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RESUMERN La produccion y exportacion del cultivo de palto, cultivar Hass, ha crecido exponencialmente durante los
ultimos anos en el Perd, sin embargo, se ha observado una alta incidencia de sintomas como muerte regresiva, cancros en
ramas de las plantas y pudriciones en los frutos afectan la produccion optima del cultivo v la calidad del fruto. Estos
sintomas son generados principalmente por el hongo Lasiodiplodia theobromae, cuyo control se imita a pocos
ingredientes activos que tienden a generar resistencia del patageno. En el presente estudio, el objetiva principal fue
evaluar el efecto inductor de resistencia en el control de Lasiodiplodia thecbromae en palto (Persea americana) cultivar
Hass. En el laboratorio se evaluo la efectividad en la inhibicion del crecimiento de L theobromae de los productos
mediante la prusba de envenenamiento y prueba de enfrentarmiento,

ze determing que los tratamientos Vacun Qpro, Barrera y Timorex Gold, fueron eficaces en el control de Lasiodiplodia
theobromae, con 100% de inhibicion del crecimiento micelial del patogeno.

En condiciones de vivero, se emplearon plantones de palto del cultivar Hass de un ano de edad, los tratamientos se
aplicaron de forma preventiva, en donde se realizaron 3 aplicaciones via drench con

intervalos de diez dias, cinco dias después de la Ultima aplicacion s2 inoculd L theobromae en el tallo del cv. Hass y 40
dias después de la inoculacion se evaluaron los

parametros: longitud de avance de la lesion de la enfermedad, porcentaje de materia seca de las raices y hojas y longitud
de raices de los tratamientos. Se
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RESUMEN

La produccion y exportacion del cultivo de palto, cultivar Hass, ha crecido exponencialmente
durante los dltimos afios en el Perd, sin embargo, se ha observado una alta incidencia de
sintomas como muerte regresiva y pudriciones en los frutos que afectan la produccion éptima
del cultivo y la calidad del fruto. Estos sintomas son generados principalmente por el hongo
Lasiodiplodia theobromae, cuyo control se limita a pocos ingredientes activos que tienden a
generar resistencia del patdgeno. En el presente estudio, el objetivo principal fue evaluar el
efecto inductor de resistencia en el control de L. theobromae en palto (Persea americana)
cultivar Hass. En el laboratorio, mediante la prueba de envenenamiento y prueba de
enfrentamiento, se determind que los tratamientos Vacun Qpro, Barrera y Timorex Gold,
fueron eficaces en el control de L. theobromae, con 100% de inhibicion del crecimiento
micelial del patdgeno. En condiciones de vivero, a través de las variables: longitud de avance
de la lesion de la enfermedad, porcentaje de materia seca de las raices y hojas y longitud de
raices de los tratamientos. Se observo que los tratamientos a excepcion del tratamiento T1
(Testigo) aminoraron la longitud de avance de lesion infectada por L. theobromae en el
interior del tallo. El tratamiento T6 (T.22) resulté con mayor porcentaje de materia seca de
raices (46.52%) con respecto al tratamiento testigo (41.21%). Por otro lado, no existe
evidencia significativa para afirmar diferencias reales entre los tratamientos evaluados en el
porcentaje de materia seca de hojas. Adicionalmente, se observé que en valores reales el

tratamiento T2 (ProtecSea) report6 una longitud radicular de 56.80 cm.

Palabras clave: Barrera, Vacun Qpro, Timorex gold, T.22, ProtecSea.



ABSTRACT

The production and export of the avocado crop, variety Hass, has grown exponentially
during the last years in Peru, however, a high incidence of symptoms such as regressive
death has been observed, cankers on plant branches and fruit rots affect optimal crop
production and fruit quality. These symptoms are mainly generated by the fungus
Lasiodiplodia theobromae, whose control is limited to a few active ingredients that tend to
generate resistance of the pathogen. In the present study, the main objective was to evaluate
the resistance-inducing effect on the control of L. theobromae in avocado (Persea
americana) variety Hass. In the laboratory, through the poisoning test and the challenge test,
it was determined that the Vacun Qpro, Barrera and Timorex Gold treatments were effective
in controlling L. theobromae, with 100% inhibition of the mycelial growth of the pathogen.
Under nursery conditions, through the variables: advance length of the disease lesion,
percentage of dry matter of the roots and leaves, and root length of the treatments. It was
observed that the treatments with the exception of treatment T1 (Control) reduced the length
of advancement of the lesion infected by L. theobromae inside the stem. Treatment T6 (T.22)
resulted in a higher percentage of root dry matter (46.52%) compared to the control treatment
(41.21%). On the other hand, there is no significant evidence to affirm real differences
between the treatments evaluated in the percentage of dry matter of leaves. Additionally, it
was observed that in real values treatment T2 (ProtecSea) reported a root length of 56.80

cm.

Key Words: Barrera, Vacun Qpro, Timorex gold, T.22, ProtecSea.



I. INTRODUCCION

En el contexto de una dieta saludable, el consumo de palta puede encajar en una gama
completa de planes de alimentacion. Es una fruta caracterizada por su perfil nutricional que
contiene alto contenido de &cidos grados insaturados y proporciona vitaminas A, B1, B2,
B6, C, D, E, K, &cido folico, biotina y elementos como calcio, hierro, fosforo, cobre,
magnesio, sodio y potasio (Sierra 'y Selva Exportadora, 2023). Ademas, su consumo reduce
el riesgo a desarrollar enfermedades cardiovasculares (Fonseca et al., 2016).

Aproximadamente el 33% de la produccién mundial del cultivo de palto se exporta y casi el
80% del volumen comercializado es del cultivar Hass(Romero, 2019) debido a la alta calidad
de la pulpa, la cascara gruesa y su capacidad de ser almacenada (Crane et al., 2013 como se
cito en Apaza, 2019).

Perd, es el segundo exportador a nivel mundial del cultivo de palto, después de México, con
247 mil toneladas (12.4% del total) convirtiéndose en uno de los paises mas dindmicos del

sector exportador (Romero, 2019).

Sin embargo, los principales productores del cultivar Hass en el Pert relataron alta incidencia
de sintomas como muerte regresiva y presencia de cancros en sus plantaciones, los cuales
reducen el periodo de vida y afectan la produccién 6ptima del cultivo (Vicufia, 2020). Estos
sintomas son causados principalmente por la infeccion de Lasiodiplodia theobromae, un
hongo saprofito, endofito y patogeno latente (Flores et al., 2021) que se manifiesta cuando
la planta huésped esta estresada o debilitada (Picos-Mufioz et al., 2014). Genera muerte
regresiva en las ramas, cancros y pudriciones en el fruto o pedinculo del fruto (Garcia, et
al., 2017).

El control de L. theobromae se realiza principalmente mediante el uso de fungicidas, los
cuales limitan a unos pocos ingredientes activos que podrian inducir resistencia del hongo

debido a su mecanismo de accion especifica. Adicionalmente, su uso esta restringido a



ciertos periodos de la fenologia del cultivo, debido a los limites m&ximos de residuos (LMR)
y los periodos de carencia (PC) (Martinez, 2017).

Una alternativa para disminuir las infecciones de L. theobromae, sin impactar negativamente
en el agroecosistema y la salud humana, podria ser el uso de inductores de resistencia que
estimulen la activacion de los genes de defensa de la planta. Tienen el potencial de disminuir
y/o evitar el riesgo de poblaciones de patdgenos o plagas resistentes a productos quimicos,
contrarrestar parcialmente los dafios quimicos ocasionados a la planta por los pesticidas y en

ultima instancia aumentar los rendimientos de los cultivos (Gémez y Reis, 2011).

El objetivo general de esta investigacion es evaluar el efecto inductor de resistencia en el
control de Lasiodiplodia theobromae en palto (Persea americana) y como objetivos
especificos son determinar la accion de control de posibles inductores de resistencia sobre el
hongo Lasiodiplodia theobromae en palto en vivero, evaluar el efecto de cinco productos
posibles inductores de resistencia en el porcentaje de materia seca de hojas y tallos de
plantones de palto infectados con L. theobromae y estimar el efecto de cinco productos
posibles inductores de resistencia en el desarrollo radicular del palto infectados con L.
theobromae.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Contexto actual del cultivo del palto en el Pert y el mundo

El palto es uno de los cultivos tropicales mas populares en el mundo por su alto valor
nutritivo, sabor agradable del fruto y versatilidad en la cocina (Bedoya y Julca, 2021).
Contiene alto contenido de acidos grados insaturados y proporciona vitaminas A, B1, B2,
B6, C, D, E, K, &cido folico, biotina y elementos como calcio, hierro, fésforo, cobre,
magnesio, sodio y potasio (Sierra'y Selva Exportadora, 2023). Ademas, Su consumo reduce

el riesgo a desarrollar enfermedades cardiovasculares (Fonseca et al., 2016).

En la actualidad, existen alrededor de 500 cultivares de palto en el mundo, con un
predominio de casi el 80% del cultivar Hass en el comercio mundial (MINAGRI, 2019).
Principalmente por la alta calidad de la pulpa, la cascara gruesa y su capacidad de ser

almacenada (Crane et al., 2013 como se cité en Apaza, 2019).

La produccion del palto a nivel mundial va en crecimiento (Figura 1), con un aumento
durante los afios 2010 a 2021 de 3.7 millones de toneladas a 8.6 millones (Food and
Agriculture Organization of the United Nations [FAOSTAT], 2023). Las mayores areas de
produccion se situan en el continente de América, el cual representa el 72% de participacion

a nivel mundial.

México es el pais que lidera en produccion y exportacion, ha producido 2.06 millones de
toneladas hasta el afio 2021 (FAOSTAT, 2023).
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Figura 1. Rendimiento (t/ha) y produccion del cultivo de palto en el periodo de los afios
2010 y 2021. Nota: adaptado de FAOSTAT,2023.

Per(, se ha convertido en el segundo exportador mundial del palto Hass, con volimenes
destinados al mercado internacional que llegan 554,498 toneladas en 2022 (Paredes, 2022).
Esta historia de éxito se basa en un modelo de produccion competitivo, debido a las
condiciones climaticas muy particulares de la costa peruana, los valles interandinos y a las
infraestructuras de riego establecidas a partir de mediados de la década de 1990 (
Cooperation International En Recherche Agronomique Pour Le Développement [CIRAD],
2023).

La zona de produccion del cultivo de palto en el Peru, abarca principalmente a las regiones
de costa, valles interandinos y parte de ceja de selva. La Libertad, es la regién de mayor
produccion a nivel nacional, con intervencion de 37.7% en el 2019 (Sierra y Selva

Exportadora, 2023), seguido de Lima, Ica, Lambayeque y Ancash (Paredes, 2022).

2.2. Particularidades del cultivo del palto

2.2.1. Generalidades

El Palto (Persea americana Mill.) es uno de los frutales econdmicamente mas importantes
en climas tropicales y subtropicales; hace 150 afios solo era cultivado por pequefios
agricultores en éareas adyacentes de su zona de origen, cuyo consumo era local;

posteriormente se ha convertido en un cultivo de consumo mundial debido a la buena



aceptacion del mercado, adaptacion y expansion del cultivo en zonas diferentes a las
tradicionales (Bost et al., 2012).

El palto pertenece a la familia Lauraceae, es originario de los bosques altos de la zona de
Centro América, se reconoce que la domesticacion se ha dado en tres zonas en forma

separada formando tres razas: Antillana, Mexicana y Guatemalteca (Apaza, 2019).

Wolstenholme y Whiley (1999, como se cit6 en Whiley et al., 2007) sefialan, que el llamado
palto antillano es un arbol originario de la selva, de las tierras bajas, calidas y himedas de
América Central, donde existe una estacion lluviosa corta. Por otro lado, el supuesto habitat
nativo de los paltos mexicanos se ubica en regiones mas elevadas (1.400 - 2.500 msnm) y
mas frescas, con temperaturas medias anuales entre 14,2 y 19,8 °C, precipitacion de 665 a
1562 mm y una estacion seca de 6 a 8 meses durante el invierno y la primavera. El habitat
del que serian originarios los paltos guatemaltecos presenta condiciones menos extremas,

comunes a las sierras tropicales, con clima fresco durante todo el afio.

Las variedades o cultivares del palto conocidos como ‘Hass’ y ‘Fuerte’ son resultado de las
hibridaciones de las razas mexicana y guatemalteca; estos cultivares usualmente se agrupan
de acuerdo a su forma, altura, tamafio de la fruta, color de las hojas y adaptacion a diferentes

condiciones climaticas (Lemus et al., 2010).

2.2.2. Enfermedades del cultivo del palto

Las enfermedades en el cultivo de palto, son uno de los factores que mas limitan la
productividad y longevidad del arbol (Alfonso, 2008). Las enfermedades de mayor
importancia, por su frecuencia y severidad, destacan: la pudricion de raices, generado por el
pseudohongo Phytophthora cinnamoni var. cinnamoni, la marchitez por Verticillium sp.; las
afecciones por Armillaria mellea y Rosellinia sp. cada vez, son mas frecuentes en zonas de
clima templado y frio moderado; los hongos causantes de la rofia (Sphaceloma perseae), la
antracnosis del fruto (Glomerella cingulata (anamorfo Colletotrichum gloesporioides) y la
mancha negra del fruto por Pseudocercospora purpulrea, ocasionan pérdidas importantes en
el campo y en la postcosecha, al deteriorar la calidad de la fruta; enfermedades, como la
muerte descendente de ramas, brotes y pudricion de injertos por C. gloesporioides,
Lasiodiplodia sp. y la pudricién de raices por Cylindrocladium sp. adquieren cada vez mas,

mayor importancia en viveros, almacigos y campo (Tamayo, 2007).



En condiciones de Piura (costa peruana), Cha (2006) menciona a las enfermedades mas
frecuentes en el cultivo de palto como la antracnosis, causado por Colletotrichum gloesporoides;
la pudricion radicular ocasionado por Phytophthora sp; la marchitez generada por Verticilium
sp; y la muerte regresiva causado por Lasiodiplodia theobromae, este Gltimo también ha sido

reportado por Chaupin (2018) en condiciones de Ayacucho (sierra peruana).

Vicufia (2020) reportd que, en los valles productores de la costa peruana, a L. theobromae
con presencia de 43%, principalmente en el norte, seguido de L. pseudotheobromae con
12%, L. egyptiacae 7%, y L. parva 0.1%, siendo estas 2 ultimas mas frecuentes en la costa

central, region Lima.

2.3. Hongo Lasiodiplodia theobromae

2.3.1. Sintomas

L. theobromae produce tres tipos de infeccion en la planta de palto: cortical (se ve por fuera),
vascular (se ve por dentro) y subcortical (no se ve facilmente ni por fuera ni por dentro); esta
es la infeccion o fase menos detectable y, por lo tanto, la mas peligrosa porque el hongo
migra, por via subcortical y después vascular, hacia el fruto (Delgado, 2019). El sintoma mas
conspicuo es la presencia de cancros acompafados de exudados blanquecinos y grumosos
de tamafos variables ubicados indistintamente en el tronco y ramas de arboles jovenes y
adultos afectados (Alama et al., 2006). En plantas de vivero causa secamiento descendente
(muerte regresiva) de las hojas y ramas; ademas de necrosis del injerto que avanza en la
misma forma (descendente) produciendo su muerte. En postcosecha, puede causar pudricion
del fruto; los dafios se manifiestan como la pudricidn en la insercién del pedunculo con el
fruto, donde se observa una lesidn de color café oscuro que avanza de manera gradual y

uniforme hacia el centro del mismo (Tamayo, 2007) (Figura 2).



Figura 2. Sintomas producidos por la infeccion de L. theobromae en el cultivo del palto (a,
b) - Necrosis basipétala del tallo tras heridas de poda. (c) - Necrosis del tallo principal en
una planta joven. (d) — Sintomas de muerte regresiva en una rama de un adulto arbol, seguida
de defoliacién en una de las ramas infectadas (e) y todas las ramas del arbol (f). Nota:
Adaptado de Rodriguez et al., 2021.

2.3.2. Caracteristicas

L. theobromae (Pat.) Griffon and Maubl. es un hongo cosmopolita que tiene un amplio rango
de hospedantes en las zonas tropicales y subtropicales (Alves et al., 2008). Se clasifica dentro
de los ascomicetos en el orden Botryosphaeriales y en la familia Botryosphaeriaceae
(Slippers et al., 2013); presenta un estado sexual (teleomorfo) poco comun, Botryosphaeria
rhodina (Picos-Mufioz, 2014).

Es la especie tipo del género Lasiodiplodia; cuya principal caracteristica que, a diferencia de
otros géneros cercanamente relacionados, es la presencia de picnidios, parafisas y

estriaciones longitudinales en las conidias maduras (Abdollahzadeh et al., 2010).

Las enfermedades ocasionadas por este patdgeno incluyen: muerte regresiva, cancros,
gomosis, pudricion del fruto, necrosis en el injerto, pudricion del peddnculo del fruto, en
plantas maderables y cultivos. Lasiodiplodia theobromae es saproéfito, pero se considera
patdgeno latente, encontrandose como endofito en tejidos de plantas sanas convirtiéndose en



patégeno cuando el hospedante se encuentra estresado o debilitado (Picos-Mufioz et al.,
2014).

2.3.3. Ciclo de la enfermedad

L. theobromae es un parasito facultativo que completa su ciclo de vida en ramas muertas al
crecer y esporular en la madera muerta de los arboles (Zhang, 2014). El ciclo de enfermedad
del género Lasiodiplodia inicia cuando las conidias o ascosporas infectan la planta a traves
de heridas o lenticelas (Figura 3); el hongo produce enzimas (pectinasas, poligalacturonasas,
xilanasas, lacasas, celulasas y arabinasas) que degradan la pared celular para usarlo como
nutriente (Lopez, 2012). Una vez colonizados en los tejidos de la planta, empieza la
produccion de conidias en los picnidios, estos son los responsables de la aparicién del ciclo
secundario de la enfermedad; en los tejidos muertos junto a la produccion de conidias, se
forman las estructuras sexuales (ascosporas) que dan a lugar a nuevas infecciones primarias;
el patogeno sobrevive en los cancros y ramas infectados, ademés de las hojas muertas
(Garcia et al., 2017).
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Figura 3. Ciclo de enfermedad de L. theobromae en el cultivo del palto. Nota: Adaptado de
Sandoval, 2022.



2.3.4. Epidemiologia

Khanzada (2005) afirma, que la incidencia de L. theobromae est& influenciada por bajos
niveles de nutricion, estrés hidrico y temperatura. Las condiciones climaticas con periodos
de alta—baja humedad relativa y temperaturas promedio de 24-32°C son favorables para el
establecimiento del hongo. (Programa Nacional de Frutas de El Salvador, 2023)

Adicionalmente, los suelos salinos producen quemaduras foliares que favorecen el desarrollo
del hongo (Garcia et al., 2017).

Las estructuras mas infectivas son las esporas (conidias). La produccion de las esporas esta
altamente correlacionada con la época de lluvias (LOpez, 2012); las cuales pueden ser
diseminadas por el viento, gotas de lluvia o riego y herramientas de poda contaminada
(Garcia et al., 2017); la presencia de estas esporas en el aire durante la época de poda juega
un papel importante en el proceso de infeccidn, puesto que L. theobromae puede infectar a
la planta en un periodo de 12 a 36 dias (periodo de riesgo) antes de que cicatricen las heridas
de poda (Urbez et al., 2008); implica que la planta con herida puede infectarse durante toda

la temporada de crecimiento en condiciones humedas.

Los cuerpos fructiferos se producen en la corteza muerta en el margen del cancro; el hongo
pasa el invierno en la corteza como micelio o como cuerpos fructiferos. Los cancros se
desarrollan rapidamente durante los periodos secos y durante los meses calurosos (Forest
Health Protection, 2022). Ventura (2004 como se citd en Picos-Mufioz et al., 2014) afirma,
que en postcosecha los frutos pueden ser infectados al ser colocados en el suelo después de

cosecharlos o mediante el contacto fisico de un fruto sano con otro enfermo.

2.3.5. Estrategias de control

El estudio de los sintomas, las causas y los mecanismos de desarrollo de las enfermedades
de las plantas, representan informacién muy interesante y es de gran utilidad debido a que
permite el disefio adecuado de métodos para combatirlas, de esta manera se aumenta la

calidad y se mejora el rendimiento del cultivo (Agrios, 2015).

La importancia de enfermedades producidas por este patégeno radica en su complejo manejo
de infecciones (Alvarez, 2018). A continuacion, se detallan los métodos de control mas

empleados para L. theobromae en palto.



2.3.5.1. Control cultural

El control cultural, va encaminado a reducir los niveles de inéculo y crear condiciones
ambientales que sean lo menos favorables a la infeccion (Espinosa , 2006). Para el control
de L. theobromae en palto es importante verificar regularmente que la planta no presente
sintomas ni estrés de cualquier tipo: en caso se presenten sintomas de la enfermedad, podar
ramas muertas, eliminar frutos viejos y madera muerta lejos de la planta; cosechar y podar
de preferencia en condiciones de baja humedad ambiental, asimismo los viveros deben
establecer medidas de desinfeccion para el material de propagacion, de ser necesario, tratar
los injertos con fungicidas, ademas las medidas de control deben ser preventivas, puesto que

los tratamientos son ineficaces frente a lesiones ya establecidas (Garcia et al., 2017).

2.3.5.2. Control quimico

El control se debe iniciar desde el momento de la desinfeccion de semilla y con
pulverizaciones de la planta en forma preventiva dos veces al afio o al inicio de la
observacién del primer sintoma de la secrecidn blanquecina. Los productos més eficientes
son los fungicidas a base de Benomil o Thiabendazol (Ataucusi, 2015). El Instituto
Colombiano Agropecuario (2012) afirma el uso de fungicidas especificos para el manejo
preventivo de la enfermedad en vivero, al respecto (Tamayo, 2007), reporta el uso de
fungicidas que contienen oxicloruro de cobre, hidréxido cuprico, benomil, metil tiofanato,

carbendazin o tiabendazol.

2.3.5.3. Control bioldgico

Como alternativa a los productos sintéticos, Alvarez (2015) menciona que el uso de Fertimar
(bioestimulante de algas marinas), limitan las infecciones de L. theobromae en palto de
forma preventiva y curativa, asimismo Segura et al. (2015) reportaron que el extracto
etanolico de Schinus molle, presenta actividad anti flngica sobre el crecimiento de L.

theobromae a la concentracion del 30%. Guevara et al. (2018).

demostraron que los extractos de cascaras y semillas de mamey tiene efectos inhibitorios en

el crecimiento de L. theobromae. Gamarra (2015) probd la accién antagonista de
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Trichoderma harzianum contra L. theobromae en Brosimum alicastrum (Congona); los
resultados obtenidos muestran que T. harzianum genera un control superficial en L.
theobromae, extendiéndose la mancha de manera interna en la madera. Del mismo modo,
Trichoderma viride, tiene un efecto antagonico tipo 1 sobre el crecimiento de L. theobromae,
y disminuye la germinacidn de Lasiodiplodia theobromae (Vite, 2012). Asi mismo, Chaupin
(2018) realizo la prueba in vitro y determiné que Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum

presentan 100% y 61.1% respectivamente de inhibicion micelial de L. theobromae en palto.

2.4. Defensa de las plantas

Las plantas interactian constantemente con patégenos y plagas, por lo que han desarrollado
mecanismos que les permiten defenderse de estos mediante un sistema complejo que incluye
maultiples niveles de proteccion; esta puede ser fisica o quimica y constitutiva o inducida;
por ejemplo, la pared celular es una defensa fisica constitutiva; mientras que la formacién

de callos es una formacion fisica inducida (Dias, 2012).

La defensa constitutiva dispone de forma pasiva, resistencia contra patdogenos (Madriz,
2002), através de caracteristicas estructurales que actan como barreras fisicas e impiden
que el patdgeno penetre y se propague en ella, o mediante las reacciones bioquimicas que
tienen lugar en sus células y tejidos, de las cuales producen sustancias tdxicas para el

patdgeno o crean condiciones que inhiben su desarrollo (Agrios, 2015).

En cambio, la defensa inducida (también Ilamada resistencia inducida) se manifiesta como

respuesta del hospedante a la infeccion del patogeno (Collinge et al.,1994).

Es un mecanismo activo de defensa que involucra cambios en el metabolismo provocado
por la expresion diferencial de genes (Madriz, 2002). Es decir, para que ocurra la induccion
de defensa es necesaria la intervencion de sistemas de reconocimiento especifico, mediante
los cuales la planta reconoce la presencia del patdgeno (Hutcheson, 1998). Adicionalmente,
la resistencia inducida es no especifica debido a que, sin importar el tipo de agente o
patogeno utilizado como inductor, el nivel de resistencia en la planta aumenta ante varios

patogenos (Blanco et al., 2017).
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2.4.1. Resistencia inducida

La activacion de las defensas inducidas de las plantas, inicia con el reconocimiento en los
microorganismos que actlan de dos formas fundamentales: la primera esta basada en el
reconocimiento de PAMP (del inglés: Pathogen Associated Molecular Pattern) o MAMP
Microbe Associated Molecular Pattern), mediante receptores que reconocen estos patrones
(PRRs, del inglés: Pattern Recognition Receptors) que se encuentran en la superficie de las
células vegetales y se denominan PTI (del inglés: PAMP-Triggered Immunity) (Ojito y
Portal, 2010).

Sin embargo, hay patdégenos que producen efectores que inhiben la PTI, los cuales son
reconocidos por las plantas mediante proteinas de Resistencia especifica (R), este segundo
reconocimiento es conocido como interaccion “gen a gen” o ETI (del inglés: Effector

Triggered Immunity) (Dias, 2012).

Pocos segundos después, la planta inicia con el incremento en la expresion de los genes de
defensa generando el fortalecimiento fisico de las paredes celulares mediante la produccion
de ligninas y formacion de callos, se intensifica la produccion de fitoalexinas e induce la

produccidn de proteinas antimicrobianas (Blancka et al., 2017).

La respuesta anterior conlleva a la alta produccion de ROS (en inglés: Reactive Oxygen
Species) que genera lisis en las células proximas al patdgeno, esta lisis inducida es nombrado
como reaccién hipersensible (HR) que bloquea el avance del patégeno en interacciones
incompatibles de la planta-patdgeno; el proceso de aumento en la expresion de los genes
relacionados con la defensa esta regulado por moléculas de sefializacion como el Etileno,
Acido Salicilico (SA) y Acido Jasménico (JA) (Dias, 2012).

2.5. Descripcion de los productos empleados en el presente trabajo de investigacion

2.5.1. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son liquidos aceitosos, solubles en alcohol y disolventes organicos,
que se obtienen de los organos de las plantas (Yan, 2015). Se consideran producto del
metabolismo secundario de las plantas y quimicamente estdn formados por terpenos,
monoterpenos y sesquiterpenos (hidrocarburos, alcoholes, cetonas, que pueden ser aciclicos,
monociclicos, biciclicos, triciclicos), sustancias azufradas y nitrogenadas (Acevedo et al,
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2013). El contenido y la composicién quimica de los metabolitos secundarios, pueden verse
influenciados por factores ambientales como el crecimiento (suelo, clima y manejo), la
cosecha (etapa fenoldgica), las condiciones de almacenamiento y el método de extraccion
(Mirniyam et al., 2022).

Se ha reportado que los aceites esenciales de algunas especies, tienen actividades

antimicrobianas y son empleadas para el control de enfermedades de plantas (Yan, 2015).

Los principales terpenos identificados en la especie Origanum vulgare son carvacrol, timol,
-terpineno y p-cimeno; mientras que terpinen-4-ol, linalool, -mirceno, hidrato de trans-
sabineno y -cariofileno también estan presentes (Leyva et al., 2017). De acuerdo al estudio
realizado por Numpaque et al. (2011), carvacrol y timol inhibieron el crecimiento de los
hongos Colletotrichum acutatum y Botryodiplodia theobromae, implica que estos

compuestos son una alternativa a los fungicidas tradicionales.

El aceite esencial de Melaleuca alternifolia, comunmente conocido como aceite del arbol
del té, tiene propiedades beneficiosas debido a su componente bioactivo. Se ha identificado
terpinen-4-ol, y-terpineno, 1,8-cienol y p-cimeno (Borotova et al., 2022). De acuerdo a lo
reportado por (Gomes de Araujo et al., 2019) el aceite esencial de la especie Melaleuca
alternifolia inhibié completamente el crecimiento de L. theobromae, bajo condiciones in
vitro, ademas redujo la incidencia de pudricion negra, provocado por L. theobromae, de

semillas de maiz.

2.5.2. Trichoderma harzianum

Trichoderma harzianum, es un hongo empleado como agente de biocontrol. Produce
enzimas fungitdxicos y antiobidticos que degradan la pared celular e incluso pueden matar
a los patogenos (Soto, 2018). Ademas, aumenta el nivel de eficiencia de utilizacion de CO»
y O> al controlar la expresion de genes en las plantas (Pani et al., 2021) Promueve el

crecimiento y absorcién de nutrientes de las plantas (Mayo et al., 2020).

Martinez (2013), menciona nuevos componentes con los cuales Trichoderma ejecuta su
accion como antagonista y colonizador de raices, que son: aceleracion del desarrollo del
sistema radicular que posibilita la tolerancia al estrés por parte de la planta, solubilizacion,

absorcion de nutrientes inorgénicos, estimulacion del crecimiento vegetal e induccion de
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resistencia. Estos actUan indirectamente sobre los patdgenos, ya que su accion es promover

mecanismos de defensa fisiologicos y bioquimicos en la planta.

La induccion de resistencia sistémica por Trichoderma estd mediada por etileno y acido
jasmonico (Monte, 2022), comprende modificaciones celulares en el hospedante, como un
incremento de depdsitos de calosa dentro de la pared celular y aumento en la actividad

peroxidasa y quitinasa Yedidia et al. (1999 como se citd en Jaimes, 2009).

Vitti et al., (2016) evidencian que el tratamiento temprano con T. harzianum T-22 es capaz
de inducir respuestas de defensa sistémica contra CMV-Fny en S. lycopersicum var.
cerasiforme al interactuar con hormonas vegetales, asimismo, T22 puede mejorar el

rendimiento fotosintético y promover el crecimiento.

2.5.3. Fosfito

Segln Havlin y Schlegel (2021, como se cité en Morales, 2022) los fosfitos (Phi) son un
modo reducido de los fosfatos (Pi), obtenidos del &cido fosforoso (HPO3), que normalmente

se ordenan con cationes no metales como potasio, sodio, calcio o amonio.

Son considerados como fuente importante de nutrientes para los cultivos, ademéas son
inductores de resistencia y tienen efectos biocidas en hongos fitopatdgenos. Su modo de
accion es distinto a los fungicidas convencionales, puesto que actian como inhibidores o
destructores del patdgeno (en el caso de los Oomycetes y bacterias) y como estimulantes en

la produccion de defensas naturales contra el ataque de patdégenos (Intagri, 2023).

Nascimento et al. (2022) reportaron que las plantas rociadas con fosfito mostraron una

severidad reducida de la mancha foliar por Septoria Lycopersici (Nascimento, 2022).

14



1. METODOLOGIA

3.1. Ubicacién

El presente trabajo de investigacion se realizé en el laboratorio de cultivos y en el vivero del
departamento de Fitopatologia de la Universidad Nacional Agraria la Molina, distrito La
Molina, provincia de Lima, Per(. Ubicado en las coordenadas 12°04'07"S 76°56'56"W. En

condiciones de temperatura entre 18-23°C y 70-81% de humedad relativa.

3.2. Coleccion del inéculo

El in6culo se obtuvo a partir de un aislamiento de L. theobromae sembrado en medio Papa
Dextrosa Agar (PDA), proporcionado por la micoteca de la Clinica de Diagnosis de
Fitopatologia de la Universidad Nacional Agraria La Molina, que procede del cultivo del

palto con sintomas caracteristicos de infecciones de L. theobromae.

A partir del cultivo madre se realizaron siembras sucesivas en medios de cultivo PDA para
la obtencion y conservacion del patdgeno hasta su aplicacion en el experimento (Segura et
al. 2015).

3.3. Prueba de patogenicidad

3.3.1. Mantenimiento de los plantones

Se utilizaron plantones de aproximadamente 1 afio de edad del cultivar Hass injertados sobre
el patron Zutano, proporcionadas por el vivero Sociedad Agricola Tarpuy SAC. Se
seleccionaron plantas sanas y vigorosas, sin ningun sintoma caracteristico de infeccion por

hongos de madera como L. theobromae.



3.3.2. Preparacion del indculo

Una vez purificado e identificado al hongo L. theobromae, se procedi6 con la siembra en
placas Petri contenidas con medio PDA y fragmentos de tallos de pino, luego se incubaron
a 25 °C durante 3 dias, posteriormente se coloco bajo luz fluorescente blanca a temperatura

ambiente hasta que formen estructuras reproductivas por un periodo de 30 dias (Soto, 2018).

De cada colonia fungosa se obtuvo una suspension de conidias (Figura 4), a partir de esto se

realizaron diluciones sucesivas con agua destilada, hasta obtener una concentracion de 10>
conidias/ml (Alama et al., 2006).

& #

Figura 4. Preparacién de suspension de conidias de L. theobromae en el laboratorio de

cultivos del departamento de Fitopatologia, Facultad de Agronomia, Universidad Nacional

Agraria la Molina.

3.3.3. Inoculacion

La inoculacion del hongo L. theobromae en el tallo del cv. Hass, fue realizada para
determinar la eficacia de los productos aplicados previamente a un total de 72 plantones en
condiciones de vivero. Asimismo, se emple6 el método de aspersion por conidias que simulo

una infeccion en campo (Figura 5).
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La corteza del tallo se lavo con agua destilada y se desinfesto superficialmente con alcohol
etilico de 96°. Metodologia adaptada de (Alvarez, 2015).

En el tallo del cv. Hass a 5 cm de la zona injertada, se realizo una herida circular de 5 mm
de diametro, luego se aplicd 20ul de solucion y cuya concentracion es 10° conidias/ml,

posteriormente, el area inoculada se cubrié con algoddn humedecido y cinta Parafilm para

proteger de la desecacion (Chaupin, 2018).

Figura 5. Inoculacion de L. theobromae en el tallo del cultivar Hass.

3.3.4. Evaluacién

Transcurrido los 40 dias después de la inoculacion, se realizaron evaluaciones de los
plantones de palto en todos los tratamientos (Soto,2018). Las variables que se determinaron
fueron incidencia, longitud de avance de la lesion, longitud de las raices y materia seca de

las hojas y raices.

3.3.5. Reaislamiento de L. theobromae

Para confirmar que las lesiones fueron causadas por L. theobromae, los tallos se lavaron con
abundante agua potable, luego se llevd a cabo la desinfestacion superficial de
microorganismos y contaminantes externos con inmersiones de las muestras de alcohol al
70% durante 2 minutos, posteriormente se efectu6 una suspension de hipoclorito de sodio al
1% para sumergir las muestras por 1 minuto y se dejo secar sobre papel toalla dentro de la

camara de flujo laminar (Vicufia, 2020).
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Una vez secas, se corto en porciones pequefias de aproximadamente 2 mm en parte del tejido
necrosado. Se dispuso 2 porciones frente a frente en las placas Petri con medio de cultivo
Potato Dextrosa Agar modificado con 0.5 g/L de Oxitetraciclina (PDAA) para inhibir el
crecimiento de bacterias y se colocaron a la incubadora a una temperatura de 25°C durante

3 dias en oscuridad para el crecimiento de hongo.

Obtenido el crecimiento de las colonias de L. theobromae, estas se purificaron mediante
repiques sucesivos en placas Petri con medio PDA, que consistid en transferir discos de
micelio, hasta obtener la colonia libre de contaminantes. Estas se incubaron a 25° C de
temperatura durante 3 dias y luego se colocaron bajo luz fluorescente blanca a temperatura
ambiente hasta que formen estructuras reproductivas. Finalmente, se observaron en el
microscopio la presencia de conidias que corresponden a la especie L. theobromae (Soto,
2018).

3.4. Prueba de efectividad de los productos

En la prueba de efectividad de los productos se emplearon 5 productos: ProtecSea, Barrera,

Timorex Gold, Vacun Q Pro.

3.4.1. Prueba de efectividad de los productos in vitro

En el presente ensayo se emplearon cinco tratamientos y un testigo (Tabla 1). Se empleo el
aislamiento de L. theobromae facilitado por la clinica de diagnosis.

Para comprobar la efectividad de estos productos como antagonistas al crecimiento del
hongo, se efectué la metodologia de medio envenenado para los productos: ProtecSea,
barrera, Timorex gold, y Vacun Q Pro. Con el producto T.22, cuyo ingrediente activo es

Trichoderma harzianum, se realizé la prueba de enfrentamiento dual.
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Tabla 1. Tratamientos empleados con 5 productos: ProtecSea, Barrera, Timorex Gold,
Vacun Q Pro y un testigo para la prueba de efectividad in vitro contra L. theobromae.

Tratamiento Nombre Ingrediente activo Dosis de aplicacion
comercial en ml/250mI medio
PDA
TO Testigo - -
T1 ProtecSea Extractos marinos, acidos 2.75

organicos, K,0

T2 Barrera Extracto de orégano 2.75
(Origanum vulgare)

T3 Timorex Gold Aceite del arbol del té 15.86
(Melaleuca alternifolia)

T4 Vacun Q Pro N, P,0s , Cu, Fosfito de Cu 11.89

T5 T.22 Trichoderma harzianum 4.4

a. Prueba del medio envenenado

Con el propésito de realizar la técnica de medio envenenado, se prepar6 el medio potato
dextrosa agar (PDA) el cual se vertié en botellas de vidrio de 250 ml y se esterilizo en la
autoclave, luego se dejé enfriar a una temperatura de aproximadamente 38°C y se afiadieron
los productos a cada uno de estos, para posteriormente ser distribuidos en placas Petri de 10
cm de diametro; una vez solidificado el medio de cultivo se procedié a sembrar un disco de

micelio joven de L. theobromae de 5 mm de diametro (Tabla 2)

Las placas repicadas, se incubaron a 25°C y diariamente se midio el crecimiento radial de la

colonia hasta que el testigo llene la placa (2 dias).

Para la medicion del crecimiento radial de la prueba de envenenamiento, cada placa se
dividid en 4 cuadrantes en la parte posterior de la placa, a los cuales se les denomind A, B,
C y D; el punto medio fue el disco de micelio insertado en la placa (Figura 6). Con la ayuda
de una regla en mm, se midio el crecimiento del micelio de cada cuadrante. La evaluacion

termind cuando el micelio del patégeno cubrio totalmente la placa del testigo.
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Figura 6. Medicion del crecimiento radial de L. theobromae en medio envenenado.

La eficacia de los tratamientos en la prueba de envenenamiento, se expresé como el
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial, formula propuesta por Pandey et al. (1982,

como se citd en Alburqueque y Gusqui, 2018).

Pl = TXlOO%

Donde:
PI: Inhibicién de crecimiento micelial (%)
C: crecimiento del radio de la colonia del testigo (mm)

T: crecimiento del radio de la colonia del tratamiento (mm)
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Tabla 2. Tratamientos con las dosis de aplicacion empleadas en la prueba de

envenenamiento, en condiciones in vitro contra L. theobromae.

Tratamiento

Nombre comercial

Dosis (ml) de

_ _ aplicacion en
Ingrediente activo 250 ml de

solucién/planta

T0

T1

T2

T3

T4

Testigo

ProtecSea

Barrera

Timorex Gold

Vacun Q Pro

Extractos marinos, &cidos

organicos, K,0 215
Extracto de orégano 2.75
Aceite del érbo_l Qel té 15.86
(Melaleuca alternifolia)

N, P,0s , Cu, Fosfito de Cu 11.89

En este experimento, se empled el disefio completamente al azar (Figura 7), con un total de

5 tratamientos incluyendo al testigo, cada uno con 5 repeticiones. Los datos se procesaron

en el programa INFOSTAT, se realizé andlisis de varianza (ANVA), pruebas de

comparacion de medias de Tukey, considerando un nivel de confianza del 95%.
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Figura 7. Disposicion de los tratamientos y sus repeticiones en la prueba de envenenamiento

contra L. theobromae en la prueba in vitro.

b. Prueba de enfrentamiento dual

Se prepar6 una solucion de 250 ml de medio PDA esterilizada, se afiadio 4.4 ml de T.22 a la
solucion y se hizo el paqueo en placas Petri de 9 mm. Estas placas se rotularon y se coloco
a una temperatura de 20°C hasta que se formen los micelios de Trichoderma harzianum.

Los discos de micelio joven de Trichoderma harzianum y de Lasiodiplodia theobromae de
5 mm de didmetro, se sembraron en los extremos (frente a frente) de la placa Petri con medio
PDA. Luego se incubaron a una temperatura de 25°C (Tabla 3) y se evalu6 el crecimiento

radial diariamente.

Para la medicion del crecimiento radial hacia el centro de ambos aislamientos, se midié con
la ayuda de una regla en mm de forma independiente a cada hongo hasta el dia 2. Al igual
que en la prueba de envenenamiento, la eficacia del tratamiento se expresé en porcentaje de
inhibicion.

En este experimento, se realizo la prueba T de Student con 5 repeticiones cada tratamiento.
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Tabla 3. Prueba de enfrentamiento entre Trichoderma harzianum y Lasiodiplodia

theobromae
N° Tratamiento
TO Testigo (Lasiodiplodia theobromae)
T5 Trichoderma harzianum vs Lasiodiplodia theobromae

3.4.2. Prueba de efectividad de los productos en tinglado
a. Material vegetal

Se utilizaron 72 plantones sanos de aproximadamente 1 afio del cultivar Hass injertados
sobre el patron Zutano, sin ningun sintoma caracteristico de infeccion que manifiestan los

hongos de madera.

b. Tratamientos
Se emplearon 5 productos: ProtecSea, Barrera, Timorex Gold, Vacun Q Pro y agua como
tratamiento testigo, siendo un total de 6 tratamientos con 4 repeticiones cada uno 3 plantones

por repeticion.

c. Preparacion de productos para las aplicaciones
Se prepar0 el caldo fitosanitario en 3 L de agua potable por tratamiento, 250 mL por planta,

conforme a la dosis comercial de cada producto.

d. Aplicacion de productos:
La aplicacion de los productos (Tabla 4) fue preventiva, estos se aplicaron via drench en tres
oportunidades, en intervalos de diez dias. Cinco dias después de la ultima aplicacion, se
inoculé el patégeno a la planta y 40 dias después de la inoculacion se evaluaron todos los

tratamientos.
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e. Disefio estadistico:
Se emple0 el disefio completamente al azar (Figura 8), 6 tratamientos con 4 repeticiones.
Los datos se procesaron en el programa INFOSTAT, se realiz6 anélisis de varianza (ANVA)

y pruebas de comparacion de medias de Tukey, considerando un nivel de confianza del 95%.
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Figura 8. Disposicion de los tratamientos en la prueba de efectividad de los productos en

vivero contra L. theobromae en plantones de palto cv. Hass.

24



Tabla 4. Tratamientos empleados para la prueba de efectividad de los tratamientos contra L.
theobromae en el cultivo de palto cv Hass en condiciones de vivero.

Tratamiento Nombre Ingrediente activo  Dosis Dosis de aplicacion
comercial comercial para 250 ml de
solucion (ml)/planta

Tl Testigo - - -
T2 ProtecSea Extractos marinos, 4-6L/ha 4
acidos  organicos,
K,0
T3 Timorex Aceite del arbol del 1,5-2 L/ha 11.9
Gold té (Melaleuca
alternifolia)
T4 Vacun Q N, P,0 , Cu, 500mL/200 4
Pro Fosfito de Cu L
T5 Barrera Extracto de orégano - 17.6
T6 T.22 Trichoderma - 15.9
harzianum

3.5. Variables de evaluacién

Pasado los 40 dias (después de la inoculacion) se evaluaron todos los tratamientos siguiendo

los siguientes parametros:

3.5.1. Incidencia

La incidencia de enfermedades de las plantas se define como el nimero de unidades de
plantas que estan (visiblemente) enfermas en relacion con el nimero total evaluado (Madden
y Hughes, 1999).
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En el experimento, la incidencia se determind con base al nimero de plantas con sintomas
externos. Se contd el nimero de plantas que mostraron sintoma visual de pudricion externa
del tallo de cada tratamiento. Para el calculo, se dividié el nimero de plantas enfermas entre

el nimero total de plantas y se multiplicé por 100%.

3.5.2. Longitud de avance de la lesion

En el presente experimento se evalud la longitud de avance de la pudricion interna del tallo
para medir el avance de la necrosis en los haces vasculares (Soto, 2018).

Se cortaron los tallos de la planta inoculada a 10 cm de distancia del area inoculada;
posteriormente se hizo un corte transversal, donde en el interior de tallo se observo el avance

de la lesion y se midié la longitud de crecimiento del patégeno en el tallo de la planta.

3.5.3. Longitud radicular

Se eligieron al azar el 25% de plantas de cada tratamiento. Se cortaron las raices de las
plantas de cada tratamiento, inmediatamente después se secO con papel toalla.

Posteriormente se midio la longitud de las raices (Talledo, 2016).

3.5.4. Materia seca

Se determind el porcentaje de materia seca a partir del muestreo destructivo que se realiz6
al 25% de las unidades experimentales de cada tratamiento (Gutiérrez, 2019). La materia
seca obtenida, se expreso en porcentaje de cada 6rgano evaluado (hoja y raiz) a partir de la

relacién entre peso seco y peso fresco y se empled la siguiente ecuacion 2:

eso fresco — peso seco
Materia seca = p f @) —p ) X100%

peso fresco(g)
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a. Raiz
Peso fresco de raices

Se cortaron las raices del tallo de cada planta, inmediatamente después se lavaron con agua
corriente, luego se secaron con papel absorbente y se pesaron las raices de cada planta en

una balanza digital (Salazar et al., 2015).
Peso seco de raices

Las raices frescas se cortaron en trozos, se colocaron en bolsa de papel previamente rotuladas
y se colocaron a estufa a 70°C de temperatura durante 3 dias seguidos. Luego se procedi6 a
pesar en gramos en una balanza digital (Villavicencio, 2018).

b. Hojas
Peso fresco de hojas

Se pesaron las hojas frescas en una balanza digital inmediatamente después de ser extraidas

de cada planta y se pesaron en gramos en una balanza digital.
Peso seco de hojas

Se cortaron las hojas en pedazos y se colocaron en estufa a 65°C de temperatura durante un
dia, luego se pesaron en gramos en una balanza digital.

3.5.5. Reaislamiento de L. theobromae de las plantas inoculadas en los tratamientos

Se usO la misma técnica utilizada en la prueba de patogenicidad en cada planta de los

tratamientos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Eficacia in vitro de los cinco productos frente a Lasiodiplodia theobromae.

La prueba in vitro se realiz6 con la finalidad de observar la accién directa del patégeno con
los productos y también para conocer el potencial de estos en el control de L. theobromae.

Cabe recalcar que en la prueba in vitro no es posible evaluar la resistencia inducida.

La resistencia inducida es un estado que se desarrolla en las plantas y aumentan su capacidad

defensiva contra el ataque futuro de algin patégeno (Cruz et al., 2020).

4.1.1. En el medio envenenado

El analisis de varianza para determinar la efectividad de cuatro productos inductores frente
al porcentaje de inhibicion de Lasiodiplodia theobromae indica que existen diferencias
significativas entre los tratamientos, esto debido a que el p — valor (Anexo 7) resulta menor
al nivel de significancia (5%) y el coeficiente de variabilidad es de 3,56. Esto implica que
los cuatro productos inductores tienen efectos en el porcentaje de inhibicién del patégeno
Lasiodiplodia theobromae.

Después de confirmar la diferencia estadistica entre los promedios de los tratamientos
evaluados se procedié a comparar estos promedios entre si, mediante la prueba Tukey

(Anexo 8) con un nivel de confianza del 95%.

El resultado de la prueba Tukey reportd que existen tres grupos bien diferenciados y que el
tratamiento T1 (ProtecSea) mostré en promedio un porcentaje de inhibicion de 64.84
superando solo al tratamiento TO (testigo) y siendo inferior a los otros tres productos
inductores. La aplicacion de los tratamientos T3 (Timorex), T2 (Barrera) y T4 (Vacun Q
pro) reportaron un valor del 100% en la inhibicion de Lasiodiplodia theobromae lo que
implica que estos tratamientos son més eficaces en la inhibicion del patdgeno. De manera

visual, los resultados son presentados en la Figura 9, en donde de manera rapida se puede



inferir que los tratamientos mas eficaces son aquellos que estan por encima del promedio

general de tratamientos (la linea de corte en el eje y).

100.00+ C C C
66.67 5
33.334
A
0.00 —— .
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TRATAMIENTOS

% DE INHIBICION MEDIO ENVENENADO

Figura 9. Porcentaje de inhibicion de los tratamientos TO(testigo), T1(ProtecSea),
T3(Timorex Gold), T2 (Barrera) y T4(Vacun Qpro) en crecimiento radial de la colonia de
micelios de L. theobromae en medio envenenado. La barra sobre la columna que representa

el error estandar

De acuerdo a los resultados obtenidos (Figura 10), es preciso sefialar que (Gomes de Araujo
et al., 2019) y Lopes et al. (2020) reportaron 100 % y 96 % de inhibicion del crecimiento
micelial (ICM) respectivamente de L. theobromae con el aceite esencial de la especie
Melaleuca alternifolia, ingrediente activo de Timorex. Asimismo, Numpaque et al. (2011)
reportaron que los terpenos: carvacrol y timol, compuestos presentes en la especie Origanum
vulgare, ingrediente activo de barrera, inhibieron el crecimiento micelial de L. theobromae,
del mismo modo, Suwanamornlert et al. (2018) reportaron que el uso de timol resulto

efectivo en la ICM de L. theobromae.
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La actividad antifingica de aceites esenciales y extractos vegetales en general segin Souza
et al. (2007) estéa relacionado con su propiedad hidrofilica, que al entrar en contacto con el
hongo interactda con los lipidos de la pared de la membrana celular y las mitocondrias,
alterando su permeabilidad y causando alteraciones estructurales, que pueden promover la
exposicion del contenido celular, incluida la exposicion del nucleo celular. Ademas, los

componentes del aceite pueden unirse a iones y moléculas (hormonas) en otras células.

Vacun Qpro (T4) tiene accion bioestimulante a fin de prevenir el ataque de bacterias y
hongos, mediante la generacion de fitoalexinas (Aris industrial, 2015) que inhiben el
crecimiento y elongacién del tubo germinativo, crecimiento micelial y el aumento de peso
seco de los hongos (Intagri,2023), es por ello que el T4 (Vacun Qpro) reporto un valor del

100% en la inhibicién de Lasiodiplodia theobromae.

ProtecSea (T1) presentd 64.84% de inhibicion. Espinosa et al. (2020) precisa que los
extractos de algas marinas, ingrediente activo de ProtecSea, actian como agentes con
actividad antibidtica que reducen el desarrollo de enfermedades. Probablemente, para
obtener 100% de inhibicion de L. theobromae, se necesita mayor dosis que lo recomendado

en la ficha técnica del producto.
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TO- testigo : ' T1- ProtecSea

Figura 10. Comparacién de los tratamientos: T1(ProtecSea), T2(Barrera), T3(Timorex
Gold) y T4(Vacun Qpro) con el tratamiento testigo (TO) en la prueba de envenenamiento de
L. theobromae.



4.1.2. En la prueba de enfrentamiento dual

A fin de comparar los efectos de la aplicacion de Trichoderma harzianum en el porcentaje
de inhibicion de Lasiodiplodia theobromae se recurrié a la prueba estadistica t de Student.
para muestras apareadas con un nivel de significancia del 5%. Los resultados de la prueba t
de Student para muestras apareadas se reporta que existe diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados, el valor de la prueba bilateral resulta menor que el nivel de

significancia seleccionado (5%).

Tomando en cuenta el resultado reportado (Anexo 9), podemos concluir que la aplicacion de
Trichoderma harzianum si inhibe el desarrollo del patdgeno Lasiodiplodia theobromae con
20.56% de ICM (inhibicidn de crecimiento micelial) en el segundo dia después de la siembra,
donde se observo el encuentro de ambos aislamientos, efecto denominado como “linea de
muerte”, en el cual inicia el micoparasitismo del controlador bioldgico hacia el patdégeno
(Soto, 2018). Resultado similar a lo reportado por Da Silva, et al (2022) con 20.5% de ICM.

TO-testigo

L. theobromae _ 4

Figura 11. Comparacion del tratamiento T5 (T.22) con el testigo (TO) en la prueba de

enfrentamiento dual.
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4.2. Eficacia de los productos en estudio en condiciones de vivero

La induccion de resistencia sistémica genera proteccion sistémica o disminucion de la
severidad de la enfermedad en la planta (Trinidad et al., 2020) contra una gran variedad de
patdgenos y se caracteriza por la acumulacion de proteinas PR, acido salicilico o acido
jasmonico a nivel local y sistémico (Diaz, 2012), mediante el estimulo de inductores
bioldgicos o quimicos. Para cuantificar su efecto se emplean mediciones de fitoalexinas y la

actividad enzimatica en cada cultivo y fase (Palazon, s.f.).

En este estudio, no hubo ningun contacto del producto aplicado con la zona inoculada, puesto
que las aplicaciones de los productos fueron via drench, en las raices, y la inoculacion se
realiz6 en la parte area es decir en el tallo de la planta. Asimismo, las aplicaciones de los
productos se efectuaron en 3 oportunidades, intervalos de 10 dias y la Ultima aplicacion se
llevd a cabo 5 dias antes de la inoculacion del patégeno L. theobromae, en el tallo de los

plantones de palto.

Por ello, se determind la posible activacion de la induccion de resistencia en plantones de
palto mediante la evaluacion fenotipica que consistio en observar y cuantificar la

disminucidn del avance de la enfermedad.

4.2.1. Incidencia de la enfermedad

El anélisis de varianza para la incidencia de la enfermedad reporta que no existe diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados, esto debido a que el p — valor (Anexo 10), es
mayor que el nivel de significancia seleccionado (5%) y presenta un coeficiente de
variabilidad de 6.83. Implica que la incidencia en todos los tratamientos fue igual (100%),
como se observa en la tabla 5

Los sintomas observados fueron necrosis en el area inoculada acompariados de exudados de
color blanco (Figura 12) tal como sefiala Alama et al. (2006). Asimismo, como la evaluacion
se realizo a los 40 dias después de la inoculacion, no se observo marchitez en las hojas, ni

muerte regresiva de la planta.
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Figura 12. Exudados de color blanco alrededor de la zona inoculada con L. theobromae en

el tallo del cultivo de palto.

La evaluacion destructiva se realiz6 a los 40 dias después de la inoculacion, es por ello que

no se observo marchitez en las hojas, ni muerte regresiva de la planta.
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Tabla 5. Incidencia de la enfermedad de los tratamientos empleados en la prueba de eficacia

de los productos en el cultivo de palto cv. Hass.

. Nombre . . N® de Incidencia
Tratamiento ) Ingrediente activo plantas
comercial . %
infectadas

T1 Testigo - 12/12 100%

T2 ProtecSea  Ciractos marinos, acidos 12/12 100%
organicos, K,0

T3 Timorex Gold £ \ceite del arbol del e 12/12 100%
(Melaleuca alternifolia)

T4 Vacun Qpro N, P,0: , Cu, Fosfito de Cu 12/12 100%

TS Barrera Extracto de oregano 12/12 100%
(Origanum vulgare)

T6 T.22 Trichoderma harzianum 12/12 100%

4.2.2. Longitud del avance de la lesion

El andlisis de varianza para el avance de la lesién de la enfermedad reporta que existe

diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, esto debido a que el p — valor

(Anexo 12), es menor que el nivel de significancia seleccionado (5%) y presenta un

coeficiente de variabilidad de 38.34; este resultado implica que los tratamientos tuvieron

influencias en el avance de la enfermedad.

Al realizar la comparacion mediante la prueba Tukey (Anexo 13) se determind que el mejor

tratamiento que expresa una reduccion en los sintomas de la enfermedad correspondi6 al T4

(Vacun Qpro) con un valor real de 0.55 cm de longitud de avance de la lesion, sin embargo,

estadisticamente no es diferente al resto de tratamientos a excepcion del T1 (Testigo) que

presenta una longitud de avance de la lesion de 3.04 cm (Tabla 6).
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Tabla 6. Longitud de avance de la lesion de la enfermedad ocasionada por L. theobromae
con los tratamientos empleados en la prueba de eficacia de los productos en el cultivo de

palto cv. Hass.

. Nombre . ) Longitud de Inhibicién
Tratamiento ) Ingrediente activo avance de la
comercial ., %
lesion (cm)
T4 Vacun Qpro N, P,0c , Cu, Fosfito de Cu 0.55 81.91
T5 Barrera Extracto de orégano 0.98 67.76
(Origanum vulgare)
T3 Timorex Gold £ :ceite del arbol del te 1.02 66.45
(Melaleuca alternifolia)
T2 ProtecSea Extractos marinos, acidos 1.03 66.12
organicos, K,0
T6 T.22 Trichoderma harzianum 1.15 62.17
T1 Testigo ] 3.04 0
inoculado

Visualmente los resultados reportados en la prueba Tukey se presentan en la Figura 13,
donde el tratamiento T4 presenta la menor longitud del signo de la enfermedad, mientras que

el tratamiento T1 (Testigo) manifiesta la mayor longitud del signo de la enfermedad.
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Figura 13. Longitud del avance de la lesion de la enfermedad (cm) de los tratamientos
T4(Vacun Qpro), T5(Barrera), T3(Timorex Gold), T2(ProtecSea), T6(T.22) y T1(testigo)
empleados en el cultivo de palto cv. Hass. Con presencia de la linea de corte en el eje Y que
representa el promedio de la longitud de avance de la lesién (cm) y la barra superior a la

columna simboliza al error estandar.

Este experimento se realizd en los meses abril, mayo y junio. Las condiciones de temperatura
19°C promedio, se encontraron dentro del rango para el desarrollo de la enfermedad de
acuerdo a lo sefialado por Picos (2017). Sin embargo, Khanzada et al. (2005) indica que
temperaturas superiores a 30°C, estrés ambiental, nutricional e hidrico, favorecen el
desarrollo de L. theobromae. Por otro lado, Apaza (2021) menciona que el rango de
temperatura de 20-30°C es dptimo para el desarrollo e incidencia del patogeno.

En el presente estudio, la planta no fue sometida a ningun estrés. La evaluacion destructiva
se ejecutd 40 dias después de la inoculacion, similar a los indicado por Soto (2018), en
plantones de un afio, puesto que en esta etapa es necesario iniciar con las estrategias de

control con tratamientos preventivos para la instalacién en campo.

Al realizar el corte longitudinal del tallo, se observo la infeccion vascular que interfiere la
conduccion de agua y nutrientes (Delgado et al., 2019). Esto se manifiesta mediante necrosis

en los tejidos vasculares (Figura 14), mostrdndose avances de la infeccion en ambas
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direcciones desde el punto de inoculacion, sintomas que sefialan Soto (2018) y Urbez (2008)
en el experimento que realizaron. De los resultados obtenidos, el avance longitudinal de la

infeccion en los tratamientos fue menor en comparacion con el testigo.

T4-VacunQpro

T1- testigo T5-Barrera

T2- ProtecSea T3- Timorex

Figura 14. Comparacion del testigo T1 con los tratamientos: T2(ProtecSea), T3(Timorex),
T4(Vacun Qpro), T5(Barrera) y T6 (T.22) en la prueba de avance de la lesion, del dafio
ocasionado por L. theobromae en tallos del palto cv. Hass.

El valor final de cualquier compuesto quimico como agente de control de enfermedades
depende del modo de accion de su molécula en una 0 mas etapas del ciclo de vida del
patdgeno (Reuveni y Cohen, 2020). Las etapas importantes en el ciclo de vida de L.
theobromae involucradas en la infeccion del hospedante y el desarrollo de enfermedades
incluyen la germinacion de conidias, la penetracion en el hospedante, el crecimiento del

micelio en el hospedante y la esporulacion.

De acuerdo a los resultados obtenidos, Sanchez y Rincon (2021) reportaron en Botrytis
cinerea que el cobre, ingrediente activo del T4 (Vacun Qpro) comparte el poder inhibitorio

sobre la germinacion y su componente organico activa la produccién de fitoalexinas, éstas
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se sintetizan en las células sanas cercanas a las células dafiadas y se acumulan en tejidos
nécroticos y suceptibles, implica que se producen extrictamente alrededor del area de
infeccion y la resistencia de la planta al patdgeno se lleva a cabo cuando las fitoalexinas

alcanzan una concentracion suficiente para inhibir el desarrollo del patégeno (Agrios, 2015).

Los resultados indican que carvacrol y timol (principales compuestos en el aceite de orégano,
ingrendiente activo de Barrera) pueden ser empleados como una alternativa en el uso
tradicional de fungicidas en el control preventivo de L. theobromae en palto. Pérez-Alfonso
(2012, como se citd en Zhang et al., 2019) report6 que estos compuestos tuvieron actividad
antifungica mediante la inhibicién de patdégenos asociados a la postcosecha como P.
digitatum, P. italicum, Fusarium spp. y Aspergillus spp. Asimismo, Rienth (2019) reporto
que estos compuestos impidieron el desarrollo de Plamopara viticola en el cultivo de vid.
Esta actividad antifingica, podria darse principalmente a las propiedades de los compuestos
que, por su naturaleza altamente lipidica y bajo peso molecular, son capaces de romper la
membrana celular, provocar la muerte celular o inhibir la esporulacion y germinacion de

hongos (Nazzaro et al., 2017).

Las propiedades antifngicas generalmente estan relacionadas con la ruptura de la membrana
celular, la alteracion e inhibicion de la formacion de la pared celular, disfuncién de las
mitocondrias antifingicas, inhibicion de las bombas de expulsion y/o la produccién de ROS;
especificamente, la actividad antifungica de carvacrol y timol se ha atribuido a su efecto
dafiino en la membrana celular, debido a su interaccion con los esteroles de la membrana, en
particular con el ergosterol. El carvacrol podria unirse a los esteroles de la membrana
plasmatica del hongo, lo que dafaria la membrana y provocaria la muerte del hongo
(Nobrega et al., 2016). El timol parece afectar la morfologia del micelio, con cambios en la
localizacion de la quitina dentro de las hifas (Chavan y Tupe, 2014).

Melaleuca alternifolia, ingrendiente activo de Timorex (T3), gener6 inhibicion en el
crecimiento micelial del patogeno en el tallo de la planta de palto, posiblemente por la
actividad inhibitoria sobre el crecimiento micelial y destruccion de la membrana
citoplasmatica que posee. Asimismo, Reuveni y Cohen (2020) sefialan que la actividad
fungicida de timorex contra patégenos flngicos y oomicetos surge de su capacidad para

alterar la permeabilidad del membrana celular de hifas en Bremia lactucae.

Se observo menor inhibicion en el avance de la lesion en las plantas de palto tratadas con

Trichoderma harzianum (T6). Asimismo, Soto (2018) precisa que T. harzianum no fue
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eficaz en la induccion a la defensa de las plantas de vid en el ataque L. theobromae. Sin
embargo, Pani (2021) sefiala que T. harzianum es eficaz contra una variedad de patégenos

de plantas del suelo.

4.2.3. Porcentaje de materia seca — raices

La induccion de resistencia al reducir o eliminar la infeccion del patdégeno en la planta
favorece la acumulacion de la materia seca de la parte aérea y radicular, debido a la mayor
eficiencia de uso de los nutrientes disponibles que probablemente esta relacionada con el
aumento de la actividad de las enzimas fotosintéticas y asimilacion de nitrégeno (Domingues
et al., 2020).

En la evaluacion del porcentaje de materia seca de las raices, el analisis de varianza realizado
indica que existen diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, esto debido a
que el p — valor (Anexo 14) resultdé menor al nivel de significancia seleccionado (5%) y
present6 un CV de 12,78.

Al comparar los tratamientos mediante la prueba Tukey (Anexo 15) se determind que el
tratamiento T6 (T.22) resulté con el porcentaje de materia seca mas elevado (46.52%) con
respecto al tratamiento testigo y el T4 (Vacun Qpro) con menos porcentaje de materia seca
(34.01%) en comparacion con el testigo (Tabla 7).

40



Tabla 7. Porcentaje de materia seca de raices de plantones de palto cv Hass con los

tratamientos aplicados en condiciones de vivero.

Nombre Materia seca

Tratamiento Ingrediente activo

comercial raices (%)
T6 T.22 Trichoderma harzianum 46.62
T5 Barrera Extracto de orégano (Origanum 4524

vulgare)

T3 Timorex Gold Aceite del arbol d_el tg 4453
(Melaleuca alternifolia)

Tl - - 41.21

T ProtecSea Extragtos marinos, acidos 36.30
orgéanicos, K,0

T4 Vacun Qpro N, P,0s , Cu, Fosfito de Cu 34.01

Los resultados de la prueba Tukey se pueden visualizar en la Figura 15, en donde se observa
que el tratamiento T6(T.22), presentd mayor porcentaje de materia seca de raices con 46.62
% y se diferencia con el tratamiento T4(Vacun Qpro) que presentd menor porcentaje de
materia seca de raices con 34.01%
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Figura 15. Porcentaje de materia seca — raices de los tratamientos T4(Vacun Qpro),
T2(ProtecSea), T1(testigo), T3(Timorex Gold), T5(Barrera) y T6(T.22) empleados en el

cultivo de palto cv. Hass.

De los resultados obtenidos, (Brand&o et al., 2002) precisa que la especie T. harzianum (T6),
garantiza el crecimiento adecuado de las raices. Asimismo, reduce la necesidad de
fertilizacion convencional de NPK y ayuda en la solubilizacion del fosfato en el suelo,
ademas mejora la absorcién de los micronutrientes como Na, Zn, Cu, Fe entre otros. Khan
(2017, como se cito en Pani et al., 2021). En este sentido, incrementa el crecimiento de las

raices que conllevan al aumento de la materia seca de estas en la planta.

Por otro lado, Tucuch et al. (2021) refiere a los metabolitos timol y carvacrol presentes en el
extracto de orégano (T5) que incrementan la actividad de las auxinas en la planta. Las
auxinas, representan el principal regulador de la arquitectura del sistema radicular, puesto
que influencian en la formacion de la raiz primaria y emergencia de las raices laterales
Overvoorde at al. (2010, como se citd en Damiano, 2023), implica mayor desarrollo radicular

y por tanto incremento de la materia seca de raices.

42



4.2.4. Porcentaje de materia seca — hojas

El andlisis de varianza realizado para el porcentaje de materia seca foliar, con el fin de
determinar la eficacia de los tratamientos en el incremento del porcentaje de materia seca,
se demostré que el p — valor (Anexo 16) resulta mayor que el valor de significancia
seleccionado (5%) lo cual implica que no hay suficiente evidencia para afirmar diferencias

reales entre los tratamientos.

Sin embargo, numéricamente el tratamiento T5 (barrera) presenta mayor materia seca (54.24
%) que el tratamiento testigo, debido a los compuestos Timol y Carvacrol que contiene ya
que estos ademas de inducir resistencia, modulan la actividad de auxinas, induciendo a tener
mayor crecimiento de la planta (Tucuch et al., 2021), por ende, incremento de hojas y
aumento de la materia seca (Figura 16).

Canetatal. (2010) reporto6 que la activacion de resistencia en la planta genera un agotamiento
de nutrientes, coincide con los resultados obtenidos en los tratamientos T2, T3, T4y T6 que
disminuyen el porcentaje de materia seca de las hojas con respecto al tratamiento testigo.

61.38-

A
46.03- - A
— A A
A
A
30.69-
15.34
0.00 .
T6 T2 T3 T4 T1 T5

TRATAMIENTO

% MATERIA SECA - HOJAS

Figura 16. Porcentaje de materia seca — hojas de los tratamientos T6(T.22), T2(ProtecSea),
T3(Timorex Gold), T4(Vacun Qpro), T1(testigo) y T5(Barrera) empleados en el cultivo de

palto cv. Hass.
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4.2.5. Longitud radicular

El andlisis de varianza realizado para la longitud radicular indica que hay diferencias
estadisticas entre los tratamientos debido a que el p — valor (Anexo 18) resulta menor al nivel
de significancia seleccionado (5%). Por tanto, hay suficiente evidencia para afirmar que los

tratamientos influyen en el desarrollo radicular.

Al comparar los tratamientos mediante la prueba Tukey (Anexo 19) se observé que en
valores reales el tratamiento T2 (ProtecSea) report6 una longitud radicular de 56.80 cm,
seguido del tratamiento T6 (T.22) con 54.90 cm (Tabla 8).

Tabla 8. Longitud de raices de plantones de palto cv Hass con los tratamientos aplicados en

condiciones de vivero.

Tratamiento OMPre Ingrediente activo Longitud de
comercial raices (Cm)
T2 ProtecSea Ext[a(_:tos marinos, acidos 56.80
organicos, K,0
T6 T.22 Trichoderma harzianum 54.90
T4 Vacun Qpro N, P,0s , Cu, Fosfito de Cu 48.65
T1 - - 48.10

T3 Timorex Gold Aceite del arbol dt_el té 4705
(Melaleuca alternifolia)

Extracto de orégano (Origanum

39.00
vulgare)

T5 Barrera

Debido a que en los extractos de algas marinas (ingrediente activo de ProtecSea),
predominan en cuanto cantidad y actividad las citoquininas y auxinas (Espinosa, et al.,
2020), hormonas que impulsan la division celular y diferenciacion de raices y tallos de las

plantas. Implica que genera mayor crecimiento de raices.
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Asimismo, Trichoderma harzianum puede incrementar el desarrollo radicular y sintetizar

hormonas de crecimiento que genera una mayor longitud de raices (Sanchez, 2022).

Este resultado se muestra visualmente en la Figura 17 y Figura 18, en donde se aprecia que
el tratamiento 2, junto al tratamiento 6 presentan mayor longitud radicular que el tratamiento

testigo y el tratamiento 5 presenta una menor longitud que el tratamiento testigo.

60.19-
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Figura 17. Comparacion de longitud de raices (cm) de los tratamientos T5(Barrera),
T3(Timorex Gold), T1(testigo), T4(Vacun Qpro), T6(T.22) y T2(ProtecSea) aplicados via
drench en el cultivo de palto cv. Hass.
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T2-ProtecSea [t T3-Timorex Gold

T5-Barrera

Figura 18. Longitud (cm) de las raices con los tratamientos T1(testigo), T2(ProtecSea),
T3(Timorex Gold), T4(Vacun Qpro), T5(Barrera), T6(T.22) aplicados via drench a

plantones de palto cv. Hass.



4.2.6. Reaislamiento de L. theobromae de las plantas inoculadas en los tratamientos

El hongo L. theobromae fue reaislado en un 100% de las lesiones en los tallos inoculados

(Tabla 9). Implica que las plantas evaluadas fueron infectadas por dicho patdgeno.

Tabla 9. Aislamiento de L. theobromae de los tratamientos T1(testigo), T2(ProtecSea),
T3(Timorex Gold), T4(Vacun Qpro), T5(Barrera), T6(T.22) empleados en el cultivo de palto

cv. Hass.

Nombre Aislamientos
Tratamiento comercial Ingrediente activo con L.
theobromae %
T1 Testigo Extfa(_:tos marinos, acidos 100%
organicos, K,0
T2 ProtecSea Trichoderma harzianum 100%
T3 Timorex Gold N, P,0: , Cu, Fosfito de Cu 100%
T4 Vacun Qpro - 100%
Aceite del arbol del té 0
T Barrera (Melaleuca alternifolia) 100%
T6 T22 Extracto de orégano 100%

(Origanum vulgare)
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V. CONCLUSIONES

Se evalud el efecto inductor de resistencia en el control de Lasiodiplodia theobromae en
palto mediante los pardametros: longitud avance del dafio de la enfermedad en el interior de

tallo, porcentaje de materia seca de hojas y raices y longitud radicular.

En las pruebas in vitro, se determind que los tratamientos T4 (Vacun Qpro), T2 (Barrera) y
T3 (Timorex Gold), fueron eficaces en el control de Lasiodiplodia theobromae, con 100%

de inhibicion del crecimiento micelial del patégeno.

Con la aplicacion preventiva de los productos en condiciones de vivero, hay evidencias
fenotipicas de la posible induccidn de resistencia sistémica en la planta. Se observd, que los
tratamientos a excepcion del tratamiento T1 (Testigo) aminoraron la longitud de avance de
lesion infectada por L. theobromae en el interior del tallo del cultivo del palto cv. Hass a los
40 dias después de la inoculacion del patogeno.

El tratamiento T6 (T.22) resultd con el porcentaje de materia seca de raices mas elevado
(46.52%) con respecto al tratamiento testigo (41.21%). Por otro lado, no existe evidencia
significativa para afirmar diferencias reales entre los tratamientos evaluados en el porcentaje

de materia seca de hojas.

Se observo que en valores reales el tratamiento T2 (ProtecSea) report6 una longitud radicular
de 56.80 cm, seguido del tratamiento T6 (T.22) con 54.90 cm.



V. RECOMENDACIONES

Las evidencias fenotipicas de la posible induccion de resistencia sistémica de la planta frente
al ataque del patdgeno observadas en la presente investigacion, contrastar mediante estudios

moleculares.

Medir la expresion de la induccion de resistencia sistémica adquirida (SAR) o resistencia
sistémica inducida (SIR), mediante la cuantificacion de presencia de fitoalexinas, presencia

de oxigenos reactivo (O3, H202), acido oxalico.

Aplicar en campo los productos que resultaron efectivos en el presente trabajo de
investigacion, considerando las condiciones ambientales y edad de la planta similares a la

investigacion realizada.

Continuar con investigaciones similares incrementando el namero de aplicaciones al suelo

de productos promotores de resistencia sistémica para una mejor lectura de su impacto.
Incrementar el nimero de muestras para evaluar en el tiempo el avance de la enfermedad.
Para la evaluacion destructiva, considerar mayor a 40 dias después de la inoculacién.

Medir la concentracién de acido salicilico y acido jasmdnico, luego de la aplicacion de los

productos inductores de resistencia.
Realizar aplicaciones foliares de los productos para evaluar el efecto inductor de estos.
Efectuar investigaciones similares en diferentes épocas del afio, bajo temperaturas distintas.

Considerar mayor numero de aplicaciones de los productos en la planta.
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VIIL.

ANEXOS

Anexo 1. Datos de las evaluaciones del crecimiento radial de L. theobromae en la prueba de

envenenamiento de los tratamientos: TO (testigo), T1 (ProtecSea), T2 (Barrera), T3 (Timorex

gold) y T4 (Vacun Qpro)

TRATAMIENTO | REPETICION 1DDS 2 DDS 3DDS 4DDS
A |[B |C |[D |A |B |[C |D]|]A |B |[C D |A |B |[C |D
R1 21(19]18[19|* |* |* |* |* |[* |* |* |* |* |* |*
R2 1.9 1.9 1.8 2 * * * * * * * * * * * *
TO R3 2.2 2 2 2.1 * * * * * * * * * * * *
R4 24121221120 * |* |* [* Ko o e |r
R5 2 2 2 2 * * * * * * * * * * * *
R1 05|03|0.3|04]1.7|15|1.2|1.6|3.4|3.1]28|3.3|* |* |* |*
R2 0.3/0.1]0.2]0.3|1.1]09(1.1]1.2|24]24]25|25|3.2|3.3|3.3|35
T1 R3 0.3]0.2]|0.2]0.1J1.1]1 |1 ]09|22]23]|21|22]33|34|31|31
R4 0.1]0.1|0.3]|0.1]1.2|1.2|1.4]|1.1|2.8|2.7|28|26|* |* |* |*
R5 0.3|0.3]|0.3]|0.2/14|14|1.3|1.3|3 |29|28|28|3.3|3.3|/3.2|3.1
R1 0 |0 |0 |0 |0 |O |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |O
R2 o0 0 |[0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |6 |0 |0 |0 |0
T2 R3 o0 0 |[0 |0 |0 |0 |0 |O |0 |0 |0 |6 |0 |0 |0 |0
R4 0 |0 |0 |0 |0 |O |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |O
R5 0 |0 |0 |0 |0 |O |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |O
R1 0 |0 |0 |0 |0 |O |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |O
R2 0 0 |[0 |0 |0 |0 |0 |O |0 |0 |0 |6 |0 |0 |0 |0
T3 R3 o0 0 |[0 |0 |0 |0 |0 |O |0 |0 |0 |6 |0 |0 |0 |0
R4 0 |0 |0 |0 |0 |O |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |O
R5 0 |0 |0 |0 |0 |O |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |O
R1 o0 0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0
R2 o 0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0
T4 R3 o0 (0 |0 |0 |0 |0 |0 |O |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0
R4 0 |0 |0 |0 |0 |O |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |O
R5 0 |0 |0 |0 |[o |o |0 |0 |0 |0 |o |0 |0 |Oo |o |o




Anexo 2. Datos de las evaluaciones de crecimiento radial de L. theobromae en la prueba de

enfrentamiento dual de los tratamientos TO (testigo) y T5(Trichoderma harzianum)

TRATAMIENTO |REPETICION 1DDS 2 DDS 3DDS 4DDS
A |[B |[C |[ID |A |B|C B |C BIlC

R1 21019 (1.8 |19 |* |* |+ x| . |

R2 19 (1.9 (1.8 |2 |« |* |+ x| . |

T0 R3 2212 |2 |21 |x |*|* x| . |
R4 24 21 |21 |21 |* |* |+ x| . |

R5 2 2 2 2 * * |* * | * * | %

R1 2 * * * 23 |* |* * | * x| *

R2 22 |* |x |x |38 |*|* * | x|

TS5 R3 25 |* * * 3 * |x * | x| *
R4 2.3 |* * * 28 [* |* * [ * * | *

R5 18 [« |* |* |27 |* |+ * | x|
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Anexo 3. Datos de las evaluaciones de las longitudes (cm) de crecimiento longitudinal de L.
theobromae en el tallo del palto cv Hass de los tratamientos T1(testigo), T2(ProtecSea),
T3(Timorex Gold), T4(Vacun Qpro), T5(Barrera), T6(T.22)

Crecimiento longitudinal de L. theobromae en el tallo del palto
TRAT Long. (cm)
TiR1 4,00
T1R2 3,40
T1R3 2,50
T1R4 2,25
T2R1 1,73
T2R2 0,43
T2R3 1,15
T2R4 0,80
T3R1 0,83
T3R2 1,28
T3R3 1,15
T3R4 0,83
T4R1 1,10
T4R2 0,50
T4R3 0,30
T4R4 0,28
T5R1 1,23
T5R2 1,00
T5R3 0,88
T5R4 0,83
T6R1 0,50
T6R2 1,20
T6R3 1,08
T6R4 1,80
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Anexo 4. Datos obtenidos del porcentaje de materia seca de raices de los tratamientos
T1(testigo), T2(ProtecSea), T3(Timorex Gold), T4(Vacun Qpro), T5(Barrera), T6(T.22)
aplicados a plantones de palto cv. Hass

% MATERIA SECA DE RAICES
TRAT PESO FRESCO PESO SECO % MATERIA SECA
T1R1 55.81 26.49 47.46
T1R2 52.75 21.47 40.70
T1R3 64.00 27.70 43.28
T1R4 63.41 21.17 33.39
T2R1 62.17 24.76 39.83
T2R2 64.93 30.56 47.07
T2R3 68.37 22.01 32.19
T2R4 58.08 15.17 26.12
T3R1 41.94 19.91 47.47
T3R2 50.43 25.06 49.69
T3R3 40.63 17.31 42.60
T3R4 48.31 18.52 38.34
T4R1 63.07 22.69 35.98
T4R2 68.90 23.12 33.56
T4R3 75.03 22.25 29.65
T4R4 54.62 20.13 36.85
T5R1 58.30 27.65 47.43
T5R2 55.46 23.63 42.61
TSR3 58.32 28.45 48.78
TS5R4 53.07 22.37 42.15
T6R1 47.54 21.99 46.26
T6R2 38.30 17.89 46.71
T6R3 40.50 19.60 48.40
T6R4 67.31 30.36 45.10
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Anexo 5. Datos obtenidos del porcentaje de materia seca de las hojas de los tratamientos
T1(testigo), T2(ProtecSea), T3(Timorex Gold), T4(Vacun Qpro), T5(Barrera), T6(T.22)

aplicados a plantones de palto cv. Hass con 4 repeticiones cada uno.

MATERIA SECA HOJAS
TRAT PESO FRESCO PESO SECO % MATERIA SECA
T1R1 33.37 16.04 48.07
T1R2 44.01 14.93 33.92
T1R3 33.11 17.97 54.27
T1R4 38.23 13.40 35.05
T2R1 44.60 16.58 37.17
T2R2 39.98 16.45 41.15
T2R3 28.42 11.44 40.25
T2R4 44.70 12.30 27.52
T3R1 44.00 11.94 27.14
T3R2 39.92 20.02 50.15
T3R3 27.91 13.13 47.04
T3R4 42.14 13.95 33.10
T4R1 44.85 13.18 29.39
T4R2 38.94 17.22 44.22
T4R3 33.81 16.25 48.06
T4R4 31.20 13.68 43.85
T5R1 34.28 23.36 68.14
T5R2 43.85 15.13 34.50
T5R3 30.58 12.40 40.55
T5R4 22.39 16.52 73.78
T6R1 50.35 9.66 19.19
T6R2 51.35 20.41 39.75
T6R3 38.84 13.50 34.76
T6R4 3541 14.59 41.20
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Anexo 6. Datos de las evaluaciones de longitud (cm) de las raices de los tratamientos
T1(testigo), T2(ProtecSea), T3(Timorex Gold), T4(Vacun Qpro), T5(Barrera), T6(T.22)

aplicados a plantones de palto cv. Hass

LONGITUD RAICES

TRAT ALTURA (cm)
T1R1 48
T1R2 425
T1R3 46
T1R4 55.9
T2R1 55
T2R2 60
T2R3 61.2
T2R4 51
T3R1 52
T3R2 41
T3R3 46
T3R4 49.2
T4R1 53.6
T4R2 49
T4R3 40
T4R4 52
T5R1 38
T5R2 40
T5R3 35
T5R4 43
T6R1 56
T6R2 59
T6R3 53.6
T6R4 51
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Anexo 7. Andlisis de varianza de los tratamientos TO (testigo), T1 (ProtecSea), T2 (Barrera),
T3 (Timorex gold) y T4 (Vacun Qpro), empleados en la prueba in vitro para el porcentaje
de inhibicion del crecimiento micelial de Lasiodiplodia theobromae aislado del palto,
elaborado en INFOSTAT.

F.V. SC GL CM p — valor
Tratamiento 37912.90 4 9478.23 <0.0001
Error 134.69 20 6.73
Total 38047.59 24

Anexo 8. Prueba Tukey para el porcentaje de inhibicion de Lasiodiplodia theobromae en
medio envenenado de los tratamientos TO (testigo), T1 (ProtecSea), T2 (Barrera), T3
(Timorex gold) y T4 (Vacun Qpro), elaborado en INFOSTAT.

Casos Tratamiento Promedios Grupos
1 T0 0.00 A
2 T1 64.84 B
3 T3 100.00 C
4 T2 100.00 C
5 T4 100.00 C
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Anexo 9. Prueba t de Student para muestras apareadas en prueba de enfrentamiento dual de
Trichoderma harzianum y el tratamiento testigo, elaborado en INFOSTAT.

Obs Obs Media Media Media DE LI LS

N ) ) T  Bilateral
o @ (dif) (1) (2)  (dif) (95%) (95%)

T0 5 5 -1828 000 1828 797 -28.18 -838 -513 0.0068

Anexo 10. Andlisis de varianza de incidencia de la enfermedad en el cultivo de palto con los
tratamientos T1(testigo), T2(ProtecSea), T3(Timorex Gold), T4(Vacun Qpro), T5(Barrera),
T6(T.22) empleados en la prueba de eficacia de los productos en condiciones de vivero,
elaborado en INFOSTAT.

F.V SC GL CM p — valor
Tratamiento 226.88 5 45.38 0.4457
Error 816.75 18 45.38
Total 1043.63 23
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Anexo 11. Prueba Tukey para la incidencia de los tratamientos T1(testigo), T2(ProtecSea),
T3(Timorex Gold), T4(Vacun Qpro), T5(Barrera), T6(T.22) aplicados en plantones de palto

en condiciones de vivero, procesado en el programa INFOSTAT.

Casos Tratamiento Promedios Grupos
1 T1 100 A
2 T2 100 A
3 T3 100 A
4 T4 100 A
5 T5 100 A
6 T6 100 A
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Anexo 12. Analisis de varianza para porcentaje del avance de la lesion de la enfermedad con
los tratamientos T1(testigo), T2(ProtecSea), T3(Timorex Gold), T4(Vacun Qpro),

T5(Barrera), T6(T.22) aplicados en plantones de palto, procesado en el programa
INFOSTAT.

F.V SC GL CM p — valor
Tratamiento 15.45 5 3.09 <0.0001
Error 4.43 18 0.25

Total 19.88 23
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Anexo 13. Prueba Tukey para el avance de la lesion de la enfermedad con los tratamientos
T1(testigo), T2(ProtecSea), T3(Timorex Gold), T4(Vacun Qpro), T5(Barrera), T6(T.22)
aplicados en plantones de palto en condiciones de vivero, procesado en el programa
INFOSTAT.

Casos Tratamiento Promedios Grupos
1 T4 0.55 A
2 T5 0.98 A
3 T3 1.02 A
4 T2 1.03 A
5 T6 1.15 A
6 T1 3.04 B
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Anexo 14. Andlisis de varianza de los tratamientos T1(testigo), T2(ProtecSea), T3(Timorex
Gold), T4(Vacun Qpro), T5(Barrera), T6(T.22) empleados en la prueba de eficacia de los

productos, porcentaje de materia seca — raices del cultivo de palto, en condiciones de vivero,
elaborado en INFOSTAT.

F.V SC GL CM p — valor
Tratamiento 529.38 5 105.88 0.0159
Error 501.62 18 27.87
Total 1031.00 23
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Anexo 15. Prueba Tukey para el porcentaje de materia seca — raices de los tratamientos
T1(testigo), T2(ProtecSea), T3(Timorex Gold), T4(Vacun Qpro), T5(Barrera), T6(T.22)
aplicados en plantones de palto, en condiciones de vivero, procesado en el programa
INFOSTAT.

Casos Tratamiento Promedios Grupos
1 T4 34.01 A
2 T2 36.30 A B
3 T1 41.21 A B
4 T3 44 .52 A B
5 T5 45.24 B
6 T6 46.52 B
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Anexo 16. Analisis de varianza para el porcentaje de materia seca — hojas de los tratamientos
T1(testigo), T2(ProtecSea), T3(Timorex Gold), T4(Vacun Qpro), T5(Barrera), T6(T.22)

aplicados en plantones de palto, en condiciones de vivero, procesado en el programa
INFOSTAT.

F.V SC GL CM p — valor
Tratamiento 1015.26 5 203.05 0.239
Error 2438.11 18 135.45
Total 3453.37 23
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Anexo 17. Prueba Tukey para el porcentaje de materia seca — hojas de los tratamientos
T1(testigo), T2(ProtecSea), T3(Timorex Gold), T4(Vacun Qpro), T5(Barrera), T6(T.22)

aplicados en plantones de palto, en condiciones de vivero, procesado en el programa

INFOSTAT.
Casos Tratamiento Promedios Grupos
1 T5 54.24 A
2 T1 42.83 A
3 T4 41.38 A
4 T3 39.36 A
5 T2 36.52 A
6 T6 33.73 A

Anexo 18. Anélisis de varianza para longitud radicular(cm) de los tratamientos T1(testigo),
T2(ProtecSea), T3(Timorex Gold), T4(Vacun Qpro), T5(Barrera), T6(T.22) aplicados en

plantones de palto, en condiciones de vivero, procesado en el programa INFOSTAT.

F.V SC GL CM p — valor
Tratamiento 801.37 5 160.27 0.0008
Error 409.52 18 22.75
Total 1210.89 23
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Anexo 19. Prueba Tukey para longitud radicular (cm) de los tratamientos T1(testigo),
T2(ProtecSea), T3(Timorex Gold), T4(Vacun Qpro), T5(Barrera), T6(T.22) aplicados en
plantones de palto en condiciones de vivero, procesado en el programa INFOSTAT.

Casos Tratamiento Promedios Grupos
1 T5 39.00 A
2 T3 47.05 A B
3 T1 48.10 A B
4 T4 48.65 A B
5 T6 54.90 B
6 T2 56.80 B
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