Aislado 2
Interaccién Fungicida*Dosis % %
Difenoconazol Alta 100 A 84.31 BC
Difenoconazol Media 87.64 BC 83.89 BC
Difenoconazol Baja 91.95 AB 83.33BC
Azoxystrobin+Tridemorph Alta 86.39 BC 100 A
Azoxystrobin+Tridemorph Media 83,89 BCD 97.64 A
Azoxystrobin+Tridamorph Baja 86.39 BCD 92.36 AB
Trifloxystrobin+Tebuconazol Alta 79.17 CD 79.03C
Trifloxystrobin+Tebuconazol Media 77.36 D 79.17 C
Trifloxystrobin+Tebuconazol Baja 89.58 B 79.03C
Clorotalonil Alta 63.34 E 50.56 D
Clorotalonil Media 675E 48.20 D
Clorotalonil Baja 63.34 E 3472 E
Sulfato de Cobre Pentahidratado Alta OF 0.28F
Sulfato de Cobre Pentahidratado Media OF 3.89F
Sulfato de Cobre Pentahidratado Baja OF 5F
CV % 5.48 6.04
FACTORES
Fungicidas (A) % %
Difenoconazol 93.20 A 83.84B
Azoxystrobin+Tridemorph 86.02 B 96.67 A
Trifloxystrobin+Tebuconazol 81.78 C 79.07C
Clorotalonil 66.67 D 44.49 D
Sulfato de Cobre Pentahidratado 0OE 3.06 E
DOSIS (B) % %
Alta 67.28 A 62.83 A
Baja 66.25 A 62.56 A
Media 63.06 B 58.89 B

En el aislado 1, el Difenoconazol demostré ser el fungicida mas eficaz en el
desarrollo, concordando con el trabajo de Torres, (2023); demostrd la
sensibilidad de este fungicida y lo categorizé como “Muy sensible”, corroborando
de esta forma la eficacia que tuvo contra el fitopatogeno; la eficacia de este
fungicida, esta relacionada con su mecanismo de accién, ya que al ser
perteneciente al grupo de los triazoles, inhibe la sintesis de ergosterol, el cual
comprende lipidos principales que favorece la accion de quitina sintetasa,
encargada del crecimiento, division celular y por su modo de accién de inhibir la

sintesis de ergosterol (Nocua et al., 020).
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Segun Tadey, (2023), el tebuconazol fue eficaz en inhibir el crecimiento micelial
de Lasiodiplodia spp al 100%, esto debido al ser un triazol, por lo tanto, hay un
aproximado en este trabajo de investigacion al ejercer control in vitro en los
aislados de Lasiodiplodia spp. Segun Cantu, (2022), el fungicida Propiconazol,
demostré eficacia en el desarrollo del hongo al 100%, probablemente por su
mecanismo de accién de inhibir la sintesis de ergosterol, la esporulacion,
interviene en la sintesis de los esteroles, similar a este trabajo inhibiendo al 100%

el desarrollo micelial de este fitopatdgeno.

En el aislado 2, el Azoxystrobin+Tridemorph fue el fungicida mas eficaz, similar
al trabajo de Ayodn et al., (2023), demostrando que fungicidas combinados con
Azoxystrobin inhiben el crecimiento de Lasiodiplodia spp al 100%,;
probablemente por su modo de accion de las estrobilurinas en interrumpir la
cadena de transporte de electrones, lo que impide la respiracion de los hongos
y la sintesis de ATP (Aguilera, 2023).

Tiene concordancia con el trabajo realizado por Nufez et al. s.f,) revelando la
eficacia del Pyroclastrobin en la inhibicién de desarrollo del Lasiodiplodia spp con
100% en su totalidad. Mientras que, el Trifloxystrobin usado por Valle et al. 2019),
manifestaron la eficacia de este fungicida en la inhibicién del crecimiento micelial
de los aislados de Lasiodiplodia spp en un 100%, concordando con este trabajo
de investigacion que también se logré un 100% de eficacia en la inhibicion de
este fitopatdgeno, probablemente por su mecanismo de accion del grupo de las

estrobirulinas.

El Sulfato de Cobre Pentahidratado causé poca inhibicion en el crecimiento
micelial del hongo; probablemente, por ser un fungicida | debido a que es un
fungicida cuyo mecanismo de accién principal esta relacionado con la proteccion,
en pocas palabras, es protectante, por lo tanto, para el aislado 1, concuerda con
los resultados de Moreira, (2021), debido a que este fungicida no causo inhibicion
en el Lasiodiplodia spp en condiciones in vitro. Debido a su baja eficacia en el
control in vitro contra el aislado 2; evidenciando una concordancia con el trabajo
de investigacion de Tuesta, (2023), en qué observé poca inhibicion contra el

hongo Lasiodplodia spp en dosis de este fungicida.
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La eficacia de los fungicidas como el Difenoconazol y el
Azoxystrobin+Tridemorph demostraron ser los mas eficaces en la inhibicion de
este hongo comparado con los otros fungicidas de menor eficacia, por ende, se
cumple una parte de la hipotesis, al menos un fungicida ejerce control in vitro

sobre el hongo.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES
e La patogenicidad de los aislados de Lasiodiplodia provenientes del cultivo
de cacao; fueron patogénicos, siendo los P4 y SM9 los de mayor
agresividad.
e Los fungicidas con mayor sensibilidad para el aislado 1 fue Difenoconazol,

y para el aislado 2 el Azoxystrobin+Tridemorph, en dosis altas.

RECOMENDACIONES
e |dentificar de manera molecular, las especies de Lasiodiplodia spp, dado
gue el aislado P4 y SM9 son semejantes en agresividad de acuerdo al
andlisis de varianza.
e Aplicar dosis alta de Azoxystrobin+Tridemorph y Difenoconazol en

condiciones de campo.
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2DsSHAFK8Th4Mi219eeVxp7aBDn8IZvIMOMGggjwW4PIrckyCkINauaDv
Y88dEh3ewDtDOjzJVTC3ETSZXAdOHNriQZz2_SdOVud2yfJviFm8Kclyr8
RzWfWV6PGaBc-
giClsvOA0ZuXoMHJ7WNUvvoY0gSqljod1AxAQ998IAb5CDcj-5n5cx-ckn-
qvs49Ks_ FYxiyP9gh0zhp6MZsoAR_e UDjGGc5gqitPmjuJat2ctyzqJWF
WVOKQ6Rk8WZ1EBWYkBgS 01 DTQPzigDAFzN-
POaLTgDOQ1CmlaRVyo-
MhMoEcgrk7qGLTfEOTg8kPeSRtdoLgPuFi5sQi_5PgM4YIsrcGX6hESEE
IFOSYPT1nCsOhi7VOWuS-
1kti4aQmCUOZ6JEESAhzeZ1Zzj8BgOLRVY7LzYKmMKLM3YMVmYZ9fufR
P57SeCCFQ9YHJgBUrfVTabPEhxwSmRZ_8WjIXrbUUFi-
UAVHgC9QdWeVULCEmMeBEY2Nfgl1BXtFSGLWWuabDCsUZIg3cTnYgX
Ya8cvz03WiwxPQ7pz07SGMgqVwVMkeAG_4WFZwpWYUXIVRXijPOKN
pM;8-
c01GrzWwin_WEBO3pOvZNm5c3JBohAknJ216t4pbCeOL18qHEVESZz0h
pGcbaRoiLOVW_Qvvn6bD7NhxhcDb-
_IBnnNmcatsabDJLxjQnbt4rDaL39QhBFmclzU3QaTuZ3hIrtLkBVAQtTT
QVRITfIgOOtGppWRCHNOpP4icN1IW_nBo3RKyRIOFBwWYAtPQBQgNQqCz
IMPIFLDF7YTDehZeyQXAP9jypDnitHigkKlyORRokqgcb8vZf2yY4PJID4B

Zakaria, L. (2023). Fusarium Species Associated with Diseases of Major Tropical
Fruit Crops. Horticulturae. 9(3). 322.
https://doi.org/10.3390/horticulturae9030322



ANEXOS

Anexo 1: Llenado de fundas para el sembrio de cacao.
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Anexo 3: obtencién de los discos miceliares de los aislados de Lasiodiplodia.



Anexo 4: Ensayo de sensibilidad in vitro de los aislados de Lasiodiplodia spp
provenientes del cultivo de cacao.
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Anexo 5: Aislados cultivados en distintas dosis de fungicidas con medio de
cultivo Papa Dextrosa Agar.

Anexo 6: Toma de datos del crecimiento micelial de los aislados de
Lasiodiplodia spp.




Anexo 7: Ensayo de patogenicidad.
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Anexo 9: Toma de datos de las lesiones de los aislados de Lasiodiplodia spp.
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