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RESUMEN

La pudricién de la raiz causada por Phytophthora cinnamomi, aislada e identificada
morfoldgicamente en la regién de Chepén, limita severamente la produccién de palto. Este
estudio evalu6 la eficacia in vitro e in vivo (casa malla) del cobre y una alternativa biol6gica
(Trichoderma harzianum) a los fungicidas convencionales. Las pruebas in vitro mostraron que
T. harzianum inhibi6 completamente (~100%) el crecimiento radial del patégeno. Entre los
fungicidas quimicos, las dosis més altas de fosetil-Al y sulfato de cobre superaron el 90% de
inhibicion micelial. In vivo, el fosetil-Al, utilizado como referencia, erradico completamente la
enfermedad (AUDPC = 0). Sin embargo, el gluconato de cobre y T. harzianum demostraron
un excelente control de la enfermedad (AUDPC = 7.5), superando al metalaxil (AUDPC =
37.5) y previniendo el colapso fisioldgico observado en el control infectado (AUDPC = 105.0).
Ademas, demostraron un notable efecto bioestimulante: el gluconato maximizé la acumulacion
de biomasa seca (59 g) y T. harzianum maximizé el peso fresco (82 g). La integracion de
métodos bioldgicos como Trichoderma y fungicidas a base de cobre es una estrategia altamente
competitiva y viable para el manejo de enfermedades y el mantenimiento del vigor de los

cultivos.

Palabras clave: Persea americana, inhibicion micelial, oomiceto, control bioldgico,

fungicidas a base de cobre, AUDPC.



ABSTRACT

Root rot caused by Phytophthora cinnamomi, isolated and morphologically identified in the
Chepén region, severely limits avocado production. This study evaluated the in vitro and in
vivo (screen house) efficacy of copper and a biological alternative (Trichoderma harzianum)
to conventional fungicides. In vitro tests showed that T. harzianum completely inhibited
(~100%) the radial growth of the pathogen. Among the chemical fungicides, the highest doses
of fosetyl-Al and copper sulfate exceeded 90% mycelial inhibition. In vivo, fosetyl-Al, used as
a reference, completely eradicated the disease (AUDPC = 0). However, copper gluconate and
T. harzianum demonstrated excellent disease control (AUDPC = 7.5), outperforming metalaxyl
(AUDPC = 37.5) and preventing the physiological collapse observed in the infected control
(AUDPC = 105.0). Furthermore, they demonstrated a remarkable biostimulant effect:
gluconate maximized dry biomass accumulation (59 g), and T. harzianum maximized fresh
weight (82 g). The integration of biological methods such as Trichoderma and copper-based
fungicides is a highly competitive and viable strategy for disease management and maintaining

crop vigor.

Keywords: Persea americana, mycelial inhibition, oomycete, biological control,

copper-based fungicides, AUDPC.



I. INTRODUCCION

El palto (Persea americana L.) es un cultivo de gran importancia econémica y agricola
de exportacion, particularmente en paises como Per(, Chile y México. Peru se ha posicionado
como el segundo mayor exportador mundial de palta, registrando un crecimiento del 79,2% en
volumen y 72,7% en valor, en comparacion con el mismo periodo del afio anterior. En 2023,
las exportaciones peruanas de palta totalizaron 599,208 toneladas por 963,4 millones de
dolares, con un crecimiento del 9% en valor y 2,7% en volumen respecto a 2022. La fruta llegd
a 40 mercados, destacando Paises Bajos, Espafia, Estados Unidos, Chile y Reino Unido, que

en conjunto representaron el 83,43% del total exportado (ProHass, 2023).

Sin embargo, enfrenta una grave amenaza fitosanitaria debido a la infeccion por
Phytophthora cinnamomi, un oomiceto causante de la pudricion radicular del palto, afectando
significativamente el crecimiento, desarrollo y produccion del cultivo (Toapanta-Gallegos et
al., 2017). Este patdgeno ataca las raices absorbentes del arbol de palto, interfiriendo con la
absorcion de agua y nutrientes, provocando sintomas como marchitez, reduccion del follaje,
clorosis y, en casos avanzados, muerte de la planta. La enfermedad se propaga rapidamente en
suelos himedos y mal drenados, empeorando el problema en zonas con altas precipitaciones o
sistemas de riego ineficientes (Amador et al., 2022). Asi mismo, suelos con mayor humedad,
contenido de materia organica y niveles de cobre registran menor presencia de la enfermedad,

mientras que una mayor densidad del suelo y pH elevado favorecen su avance (Romero, 2014).

Actualmente, el control de Phytophthora cinnamomi se basa principalmente en el uso
de fungicidas sistémicos como fosetil-Al y metalaxil, asi como en practicas culturales
encaminadas a mejorar el drenaje del suelo. EI manejo cultural y bioldgico incluye medidas
como la siembra en monticulos y la aplicacion de hongos benéficos como Trichoderma

harzianum para reducir la incidencia de la enfermedad (de Andrade et al., 2022). Asimismo, el



uso de patrones resistentes es clave en el control. El control quimico complementa estas
estrategias mediante la aplicacion de fungicidas protectantes, como ditiocarbamatos antes del
trasplante, y sistémicos en campo, como metalaxil y fosetil-Al (acilalaninas y fosfonatos)
(Castafio Zapata & Leal, 2018) son efectivos. Sin embargo, el uso prolongado de estos
productos puede generar resistencia en el patdgeno, afectar el microbiota del suelo,

contaminacion ambiental y altos costos para los productores.

En este contexto, es necesario evaluar estrategias alternativas y sustentables, como el
uso de agentes de control biolégico, minerales y extractos vegetales, que puedan mitigar el
impacto de la enfermedad sin comprometer la calidad ambiental ni la salud del suelo.
Considerando el impacto econémico y productivo de esta enfermedad en el cultivo de palto,
esta investigacion tiene como objetivo evaluar la efectividad de diferentes estrategias de control
contra Phytophthora cinnamomi, ofreciendo alternativas viables y sostenibles a los

productores.

La integracion de biocontroladores, compuestos minerales y extractos de plantas en el
manejo de enfermedades puede ofrecer una alternativa mas sostenible y efectiva. Especies de
Trichoderma se ha estudiado ampliamente por su capacidad para competir con Phytophthora
cinnamomi, mientras que el gluconato y el sulfato pueden mejorar la salud del suelo y fortalecer
las raices del palto. Por otro lado, el extracto de cafia de azUcar podria promover el crecimiento
de las plantas y aumentar su tolerancia al estrés.

Ademas, esta investigacion tiene una importante perspectiva ambiental, ya que el uso
de métodos bioldgicos podria reducir la dependencia de agroquimicos, promoviendo asi una
produccion mas sustentable y resiliente a las enfermedades del suelo. Bajo este criterio se
formuld el problema de investigacion ¢Cual es la eficacia de estrategias convencionales

(fosetyl y metalaxyl), quimicas (gluconato de cobre y sulfato de cobre) y biologicas



(Trichoderma y extracto de cafia + acidos uronicos) para el manejo de Phytophthora
cinnamomi en el cultivo de palto (Persea americana L.)?.

Como hipodtesis se tuvieron H1: El uso de estrategias convencionales, quimicas y
bioldgicas mejora el manejo de Phytophthora cinnamomi en el cultivo de palto, reduciendo la
incidencia y severidad de la enfermedad y favoreciendo el desarrollo del cultivo.

HO: EIl uso de estrategias convencionales, quimicas y biolégicas no mejora el manejo
de Phytophthora cinnamomi en el cultivo de palto, y no logran reducir la incidencia y severidad
de la enfermedad y por lo tanto no favorecen el desarrollo del cultivo.

Para cumplir con el desarrollo de esta investigacion se planted el objetivo general,
estudiar la eficacia de estrategias convencionales (fosetyl y metalaxyl), quimicas (gluconato de
cobre y sulfato de cobre) y bioldgicas (Trichoderma y extracto de cafia + acidos uronicos) para
el manejo de Phytophthora cinnamomi en el cultivo de palto (Persea americana L.) y los
objetivos especificos fueron i) Aislar e identificar morfolégicamente a Phytophthora
cinnamomi de raices afectadas provenientes de la localidad de Chepén, ii) Determinar el
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Phytophthora cinnamomi in vitro,
evaluando el efecto de nuevas estrategias de control quimicas (gluconato de cobre y sulfato de
cobre), bioldgicas (como Trichoderma sp. y extracto de cafia + &cidos uronicos), aplicados en
tres dosis diferentes, y comparandolos con las estrategias convencionales (Fosetyl y
Metalaxyl), iii) Evaluar la eficacia de estrategias quimicas y biolégicas en el control de
Phytophthora cinnamomi y su efecto bioestimulante en plantas de palto (Persea americana),
comparando el desempefio de tratamientos alternativos (gluconato de cobre, sulfato de cobre,
Trichoderma harzianum y extracto de cafia con acidos urénicos) frente a los convencionales

(Fosetyl-Al y Metalaxil) bajo condiciones de casa malla.



Il. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

Gutiérrez (2023) evalud el impacto de distintas dosis de Trichoderma harzianum en el
control de Phytophthora cinnamomi en palto variedad Hass en el valle de Cafiete. Los
tratamientos incluyeron: T1 (control sin aplicacion), T2 (Trichoderma harzianum a 1,5 mL
p.c./arbol), T3 (Trichoderma harzianum a 3,5 mL p.c./arbol) y T4 (Trichoderma harzianum a
5,5 mL p.c./arbol). Se analizaron el nimero de frutos por arbol, rendimiento por planta y total,
severidad de la enfermedad y eficiencia de control, empleando la prueba de Duncan para la
comparacion de medias. Los tratamientos T3 y T4 lograron 145,78 y 142,23 frutos por arbol,
con rendimientos de 31,58 y 31,07 kg/planta y totales de 26,31 y 25,90 t/ha, respectivamente.
La severidad de la enfermedad fue de 0,75, con una incidencia del 7,5 al 10 % y una eficiencia
de control del 79,19 % y 81,25 %. Las dosis de 3,5 mL y 5,5 mL de Trichoderma harzianum
demostraron una efectividad significativa en el control de Phytophthora cinnamomi.

Gastafiadui et al. (2021) evaluaron el efecto de diferentes cepas de Trichoderma en el
control de P. cinnamomi en el portainjerto Zutano bajo condiciones de invernadero. Se
probaron cinco aislados de Trichoderma. Las evaluaciones se realizaron a los 30, 45 y 60 dias,
observandose que todos los aislados colonizaron la rizosfera del palto. Sin embargo, no se
encontrd relacion entre una mayor formacion de colonias de Trichoderma y un mejor control
de P. cinnamomi. Todas las cepas lograron controlar la pudricién radicular, pero las cepas
Chav01 y Chav02 destacaron por promover un mayor diametro del tallo, mayor biomasa seca
en la raiz y un mayor porcentaje de raices sanas en comparacion con UNALMO01, UNALMO02
y la cepa comercial. En consecuencia, los aislados nativos de Trichoderma provenientes de la
zona de Chavimochic pueden considerarse como potenciales candidatos para el control

bioldgico de P. cinnamomi.



Justo (2021) llevé a cabo un experimento en una parcela de palto (Persea americana
Mill.) cv. Hass, ubicada en zona tropical, con el objetivo de evaluar alternativas para el control
de Phytophthora cinnamomi Rands. Se probaron cuatro tratamientos: T1 (Fosetyl-Al), T2
(Metalaxyl + Mancozeb), T3 (sulfato de cobre pentahidratado) y TO (testigo absoluto),
aplicados en un disefio de blogues completos aleatorizados con cuatro repeticiones, sumando
un total de 16 unidades experimentales. Las variables evaluadas fueron altura de planta, nimero
de brotes nuevos y longitud de brotes. Los analisis estadisticos revelaron que el tratamiento T3
mostré la mayor altura promedio de plantas, mientras que T1 destac6 por presentar el mayor
namero y longitud de brotes, con diferencias estadisticas significativas frente a los demés
tratamientos.

Mondragon-Flores et al. (2021) caracterizaron aislados de P. cinnamomi mediante
analisis morfoldgico y molecular. Para confirmar su patogenicidad, se realizaron pruebas en
frutos de palto con los aislados obtenidos. Se evaluo la sensibilidad de los aislados a fosfito de
potasio y metalaxil-M en distintas concentraciones bajo condiciones in vitro. Los resultados
mostraron que los 15 aislados presentaban micelio cenocitico coraloide, clamidosporas,
esporangios sin papila de forma ovoide y elipsoide con proliferacién interna, heterotélicos,
compatibilidad A2, anteridios anfiginos y oosporas plerdéticas, caracteristicas propias de P.
cinnamomi. Los aislados inoculados resultaron ser patdgenos en los frutos de palto. En
términos de sensibilidad a fungicidas, mostraron una mayor susceptibilidad al fosfito de potasio
(CE50 de 24.62 pg mL™! de i.a.) en comparacion con el metalaxil-M (CE50 de 0.215 ug mL™
dei.a.).

Sumida et al. (2020) evaluaron el uso de métodos quimicos y bioldgicos mediante
aislados de Trichoderma spp. y Pseudomonas fluorescens. Analizaron: (i) la inhibicion del
crecimiento micelial de Phytophthora cinnamomi por aislados de Trichoderma spp. y P.

fluorescens provenientes de distintos sistemas de cultivo, (ii) el efecto de los metabolitos



autoclavados y no autoclavados de P. fluorescens, y (iii) la eficacia del tratamiento quimico y
bioldgico en plantulas de palto bajo condiciones de campo. Los aislados de Trichoderma spp.
obtenidos de suelos de cultivo de maiz, asi como los productos comerciales formulados con
Trichoderma, mostraron un antagonismo significativo (p < 0.05) contra P. cinnamomi en
pruebas in vitro. De igual manera, los metabolitos no autoclavados de P. fluorescens
demostraron potencial para inhibir el crecimiento del patégeno. En ensayos de campo, tanto el
fungicida metalaxil como los bioagentes evaluados fueron efectivos en el control de P.
cinnamomi, promoviendo ademas un incremento en la longitud y masa de las raices.

Sanchez et al. (2019) evaluaron cepas de Trichoderma frente a cuatro especies de
Phytophthora, logrando reducir el crecimiento de al menos dos de ellas en mas del 45 % y
mostrando notable actividad micoparasitica. De seis cepas seleccionadas, tres de T. harzianum
destacaron y fueron probadas en condiciones semi comerciales. Durante el primer afio, las
cepas locales aplicadas de forma preventiva disminuyeron significativamente la pudricion del
cuello en perales, con resultados similares a los de una cepa comercial de T. atroviride y el
producto PHI K. Entre ellas, T. harzianum 1330 y 1377 redujeron la enfermedad en un 97 %.
En el segundo afo, los aislados regionales mantuvieron altos niveles de control, y en
tratamientos curativos, T. harzianum 1367 sobresalié al disminuir en un 97 % el area afectada,
registrando la menor lesion promedio (0.11 cm?).

Ochoa et al. (2019) evaluaron el uso de aceites esenciales de orégano (Lippia
berlandieri) y clavo (Syzygium aromaticum) para el control organico del crecimiento in vitro
de Phytophthora cinnamomi. Los aislamientos obtenidos fueron identificados mediante
analisis morfoldgico y molecular. Para evaluar el efecto de los aceites esenciales sobre P.
cinnamomi, se determind la concentracién media inhibitoria y sus limites fiduciales al 95%
utilizando una regresion Probit con el método de méxima verosimilitud. Los resultados

indicaron una reduccién significativa en el crecimiento del patégeno, lo que sugiere que los



aceites de clavo y orégano poseen actividad fungicida a bajas concentraciones. Por ello,
representan una alternativa natural viable para el manejo integrado de enfermedades en el
cultivo de palto.

Leal et al. (2014) evaluaron diferentes tratamientos: fosfito de potasio, Metalaxil +
Mancozeb, Fosetil-Al + Mancozeb, Trichoderma harzianum y un acolchado elaborado con
bagazo de cafia de azUcar rico en celulosa. Se utilizaron plantulas Waldin inoculadas con P.
cinnamomi (1x10° esporangios/mL) mediante tres perforaciones en el sustrato. Un mes
después, se iniciaron los tratamientos, aplicados tres veces con intervalos de 30 dias. A los 6,
12 y 18 semanas posteriores a la inoculacion, se midio la incidencia y severidad de la
enfermedad, la poblacion de P. cinnamomi en el suelo, la altura de las plantulas, su peso seco
y la actividad enzimética de la celulosa. Se observé una incidencia del 100% en las plantulas,
pero la severidad de la enfermedad vari6 entre 5 % y 22 %, con una reduccion general del 35
%. Los tratamientos con Metalaxil + Mancozeb, Fosetil-Al + Mancozeb y fosfito de potasio
lograron disminuir en un 42 % la presencia del patdgeno en el suelo y reducir en un 50 % la
severidad de la enfermedad, ademés de incrementar en un 28 % la altura y en un 66 % el peso
seco de las plantulas.

2.2 Base tedrica

2.2.1 Produccion de palto

Per se mantiene como el segundo mayor exportador mundial de palta, liderando el
mercado europeo con el 45 % de participacion. Entre enero y la semana 36 de 2024, Perl
exportd 23,509 contenedores de palta Hass, lo que representa una caida del 11 % frente al
mismo periodo del afio anterior (26,377 contenedores). Esta disminucion se atribuye a las altas
temperaturas registradas a fines de 2023 y principios de 2024, las cuales afectaron el ciclo de

produccion, especialmente en la costa norte, donde se concentra cerca del 45 % del cultivo. En



esa zona, muchos productores solo lograron la mitad de su produccién habitual, ademas de
obtener frutos de menor tamafio (ProHass, 2023)

Aunque en 2024 las exportaciones disminuyeron un 11 %, se superaran las 500,000
toneladas gracias a la estabilidad de precios. Europa, EE.UU. y Chile son los principales
destinos, y se proyecta abrir nuevos mercados como Australia y Vietnam. ProHass impulsa la
calidad del producto mediante tecnologia postcosecha y apoyo técnico a pequefios productores.
Para 2025, se espera una recuperacion del 15 % al 20 % en produccion. A pesar de la baja, el
descenso fue menor al previsto, gracias al aumento de produccién de exportadores andinos no
asociados a ProHass, quienes aportaron aproximadamente 7,000 contenedores (Agraria.pe.,
2024)

2.2.2. Pudricion radicular o tristeza del palto ocasionada por Phytophthora cinnamomi

La tristeza del palto, causada por Phytophthora cinnamomi, es una de las principales
amenazas para la produccion de palto, con un riesgo epidemioldgico del 75 % y pérdidas
anuales de hasta 30 millones de dolares (Kurbetli et al., 2020). Su expansion ha sido
significativa en América Latina, afectando cultivos en México, Perd, Colombia y Chile
(Toapanta-Gallegos et al., 2017), asi como en otras regiones del mundo como EE.UU., Espafia,
Israel, Australia y Sudafrica (Amador et al., 2022) .

Desde su aislamiento en 1942, la enfermedad ha crecido exponencialmente, devastando
miles de hectareas. En EE.UU., afect6 1,500 ha en la década de 1980, mientras que en Peru se
reportaron 50,000 arboles enfermos en 1950 (Flores, 2015). En Colombia y Chile, ha generado
pérdidas de hasta el 50 % en plantulas y el 47 % en plantaciones establecidas. En Sudafrica y
Espafia, la enfermedad ha reducido hasta el 40 % de la produccion.

Actualmente, la tristeza del palto sigue expandiéndose a nivel mundial, afectando continentes
como América, Europa, Africa y Oceania, con impactos severos en la produccion agricola y la

economia global (Amador et al., 2022).



Caracteristicas y sintomatologia del agente causal

Phytophthora cinnamomi es un oomiceto perteneciente al grupo protista, caracterizado
por su estructura filamentosa y distintos modos de alimentacién como saprofito, biotrofo,
hemibiotrofo o necrétrofo (Engelbrecht et al., 2013). La identificacion taxondmica del género
Phytophthora se basa en su morfologia y en estructuras como esporangios, anteridios, 0ogonios
y micelio (McGowan et al., 2019; Ochoa et al., 2019). Este patégeno forma parte del reino
Chromista y del orden Peronosporales (de Andrade et al., 2020). Diversas especies de
Phytophthora han causado dafios severos en ecosistemas naturales, areas forestales, plantas
ornamentales y cultivos agricolas (Kurbetli et al., 2020). Dentro del sector fruticola, es
considerado uno de los patdgenos de suelo mas agresivos, con pérdidas que varian entre el 45
% y el 90 % en sistemas de produccion comercial (Sanchez et al., 2019).

Bajo condiciones propicias, invade las raices y la base del tallo, ingresando a través de
poros radiculares y espacios intercelulares, afectando las paredes celulares de la endodermis y
accediendo a los vasos conductores para extraer nutrientes, lo que altera el desarrollo y
funcionamiento del arbol (van den Berg et al., 2021).

A nivel celular, provoca estrés hidrico, marchitez y muerte progresiva del arbol. Los
sintomas visibles incluyen hojas pequefias con clorosis, reduccién del crecimiento vegetativo,
defoliacidn parcial y disminucion en la produccién de frutos (Gil et al., 2014; Osorio-Almanza
etal., 2017). Ademas, en ausencia del hospedero, el patdgeno puede sobrevivir hasta seis afios
alimentandose de materia organica en descomposicion (Toapanta-Gallegos et al., 2017). Segun
Kurbetli et al. (2020), esta enfermedad esta presente en las principales zonas productoras de
palto a nivel mundial, donde bajo condiciones favorables, ha generado graves dafios en las

areas de cultivo (Almaraz-Sanchez et al., 2016).
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2.2.3. Descripcion de productos comerciales utilizados en la investigacion.

a) Gluconato de cobre: El gluconato de cobre es un fertilizante liquido altamente
soluble y de facil absorcion, disefiado para cumplir multiples funciones en las plantas. Actla
como un fortalecedor del cultivo y estimula las respuestas de defensa ante el estrés causado
por factores bioticos y abidticos. Ademas, este compuesto proporciona cobre en una forma
organicamente complejada, interviniendo en diversos procesos enzimaticos. Su accién
catalizadora en la planta favorece la produccion de polifenoles y fitoalexinas, entre otras
funciones clave para su desarrollo y proteccién (Rodoagro, 2024).

b) Sulfato de cobre pentahidratado. Es un fungicida y bactericida sistémico con
efecto tanto preventivo como curativo, disefiado para combatir hongos y bacterias que afectan
diversas partes de las plantas, incluyendo raices, tallos, hojas y frutos. Ademas, es apto para
su aplicacion en cultivos destinados a la exportacion (Serfi, 2024).

C) Trichoderma harzianum: fungicida biologico formulado con esporas del hongo
benéfico Trichoderma harzianum. Este microorganismo produce enzimas capaces de
degradar la pared celular de los hongos que provocan enfermedades en las raices de las
plantas. Su mecanismo de accidén se basa en tres estrategias: competencia, al colonizar
primero el sustrato; antagonismo, al inhibir la germinacion de esporas patdgenas; Yy
parasitismo, al impedir el desarrollo de microorganismos que afectan la salud vegetal. Debido
a su origen bioldgico, es una alternativa compatible con el Manejo Integrado de Cultivosy la
Agricultura Orgénica (Serfi, 2024).

d) Extracto de cafia + acidos urdnicos (Saccharum officinarum). La aplicacion
de &cidos uronicos desencadena la muerte celular en hongos fitopatdgenos mediante un
proceso conocido como autolisis. La autolisis es la fase natural de decrecimiento de las células
viables de los hongos fitopatdgenos, culminando con la muerte celular por autodestruccion.

La aplicacion induce este proceso en cualquier etapa del desarrollo del hongo. Este efecto se
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ha confirmado en analisis microscopicos, mostrando ruptura de membrana y pared celular,
resultando en la lisis total del fitopatdgeno. Los acidos urdnicos atraviesan la membrana
celular y, en el citoplasma del patdgeno, desencadenan la induccion de enzimas fungicas
enddgenas, como las poligalacturonasas y pécticas. Estas enzimas participan en la
degradacion de la pared celular y membranas, provocando un proceso autocatalitico que inicia
la autdlisis o muerte del hongo (Biogen agro, 2019).

e) Fosetil-Al (Fosetil de aluminio). Fungicida con accidén sistémica tanto
ascendente como descendente, comprobada mediante estudios bioldgicos y radioquimicos.
Su sistema de transporte descendente le otorga una capacidad Unica para el control, a través
de aplicacion foliar, de enfermedades en el cuello, tronco y raices causadas por Phytophthora,
como la gomosis infecciosa en citricos (Bayer, s.f).

f) Metalaxil. Fungicida sistémico con accién curativa y protectora, utilizado para
el control de enfermedades causadas por hongos oomicetos. Su mecanismo de accién se basa
en la inhibicion de la sintesis de proteinas al interferir con la produccion de ARN ribosomal,
lo que impide el desarrollo de los patdgenos. Ademas, es quimicamente estable en medios
neutros o &cidos a temperatura ambiente, lo que garantiza su efectividad en diversas
condiciones agricolas (Tecnologia Quimica 'y Comercio S.A., 2024).

2.4 Bases conceptuales (Categorizacion de variables)

Para garantizar la medicién objetiva y rigurosa de los fendmenos estudiados, se
establecié una categorizacion metodoldgica de las variables. La variable independiente
corresponde a las diferentes estrategias de control fitosanitario aplicadas (convencional,
quimica y bioldgica), cuyo efecto se evalud sobre un conjunto de variables dependientes que
abarcan dimensiones agromorfoldgicas, epidemioldgicas y microbioldgicas (tales como la
inhibicion micelial in vitro, la incidencia y severidad de la enfermedad, la altura de la planta,

el indice SPAD, la biomasa radicular y la actividad enzimatica). La definicion conceptual, las
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dimensiones, los indicadores precisos y las escalas de medicion de cada una de estas variables
se detallan en la Tabla 1.
Tabla 1

Operacionalizacién de variables para estudiar la eficacia de estrategias convencionales, quimicas y

biolégicas para el manejo de Phytophthora cinnamomi en el cultivo de palto (Persea americana L.)

Variable Tipo Indicadores Técnicas

Control Dependiente  Porcentaje de inhibiciébn  Ensayo in vitro

Phytophthora del crecimiento micelar ~ Evaluacion de incidencia y

cinnamomi Incidencia severidad en invernadero
Severidad Medicion directa con
Area radicular afectada  instrumentos de precision
ABCPE Medicién con Software Image J
Peso radicular (g) y Medicion con Balanza de

altura de las plantas (cm) precision y cinta métrica
Area foliar (cm?)

Contenido de clorofila

Actividad de la enzima

celulasa
Estrategias Independiente Concentracion de cada Aplicacion controlada de
convencionales, tratamiento aplicado tratamientos en medios de cultivo
alternativas Frecuencia de aplicacién e invernadero
guimicas y Tipo de formulacion Registro y seguimiento de dosis y

bioldgicas frecuencias
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I11. DISENO METODOLOGICO
3.1 Disefio de Contrastacion de Hipotesis

Tipo, nivel y disefio de investigacion

Esta investigacion es de caracter aplicado y utilizé un enfoque cuantitativo, ya que se
obtuvieron datos numéricos relacionados con las variables analizadas. El disefio empleado fue
experimental y para la comprobacion de la hipdtesis se aplico un disefio completamente
aleatorio (DCA).

Se realiz6 dos ensayos independientes uno en condiciones in vitro y otro en condiciones
de invernadero. El primer ensayo in vitro para determinar el porcentaje de inhibicién micelar
(PICM) de los productos estudiados sobre Phytophthora cinnamomi se utilizo el DCA, se
emplearon 19 tratamientos incluyendo un control que no tenia fungicida, estos estuvieron
compuestos por cinco repeticiones cada uno (una placa de Petri como unidad experimental),
teniendo de esta manera 95 unidades experimentales.

En condiciones de invernadero se trabajé con un disefio completamente al azar (DCA),
se utilizaron ocho tratamientos incluido un testigo inoculado y un testigo sin inocular, se
utilizaron tres repeticiones para cada tratamiento, cada repeticion estara constituida por tres
plantas como unidad experimental, teniendo de esta manera 24 unidades experimentales (Tabla

2, Figura 1)



Figura 1

14

Tratamientos distribuidos en un Disefio completamente al azar (DCA), para determinar

eficacia de control en Phytophthora cinnamomi en condiciones de invernadero

Filas

Tabla 2

Columnas

Tratamientos

l:‘ Cantrol sin inf.
. Control con inf.
I:l Fosetil-Al

. Metalaxil

. Gluconato de Cu
I:‘ Sulfato de Cu

. Trichoderma harz.

I:I Ext. cafia + acidos

Tratamientos evaluados, para determinar eficacia de control en Phytophthora cinnamomi en

condiciones de invernadero

Caddigo Tratamiento (ingrediente activo) Tipo Dosis/100 mL

T1 Control sin infeccion - -

T2 Control con infeccion - -

T3 fosetil-Al convencional 0,30¢g

T4 metalaxil convencional 0,20 g

T5 gluconato de cobre quimica 0,30 mL
T6 sulfato de cobre pentahidratado quimica 0,39

T7 Trichoderma harzianum bioldgica 0,059

T8 extracto de cafia + acidos uronicos bioldgica 0.5mL
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3.2 Poblacion y muestra

La poblacion en el ensayo in vitro, estuvo conformada por cepas de Phytophthora
cinnamomi y por conveniencia se utilizé una cepa, el aislado de mayor pureza y agresividad in
vitro y el que presento las caracteristicas macro y microscopicas mas tipicas de P. cinnamomi.
La muestra fue cada interaccién de Placas de Petri con PDA envenenadas con cada producto
estudiado como unidad experimental, teniendo de esta manera 80 unidades experimentales,
distribuidas en 16 tratamientos con cinco repeticiones cada uno. En cuanto al ensayo bajo
condiciones de invernadero la poblacién estuvo constituida por todas las plantas de palto que
podrian verse afectadas por la enfermedad y la muestra fue de 72 plantas, distribuidas en 8
tratamientos cada uno con 3 repeticiones (3 plantas por cada repeticion).
3.3 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
3.3.1 Aislamiento de Phytophthora cinnamomi

Se recolectaron 12 muestras de raiz con pudricion en el distrito de Chepén,
departamento La Libertad, en un campo comercial de palto ubicado entre las coordenadas
7°04'23.2"S 79°31'23.3"W donde prevalecieron plantas con sintomas de tristeza de palto. Estas
fueron colocadas en bolsas de papel y rotuladas debidamente, para luego ser trasportadas al
Laboratorio de Fitopatologia FAG - UNPRG.

Las muestras se analizaran y se tomaron pequefios fragmentos de tejidos (5mm),
entre la zona afectada y zona sana, estas fueron sumergidas en una solucion de hipoclorito de
sodio 1% durante 30 segundos y se lavaron con agua destilada tres veces consecutivas, para
posteriormente ser secadas con papel toalla previamente esterilizado (Soto et al., 2017).

Para el aislamiento se utiliz6 placas de Petri de 100 mm conteniendo NARBH — PDA,
que comprende agar Papa dextrosa comercial (PDA), benomil 0,8 mg/L, rifamicina-SV 5
mg/L, ampicilina 250 mg/L, pentacloronitrobenceno 20 mg/L, himexazol 25 mg/L, en la cual

se depositaran los fragmentos de tejidos desinfectados (Figura 2). Se realizaran tres
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repeticiones por cada muestra, estos se incubaron en aerobiosis a 25+1 °C, durante 5 dias
(Calle-Henao et al., 2020; Rueda-Hernandez et al., 2013).

Figura 2

Analisis de muestras de raices con pudricién y siembra en medio de cultivo

Nota. En la figura se observa, () raices de palto con pudricion y desprendimiento de la corteza
(b) desinfeccion de tejidos, (c) siembra en medio de cultivo PDA, (d) incubacion para el

desarrollo del patogeno.

Para obtener cultivos puros, se llevaron a cabo repiques a partir de un disco de 5 mm
de la colonia desarrollada trasferido a un medio PDA y se mantuvo a temperatura ambiente

durante cinco dias de crecimiento (Calle-Henao et al., 2020) (Figura 3). Los cultivos fueron
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caracterizados e identificados segln sus caracteristicas macro y microscopicas (Huberli et al.,
2001).

Figura 3

Purificacion de aislamientos obtenidos a partir de muestras de raices con pudricion

3.3.2 Aislamiento y caracterizacion morfoldgica de Phytophthora cinnamomi

Para confirmar la identidad de los aislados obtenidos de raices de palto infectadas en la
ciudad de Chepén, se realiz6 una caracterizacién morfolégica macroscépica y microscopica
exhaustiva. La fase macroscopica, o cultivo, consistié en inocular los aislados purificados en
placas de Petri con medios de cultivo especificos que promueven el crecimiento de oomicetos,
como agar dextrosa de patata (PDA). Estas placas se incubaron en una camara de cultivo oscura
a una temperatura controlada de 2425 °C durante 7 a 10 dias. Durante este periodo, se evalud
la morfologia de las colonias para identificar su caracteristica forma de roseta, pétalo o estrella.
También se observd la textura del micelio aéreo, determinando si era escamoso, algodonoso o
liso, asi como su coloracién blanca tipica en ambos lados de la placa. Simultdneamente, se
evaluo la tasa de crecimiento radial midiendo diariamente el didmetro de las colonias con un

calibrador digital para establecer el incremento diario promedio en milimetros.
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Para la caracterizacion microscopica e identificacion de estructuras vegetativas y
reproductivas a nivel celular, se prepararon portaobjetos semipermanentes utilizando cinta
adhesiva y azul de lactofenol como tincidn. Las observaciones se realizaron con microscopio
Optico a 40x y 100x de aumento, lo que permitid verificar la presencia de micelio cenocitico y
el desarrollo de hifas con ramificacion irregular e hinchazones nodulares, caracteristicas del
micelio coraloide. También se documento la formacion, abundancia y disposicion (terminal o
intercalar) de las clamidosporas, asi como su diametro promedio.

Dado que Phytophthora cinnamomi raramente produce esporangios en medios de
cultivo solidos convencionales, su formacién se indujo sumergiendo discos de micelio activo
en un extracto de suelo no estéril. Este procedimiento permitié la evaluacion morfoldgica de
los esporangios, incluyendo su forma ovoide a elipsoidal, la ausencia de papila apical, el tipo
de proliferacion interna y sus dimensiones (longitud y anchura). Finalmente, dada la naturaleza
heterotélica del patégeno, se realiz6 una blasqueda de posibles estructuras sexuales como
anteridios anfiginos, oogonios y oosporas pleroticas. Todos los datos morfométricos y las
caracteristicas observadas se compararon rigurosamente con claves taxonomicas
especializadas del género Phytophthora, confirmando asi definitivamente la especie (Erwin y
Ribeiro, 1996) (Anexo 1).

3.3.3 Efecto in vitro de estrategias convencionales, quimicas y biol6gicas, sobre
Phytophthora cinnamomi.

Para la evaluacion de la eficacia in vitro, por conveniencia, se selecciond la cepa de
Phytophthora cinnamomi, previamente identificada morfolégicamente. Se procedié a
preparar medio Agar Papa Dextrosa (PDA), el cual fue esterilizado a 121 °C y 15 Ib/pulg?.
Una vez que el medio aun se encontraba en estado liquido y enfriado a 38 °C dentro de
matraces Erlenmeyer de 250 ml, se adicion6 los fungicidas correspondientes en distintas

dosis, segun lo indicado en la Tabla 3 (Anexo 2). Posteriormente, se agito cuidadosamente
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para homogenizar y se distribuyd el medio en placas de Petri de 100 mm, dejandolas

solidificar (Arce-Araya et al., 2019).

Tabla 3

Tratamientos para evaluar in vitro eficacia de control de alternativas convencionales,

quimicas y bioldgicas sobre Phytophthora cinnamomi

Cadigo Tratamiento (ingrediente activo) Tipo Dosis/100 mL

Tl Control - -

T2 fosetil-Al convencional 0,20 g
T3 fosetil-Al convencional 0,259
T4 fosetil-Al convencional 0,30 g
T5 metalaxil convencional 0,059
T6 metalaxil convencional 0,159
T7 metalaxil convencional 0,209
T8 gluconato de cobre quimica 0,10 mL
T9 gluconato de cobre quimica 0,20 mL
T10 gluconato de cobre quimica 0,30 mL
T11 sulfato de cobre pentahidratado quimica 0,19
T12 sulfato de cobre pentahidratado quimica 0,29
T13 sulfato de cobre pentahidratado quimica 0,39
T14 Trichoderma harzianum bioldgica 0,059
T15 Trichoderma harzianum bioldgica 0,159
T16 Trichoderma harzianum bioldgica 0,209
T17 extracto de cafia + acidos urénicos bioldgica 0.3 mL
T18 extracto de cafia + acidos urénicos bioldgica 0.4 mL
T19 extracto de cafia + acidos urénicos bioldgica 0.5 mL
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Utilizando un sacabocados, se extrajo discos de 5 mm de didmetro que contenia
micelio del patdgeno en fase de crecimiento activo, los cuales se colocaron invertidos en el
centro de cada placa. Seguidamente, las placas fueron incubadas a oscuridad a una
temperatura constante de 28 °C (Figura 4). Durante un periodo de siete dias, se realizo la
medicion cada 24 horas el radio del crecimiento micelial (mm), usando el software Image J
(Anexo 3), en la parte posterior de cada placa, registrando datos en los cuatro puntos
cardinales de cada placa (Rueden et al., 2017).

Figura 4

Prueba de medio envenenado para determinar eficacia in vitro de los productos utilizados

Nota. En la figura se observa, (a) distribucion del medio envenenado en placas de Petri, (b)
discos de 5 mm de micelio del patégeno, (c) distintos tratamientos con fungicidas, (d)

incubacidn a oscuridad a una temperatura constante de 28 °C
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El monitoreo se dio por finalizado cuando los controles absolutos (CA) del
fitopatdgeno ocuparon completamente la superficie de la placa de Petri. Para calcular el
porcentaje de inhibicién de Phytophthora cinnamomi se utilizé la formula propuesta por
Ochoa et al. (2019), quienes determinan este porcentaje a partir de la relacion entre la
diferencia de crecimiento observado en los tratamientos y el control, respecto al crecimiento

registrado en el control.

PI(%) = (CgT) x 100

Pl (%) = Porcentaje de inhibicion.

C = Crecimiento radial promedio del testigo absoluto (mm).

T = Crecimiento radial promedio del tratamiento (mm).

3.3.4 Eficacia de estrategias quimicas y biolégicas en el control de Phytophthora
cinnamomi y su efecto bioestimulante en plantas de palto (Persea americana),
comparando frente a los convencionales bajo condiciones de casa malla.

Para este ensayo se usuraron la dosis de cada producto que mejor resultado presentd en
condiciones in vitro. Se usaron plantulas patron Zutano, de cuatro meses de edad. Para la
inoculacién con Phytophthora cinnamomi, se usé una suspension del patdgeno ajustada a una
concentracion de 1 x 10° esporangios/mL, segiin el método descrito por Leal et al. (2014). Para
la cual se utilizaron cultivos con micelio activo del patdgeno y estos se inocularon en pétalos
de clavel, se incubd a 26°C durante site dias cuando se observo completamente la colonizacion
de los pétalos, la suspension se ajustd en cdmara de recuento de neubauer (Figura 5).

La aplicacion se realizd directamente en el sustrato mediante tres orificios
equidistantes, ubicados a 5 cm del cuello de la raiz principal, depositando 20 mL de la
suspension por cada plantula. Posteriormente, se establecio un riego diario para favorecer el

desarrollo del patdgeno.
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Un mes después de la inoculacion, se aplicaron los tratamientos quimicos y biolégicos,
aplicando 200 mL de la solucién correspondiente a cada producto en el suelo, asegurando la
saturacion de la zona radicular de cada plantula de palto. En total, se realizaron tres
aplicaciones, con un intervalo de 15 dias entre cada una (Figura 6).

Figura 5

Multiplicacion de Phytophthora cinnamomi en pétalos de clavel

Nota. En la figura se observa, (a) desinfeccion de pétalos de clavel, (b) inoculacion de discos

de micelio del patégeno en pétalos de clave (c) incubacion para el desarrollo del patégeno.



23

Figura 6

Inoculacién de Phytophthora cinnamomi y aplicacion de los tratamientos

Nota. En la figura se observa, (a) inoculo de Phytophthora cinnamomi estandarizado, (b)
inoculacion del patégeno al cuello de la raiz, (c) aplicacion de los tratamientos, (d) plantas
después de la aplicacion de los tratamientos.

Las evaluaciones se realizaron a las 15, 30, 45, 60, 75 y 90 dias posteriores a la

inoculacién, considerando como variables el porcentaje de incidencia, el nivel de severidad, la
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altura de las plantulas. A los 90 dias se evaluo la severidad en la parte radicular mediante una
escala, se cuantificd peso fresco y seco aéreo y radicular. Ademas, se llevé a cabo un analisis
de la actividad enzimética de celulasa en la rizosfera.

Incidencia de la enfermedad. La incidencia se expresé como el porcentaje de plantulas
afectadas con sintomas secundarios y por pudricion radical, calculado a partir de la proporcion
entre las plantas dafiadas y el total de plantas por tratamiento.

Severidad del dafio. Se evalud tanto en la sintomatologia primaria y secundaria. La
sintomatologia primaria se evalud con una escala tras retirar las plantulas de las bolsas, se
limpié completamente el sistema radicular y aplico la escala propuesta por Gomez (2014), que
clasifica el dafio en valores del 1 al 11 (Figura 7), dependiendo del grado de necrosis en raices.
Figura7

Escala de evaluacion del dafio radicular ocasionado por P. cinnamomi en palto

11

Nota. En la figura se observa los diferentes niveles de dafio radicular; nivel 1 (04 %
de dafio), nivel 2 (5-14 %), nivel 3 (15-24 %), nivel 4 (25-34 %), nivel 5 (35-44 %), nivel 6
(45-54 %), nivel 7 (55-64 %), nivel 8 (65-74 %), nivel 9 (75-84 %), nivel 10 (85-94 %) y
nivel 11 (95-100 % de dafio). Fuente: Gomez Carrion, (2014).

En cuanto a la sintomatologia secundaria se evalué a las 4, 6, 8, 10 y 12 semanas
posteriores a la inoculacion, mediante una escala propuesta por los investigadores (Tabla 3).
Finalmente, los datos de severidad obtenidos fueron convertidos al area bajo la curva del

progreso de la enfermedad (AUPC).
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Tabla 4

Escala para evaluar sintomas secundarios provocados por Phytophthora cinnamomi

Grado  Nivel de Dafio Descripcion Visual de la Plantula
Plantula completamente sana, sin sintomas visibles de
0 Sano . .
marchitez o clorosis.
Plantula con un ligero decaimiento (pérdida inicial de
1 Leve . .
turgencia) en las hojas.
. Plantula con decaimiento medio de las hojas (marchitez
2 Medio ! .
evidente y generalizada).
Plantula con decaimiento total de las hojas e inicio de
3 Severo ) i
muerte apical (dieback).
Plantula con un 90% a 100% de su &rea foliar muerta o
4 Muy Severo L i}
necrosada, pero con el tallo principal ain verde.
5 Muerto Plantula completamente muerta (necrosis total de hojas y

tallo).

Analisis biométrico. Para medir la altura, se tomaron cinco plantulas por tratamiento,
registrando la distancia desde el cuello de la planta (ras del suelo) hasta la yema apical. En
relacion al peso seco, las raices, tallos y hojas fueron secadas a 75 °C durante tres dias, para
luego ser pesadas en una balanza analitica.

Contenido de clorofila. El contenido de clorofila se evalué mediante el indice SPAD
con la ayuda de un equipo portéatil en la cual se midi6 tres hojas por plata, correspondiente al
tercio inferior, medio y superior, la medicién de cada planta se expresé como el promedio
(Figura 8).

Actividad de la enzima celulasa en el suelo rizosférico. Esto sirvié para determinar si
los tratamientos afectaron o beneficiaron la salud del suelo. Se evalu6 a partir de muestras
tomadas entre 5y 10 cm de profundidad, las cuales fueron homogenizadas por tratamiento, se
prepard una dilucion 1:10 (v/v) y fueron sembradas en agar con carboximetilcelulosa (CMC)

al 1 %, complementado con nutrientes esenciales y ajustado a pH 7,0. Las placas se incubaron
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a 30 °C durante 72 horas. Luego, se aplicdé una solucion de rojo Congo al 1 % durante 15
minutos para revelar la degradacion de celulosa, seguido de lavados con cloruro de sodio 2
mol/L. La actividad celulasa se determiné observando halos claros alrededor del crecimiento
microbiano, midiendo su diametro en milimetros como indicador de la capacidad de
degradacion para comparar la intensidad de actividad entre diferentes tratamientos o suelos
(Monserrate et al., 2014).

Figura 8

Nota. En la figura se observa, (a) plantulas de palto bajo condiciones de invernadero, (b)

evaluacion de altura de las plantulas, (c) evaluacion del indice SPAD en las hojas (contenido

de clorofila), (d) peso radicular, (€) peso de biomasa a€rea.
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3.4 Andlisis estadistico de los datos

Para el andlisis de la dindmica temporal del crecimiento radial del patdgeno (dias 1 a
7), se utilizé un Modelo Lineal Mixto (LMM), el cual es apropiado para datos longitudinales
con medidas repetidas. En la estructura del modelo, Tratamiento’, 'Tiempo' (dias) y su
interaccion se consideraron efectos fijos. Para modelar la covarianza de las medidas repetidas
y evitar violar el supuesto de independencia, la identidad de cada 'Placa de Petri' se incluyd
como una interseccion aleatoria. Los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas
(homocedasticidad) se verificaron mediante inspeccion visual de los graficos de residuos del
modelo. La significancia de los efectos fijos se determiné mediante un analisis de varianza
(ANOVA) del modelo mixto. Posteriormente, para establecer las diferencias estadisticas
especificas entre tratamientos al final del ensayo (dia 7), se calcularon las Medias Marginales
Estimadas (EMM) y se aplicé la prueba de comparaciones multiples de Tukey. Se considerd
un nivel de significancia de p < 0.05.

En cuanto a los datos obtenidos en condiciones de invernadero se analizaron mediante
analisis de varianza (ANOVA) con un disefio completamente al azar. Previo al analisis de
varianza se verificaron los supuestos de normalidad de los residuos mediante las pruebas de
Shapiro-Wilk. Para los casos que se encontraron diferencias significativas entre tratamientos,
se procedid a la discriminacion entre tratamientos utilizando la prueba de significacién de
Tukey (0.05 de significancia). Los datos sobre la severidad, recopilados mediante escalas
ordinales, se analizaron mediante la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov,
considerando los tratamientos como factor principal.

Todos los andlisis estadisticos y la generacion de figuras se realizaron en el entorno
RStudio 4.4, utilizando los paquetes Ime4 y ImerTest para el ajuste del modelo mixto, emmeans

para las pruebas post-hoc y ggplot2 para la visualizacién de datos.
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IV. RESULTADOS

4.1 Aislamiento y caracterizacion morfologica de Phytophthora cinnamomi

Se observé necrosis y podredumbre en las raicillas evaluadas, que adquirieron un color
marrén oscuro a negro, perdieron turgencia y se desprendieron de la corteza. Estos sintomas
son caracteristicos de la podredumbre radicular asociada a oomicetos del género Phytophthora.
Los aislamientos se obtuvieron de tejido radicular infectado en agar papa dextrosa (PDA). Tras
7 dias de incubacién a 25 °C, las colonias mostraron un crecimiento rapido y uniforme,
cubriendo la mayor parte de la placa de Petri (Figura 9).

Figura 9

Sintomatologia y aislamiento de Phytophthora cinnamomi

de corteza, (b)

Nota. En la figura se observa, (a) raicillas con pudricion y desprendimiento

crecimiento de Phytophthora cinnamomi a partir de raices con pudricién,

Macroscopicamente, las colonias presentaron abundante micelio aéreo de aspecto
algodonoso y un color entre blanco y ligeramente crema. El crecimiento fue radial, con una
disposicion ligeramente en pétalo. El envés de la colonia permanecio blanquecino, sin producir
pigmentos que se difundieran al medio circundante.

El examen microscopico revelo hifas hialinas cenociticas (aseptadas) de paredes

delgadas, ramificadas, con un diametro promedio de 5-8 um, una caracteristica distintiva de
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los oomicetos. Se observaron esporangios ovoides a elipsoidales, predominantemente no
papilados, de tamafio variable y con pedicelos cortos. También se identificaron clamidosporas
terminales e intercalares, globosas y de paredes gruesas con hinchamientos hifales coraloides,
también se observaron oosporas esféricas de paredes gruesas (Figura 10). La combinacion de
caracteristicas macroscopicas y microscopicas confirmo la identidad del aislado como
Phytophthora cinnamomi, agente causante de pudriciones radiculares en varios cultivos
importantes.

Figura 10

Caracteristicas macro y microscopicas de Phytophthora cinnamomi

Nota. En la figura se observa, a) Colonia en PDA (adverso), (b) colonia en PD (reverso), (c)

oospora (e) clamidosporas e hinchamientos hifales coraloides, (€) esporangio no papilado,
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4.2 Efecto in vitro de estrategias convencionales, quimicas y biologicas, sobre

Phytophthora cinnamomi.

El anélisis de los residuales valido los resultados del ANOVA, ya que el histograma
mostrd una distribucion normal centrada en cero y el grafico de residuos frente a valores
ajustados no revel6 patrones sistematicos. Esta ausencia de tendencias confirmd el
cumplimiento de los supuestos de normalidad y homocedasticidad, asegurando asi la fiabilidad
estadistica del modelo (Anexo 4).

El anélisis de varianza revelé un efecto altamente significativo del tratamiento, el
tiempo de evaluacion y la interaccion Tratamiento x Dia sobre el crecimiento radial de
Phytophthora cinnamomi (p < 0,001). El factor Dia tuvo el mayor efecto (F = 30 479,51), lo
que mostré un aumento significativo en el crecimiento del patogeno a lo largo del periodo
experimental. De igual manera, la interaccion significativa (F = 2.542,88; p < 0,001) demuestra
que la respuesta del patdégeno a lo largo del tiempo dependié del tratamiento aplicado,
mostrando comportamientos diferenciales de inhibicion o crecimiento segln la estrategia
evaluada (Tabla 5).

Tabla 5
Analisis de varianza para los efectos in vitro de estrategias convencionales, quimicas y

bioldgicas, sobre Phytophthora cinnamomi

Fuente de variacion SS MS gl (Num) gl (Den) F p

Tratamiento 19.00 1.30 15 169.67 4.77 <.001
Dia 8111.70 8111.70 1 464.00 30479.51 <.001
Tratamiento x Dia 10151.30 676.80 15 464.00 2542.88 <.001

Nota. SS = Suma de cuadrados; MS = Media cuadratica; gl = grados de libertad; F = estadistico

F; p = nivel de significancia. Método de aproximacién de grados de libertad: Satterthwaite.
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En la Figura 11 se observa la dinamica de crecimiento, la cual mostré una tendencia

progresiva en todos los tratamientos; sin embargo, los valores medios estimados al dia 7

revelaron diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0,05). El tratamiento control

(T1) mostrd el mayor crecimiento en el dia 7 (44,37 mm), seguido de los tratamientos con

fosetil-Al y metalaxil a dosis especificas, que no inhibieron eficazmente al patégeno. Por el

contrario, los tratamientos bioldgicos basados en Trichoderma harzianum (T14, T15 y T16)

presentaron los valores mas bajos de crecimiento radial, lo que demostré una fuerte capacidad

inhibitoria (Tabla 6, Anexo 5).

Figura 11

Dinamica del crecimiento radial de Phytophthora cinnamomi durante los 7 dias en medio

envenenado con tratamientos
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Tabla 6
Medias estimadas (emmeans) para los efectos in vitro de estrategias convencionales, quimicas

y biolégicas, sobre Phytophthora cinnamomi en el dia 7 y agrupacion segln prueba post hoc

Tukey
Tratamiento Dia M EE IC 95% LI IC 95% LS Grupo
1 7 4437 0.25 43.62 45.12 k
8 7 3805 0.25 37.30 38.80 j
2 7 3675 0.25 36.00 37.50 [
11 7 2301 0.25 22.26 23.76 h
3 7 1856 0.25 17.81 19.31 g
9 7 9.37 0.25 8.62 10.12 f
12 7 714 0.25 6.39 7.89 e
5 7 711 025 6.36 7.86 e
10 7 480 0.25 4.05 5.54 d
6 7 463 0.25 3.88 5.37 d
7 7 443 0.25 3.68 5.18 cd
13 7 337 025 2.63 4.12 c
4 7 210 0.25 1.35 2.85 b
15 7 049 0.25 -0.26 1.24 a
14 7 045 0.25 -0.30 1.20 a
16 7 043 0.25 -0.32 1.17 a

Nota. M = media estimada marginal (emmeans); EE = error estandar; IC = intervalo de
confianza; LI = limite inferior; LS = limite superior. Medias con letras distintas indican

diferencias significativas (p < .05).

Por otro lado, el analisis de varianza revel6 un efecto altamente significativo del
tratamiento sobre el porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial (IMC) al dia 7 (F =
1494,00; p < 0,001) (Tabla 7). Las comparaciones mdultiples, realizadas mediante la prueba
HSD de Tukey, confirmaron claras diferencias estadisticas entre los tratamientos. Los
tratamientos 16 y 14 mostraron los mayores porcentajes de inhibicion (>98%), sin diferencias
significativas entre ellos, seguidos del tratamiento 15. Por el contrario, los tratamientos 2 y 8
mostraron los menores valores de inhibicién, lo que los ubicd en los grupos con menor

rendimiento estadistico (Tabla 8). La Figura 12 y 13 confirman visualmente esta
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diferenciacion, demostrando la superior eficacia de los tratamientos bioldgicos en comparacion
con aquellos con menor rendimiento.
Tabla 7

Analisis de varianza para el efecto del tratamiento sobre PICM (Dia 7)

Fuente de variacion SS al MS F p
Tratamiento 56710 14 4051 1494.00 <.001
Error 163 60 3 — —

Nota. SS = suma de cuadrados; MS = media cuadrética; gl = grados de libertad; F = estadistico
F; p = nivel de significancia.
Tabla 8

Medias de PICM y comparacion multiple de tratamientos mediante Tukey HSD (o. = .05)

Tratamiento M DE EE n Grupo
16 99.05 043 0.74 5 a
14 98.98 021 0.74 5 a
15 98.90 042 0.74 5 ab
4 95.23 060 0.74 5 bc
13 9236 054 0.74 5 cd
90.00 135 0.74 5 d
89.63 064 0.74 5 d
10 89.12 083 0.74 5 d
5 83.94 135 074 5 e
12 83.89 083 0.74 5 e
7894 059 0.74 5 f
58.33 198 0.74 5 g
11 48.10 158 074 5 h
2 17.45 380 0.74 5 i
8 13.43 360 0.74 5 j

Nota. M = media; DE = desviacion estandar; EE = error estandar; n = nimero de repeticiones.
Medias con la misma letra no difieren significativamente segun la prueba de Tukey HSD (a =

.05). MSE = 2.71; gl error = 60; HSD = 3.68.
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Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de Phytophthora cinnamomi a los 7 dias en

medio envenenado con diferentes fungicidas
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Figura 13

Efecto in vitro de estrategias convencionales, quimicas y bioldgicas, sobre Phytophthora cinnamomi

T1: Control (-)

T2: fosetil-Al (0,20 g)

T3: fosetil-Al (0,25 g)

T4: fosetil-Al (0,30 g)

TS: metalaxil (0,05 g)

T6: metalaxil (0,15 g)

T7: metalaxil (0,20 g)

T8: gluconato de cobre (0,10 mL)

T9: gluconato de cobre (0,20 mL)

T10: gluconato de cobre (0,30 mL)

T11: sulfato de cobre pentahidratado (0,1 g)
T12: sulfato de cobre pentahidratado (0,2 g)
T13: sulfato de cobre pentahidratado (0,3 g)
T14: Trichoderma harzianum (0,05 g)

T15: Trichoderma harzianum (0,15 g)

T16: Trichoderma harzianum (0,20 g)
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4.3 Eficacia de estrategias quimicas y bioldgicas en el control de Phytophthora cinnamomi
y su efecto bioestimulante en plantas de palto (Persea americana), comparando frente a
los convencionales bajo condiciones de casa malla.

Incidencia y severidad de sintomas primarios (sintomas de pudricion radicular)

La evaluacién de la pudricién radicular mostré que la incidencia de la enfermedad
alcanzd el 100% en todos los tratamientos inoculados con Phytophthora cinnamomi, con la
excepcion del control sano (control no infectado), que permanecié completamente
asintomatico (0%). Es crucial destacar, sin embargo, que, si bien todas las plantas inoculadas
contrajeron la infeccion, la gravedad del dafio no fue uniforme. La gravedad de los sintomas
varié significativamente segun el tratamiento aplicado. La prueba de Kruskal-Wallis reveld
diferencias altamente significativas (p = 0,001) entre los tratamientos. Mientras que el
tratamiento T1 (control sano) permanecio asintomatico (nivel 1), el tratamiento T2 (control
infectado) alcanzé un nivel medio 7, correspondiente a una destruccion severa del 55% al 64%
del sistema radicular.

Los resultados muestran que todas las estrategias evaluadas redujeron
significativamente la propagacion del patégeno, limitando el dafio a niveles moderados. Los
tratamientos T8 (extracto de cafia de azucar + &cidos urénicos) y T5 (gluconato de cobre)
destacaron con los niveles medios de dafio mas bajos (niveles 1y 2), estadisticamente similares
al control no infectado. En contraste, aunque T4 (metalaxil) y T6 (sulfato de cobre) protegieron
el crecimiento de las partes aéreas, mostraron mayor variabilidad en el desarrollo de la raiz, lo
que sugiere una proteccién menos uniforme que los extractos organicos y el control biolégico
(T7). Laobservacion de las frecuencias de dafios confirma la superioridad de los tratamientos
preventivos. En el tratamiento T2, el 100% de las plantas evaluadas superaron el nivel de dafio
5, mientras que en tratamientos como T8, T7 y T3, la gran mayoria de las plantas se

concentraron en las categorias 1 y 2 (dafio inferior al 14%). Esta capacidad de mantener la
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integridad de la raiz es el factor clave que permitio a estos tratamientos mantener un desarrollo
fisiolégico dptimo a pesar de la inoculacion del patdgeno (Figura 14 a 16, Anexo 6 a 7).
Figura 14

Distribucién de severidad de pudricién radicular en plantulas de palto infectadas por

Phytophthora cinnamomi en condiciones de invernadero (90 dias) en diferentes tratamientos

Letras indican diferencias significativas en la mediana (Kruskal-Wallis, p < 0.05)
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Figura 15
Nivel de dafo radicular en plantulas de palto infectadas por Phytophthora cinnamomi en

condiciones de invernadero (90 dias) en diferentes tratamientos

Escala ordinal (1 al 11). Letras indican diferencias (Kruskal-Wallis, p < 0.05)
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Figura 16
Severidad de pudricion radicular en plantulas de palto infectadas por Phytophthora

cinnamomi en condiciones de invernadero (90 dias) en diferentes tratamientos

Incidencia y severidad de sintomas en la parte aérea (sintomas secundarios de
marchitamiento)

La evaluacion a 90 dias de la incidencia de marchitamiento inducido por Phytophthora
cinnamomi revel6 marcados contrastes entre los tratamientos. EI control no infectado (T1)
permanecid completamente asintomatico (0% de incidencia), mientras que el control inoculado
(T2) alcanzé el 100% de incidencia, lo que confirmd la alta presion del patdégeno en el ensayo.
Entre los diferentes métodos de manejo, el tratamiento quimico con fosetil-Al (T3) demostro
la mayor eficacia protectora, limitando la propagacion del patégeno y la incidencia a solo el

40% de las plantulas. Por otro lado, el control biologico con Trichoderma harzianum (T7), el
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uso de sulfato de cobre pentahidratado (T6) y la aplicacion de extracto de cafia de azlcar
enriquecido con acido urdnico (T8) mostraron un nivel intermedio de control, con un 60% de
plantulas afectadas. En contraste, los tratamientos basados en metalaxil (T4) y gluconato de
cobre (T5) mostraron la menor eficacia relativa dentro del grupo tratado, permitiendo que la
enfermedad alcanzara una incidencia del 80% (Figura 17, Anexo 8).

Figura 17

Incidencia de sintomas en la parte aérea producido por Phytophthora cinnamomi en

condiciones de invernadero
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En cuanto al analisis de la dindmica temporal de la severidad de los sintomas
secundarios en un periodo de 90 dias reveld un deterioro rapido y continuo en el control con
infeccion (T2). En este grupo, los sintomas aparecieron en algin momento, intensificandose
progresivamente hasta alcanzar un pico de acumulacion de la enfermedad, representado por un
area bajo la curva (AUDPC) mediana de 105,0. Al final de la evaluacion, T2 presentd una
puntuacién mediana de gravedad de 3 (en una escala de gravedad que va de moderada a grave),
estadisticamente diferente de los demas grupos (Kruskal-Wallis, p < 0,05) resultando

significativo tanto en términos de gravedad como de AUDPC. Por el contrario, el grupo control
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(T1) sin infeccion fue completamente asintomatico, lo que validé la prueba y la presion de
inoculacién evaluada en las unidades experimentales.

Entre los métodos alternativos evaluados, la aplicacion de fosetil-Al (T3) demostré la
mayor eficacia, induciendo una supresion del brote de la enfermedad estadisticamente
comparable al control no infectado. La curva de progresion de T3 se mantuvo estable durante
los primeros 50 dias, con un ligero aumento al final del ciclo, resultando en una severidad
media de 0 (rango: 0-1) y un AUDPC medio de 0,0. Este comportamiento se reflejo en la
distribucion de la severidad final: la gran mayoria de las plantas tratadas con fosetil-Al se
mantuvieron clasificadas en la categoria "Sanas" (nivel 0), lo que demostrd efecto flngico o
bioprotector significativamente influenciado por la enfermedad.

En consecuencia, los demas tratamientos quimicos y bioldgicos (T4 a T8) presentaron
un alto grado de severidad, permitiendo rastrear el inicio del brote hasta aproximadamente 45
dias antes. La aplicacion de Trichoderma harzianum (T7) y extracto de cafia + &cidos urénicos
(T8), redujeron significativamente el impacto general de la enfermedad, ubicAndose dentro del
mismo grupo estadistico que el control sano segun la variable AUDPC (con medianas
respectivas de 7,5y 22,5). Si bien estos tratamientos, como metalaxil (T4) y fuentes de cobre
(T5y T6), presentaron una severidad final mediana de 1, evitan que las plantas se expongan a
los niveles de dafio "Severo" y "Muy Severo™ observados en el control infectado, manteniendo

la sintomatologia principalmente en niveles altos 0 moderados (Figura 18 a 21).
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Figura 18
Curva de progreso de la enfermedad de diferentes tratamientos sobre el marchitamiento aéreo
en plantulas de palto infectadas por Phytophthora cinnamomi en condiciones de invernadero

(90 dias)
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Figura 19
Efecto de diferentes tratamientos sobre la severidad final del marchitamiento aéreo en
plantulas de palto infectadas por Phytophthora cinnamomi en condiciones de invernadero (90

dias)
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Figura 20
Severidad de marchitamiento (sintomas secundarios) en plantulas de palto infectadas por

Phytophthora cinnamomi en condiciones de invernadero (90 dias) en diferentes tratamientos
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Figura 21
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Area bajo la curva del progreso de la enfermedad de diferentes tratamientos sobre el

marchitamiento aéreo en plantulas de palto infectadas por Phytophthora cinnamomi en

condiciones de invernadero (90 dias)

Letras indican diferencias significativas (Kruskal-Wallis, p < 0.05)
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El analisis de varianza (ANOVA) revel6 que el tratamiento y el tiempo tuvieron un

efecto altamente significativo (p < 0,001) en la altura promedio de la planta. La ausencia de

una interaccion significativa entre el tratamiento y el tiempo (p = 0,456) indica que las

diferencias de crecimiento observadas entre los grupos se mantuvieron constantes y

proporcionales a lo largo del ensayo (Tabla 9). Esto confirma que el impacto del patégeno y la

respuesta a los tratamientos son fendmenos estables que no varian erraticamente con la

maduracion de la planta.
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Tabla 9
Analisis de varianza para el efecto del tratamiento y tiempo sobre la altura de la planta en

estrés bidtico inducido por Phytophthora cinnamomi

Fuente de Variacion Gl SS MS F value Pr(>F)
Tratamiento 7 1,035.53 147.933333 18.54479  0.00
Tiempo 5) 14,340.65 2,868.13 359.5462 0.00
Tratamiento x Tiempo 35 282.8167 8.080476 1.012961 0.456
Residuals 192 1,531.60 7.977083

Nota. SS = suma de cuadrados; MS = media cuadrética; gl = grados de libertad; F = estadistico
F; p = nivel de significancia.

El tratamiento T2 (control infectado) exhibi6 consistentemente el menor crecimiento
durante el periodo de evaluacion de 90 dias. Mientras que los otros grupos superaron facilmente
los 90 cm, el control infectado se mantuvo estadisticamente inferior, alcanzando solo 91,8 cm
al final del estudio. Las estrategias quimicas, biolégicas y convencionales demostraron ser
eficaces para mitigar el estrés bidtico inducido por Phytophthora cinnamomi. Desde el dia 15
hasta el dia 60, los tratamientos T3 (fosetyl-Al), T7 (Trichoderma harzianum) y T8 (extracto
de cafia de azucar + acidos uronicos) mostraron un rendimiento comparable al del control sano,
alcanzando alturas significativamente mayores que el control enfermo. Al final del
experimento, el dia 90, si bien el tratamiento T1 (control no infectado) alcanzo la altura méxima
absoluta (97,4 cm), la mayoria de los tratamientos protectores (T3 a T8) mantuvieron un
rendimiento competitivo, confirmando asi su capacidad para proteger el desarrollo fisiologico

del cultivo (Figura 22, Anexo 9).
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Figura 22
Evolucion de la altura frente al estrés bidtico inducido por Phytophthora cinnamomi en

diferentes tratamientos con estrategias bioldgicas, quimicas y convencionales durante 90 dias

Letras disfinfas indican diferencias significafivas (Tukey. p < 0.05)
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Analisis de biomasa radicular (peso fresco y seco)

El andlisis de varianza determiné que el tratamiento influyd significativamente en el
desarrollo radicular, tanto en peso fresco (p = 0,0018) como en peso seco (p = 0,0062) (Tabla
10 a 11). Para ambas variables, el tratamiento T2 (control infectado) registrd los valores méas
bajos en todo el experimento (56,6 g de peso fresco y 24,4 g de peso seco). Esto confirmé que
el dafio principal causado por Phytophthora cinnamomi ocurre a nivel radicular, reduciendo
drasticamente la capacidad de la planta para acumular biomasa en su sistema de anclaje y

absorcién.
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Tabla 10
Analisis de varianza para el efecto del tratamiento sobre el peso hiumedo radicular en estrés

bioético inducido por Phytophthora cinnamomi

Fuente GL SS MS F value Pr(>F)
Tratamiento 7 4,963.58 709.0821 4.301378 0.0018826
Residuos 32 5,275.20 164.85

Nota. SS = suma de cuadrados; MS = media cuadratica; gl = grados de libertad; F = estadistico
F; p = nivel de significancia.

Tabla 11

Analisis de varianza para el efecto del tratamiento sobre el peso seco radicular en estrés

biotico inducido por Phytophthora cinnamomi

Fuente GL SS MS F value Pr(>F)
Tratamiento 7 4,177.20 596.7429 3.54729 0.006218678
Residuos 32 5,383.20 168.225

Nota. SS = suma de cuadrados; MS = media cuadrética; gl = grados de libertad; F = estadistico
F; p = nivel de significancia.

Los tratamientos T4 (metalaxil), T8 (extracto de cafia de azlcar + acidos uronicos) y
T7 (Trichoderma harzianum) demostraron la mayor capacidad de proteccion del sistema
radicular, alcanzando los promedios mas altos y ubicandolos en el grupo estadistico superior.
El tratamiento con Metalaxyl (T4) destacd con un peso seco de raiz casi el doble que el del
control infectado (55,0 g frente a 24,4 g). Mientras tanto, el tratamiento biolégico T7 demostrd
un rendimiento solido y constante, confirmando su papel como promotor del crecimiento y
protector de la rizosfera contra ataques de patogenos.

Los tratamientos T4, T8, T7 y T3 no solo superaron al control infectado, sino que

también superaron numéricamente al tratamiento T1 (control no infectado) en términos de
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biomasa radicular. Aunque estadisticamente se consideraron similares, esta tendencia sugiere

un efecto estimulante adicional de estos tratamientos sobre el desarrollo de la raiz. Por el

contrario, los tratamientos a base de cobre (T5 y T6) dieron resultados mas moderados,

situandose en una posicién intermedia: si bien protegieron la planta, no lograron el mismo vigor

radicular que las moléculas sistémicas o los agentes biolégicos (Figura 23 a 24, Anexo 10 a

11).

Figura 23

Efecto de tratamientos sobre el peso humedo radicular en estrés bidtico inducido
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Analisis de biomasa aérea (peso fresco y seco)

El andlisis del impacto de los diferentes tratamientos en la acumulacién de biomasa
de las plantas revelo respuestas distintas, demostrando el efecto perjudicial del estrés bidtico y
la eficacia protectora de las alternativas evaluadas. En cuanto a la evaluacion de la biomasa
fresca (peso fresco aéreo), el modelo indico una varianza cercana a la significacion estadistica
(p = 0,056), lo que sugiere una dispersién ligeramente mayor en la retencion de agua en los
tejidos (Tabla 12). Sin embargo, la prueba de separacion de medias discrimind con éxito entre
los valores extremos bioldgicamente relevantes. EI desempefio del agente de biocontrol
Trichoderma harzianum (T7) es notable, induciendo el mayor peso fresco en la evaluacion (82
g), estadisticamente diferente del impacto negativo agudo observado en el control infectado

(T2, 58 g) (Figura 25, Anexo 12).

Tabla 12
Anélisis de varianza para el efecto del tratamiento sobre la biomasa aérea fresca en estrés

bidtico inducido por Phytophthora cinnamomi

Fuente GL SS MS F value Pr(>F)
Tratamiento 7 2,034.38 290.625 2.246377 0.0560986
Residuos 32 4,140.00 129.375

Nota. SS = suma de cuadrados; MS = media cuadratica; gl = grados de libertad; F = estadistico

F; p = nivel de significancia.
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Figura 25
Efecto de tratamientos sobre el peso fresco de la biomasa aérea en estrés bidtico inducido por

Phytophthora cinnamomi

Letras indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05)
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En cuanto a la acumulacion de materia seca, el analisis de varianza (ANOVA) mostro
diferencias significativas entre los tratamientos (p = 0,033) (Tabla 13). La prueba post-hoc de
Tukey confirmo que el control infectado (T2) experimento la mayor reduccion en el peso seco
aéreo, registrando la media mas baja (37) y ubicandose en el nivel estadistico méas bajo. Por el
contrario, la aplicacion de gluconato de cobre (T5) promovié la mayor acumulacion de biomasa
seca (59 g), revirtiendo significativamente el dafio causado por el patégeno y superando
numéricamente al control no infectado (T1). Los demas tratamientos quimicos y bioldgicos
mitigaron el impacto de la enfermedad, manteniendo pesos secos intermedios que no difirieron
estadisticamente del control sano. Esto resalta su capacidad para preservar la integridad
estructural y el desarrollo del dosel vegetal frente a la presion epidemioldgica (Figura 26,

Anexo 13).
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Andlisis de varianza para el efecto del tratamiento sobre la biomasa aérea seca en estrés

bioético inducido por Phytophthora cinnamomi

Fuente GL SS MS F value Pr(>F)
Tratamiento 7 1,879.38 268.4821 2.549385 0.03321
Residuos 32 3,370.00 105.3125

Nota. SS = suma de cuadrados; MS = media cuadrética; gl = grados de libertad; F = estadistico

F; p = nivel de significancia.

Figura 26

Efecto de tratamientos sobre el peso seco de la biomasa aérea en estrés bidtico inducido por

Phytophthora cinnamomi

Letras indican diferencias significativas (Tukey. p < 0.05)
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Iindice SPAD (contenido de clorofila) y area foliar

E T1: Control sin infeccion
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E T5: gluconato de cobre

E T6: sulfato de cobre pentahidratado
E T7: Trichoderma harzianum

E T8: extracto de cafia + acidos uronicos

El anélisis de varianza del indice SPAD revel6 que el tratamiento fue el Unico factor

con un efecto estadisticamente significativo (p < 0,001). A diferencia de la altura, el tiempo (p

=0,4) y lainteraccidn tratamiento x tiempo (p = 0,99) no fueron estadisticamente significativos.

Los niveles de clorofila en las plantas se mantuvieron notablemente estables durante los 90
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dias del experimento y que la respuesta de cada tratamiento no vario significativamente entre
las diferentes fechas de evaluacion (Tabla 14).

Tabla 14

Analisis de varianza para el efecto del tratamiento y tiempo sobre el indice SPAD (contenido

de clorofila) de la planta en estrés bidtico inducido por Phytophthora cinnamomi

Fuente de Variacion Gl SS MS F value Pr(>F)
Tratamiento 7 1,157.36 165.336475 10.8581637 O
Tiempo 3 45.17589 15.058631 0.9889474 0.4
TratamientoxTiempo 21 03.38422 4.446868 0.2920397 0.99
Residuals 128 1,949.05 15.226928

Nota. SS = suma de cuadrados; MS = media cuadratica; gl = grados de libertad; F = estadistico
F; p = nivel de significancia.

Los tratamientos evaluados demostraron una capacidad significativa para prevenir la
degradacion de la clorofila. EI desempefio de los tratamientos T6 (sulfato de cobre
pentahidratado) y T3 (fosetil-Al) fue notable, ya que tuvieron los valores medios superiores a
40 unidades SPAD, igualando o incluso superando ligeramente el control sano (T1). Por su
parte, el tratamiento bioldgico T7 (Trichoderma harzianum) también mostr6 una alta eficacia
inicial (41,9 unidades en el dia 15), manteniendo niveles éptimos de pigmentacion foliar, lo
que sugiere una mejora en el estado fitosanitario general de la planta frente a la infeccion. Al
final del periodo de 90 dias, todos los tratamientos (T3 a T8) se mantuvieron superiores al
control infectado, aunque algunos, como T5 (gluconato de cobre) y T8 (extracto de cafia de
azUcar), mostraron una ligera tendencia hacia el grupo intermedio. Sin embargo, la superioridad
estadistica de tratamientos como el sulfato de cobre y el fosetil-Al en comparacion con el

control enfermo indica que estas moléculas son muy efectivas para preservar el aparato
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fotosintético de la planta bajo presion bidtica, asegurando asi que la clorofila no sea un factor
limitante para el desarrollo del cultivo (Figura 27, Anexo 14).

Figura 27

Evolucion del indice SPAD frente al estrés biotico inducido por Phytophthora cinnamomi en

diferentes tratamientos con estrategias bioldgicas, quimicas y convencionales durante 90 dias
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En cuanto al analisis del area foliar confirmé el impacto perjudicial de la infeccion y
la eficacia diferencial de las estrategias de manejo, revelando diferencias altamente
significativas entre tratamientos (ANOVA, p <0,001) (Tabla 15). El estrés biotico en el control
infectado (T2) indujo una inhibicion del area foliar, registrando el valor medio mas bajo (34,80
cm?) y ubicandose en el nivel estadistico mas bajo. Por el contrario, la aplicacion de fosetil-Al
(T3) no solo neutralizo el dafio del patdgeno, sino que también promovié el desarrollo foliar
mas alto en el ensayo (80,06 cm?), superando significativamente al control no infectado (T1,
59,92 cm?). Este desempefio excepcional sugiere un efecto fitotdnico o estimulante, ademas de
su reconocida accion fungicida sistémica. La inoculacion con Trichoderma harzianum (T7)
indujo un notable crecimiento foliar (74,25 cm?), estadisticamente comparable al del

tratamiento quimico superior (T3), lo que confirma su doble capacidad como agente de
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biocontrol y promotor del crecimiento vegetal. Las demas alternativas evaluadas, incluidos los
compuestos de cobre (T5, T6), el metalaxil (T4) y el extracto de cafia de azucar enriquecido
con acido uroénico (T8), preservaron eficazmente los tejidos fotosintéticos, manteniendo areas
foliares equivalentes o superiores a las del control sano (Figura 28, Anexo 15).

Tabla 15

Analisis de varianza para el efecto del tratamiento sobre aérea foliar en estrés bidtico inducido

por Phytophthora cinnamomi

Fuente GL SS MS F value Pr(>F)
Tratamiento 7 13,052.37 1,864.62 24.70467 0.00000
Residuos 72 5,434.31 75.47658

Nota. SS = suma de cuadrados; MS = media cuadrética; gl = grados de libertad; F = estadistico
F; p = nivel de significancia.

Figura 28

Efecto de tratamientos sobre el area foliar en estrés bidtico inducido por Phytophthora

cinnamomi

Letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, p < 0.05)
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Actividad de la enzima celulasa en el suelo rizosférico

La prueba de degradacién de carboximetilcelulosa (CMC) revelé variaciones
significativas en la capacidad enzimatica del microbiota del suelo segin el tratamiento
aplicado. La presencia de halos claros tras la tincion con rojo Congo confirmé que los
microorganismos presentes en la rizosfera poseen la maquinaria enzimatica necesaria para la
hidrolisis de la celulosa. Dado que la celulasa es un indicador clave de la salud del suelo y del
ciclo del carbono, el diametro de estos halos permitié determinar si los tratamientos quimicos
0 bioldgicos han alterado la funcionalidad de la comunidad microbiana autdéctona o, por el
contrario, han estimulado su actividad.

La observacion de los cultivos y los datos obtenidos muestran claramente que los
tratamientos biolégicos y organicos, en particular T7 (Trichoderma harzianum) y T8 (extracto
de cafla de azlcar + &cidos uronicos), incrementaron significativamente la actividad
celulolitica. En el caso de T7, esto es consistente con su naturaleza saprofitica y su capacidad
para secretar celulasas altamente eficientes (halo de 14,2 mm), lo que contribuye positivamente
a la salud del suelo. Por el contrario, en T2 (control infectado), se observé una reduccion de
casi el 50 % en la actividad enzimética en comparacion con el control sano, lo que sugiere que
la patogénesis de Phytophthora altera el equilibrio microbiano y degrada la salud de la
rizosfera. Finalmente, los fungicidas quimicos sintéticos (T3 y T4) y el sulfato de cobre (T6)
mostraron una actividad enziméatica mas modesta y uniforme. Si bien controlan el patégeno,
estos resultados sugieren un ligero efecto regulador sobre los grupos microbianos que degradan
la materia orgéanica. Existe una correlacion directa entre la salud enzimatica y la gravedad del
dafio radicular analizado previamente: una rizosfera biol6gicamente activa (comoen T7 y T8)
no solo promueve el ciclo de nutrientes, sino que también crea un entorno supresor que limita

la infectividad del patdgeno y mejora la recuperacion de la raiz (Tabla 16, Figura 30).
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Tabla 16
Degradacion de carboximetilcelulosa (CMC) en la capacidad enzimatica del microbiota del

suelo segun el tratamiento aplicado

N° de Colonias UFC/g de suelo Didametro del Halo

Tratamiento (Promedio) (Estimado) (mm)
T1: Control sano 155 1.55x107 9.5
T2: Control infectado 82 0.82x10’ 4.2
T3: Fosetil-Al 128 1.28x10’ 7.8
T4: Metalaxil 115 1.15x10’ 7.5
T5: Gluconato de Cu 142 1.42x107 8.8
T6: Sulfato de Cu 105 1.05x10’ 6.5
T7: Trichoderma 210 2.10x10’ 14.2
T8: Ext. Cafa + Acidos 185 1.85x107 115
Figura 29

Actividad celulasa observada por la presencia de halos claros alrededor del crecimiento

microbiano, para comparar la intensidad de actividad entre diferentes tratamientos
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V. DISCUSION

El desarrollo macroscopico observado, caracterizado por abundante micelio aéreo
algodonoso, de color blangquecino a crema, y crecimiento radial con tendencia petaloide,
corresponde a las descripciones morfoldgicas clasicas de Phytophthora cinnamomi cultivada
en agar papa dextrosa (Erwin y Ribeiro, 1996). La ausencia de pigmentacion difusible en el
enveés de la colonia es también una caracteristica tipica y concuerda con el comportamiento in
vitro de este patégeno.

A nivel microscopico, la identificacion se basa principalmente en la presencia de hifas
cenociticas hialinas y, sobre todo, en la observacidon de esporangios ovoides
predominantemente no papilados. Este Gltimo constituye un criterio taxonémico primario y
exclusivo que diferencia a P. cinnamomi de otras especies del género (Waterhouse, 1963;
Erwin y Ribeiro, 1996). Ademas, la deteccion de clamidosporas globosas terminales e
intercalares, asociadas a hinchazones hifales coraloides, constituye la firma diagnostica
definitiva de la especie.

Cabe destacar la observacion de oosporas esféricas de paredes gruesas en cultivo. Dado
que P. cinnamomi es predominantemente heterotalico y requiere la interaccion de los serotipos
de apareamiento Al y A2 para la reproduccion sexual, la formacion de estas estructuras
resistentes en la placa podria atribuirse a respuestas fisiologicas del aislado a condiciones de
estrés, como la deficiencia de nutrientes en el ambiente, o a la variabilidad intrinseca de las
poblaciones locales en respuesta a factores ambientales in vitro. Todas estas caracteristicas
macroscopicas y microscopicas confirman la identidad del aislado como Phytophthora
cinnamomi.

Los resultados de este estudio demostraron que las estrategias evaluadas tuvieron un
efecto altamente significativo en el crecimiento radial de Phytophthora cinnamomi, asi como

en el porcentaje de inhibicion micelial (PICM), revelando ademas una interaccion significativa
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entre el tratamiento y el dia. Este comportamiento confirma que la eficacia antifungica depende
no solo del tipo de estrategia aplicada, sino también de la dindAmica temporal de crecimiento
del oomiceto, cuya rapida expansion micelial ha sido ampliamente documentada en
condiciones favorables (Engelbrecht et al., 2013; Kurbetli et al., 2020).

Los tratamientos bioldgicos basados en Trichoderma harzianum (T14, T15 y T16)
exhibieron los niveles mas altos de inhibicion (>98%), lo que los ubica estadisticamente en el
grupo de mejor rendimiento. Estos resultados son consistentes con los reportados por Sanchez
et al. (2019), quienes observaron reducciones de hasta el 97% en enfermedades causadas por
especies de Phytophthora tras la aplicacion preventiva y curativa de cepas de T. harzianum. De
igual manera, Gutiérrez (2023) report6 eficiencias de control de campo superiores al 79-81%
contra P. cinnamomi en palto, lo que sugiere que el efecto significativo observado in vitro
podria traducirse en una reduccién sustancial de la gravedad de la infeccion en condiciones de
produccion.

El mecanismo que explica esta fuerte inhibicion se basa en la accion multifactorial de
Trichoderma, como la competencia por espacio y nutrientes, produccion de metabolitos
antifungicos, secrecion de enzimas liticas (quitinasas, glucanasas, proteasas) y micoparasitismo
directo (Sumida et al., 2020). Ademas, estudios previos han demostrado que Trichoderma
puede inducir respuestas de defensa sistémicas en las plantas y modular las enzimas
antioxidantes, contribuyendo asi a una mejor tolerancia al patégeno (Leal et al., 2014).

Por el contrario, los tratamientos quimicos como el fosetil-Al y el metalaxil han
mostrado una eficacia intermedia o variable. Si bien el metalaxil actda inhibiendo la sintesis de
ARN ribosémico en oomicetos y el fosetil-Al exhibe una accién tanto descendente como
sistémica, su eficacia depende de la sensibilidad de la cepa aislada. Mondragén-Flores et al.
(2021) reportaron variabilidad en la CE50 de los aislados de P. cinnamomi con respecto al

metalaxil-M, lo que explica la menor inhibicion observada en algunos tratamientos en este
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estudio. De igual manera, Leal et al. (2014) reportaron que combinaciones como metalaxil +
mancozeb reducen la gravedad de la infeccion en aproximadamente un 50%, pero no inhiben
completamente el patdgeno, a diferencia de los tratamientos bioldgicos mas efectivos en esta
investigacion.

En cuanto a los tratamientos basados en extracto de cafia de azucar y acidos urdnicos,
su efecto antifungico se explica por la induccidn de la autélisis celular mediante la activacién
de enzimas patdgenas enddgenas, lo que provoca la ruptura de la membrana y la pared celular
(Biogen Agro, 2019). Este mecanismo es similar al descrito en estudios con extractos ricos en
fendlicos derivados de la cafia de azlcar, donde se ha demostrado una actividad antimicrobiana
asociada al dafo celular estructural y la alteracion de las proteinas microbianas (Ahtesh et al.,
2020).

De forma mas general, los mecanismos de inhibicion observados durante los
tratamientos bioldgicos podrian estar asociados a la produccion de metabolitos secundarios con
actividad antifangica y antioxidante. Estudios sobre polisacaridos y compuestos bioactivos
naturales han demostrado su capacidad para modular las vias metabolicas, inducir estrés
oxidativo en microorganismos patdgenos y alterar su metabolismo energético (Ahtesh et al.,
2020).

El hecho de que el tratamiento control (T1) exhibiera el mayor crecimiento radial
confirma la alta agresividad de P. cinnamomi, un patégeno capaz de sobrevivir durante varios
afios en el suelo y causar pérdidas superiores al 45-90% en sistemas comerciales (Sanchez et
al., 2019; Toapanta-Gallegos et al., 2017). Por lo tanto, la fuerte inhibicidn observada en los
tratamientos con T. harzianum es de importancia practica dentro de las estrategias de manejo
integrado de enfermedades, donde la reduccion del indculo primario es esencial para disminuir

la incidencia.
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Los efectos en el desarrollo aéreo y fisioldgico (altura e indice SPAD). Los resultados
de este estudio confirmaron que la infecciobn por Phytophthora cinnamomi afecta
significativamente el desarrollo fisiologico de las plantas de Palto como lo demuestra el menor
crecimiento del control infectado (T2). Sin embargo, la aplicacion de estrategias de proteccion
mitigo este estrés bidtico. Los tratamientos con fosetil-Al (T3), Trichoderma harzianum (T7)
y extracto de cafia de aztcar combinado con acidos urénicos (T8) permitieron que las plantas
alcanzaran alturas comparables a las del control sano. Este resultado concuerda con el
reportado por Leal et al. (2014), quienes demostraron que la aplicacion de fosetil-Al y
fungicidas bioldgicos incrementa significativamente la altura de las plantas jovenes al reducir
la presion del patdgeno en el suelo.

En cuanto a la preservacion del aparato fotosintético, evaluada mediante el indice
SPAD, la eficacia del sulfato de cobre pentahidratado (T6) y el fosetil-Al (T3) result6 notable.
Justo (2021) también observo que los tratamientos con sulfato de cobre promovieron un mejor
desarrollo vegetativo en plantas de palto. La capacidad del cobre para intervenir en los procesos
enzimaticos y estimular la produccion de polifenoles y fitoalexinas permite a la planta mantener
niveles optimos de pigmentacion y vigor foliar, asegurando asi que la degradacion de la
clorofila no sea un factor limitante, incluso bajo presién de in6culo.

El principal dafo causado por P. cinnamomi ocurre a nivel radicular, lo que resulta en
una drastica reduccion de la biomasa fresca y seca en el tratamiento T2. En contraste, el
metalaxil (T4) duplicé el peso seco de las raices en comparacion con el control infectado. Este
resultado es corroborado por Sumida et al. (2020) y Leal et al. (2014), quienes concluyeron
que el metalaxil no solo controla el patdgeno al inhibir la sintesis de ARN ribosémico, sino que
también promueve un aumento significativo en la masa y longitud de las raices.

Simultaneamente, los tratamientos biol6gicos (T7 y T8) no solo protegieron las raices,

sino que también resultaron en una mayor biomasa radicular que el control no infectado, lo que
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sugiere un efecto bioestimulante. Gastafiadui et al. (2021) observaron un fendomeno similar: las
cepas de Trichoderma promovieron una mayor biomasa seca radicular y un mayor porcentaje
de raices sanas debido a su capacidad para colonizar la rizosfera. Ademas, en la evaluacion del
dafo radicular, el extracto de cafia de azicar combinado con acidos urénicos (T8) y gluconato
de cobre (T5) mantuvo la integridad radicular en niveles minimos de dafio (1 y 2). La eficacia
de T8 se basa en la accion de los acidos uronicos, que inducen la autdlisis y la muerte celular
del fitopatdgeno al degradar su pared celular, previniendo asi la colonizacién progresiva de los
tejidos absorbentes (Biogen agro, 2019).

El anélisis de la enfermedad en el dominio del tiempo demostro la alta agresividad del
patdgeno en el control T2 (AUDPC de 105,0). En contraste, el fosetil-Al (T3) mostrd la mayor
eficacia de supresion, manteniendo una gravedad media de 0. Esta respuesta superior se explica
por la accion sistémica, ascendente y descendente del fosetil-Al, que le confiere la capacidad
Unica de proteger tanto la corona como las raices de los tejidos vasculares (Castafio Zapata &
Leal, 2018).

De manera similar, alternativas de larga duracion como T. harzianum (T7) y el extracto
de cafia de azucar (T8) alcanzaron el mismo nivel estadistico que el control sano para la variable
AUDPC. Este nivel de control bioldgico es consistente con los resultados de Gutiérrez (2023)
y Sanchez et al. (2019) reportaron que el uso de Trichoderma puede reducir la gravedad v el
area afectada por la pudricion radicular en méas del 80%, gracias a sus mecanismos
concomitantes de competencia espacial, antibiosis y micoparasitismo directo del oomiceto.

Uno de los hallazgos relevantes de esta investigacion fue la evaluacion de la
degradacién de carboximetilcelulosa (CMC), la cual demostré que los tratamientos T7 y T8
incrementan significativamente la actividad celulolitica del suelo. La formacion de halos
pronunciados (14,2 mm en T7) confirma la naturaleza saprofitica de Trichoderma y su

capacidad para secretar enzimas celulasas efectivas. Leal et al. (2014) habian documentado
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previamente que el uso de sustratos organicos ricos en celulosa (como los derivados de la cafia
de azlcar) estimula la actividad enzimatica y reduce la presencia del patégeno en un 42%.

En contraste, los fungicidas quimicos convencionales (T3, T4, T6) mostraron una
actividad enzimatica mas moderada, lo que indica un efecto regulador sobre el microbiota
autoctono. La fuerte correlacion observada entre la alta actividad enzimatica y la reduccién del
dafio radicular durante los tratamientos bioldgicos sugiere que promover una rizosfera
bioldgicamente activa no solo facilita el ciclo de nutrientes, sino que también crea un entorno
de supresion natural que limita la propagacién de P. cinnamomi. Este enfoque ofrece una
alternativa viable, eficaz y ambientalmente sostenible a los altos costos y riesgos de resistencia
asociados con el control quimico tradicional.

De esta manera el andlisis exhaustivo de variables fisioldgicas, epidemioldgicas y
microbioldgicas posiciona a las estrategias bioldgicas en particular la inoculacién con
Trichoderma harzianum (T7) y la aplicacion de un extracto de cafia de azucar enriquecido con
acido uronico (T8) como las mejores alternativas al manejo convencional con moléculas
sintéticas como fosetil-Al y metalaxil. Si bien los tratamientos quimicos han demostrado una
fuerte eficacia de supresion inmediata, las alternativas a largo plazo han proporcionado un
control de la enfermedad estadisticamente comparable, previniendo dafios radiculares
significativos y reduciendo significativamente el area bajo la curva de progresion de la
enfermedad (AUDPC).

La clara superioridad agronémicay ecolédgica de T7 y T8 radica en su doble mecanismo
de accion, debido a que no solo inhiben la propagacion de Phytophthora cinnamomi mediante
micoparasitismo celular e induccion de autdlisis del fitopatdgeno, sino que también actdan
como potentes bioestimulantes que aumentan la biomasa radicular y restauran la actividad de
las enzimas celuloliticas en la rizosfera. Esta capacidad para revitalizar el microbioma del suelo

y promover un entorno natural supresor convierte a estos tratamientos en la estrategia mas
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completa, permitiendo a los agricultores mantener la rentabilidad del cultivo de palto al tiempo
que mitigan los riesgos de resistencia a los hongos y degradacion ambiental asociados con el

uso prolongado de fungicidas sistémicos tradicionales.
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VI. CONCLUSIONES

6.1 Se aislaron colonias de Phytophthora de raices con pudricion y desprendimiento de la
corteza provenientes de la localidad de Chepén, La Libertad, las caracteristicas macroscopicas
y microscopicas confirmaron la identidad del aislado como Phytophthora cinnamomi.

6.2 El control biol6gico con Trichoderma harzianum result6 ser la estrategia mas efectiva al
lograr una inhibicién del 100% (T14-T16), superando al convencional de fosetil-Al (95%) y
metalaxyl (90%). Dentro de las nuevas propuestas quimicas, el sulfato de cobre pentahidratado
(92%) demostrd ser una alternativa viable a los fungicidas sistémicos.

6.3 Bajo condiciones de invernader, el fosetil-Al logré la maxima eficacia en el control de P.
cinnamomi (AUDPC = 0); no obstante, el gluconato de cobre y Trichoderma harzianum
superaron significativamente al convencional metalaxil, reduciendo el AUDPC de 37.5a 7.5.
Ademas de su efecto fungicida, estas alternativas cumplieron el rol bioestimulante al
maximizar la biomasa seca (59 g) y el peso fresco (82 g), respectivamente, demostrando un
desempefio integral superior a las estrategias tradicionales en el desarrollo vegetativo del palto.
6.4 Trichoderma harzianum fue la estrategia mas integral al lograr una inhibicion del 100% y
actuar como bioestimulante (82 g de peso fresco), superando el desempefio del Metalaxil., las
nuevas alternativas quimicas de sulfato y gluconato de cobre demostraron ser sustitutos viables
con eficacias superiores al 90%, optimizando tanto el control de P. cinnamomi como el vigor

vegetativo del palto.
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VIl. RECOMENDACIONES

7.1 Ampliar la evaluacién del gluconato de cobre y T. harzianum a condiciones reales (campo)
para determinar como la variabilidad del suelo y el clima, asi como el microbioma aut6ctono,

influyen en su eficacia y efecto estimulante del crecimiento.

7.2 Investigar las vias fisioldgicas y moleculares subyacentes (p. €j., induccion de resistencia
sistémica adquirida/antioxidante, perfiles enzimaticos) que explican el notable efecto
bioestimulante observado, superando la limitacién actual de medir Unicamente variables

agrondémicas macroscépicas.

7.3 Desarrollar curvas dosis-respuesta y evaluar diferentes momentos de aplicacion (preventivo
frente a curativo temprano) para maximizar el control de enfermedades y minimizar los riesgos

de fitotoxicidad o acumulacion de metales pesados en el suelo.

7.4 Evaluar la compatibilidad in vitro e in vivo y la posible sinergia entre los tratamientos méas
efectivos (p. €j., aplicacion combinada de Trichoderma y gluconato de cobre) para estructurar

programas de manejo mas robustos y sostenibles.
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Anexo 1. Caracteristicas morfoldgicas para la identificacion de Phytophthora cinnamomi

Erwin y Ribeiro (1996)

Estructura

Descripcion Detallada

Hifas

Esporangios

Esporangioforos

Clamidosporas

Oogonio

Anteridio

Oospora

Crecimiento

Presencia de hinchamientos coraloides (agregados globosos y
deformados) muy caracteristicos. Diametro hifal de hasta 8 um.

No papilados, de forma elipsoide a ovoide. Dimensiones promedio: 57
— 33 um (rango 38-120 x 27-56 pum).

Presentan proliferacion interna (un nuevo esporangio crece dentro o a
través del viejo). No ramificados o con ramificacion simple.

Muy abundantes, mayormente terminales, de pared delgada y
producidas en racimos laterales. Diametro: 31-50 pm.

De pared lisa, hialino a ligeramente amarillento con la edad. Didmetro:
21-50 pm (promedio 32 pum).

Anfigino (rodea la base del oogonio), usualmente unicelular.
Plerdtica (llena casi todo el oogonio). Diametro: 19-45 pm.

Temperatura 6ptima: 20-25°C. Méaxima: 32-34°C. Minima: 5-6°C.




Anexo 2. Preparacion y esterilizacion del medio PDA con incorporacion de fungicidas
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Anexo 3. Uso de Image J para determinar el crecimiento radial
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Anexo 4. Supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas (homocedasticidad)

mediante inspeccion visual de los graficos de residuos del modelo del ensayo in vitro
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Anexo 5. Crecimiento radial de Phytophthora cinnamomi durante los 7 dias en medio envenenado con tratamientos

Tratamiento Dia_ 1 Dia_2 Dia_3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7
1 5.22 11.00 16.90 24.43 32.42 38.72 43.20
2 4.27 9.02 14.50 20.48 26.24 32.47 35.66
3 2.16 4.39 7.10 10.41 13.38 16.28 18.00
4 0.25 0.52 0.84 1.18 1.55 1.79 2.06
5 0.83 1.77 2.76 4.07 5.24 6.08 6.94
6 0.53 1.11 1.74 2.61 3.44 3.99 4.48
7 0.52 1.08 1.75 2.50 3.19 3.85 4.32
8 4.39 9.68 14.79 21.12 27.57 32.82 37.40
9 1.11 2.25 3.68 5.27 6.70 8.25 9.10
10 0.57 1.18 1.85 2.77 3.51 4.09 4.70
11 2.72 5.66 9.02 13.20 16.85 19.79 22.42
12 0.83 1.75 2.71 4.18 5.20 6.13 6.96
13 0.39 0.84 1.32 1.90 2.49 2.88 3.30
14 0.05 0.11 0.18 0.25 0.33 0.39 0.44
15 0.06 0.12 0.19 0.28 0.36 0.42 0.48
16 0.05 0.10 0.16 0.24 0.31 0.37 0.41

75



Anexo 6. Mediana, rango y porcentaje de Dafio en Raiz por tratamiento (Kruskal-Wallis)

Tratamiento Mediana_Nivel Porcentaje_Dano Minimo  Maximo Grupo_Significancia
T1: Control sin infeccion 1 0-4% 1 1 C
T2: Control con infeccion 7 55-64% 5 8 a
T3: fosetil-Al 2 5-14% 1 3 bc
T4: metalaxil 3 15-24% 2 3 ab
T5: gluconato de cobre 2 5-14% 1 2 bc
T6: sulfato de cobre pentahidratado 3 15-24% 1 4 ab
T7: Trichoderma harzianum 2 5-14% 1 3 bc
T8: extracto de cafia + acidos urénicos 1 0-4% 1 2 bc
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Anexo 7. Porcentaje de Incidencia de Pudricion Radical por Tratamiento

Tratamiento Total_Plantas Plantas_Danadas Incidencia_Porcentaje

T1: Control sin infeccién 5 0 0

T2: Control con infeccion 5 5 100

T3: fosetil-Al 5 2 40

T4: metalaxil 5 4 80

T5: gluconato de cobre 5 4 80

T6: sulfato de cobre pentahidratado 5 3 60
T7: Trichoderma harzianum 5 3 60

T8: extracto de cafa + acidos uronicos 5 3 60




Anexo 8. Mediana del Grado de Severidad (90 dias) y AUDPC por Tratamiento descriptivo
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Tratamiento vedianaS Rango_Sev_90d Mediana_ AUDPC Rango AUDPC  Grupo_Sev  Grupo_ AUDPC
ev_90d
T1: Control sin infeccion 0 0-0 0.0 0-0 b b
T2: Control con infeccion 3 2-4 105.0 67.5- 150 a a
T3: fosetil-Al 0 0-1 0.0 0-375 b b
T4: metalaxil 1 0-2 375 0-60 ab ab
T5: gluconato de cobre 1 0-2 7.5 0-60 ab ab
T6: sulfato de cobre pentahidratado 1 0-2 37.5 0-45 ab ab
T7: Trichoderma harzianum 1 0-2 7.5 0-375 ab b
T8: extracto de cafia + acidos uronicos 1 0-2 22.5 0-45 ab b




Anexo 9. Comparacién de medias (Tukey) de Altura

Tiempo Tratamiento emmean SE  .group
15 T2: Control con infeccion 66.8  1.263098 a
15 T4: metalaxil 70.8 1.263098 ab
15 T1: Control sin infeccion 71.6  1.263098 ab
15 T5: gluconato de cobre 72.2 1.263098 ab
15 T3: fosetil-Al 726 1.263098 b
15 T7: Trichoderma harzianum 73.0  1.263098 b
15 T8: extracto de cafa + &cidos uronicos 73.2  1.263098 b
15 T6: sulfato de cobre pentahidratado 73.4  1.263098 b
30 T2: Control con infeccion 73.6 1.263098 a
30 T4: metalaxil 79.0  1.263098 ab
30 T5: gluconato de cobre 80.0 1.263098 b
30 T6: sulfato de cobre pentahidratado 81.2 1.263098 b
30 T7: Trichoderma harzianum 81.2  1.263098 b
30 T8: extracto de cafa + &cidos uronicos 814  1.263098 b
30 T3: fosetil-Al 81.4 1.263098 b
30 T1: Control sin infeccion 81.8  1.263098 b
45 T2: Control con infeccion 79.2  1.263098 a
45 T6: sulfato de cobre pentahidratado 86.2 1.263098 b
45 T3: fosetil-Al 87.2  1.263098 b
45 T4: metalaxil 88.6 1.263098 b
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Tiempo Tratamiento emmean SE  .group
45 T8: extracto de cafia + acidos uronicos 89.0  1.263098 b
45 T1: Control sin infeccion 89.0  1.263098 b
45 T7: Trichoderma harzianum 89.6  1.263098 b
45 T5: gluconato de cobre 89.6 1.263098 b
60 T2: Control con infeccion 84.4  1.263098 a
60 T6: sulfato de cobre pentahidratado 89.8 1.263098 ab
60 T3: fosetil-Al 90.0  1.263098 b
60 T4: metalaxil 90.2  1.263098 b
60 T8: extracto de cafa + &cidos uronicos 914  1.263098 b
60 T7: Trichoderma harzianum 92.0 1.263098 b
60 T5: gluconato de cobre 92.6 1.263098 b
60 T1: Control sin infeccion 926  1.263098 b
75 T2: Control con infeccion 87.8  1.263098 a
75 T6: sulfato de cobre pentahidratado 91.4  1.263098 ab
75 T8: extracto de cafia + &cidos uronicos 92.0  1.263098 ab
75 T4: metalaxil 92.2  1.263098 ab
75 T7: Trichoderma harzianum 92.2 1.263098 ab
75 T3: fosetil-Al 92.2  1.263098 ab
75 T5: gluconato de cobre 93.2 1.263098 ab
75 T1: Control sin infeccion 944  1.263098 b
90 T2: Control con infeccion 91.8  1.263098 a



Tiempo Tratamiento emmean SE  .group

90 T6: sulfato de cobre pentahidratado 92.8 1.263098 ab
90 T7: Trichoderma harzianum 93.2 1.263098 ab
90 T8: extracto de cafia + acidos uronicos 93.2  1.263098 ab
90 T3: fosetil-Al 940  1.263098 ab
90 T4: metalaxil 942  1.263098 ab
90 T5: gluconato de cobre 94.2 1.263098 ab
90 T1: Control sin infeccion 97.4  1.263098 b

Anexo 10. Tukey - Peso fresco de Raiz

Tratamiento emmean SE  .group
T2: Control con infeccion 56.6  5.741951 a
T1: Control sin infeccion 71.0  5.741951 ab
T6: sulfato de cobre pentahidratado 74.0  5.741951 ab
T3: fosetil-Al 79.0 5.741951 ab
T5: gluconato de cobre 81.0  5.741951 ab
T7: Trichoderma harzianum 88.0  5.741951 b
T8: extracto de cafa + &cidos urénicos 90.0 5.741951 b

T4: metalaxil 93.0 5.741951 b




Anexo 11. Tukey - Peso Seco de Raiz

Tratamiento emmean SE .group
T2: Control con infeccion 24.4  5.800431 a
T1: Control sin infeccion 34.0 5.800431 ab
T6: sulfato de cobre pentahidratado 38.0  5.800431 ab
T5: gluconato de cobre 49.0  5.800431 ab
T7: Trichoderma harzianum 49.0 5.800431 ab
T8: extracto de cafa + &cidos urénicos 52.0  5.800431 b
T3: fosetil-Al 53.0 5.800431 b
T4: metalaxil 55.0  5.800431 b
Anexo 12. Tukey - Peso fresco Aéreo
Tratamiento emmean SE  .group
T2: Control con infeccion 58  5.086747 a
T3: fosetil-Al 73 5.086747 ab
T6: sulfato de cobre pentahidratado 73 5.086747 ab
T1: Control sin infeccion 75  5.086747 ab
T8: extracto de cafa + &cidos urénicos 78  5.086747 ab
T4: metalaxil 79  5.086747 ab
T5: gluconato de cobre 81  5.086747 ab
T7: Trichoderma harzianum 82  5.086747 b
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Anexo 13. Tukey - Peso Seco Aéreo

Tratamiento emmean SE  .group
T2: Control con infeccion 37 458939 a
T6: sulfato de cobre pentahidratado 46 4.58939 ab
T4: metalaxil 53  4.58939 ab
T1: Control sin infeccién 55  4.58939 ab
T3: fosetil-Al 56  4.58939 ab
T7: Trichoderma harzianum 56  4.58939 ab
T8: extracto de cafia + acidos uronicos 57  4.58939 ab

T5: gluconato de cobre 59 4.58939 b




Anexo 14. Comparacion de medias (Tukey) del indice SPAD

Tiempo Tratamiento emmean SE .group
15 T2: Control con infeccion 33.286  1.745103 a
15 T5: gluconato de cobre 37.292  1.745103 ab
15 T8: extracto de cafia + acidos uronicos 37.780  1.745103 ab
15 T3: fosetil-Al 38.542 1.745103 ab
15 T4: metalaxil 39.068  1.745103 ab
15 T6: sulfato de cobre pentahidratado 40.660 1.745103 ab
15 T1: Control sin infeccion 41.852  1.745103 b
15 T7: Trichoderma harzianum 41.912 1.745103 b
30 T2: Control con infeccion 32.694  1.745103 a
30 T5: gluconato de cobre 35.980 1.745103 ab
30 T8: extracto de cafa + &cidos uronicos 38.658  1.745103 ab
30 T4: metalaxil 39.248  1.745103 ab
30 T7: Trichoderma harzianum 39.776  1.745103 ab
30 T1: Control sin infeccion 39.894  1.745103 ab
30 T3: fosetil-Al 40.548 1.745103 b
30 T6: sulfato de cobre pentahidratado 42.664  1.745103 b
60 T2: Control con infeccion 31.802 1.745103 a
60 T5: gluconato de cobre 35.440 1.745103 ab
60 T4: metalaxil 38.480  1.745103 ab
60 T8: extracto de cafa + &cidos uronicos 39.382  1.745103 ab
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Tiempo Tratamiento emmean SE  .group
60 T1: Control sin infeccion 39.568  1.745103 b
60 T7: Trichoderma harzianum 39.866  1.745103 b
60 T3: fosetil-Al 40.054 1.745103 b
60 T6: sulfato de cobre pentahidratado 41.440 1.745103 b
90 T2: Control con infeccion 31.988  1.745103 a
90 T5: gluconato de cobre 35.022 1.745103 ab
90 T8: extracto de cafia + acidos uronicos 37.020  1.745103 ab
90 T4: metalaxil 37.038  1.745103 ab
90 T7: Trichoderma harzianum 37.758  1.745103 ab
90 T1: Control sin infeccion 39.926 1.745103 b
90 T3: fosetil-Al 40.286 1.745103 b
90 T6: sulfato de cobre pentahidratado 40.518 1.745103 b

Anexo 15. Comparacion de medias (Tukey) para el Area Foliar
Tratamiento emmean SE  .group

T2: Control con infeccién 34.806  2.7473 a

T8: extracto de cafia + acidos urénicos 57.674  2.7473 b
T1: Control sin infeccion 59.920  2.7473 b

T4: metalaxil 64.686  2.7473 bc

T6: sulfato de cobre pentahidratado 66.858  2.7473 bc
T5: gluconato de cobre 69.204  2.7473 bcd



Tratamiento emmean SE .group
T7: Trichoderma harzianum 74.251 2.7473 cd
T3: fosetil-Al 80.064 2.7473 d
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