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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar el efecto de seis
sustancias quimicas (Acido fosforoso, fosetil-Al, fosfito de potasio, sulfato de cobre
pentahidratado, mananos oligosacaridos, acibenzolar-S-methyl) y dos agentes biol6gicos
(Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum), en el control de Lasiodiplodia theobromae,
utilizados como inductores de defensas en plantas de vid. En laboratorio se evalud la
efectividad en la inhibicion del crecimiento de L. theobromae de los productos quimicos y
de los agentes biologicos mediante la tecnica del alimento envenenado. Adicionalmente se
evaluo la efectividad de los agentes bioldgicos mediante la técnica de enfrentamiento dual.
La mayor inhibicion de L. theobromae se obtuvo con el tratamiento con &cido fosforoso (100
%) en el caso de los productos quimicos, y entre los biologicos, el tratamiento con B. subtilis
inhibio el 88.7 % el crecimiento de L. theobromae. En vivero se utilizaron plantas de vid
‘Red Globe’ sobre patron ‘Harmony’, las cuales fueron inoculadas con micelio de L.
theobromae, tanto en la variedad como en el patron. Los tratamientos fueron aplicados en
dos estrategias de control, preventiva y curativa. En la estrategia preventiva se realizaron
tres aplicaciones foliares de los productos con intervalos de diez dias entre aplicacion, y
cinco dias después de la tltima aplicacion se realiz6 la inoculacion de L. theobromae. En la
estrategia curativa primero se inoculé el patégeno y cinco dias después se empezaron las
aplicaciones de los productos, realizandose tres aplicaciones en intervalos de diez dias entre
aplicaciones. EI mejor control de L. theobromae en vivero se obtuvo con los tratamientos:
Mananos oligosacaridos y Acibenzolar-S-Methil, tanto en aplicaciones preventivas como en

curativas.

Palabras clave: Lasiodiplodia theobromae, Vitis vinifera. Mananos oligosacaridos,
Acibenzolar-s-metil



ABSTRACT

A research work was done to evaluate the effect of six chemical defense inducers
(phosphorous acid, fosetyl-Al, potassium phosphite, copper sulfate pentahydrate, mannan
oligosaccharides, acibenzolar-S-methyl) and two biological agents (Bacillus subtilis and
Trichoderma harzianum), in the control of Lasiodiplodia. theobromae in grape vine plants.
Effectiveness of growth inhibition by the chemical products and of the biological agents
were evaluated in the laboratory by the technique of poisoned food. Additionally, the
effectiveness of the biological agents was evaluated through the dual confrontation
technique. Among the chemicals, highest inhibition of L. theobromae was obtained with
phosphorous acid (100%), and among the biological treatments, B. subtilis inhibited the
growth of L. theobromae by 88.7%. At nursery, 'Red Globe' grapevine plants on 'Harmony'
rootstock, were inoculated with L. theobromae mycelium, either on scion and rootstock.
Treatments were applied following preventive and curative strategies. In the preventive
strategy, three foliar applications of the products were made at ten days intervals. Five days
after the last application, the inoculation of L. theobromae was performed. In the curative
strategy, the pathogen was first inoculated, and five days later the applications of the
products were started. Three applications were applied at ten-day intervals. The best control
of L. theobromae in the nursery was obtained with the treatments: Mananos oligosaccharides

and Acibenzolar-S-Methil, both in preventive and curative strategies.

Keywords: Lasiodiplodia theobromae, Vitis vinifera, Mannan oligosaccharides,

Acibenzolar-s-methyl



l. INTRODUCCION

La vid (Vitis vinifera L.) es uno de los cultivos mas extensamente cultivados en el
mundo cubriendo un area de 10 millones de hectareas aproximadamente. Se desarrolla tanto
en regiones templadas como tropicales, pero la mayoria de los vifiedos estan establecidos en

zonas de climas templados, concentrandose la mayor cantidad en Europa.

La especie V. vinifera de Europa y Asia occidental es la Unica significativamente
cultivable, sus bayas son suculentas, grandes y con aptitudes viniferas. El jugo de sus frutos
fermentados se transforma en vino y brandy. También se consume en fresco como uva de
mesa y, mediante su almacenamiento en frio en ambos hemisferios, se puede consumir
durante todo el afio. También, por secado, el fruto se convierte en pasas que tienen un alto
valor nutritivo. Los jugos no fermentados, el jugo concentrado helado y las conservas, son

otros otras formas de consumo de sus frutos (Pearson 2011).

El cultivo de la vid constituye una de las actividades fruticolas de mayor importancia
en el Peru por su extension, por su valor de produccion y por ser fuente de la materia prima

que requiere la industria vitivinicola nacional.

El cultivo de vid es afectado por diversas enfermedades que merman la produccion
tales como la muerte regresiva (Lasiodiplodia theobromae), la enfermedad de Petri
(Phaeoacremonium spp. y Phaeomoniella chlamydospora), la Yesca, la Eutipiosis (Eutypa
lata), la podredumbre blanca (Armillaria sp.), la pudricidn de las raices (Rosellinia necatrix),
la Oidiosis de la vid (Uncinula necator), el mildiu de la vid (Plasmopara viticola), el moho
gris 0 podredumbre gris de las uvas (Botrytis cinerea), tumores o agallas del cuello

(Agrobacterium tumefaciens) (Reynier 1989).

La enfermedad causada por Lasiodiplodia theobromae ocasiona una reduccién del
crecimiento y un decaimiento general de las plantas de vid. Esta enfermedad afecta

principalmente a las plantas jovenes causando enormes pérdidas en nuevas plantaciones. Las



fuentes de indculo de esta enfermedad son el material de propagacién infectado y la
liberacion de propagulos infectivos (conidias) que se diseminan a otras plantas. (Mugnai et
al. 1999, Poscoe & Cotral 2000).

En campos instalados con vid es dificil curar las plantas infectadas con Lasiodiplodia
theobromae debido a que este hongo se localiza en tallo a nivel de patrén e injerto y la
principal fuente de indculo es el material de propagacion infectado, por tal motivo, durante
el proceso de propagacion de la vid en vivero y en campo, se debe tomar medidas que eviten

la contaminacion del material.

Diferentes estudios muestran el potencial de ciertos productos quimicos y biolégicos
para el control de diversas enfermedades, por ello, esta investigacion tiene el proposito de
determinar la eficacia de diversos productos de naturaleza quimica y biol6gica como
inductores de resistencia para prevenir y curar la muerte regresiva causada por Lasiodiplodia

theobromae en vid (Vitis vinifera), in vitro y en vivero.

Los objetivos del presente trabajo de investigacion fueron:

a. Establecer la eficacia del control, in vitro. de seis productos inductores de
resistencia de naturaleza quimica (Acido fosforoso, fosetil de aluminio, fosfito
de potasio, sulfato de cobre pentahidratado, mananos oligosacaridos, acibenzolar
S-methyl) y dos de naturaleza bioldgica (Bacillus subtilis y Trichoderma
harzianum), frente a Lasiodiplodia theobromae.

b. Determinar la eficacia en vivero de seis productos inductores de defensa de
naturaleza quimica (Acido fosforoso, fosetil de aluminio, fosfito de potasio,
sulfato de cobre pentahidratado, mananos oligosacaridos, acibenzolar S-methyl)
y dos de naturaleza bioldgica como Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum en
el control curativo y la prevencion de la muerte regresiva causada por

Lasiodiplodia theobromae en vid (V. vinifera).



II.  REVISION DE LITERATURA

2.1. Lavid (Vitis vinifera Linneo)

2.1.1. Origeny usos

La vid (Vitis vinifera L.) es uno de los cultivos méas antiguos del mundo ya que sus
origenes se remontan practicamente a la aparicion misma del hombre. En los comienzos,
éste se alimentaba de los frutos de las plantas que crecian de forma silvestre en su entorno
y, posteriormente, al igual que muchas de las plantas que les resultaban dtiles, la domestico
para utilizarla para su consumo. El origen geografico de la vid se sitla entre Europa y Asia
Central, en la region del Caucaso, entre el Mar Negro y el Mar Caspio. Los primeros indicios
de la actividad viticola aparecen en esta zona, y datan de 5000 afios antes de Cristo. A partir
de aqui el cultivo de la vid fue extendiéndose hacia occidente pasando por Mesopotamia,
Siria, Fenicia, Egipto y Grecia y de ahi al resto de Europa y del mundo. Los colonos
espanoles fueron los que lo introdujeron en Ameérica del Norte desde donde se extendid a
todo el continente americano (Hidalgo 2002). Esta especie fue traida a Meéxico por los
espafioles, para posteriormente pasar de este pais a Peru, Chile, Argentina y, en los siglos
XVIl'y XVIII, a California (Macias 1993).

La uva, fruto de la vid, se ha utilizado para consumo en fresco o conservado bajo
forma de pasas; pero también para la produccion del vino, una de las bebidas méas populares
y milenarias que se conoce. Estas tres formas de consumo son tan tradicionales y antiguas
como el cultivo mismo (Hidalgo 2002). El vino era conocido en todos los pueblos antiguos,
desde la India pasando por Grecia, Egipto y en el Imperio Romano. Desde el siglo V hasta
el Renacimiento, la viticultura fue mantenida y mejorada en Europa por las 6rdenes
religiosas y la nobleza. Posteriormente, la colonizacion espafiola expandié la produccion y

consumo del vino por el Nuevo Mundo (Surico 2000).



2.1.2. Taxonomia

La vid esté clasificada, segin Cronquist y Takhtajan (1980), de la siguiente manera:

Reino : Vegetal
Agrupacion . Cormofitas
Tipo : Faner6gamas
Subtipo : Angiospermas
Clase : Dicotiledoneas
Subclase : Dialipétalas
Orden : Ramnales
Familia : Vitacea
Género : Vitis

Especie - V. vinifera

La botanica sistematica sitla a la vid en la més importante agrupacion del reino
vegetal: las Cormofitas (plantas con raiz, tallo y hoja, aut6trofas con clorofila y reproduccion
constante sexual ademas de la vegetativa): Tipo Fanerogamas o Espermafitas (plantas con
flores y semillas); Subtipo Angiospermas (plantas con semillas encerradas en un ovario);
Clase Dicotiledoneas (con dos hojas embrionarias en la base de la plantula); Orden Ramnales
(plantas lefiosas con un solo ciclo de estambres situados delante de los pétalos). En la Familia
Vitaceae (flores con corola de pétalos soldados superiormente y de prefloracion valvar, con
caliz poco desarrollado, gineceo generalmente bicarpelar y bilocular, con fruto en baya) y
en el Género Vitis (con flores exclusivamente dioicas en las especies silvestres, y

hermafroditas o unisexuales en las cultivadas) (Hidalgo 2002).

La familia Vitacea, a la que pertenece la vid, incluye a los géneros Ampelopsis,
Cissus, Parthenocissus y Tetrastigma entre otros. El género Vitis, al que corresponden las
vides cultivadas, segun la clasificacion clasica se divide en dos secciones o subgéneros:
Euvitis y Muscardinia. ElI subgénero Muscardinea contiene tres especies de las cuales
solamente una es cultivada, V. rotundifolia. Esta especie, originaria del sur de Estados
Unidos, muestra resistencia a varias enfermedades y al insecto responsable de la filoxera,
Dactylosphaera vitifoliae, por lo que presenta gran interés en la mejora del cultivo de la vid
(Hidalgo 2002).



El subgénero Euvitis comprende unas 30 especies que se distribuyen mundialmente
de la siguiente manera: a) Americanas: agrupa a una veintena de especies que presentan
pocas aptitudes viniferas con la excepcion de V. labrusca. Del resto, existen varias que por
su resistencia a la filoxera se han utilizado como patrones o para la produccion de plantas
madres e hibridos productores directos. Entre los mas importantes se citan V. riparia, V.
rupestris, V. berlandieri y V. cordifolia. b) Asiaticas: existen unas veinte especies que no
presentan apenas interés para la produccion de uva. Entre ellas se encuentra V. amurensis; y
c) Europeas: s6lo hay una especie, V. vinifera. Esta es la que presenta las mejores cualidades
para la produccion de uva de mesa, pasas y vino. Incluye varios miles de variedades o
cultivares como resultado de cruzamientos naturales. La seleccion natural ha eliminado los
individuos peor adaptados al medio y posteriormente el hombre ha seleccionado las
variedades que mas se adaptan a sus necesidades de produccion. Esta especie presenta el
gran inconveniente de ser altamente sensible a la filoxera y a varias enfermedades (Hidalgo
2002).

2.1.3. Caracteristicas morfologicas

La vid es un arbusto sarmentoso y trepador, que se fija a tutores naturales o
artificiales, cuando estos tutores faltan, se extiende sobre la superficie del terreno, en
posicion mas 0 menos erguida, ocupando extensiones de alguna consideracion (Hidalgo
2002).

La vid esta dotada de un gran poder de emision de raices. Normalmente la mayoria
de ellas se encuentra a una profundidad comprendia entre 0.6 my 1.5 m, pudiendo penetrar
en suelos arenosos hasta 3,60 m. Las plantas obtenidas por via vegetativa (estacas), poseen
raices numerosas y muy ramificadas, mientras que las provenientes de semilla tienen su raiz
pivotante bien caracteristica. El tallo esta constituido por el tronco, las ramas principales, los
sarmientos y las yemas. El tronco, que no es otra cosa que la continuacion hacia arriba de
los 6rganos de la planta del subsuelo, es generalmente tortuoso y cubierto por una corteza
méas o menos caduca (Vitis vinifera, V. labrusca, etc.), que en el caso de especies del
subgénero Muscadina (V. rotundifolia) estd adherida. La corteza cada afio crece en didmetro,

afiadiendo una capa nueva de madera, justamente debajo de la corteza.



Las ramas principales, de similares caracteristicas que el tronco, constituyen las
primeras ramificaciones de éste. Las ramas secundarias o brotes anticipados, surgen
directamente de yemas situadas en las ramas primarias, son mas cortas y dificilmente poseen

flores y racimos (Hidalgo 2002).

Las yemas estan constituidas generalmente por tres brotes parcialmente desarrollados
con hojas rudimentarias, o bien con hojas y racimos florales, cubiertos por escamas que estan
impregnadas con suberina y revestidas con pelillos que protegen las partes interiores contra
el secamiento. En condiciones normales, solamente uno de los tres brotes desarrollados
parcialmente crece en primavera, constituyendo el punto de crecimiento primario. Las yemas
se clasifican en: vegetativas, fruteras, axilares, latentes y adventicias. Las yemas vegetativas
producen solamente hojas. Las yemas fruteras producen hojas y racimos florales, los cuales
se localizan en posicidn opuesta a las hojas en el tercero y cuarto, cuarto y quinto, o quinto
y sexto nudo, contados a partir de la base (nacimiento del sarmiento). Las yemas axilares
normalmente salen de la axila de las hojas. Las yemas latentes son yemas axilares que por
alguna razon permanecen inactivas una estacion o mas. Las yemas adventicias se desarrollan
en cualquier parte de la vid, excepto en la punta de un brote o en las axilas de las hojas.
(Hidalgo 2002).

Las hojas son el crecimiento expandido de un brote que nace en un nudo y tiene una
yema en su axila. Cada hoja tiene tres partes: peciolo, bracteas y limbo, el cual posee senos,
I6bulos y nervaduras cuyas caracteristicas varian segin la especie y variedad. (Hidalgo
2002).

Los zarcillos son considerados por algunos autores como el aborto de una
inflorescencia y sirven para sujetar los brotes, protegiéndolos de la accion del viento. Al

comienzo son herbaceos, para volverse lefiosos en el otofio (Hidalgo 2002).

Las flores las lleva en un racimo constituido por un eje principal, llamado raquis, del
cual salen ramas que se dividen para formar pedicelos, que son los que llevan las flores
individuales. La porcion del raquis que se extiende desde el brote hasta su primera rama se
Ilama péndulo. El eje principal con todas sus ramificaciones (raquis, ramas y pedicelos) se

denominan escobajo. Aunque la mayoria de las variedades comerciales de Vitis vinifera son



perfectas (con 6rganos masculinos y femeninos bien desarrollados en la misma flor), existen
también flores puramente femeninas o puramente masculinas. La flor de la vid, a diferencia
de la mayoria de las flores de otras especies, no se abre en la extremidad superior de la corola,
sino que esta se desprende de la base en el momento de la floracion y cae al suelo (Hidalgo
2002).

El racimo de uvas es el conjunto de frutos de la vid, puede tener forma regular o
irregular. El escobajo es la parte lefiosa del racimo que sirve de soporte a los granos, cuya
composicion al estado verde es parecida a la de las hojas, representando el 5 % del peso del
total del racimo. Los granos son la parte carnosa del racimo, constituido por bayas, cuyas
caracteristicas son propias de cada variedad y que, por lo general, contienen semillas, siendo
sus principales elementos: azlcares, agua, taninos, acidos y potasa, que representan el 95%

del peso total del racimo (Hidalgo 2002).

2.2. Condiciones ecoldgicas para el cultivo de la vid

2.2.1. Clima

De todos los componentes del clima, la temperatura es una de las mas importantes,
el umbral de temperatura de crecimiento aparente para el cultivo de la vid esta entre 10 °C y
30 °C; el crecimiento se acelera al aumentar la temperatura. EI rango éptimo se situa entre
25y 30 °C., por encima de 30 o0 32 °C, el crecimiento se vuelve lento y se detiene hacia los
38 °C (Reynier 2002).

El cultivo de la vid se adapta muy bien a diferentes condiciones climaticas y tipos de
suelo. Si bien es exigente en calor y sensible a las heladas, durante el invierno, cuando la
planta estéa en receso, puede soportar temperaturas de hasta -15 °C; aunque una vez ocurrida
la brotacién, una exposicion a tan sélo -2 °C puede ocasionar la pérdida total de la cosecha.
En el otro extremo puede sobrellevar temperaturas de hasta 40 °C y, en ocasiones, de hasta
45 °C. Las temperaturas 0ptimas para el cultivo de la vid en sus distintas etapas de desarrollo
serian las siguientes: apertura de yemas entre 9y 10 °C; floracién entre 18 y 22 °C; floracion
a cambio de color entre 22 y 26 °C; cambio de color a maduracion entre 20 y 24 °C; vendimia
entre 18 y 22 °C (Reynier 1989).



2.2.2. Suelo

En cuanto a sus requerimientos de suelo, se adapta muy bien a diferentes tipos; no
obstante, la calidad del vino puede variar segun el tipo de suelo donde se cultiva, por lo que
éste resulta un factor determinante en la produccién. Asimismo, la vid es muy resistente a la
sequia; una vez cubiertas las necesidades minimas de agua, con unas pocas lluvias puede

vegetar sin problemas (Hidalgo 2002).

Un componente importante del terreno para la vid es la materia organica, un terreno
pobre tiene menos de 1.5 % de materia organica, uno suficientemente dotado tiene de 1,5 a
2,5% y uno bien dotado tiene de 2,5 a 3,5%. La vid se adapta a muchisimos terrenos, ademas
hay una cierta gama de patrones que permite adaptarse a las mas variadas exigencias
(Reynier 1989).

2.3. Lasiodiplodia theobromae

2.3.1. Generalidades

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maubl (Sin. Botryodiplodia theobromae)
es un patdégeno comin de plantas en &reas tropicales y subtropicales del mundo. Esta
asociado con varios sintomas incluyendo cancros, muertes regresivas y pudricion de raices
en un amplio rango de hospedantes (Punithalingan 1980). Los cancros vasculares y la muerte
regresiva de vid, causados por L. theobromae, fueron reportados por primera vez en 1972 en
Egipto; después de cincuenta afios un estudio en campo llevados fuera de California,
mostraron que L. theobromae es un importante patogeno de vid (Levitt and Munnecke 1987).
Estudios recientes muestran que dicho patégeno ha sido significativamente asociado con
declinamientos de vid en Sudéafrica y Australia (Taylor et al. 2005, Wood and Wood 2005).
L. theobromae and Diplodia seriata fueron un problema mayor en la produccion de uva en

las areas mas importantes del cultivo de vid de México (Urbez-Torres 2008).

L. theobromae es un hongo imperfecto y se considera el anamorfo o fase asexual del
Ascomiceto Botryosphaeria rhodina ((Phillips et al. 2007). Este hongo es el causante de la
enfermedad conocida como la muerte regresiva de ramas, se encuentra ampliamente
distribuido en regiones tropicales y subtropicales presentdndose en un amplio rango de

plantas (Punithalingan 1976). A pesar de que el hongo puede penetrar directamente a los



tejidos sanos del hospedante, su desarrollo es mas rapido cuando penetra por las heridas
(Cederio et al. 1995). Los picnidios se forman sobre el tejido infectado en presencia de la luz
solar, pudiendo formarse cientos de ellos; por lo que es importante, en condiciones de campo,
el recojo y quema de los restos vegetales infectados sobre los cuales se observan en forma
de polvo negro y granuloso (Mont 1993).

En medio de cultivo forma micelio aéreo que se vuelve gris después de 6 a 8 dias con
produccion de picnidias después de un mes, las conidias son de forma elipsoidal de pared
gruesa, inicialmente hialinas y sin septas con medidas de 20 a 25 (22.5) x 12 a 14 (13) micras.
Las conidias luego se tornan de color marrén al momento de madurar, con una septa
transversal y con estrias longitudinales en la pared. (Holiday 1995). Se ha comprobado que
este patdgeno crece en un rango de pH de 4 a 10, mostrando una gran adaptabilidad a las

condiciones adversas para su crecimiento (Michelena et al. 2001).

L. theobromae, crece vigorosamente en diferentes medios de cultivo, posee una gran
capacidad para utilizar los carbohidratos como unica fuente de carbono y energia, pues crece
rapidamente en presencia de altas concentraciones de almiddn y sacarosa, esta caracteristica,
unida a su gran poder de penetracion en tejidos vegetales, explica la rapidez con que es capaz
de multiplicarse en plantas, pudiendo causar desde dafios simples a severos (Almeida et al.
2000).

2.3.2. Sintomatologia de la enfermedad

Los sintomas externos que muestran las plantas afectadas por la enfermedad,
incluyen produccion de brotes débiles, necrosis en los margenes de la hoja, acortamiento de
entrenudos, hojas, tallos y ramas mas pequefias, posteriormente un decaimiento general que
acaba con la muerte de la planta. Los sintomas internos son facilmente apreciables en el
tronco y en los brazos, al efectuar cortes trasversales, se observa necrosis en diferentes
sectores y de consistencia dura, estas lesiones puede tener su origen en la base de las ramas
afectadas y se extienden hacia debajo a la zona del injerto. Aunque la enfermedad puede
causar un colapso rapido y muerte de plantas jovenes, lo normal es que el decaimiento sea
lento y progresivo, produciéndose el amarillamiento de las hojas, la muerte de alguna rama
y la reduccion del crecimiento a partir del primer afio después de plantacién (Oliveira et al.
2004).



2.4. Defensa de las plantas

Las plantas pueden poseer mecanismos constitutivos de defensa que proveen, de
forma pasiva, resistencia contra patdgenos. Los mecanismos de resistencia constitutiva o
"preformada” se pueden dividir en mecanismos de defensa estructurales constitutivos, como
por ejemplo la presencia de capas gruesas de cuticula, presencia de tricomas, formacion de
ceras, entre otros; y mecanismos de defensa quimicos constitutivos, tales como la
acumulacion de compuestos toxicos en las células vegetales. (Osbourn 1996). De esta forma,
los mecanismos constitutivos de resistencia en las plantas se basan en los rasgos distintivos
de una especie o cultivar particular y generalmente no involucra una respuesta activa del

hospedante ante la presencia del patdgeno (Collinge et al. 1994).

A diferencia de la defensa constitutiva, los mecanismos inducidos de defensa,
también llamados como resistencia inducida, se activan solamente como una respuesta al
ataque de un patogeno (Collinge et al. 1994). El ataque de patdgenos es una condicion
desfavorable que generalmente activa una serie de mecanismos de defensa en la planta cuyo

fin es detener, aminorar o contrarrestar la infeccion (Collinge et al. 1994).

La resistencia inducida es un mecanismo activo de defensa que involucra cambios
claros en el metabolismo provocados por la expresion diferencial de genes. Por lo tanto, para
que ocurra la induccion de la defensa, es necesaria la mediacion de sistemas de
reconocimiento especifico, mediante los cuales la planta reconoce la presencia del patdgeno
(Hutcheson 1998).

La induccion de la defensa es una estrategia emergente de control que ha sido usado
para proteccién de plantas contra patdgenos vasculares (Benhamou and Bélanger 1998). La
induccidn de las resistencias es un estado de mejora de la capacidad defensiva de las plantas
contra el ataque provocado por estimulos abioticos y bioticos, como fragmentos de pared
celular de hongos y de plantas, extractos de plantas y sustancias quimicas sintéticas,
mediante el cual las defensas basales de las plantas son inducidos contra infecciones bidticas.
(Knoester et al. 1999).

10



Investigaciones por cerca de 100 afios han demostrado que las plantas pueden ser pre
condicionadas a enfermedades. Inicialmente las investigaciones se referian a la inmunidad
fisiologica que adquirian. Tomo 60 afios antes que los resultados del experimento de Ross
fueran publicados. Ross utilizo el virus del mosaico del tabaco para sensibilizar el tabaco.
Las inoculaciones las realizé cerca y lejos de hojas después inoculadas con otro patdgeno
para definir el concepto de “Resistencia localizada adquirida” y “Resistencia sistémica
adquirida (SAR)”. Estos estudios permitieron desarrollar el modelo clasico de SAR durante
1980’s en otras plantas tales como Pepino (Cucumis sativus L.), frijol comdn (Phaseolus
vulgaris L.) arroz (Oryza sativa L.) y Arabidiopsis thaliana, demostrando que el SAR se
conservo a través de diversas familias de plantas y fue efectiva contra amplio rango de virus,
bacterias, hongos fitopatdgenos asi como planta parasita e insectos herbivoro. (Sticher et al.
1997).

Se requiere desarrollar sistemas de manejo integrado para la enfermedad; como una
alternativa de control, y dentro de ellos tenemos el uso de activadores quimicos de resistencia
que permitiran reducir el nimero de aplicaciones y reducir la posibilidad de resistencia a los
fungicidas por parte del patégeno. Ademas, estos productos ofrecen un buen control de la

enfermedad y son indcuos para el hombre y el medio ambiente (Navia et al. 2000).

2.4.1. Activacion de las defensas inducidas de las plantas

La activacion de la defensa inducida en las plantas supone la existencia de
mecanismos de reconocimiento mediante los cuales la planta determina la presencia del
patégeno. Ciertas sustancias como carbohidratos, proteinas y pequefias moléculas son
capaces de actuar como inductor de defensa. Los inductores no-especificos son cualquier
sustancia que induce la activaciéon de defensa de forma no especifica. Por ejemplo, los
polimeros de azlcar que conforman la pared celular tanto de hongos como de las células
vegetales, son reconocidos desde hace varios afios como agentes capaces de inducir la
expresion de genes de defensa en plantas (Darvill and Albersheim 1984). Esto es congruente
con el hecho de que la muerte del tejido hospedante, causada por el ataque del patégeno o
por una reaccion de hipersensibilidad (HR), libera componentes de la pared celular vegetal
que inducen la activacion de defensa en tejidos adyacentes. De manera similar, la actividad
de algunas enzimas hidroliticas, producidas por la célula vegetal como reaccion de defensa,
liberan componentes de la pared celular de ciertos hongos que tienen un efecto inductor de
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defensa en los tejidos vegetales. La reaccion de defensa también se puede activar de forma
no especifica por factores abidticos como el choque térmico, la sequia, diversas sustancias
quimicas y la luz ultravioleta. En general, este tipo de inductores abioticos activan respuestas

de defensa ya que provocan heridas y dafio fisico en los tejidos (Collinge et al. 1994).

El reconocimiento especifico tiene lugar cuando ocurre una interaccion entre las
proteinas codificadas por los genes R y los correspondientes productos de los genes Avr del
patdgeno. Esta interaccion da origen a una cascada de sefiales y otras vias de transduccién
que finalmente llevan a la expresion de genes asociados a la defensa (Hammond - Kosack
and Jones 1996).

Los mecanismos de defensa que son inducidos como consecuencia del
reconocimiento especifico son los responsables de la resistencia, actuando muchas veces en
conjunto para detener el avance del patdgeno. Estos mecanismos incluyen principalmente la
muerte celular por reaccion hipersensible (HR), la acumulacion de metabolitos secundarios
con actividad antimicrobiana, la acumulacion de enzimas hidroliticas y la acumulacion de
sustancias de refuerzo que evitan el avance del patogeno, entre otros (Collinge et al. 1994).
La HR ademaés esté asociada a la expresion simultdnea o paralela de otros mecanismos de
defensa, incluyendo la acumulacion de fitoalexinas, lignina, suberina y proteinas ricas en
hidroxiprolina; y con la produccion y acumulacién de altas cantidades de proteinas
relacionadas con la patogénesis o proteinas PR, que se asocian con el fendbmeno de
resistencia sistémica adquirida o0 SAR (Ryals et al. 1996). A pesar de que la HR es un
mecanismo sumamente efectivo que produce una reaccion de resistencia casi absoluta, ain
no existe consenso que defina si la HR es directamente responsable de la resistencia, al privar
de tejido vivo y nutrimentos al patégeno, o si mas bien su accion esta basada en la
acumulacion de compuestos dafiinos que simultaneamente matan al patdgeno y a las células
hospedantes (Heath 2000). Sin embargo, cada vez existe mas evidencia de que el proceso de
HR ocurre como resultado de una necrosis controlada de forma similar a la apoptosis o
muerte celular programada conocida en los tejidos animales (Raff 1998). EI fendmeno de
muerte celular programada o PCD estd mediado por una explosion oxidativa que libera
agentes altamente oxidantes llamados AOS "active oxygen species”, tales como el
superoxido (O -) y el peroxido de hidrogeno (H202) (Levine et al. 1994). La reaccion
hipersensible parece ocurrir como un programa suicida activo y organizado, y no como

consecuencia de un colapso celular pasivo producido por el ataque del patégeno o por toxinas
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derivadas de éste (Gilchrist 1998). La generacion de la PCD estéa relacionada mediante
sefiales con la activacion y coordinacion de los otros mecanismos de defensa. Se ha
demostrado que el H20> tiene ademés una funcion como sefial difundible implicada en la

induccion de otros mecanismos de defensa (Orozco-Céardenas et al. 2001).

Las fitoalexinas se definieron originalmente como metabolitos secundarios de bajo
peso molecular con propiedades antimicrobianas y que se producen y acumulan en plantas
expuestas a microorganismos (Paxton 1981). Estos compuestos normalmente se encuentran
en niveles basales muy bajos en las plantas sanas pero su acumulacién se incrementa
dramaticamente después del ataque de un patdgeno. Las fitoalexinas se acumulan en grandes
cantidades tanto en el sitio de penetracién como en las células y tejidos adyacentes a las
células que reaccionan con la HR (Hammerschmidt 1999). Entre las fitoalexinas mas
estudiadas se encuentran aquellas derivadas del metabolismo de los fenil propanoides que
tienen como base el aminoacido fenilalanina. La produccion de fitoalexinas se ha
correlacionado con la resistencia a patdgenos y se asocia con la induccion de una serie de
genes que codifican para enzimas especificas responsables de su sintesis (Fig. 1). Entre ellas
la fenilalanina amonio liasa (PAL), la chalcona sintasa (CHS) y la chalcona isomerasa (CHI).
La sintesis de estas enzimas como respuesta a la infeccion se ha demostrado anteriormente
(Cuypers et al. 1988).

Fenilalanima

Y [PAL]

Acido trans-cinamico

Acide d-cumarico Fitoalexinas
1 Luteolindina
4-c ma:n'l CodA Capsidiol
“cH ' G-metoximelina

1"/ X Camalexina

Sintesis de lignina Hidroxi Chaleona  Gliceolina

* Resveratrol

Hidroxi Flavona Pisatina
* / Avenantramida

Hidroxi lsoflavana

Figura N° 1 Via biosintéticas de las fitoalexinas isoflavonoides.
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Uno de los mecanismos de defensa mas evidentes es la produccion y acumulacion de
sustancias que actlan como barreras fisicas evitando el avance de patdgenos. La
lignificacion puede ser una caracteristica constitutiva en algunas especies pero también
puede ocurrir como un proceso de refuerzo de los tejidos cuando estan sujetos a dafio fisico.
La lignificacion también se manifiesta durante la defensa a patdgenos. La acumulacion de
lignina en grandes cantidades puede ocurrir de forma localizada en los tejidos atacados por
patdgenos. La lignina se produce por la union enzimatica de unidades de fenilpropanoides
formando largos polimeros que confieren impermeabilidad y resistencia mecénica; ademas,
la lignina es resistente a la degradacion producida por muchos patégenos (Nicholson and
Hammerschmidt 1992). La sintesis de lignina, al igual que la sintesis de ciertas fitoalexinas,
se deriva del metabolismo de los fenilpropanoides en donde la enzima PAL juega un
importante papel regulador. Sin embargo, la sintesis de novo de otras enzimas, como la
cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD) y algunas peroxidasas, también ocurre durante la
activacion de la defensa contra los patdgenos. Ciertas peroxidasas son encargadas de la
polimerizacion de las unidades de fenilpropanoides que da lugar a la lignina (Barber and
Mitchell 1997).

Aparte del proceso de lignificacion, las plantas producen y depositan otras sustancias
que previenen el avance de ciertos patdégenos. Entre ellas se puede mencionar las proteinas
ricas en hidroxiprolina o HRGP "hydroxyproline-rich glycoproteins", las cuales se acumulan
alrededor de los sitios de ataque del patdgeno evitando su penetracion (Benhamou et al.
1990).

Otro mecanismo estructural de defensa inducida es la formacion de papilas. La papila
es una estructura de resistencia que se produce por modificaciones de las células de la
epidermis. Las papilas estan compuestas principalmente de calosa (b-1,3-glucano) y se
asocian a la resistencia porque evitan la penetracion de los hongos (Skalamera et al. 1997).

Las proteinas relacionadas a la patogénesis o también llamadas proteinas PR, son un
grupo variable que se acumulan en las plantas después y durante la infeccién con patégenos.
Las proteinas PR se identificaron inicialmente en tabaco durante la interaccion con el virus
del mosaico del tabaco. Estas se caracterizan por su bajo peso molecular, resistencia a las
proteasas, de localizacion extracelular y con valores de pH extremos (Van Loon and Van
Kammen 1970). La clasificacion més simple se basa en los cinco grupos originalmente
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identificados para las proteinas PR de tabaco. Sin embargo, éstas han sido identificadas tanto
en dicotiledoneas como en monocotiledoneas, lo que ha generado una nueva clasificacién
(Van Loon and Van Strien 1999). Algunas de las proteinas PR poseen actividades definidas
tal como las PR-2 (b-1,3-glucanasas) y PR-3 (quitinasas). Esto sugiere que la alta expresion
de las glucanasas y las quitinasas durante la patogénesis tiene una funcion importante en la
defensa contra patdgenos que contienen b-1,3-glucano y quitina. De hecho, plantas de trigo
y arroz manipuladas genéticamente para expresar ciertas quitinasas demostraron ser mas
resistentes a los hongos Erysiphe graminis y Magnaporthe grisea respectivamente (Bliffeld
et al. 1999, Nishizawa et al. 1999). A pesar de que algunas proteinas PR como las PR-2 y
PR-3 poseen actividad antimicrobiana, ain se desconoce la funcién que tienen el resto de

ellas durante la respuesta de defensa a patdgenos y particularmente a patdgenos virales.

2.4.2. Resistencia sistémica en las plantas

La resistencia sistémica es un “estado fisiologico de mejora en la capacidad defensiva
de la planta” elicitado por un estimulo medioambiental especifico, mediante el cual las
defensas innatas de la planta son potenciadas contra cualquier cambio bidtico (Van Loon et
al. 1998). Este estado de resistencia es efectivo contra un gran rango de patdgenos y
parasitos, incluyendo hongos, bacterias, virus, nematodos, plantas parasitas y algunos
insectos herbivoros (Benhamou and Nicole 1999). Las dos formas mas claras que define la
induccion de resistencia son la resistencia sistémica adquirida (SAR) y resistencia sistémica
inducida (SIR), las cuales pueden ser diferenciadas en base a la naturaleza de los elicitores
y en la regulacion de la rutas envueltas (Knoester et al. 1999).

Resistencia Sistémica Adquirida esta relacionado a la produccion de proteinas
relacionadas a la patogénesis (PR proteinas), es inducido por elicitores bidticos y abioticos
y es dependiente de la ruta del acido salicilico. EI SAR en las plantas es la que aparece
después que las plantas han sido pre inoculadas con varios agentes bioticos o previamente
tratado con varios agentes quimicos o fisicos. La resistencia adquirida es no especifica,
debido a que, sin importar el tipo de agente o patdgeno utilizado como efector, el nivel de
resistencia en la planta aumenta ante varios patdgenos, asi tenemos que la resistencia
adquirida es dada en una amplia gama de plantas ante el ataque de hongos, bacterias, virus

e incluso insectos. (Sticher et al. 1997)
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La forma clasica de SAR puede ser disparada por la exposicion de las plantas a
patogenos virulentos, avirulentos y no patogénicos o artificialmente con quimicos tales como
el &cido salicilico, &cido 2,6 dicloro-isonicotinico (INA) o benzo (1, 2, 3) thiazole 7
carbotioico, acido S-Metil éster (BTH) (Sticher et al. 1997). Dependiendo de la planta y el
elicitor, se requiere de un periodo de tiempo para el establecimiento de la resistencia que
corresponde al tiempo requerido para la acumulacion de &cido salicilico y la formacion
coordinada de proteinas relacionadas PR con la patogenicidad en diversas partes de la planta
(Cameron et al. 1994). Cualquier disrupcion en la habilidad de las plantas para acumular
acido salicilico resulta en la pérdida de la expresion de genes relacionados con la

patogenicidad y la atenuacion de la respuesta (Gaffney et al. 1994).

La resistencia sistémica inducida (ISR) es elicitada por algunas cepas de rizobacterias
promotoras de crecimiento de plantas (PGPR) de las cuales sobresalen especies de género
Pseudomonas y Bacillus sp (Pieterse et al. 1996). Las dos formas mas claras de definir la
resistencia sistémica inducida y resistencia sistémica adquirida es la diferencia en la base
de la naturaleza de los elicitores y la via reguladora involucrada, como se demuestra en los

sistemas de plantas modelo (Figura 2) (Knoester et al. 1999).

En contraste, el SIR no esta relacionado a la acumulacion de proteinas PR, es
inducida por elicitores bidticos y sigue la ruta del etileno y del acido jasmoénico (Knoester et
al. 1999). Resultados de laboratorio y de campo demostraron que al igual que la resistencia
sistémica adquirida, la resistencia sistémica inducida es efectiva contra un amplio rango de

enfermedades causadas por virus, bacterias y hongos (Murphy et al. 2000).
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Figura N° 2 Comparacion de rutas metabolicas de resistencia en plantas (Bostock 2005).

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

2.5.1. Fosfitos

Esta clase de compuestos esta representada por el Fosetil - Aluminio y el acido
fosforoso, poseen un modo de accion propiamente como la de un fungicida; una vez aplicado
es rapidamente absorbido por el follaje y raices, luego es transportado dentro de la planta en
direccién ascendente y descendente. Su rapida penetracion evita la inactivacion del principio
activo; mientras que, la eficiente sistemicidad permite la proteccion de diferentes lugares de
la planta (por ejemplo el sistema radicular) desde un punto de aplicacion (follaje). Luego de
su absorcion, el producto sufre un proceso de oxidacion o conversion resultando una fuente
continua de acido fosforoso (H3POs). Esto incrementa la produccion natural de sustancias
que activan las defensas dentro de la planta, en respuesta a un agente patogénico, como un

ataque fungoso (Fenn and Coffey 1989).

Algunos resultados experimentales observados de la aplicacion de fosfitos han
demostrado que los tratamientos preventivos a la planta resultarian en un aumento del nivel
de fitoalexinas seis veces mas que en condiciones normales, previniendo e inhibiendo el

ataque fungoso (Quimica Suiza 2001).
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Los fosfitos poseen dos mecanismo de accion, una directa del acido fosforoso
obtenido en la célula que afecta directamente las esporas y el desarrollo del micelio (Schwinn
and Margot 1991); la accion indirecta es la que, una vez dentro del tejido, los fosfitos inducen
una mayor produccién de sustancias que activan la defensas de la planta, siendo mayor que
la inducida naturalmente por la planta, y activando de este modo un eficiente mecanismo
natural de proteccion, este mecanismo de accion refuerza la defensa natural de la planta y no
da lugar a la aparicion de cepas resistentes (Fernandez 1978). De igual manera, las
aplicaciones individuales de fosfato a las hojas pueden inducir proteccion sistémica contra
patdgenos como el oidio en algunos cultivos anuales y perennes (Schwinn and Margot 1991).

2.5.2. Manano oligosacaridos

Los Oligosacéaridos, particularmente los Mananos oligosacéaridos (MOS),
corresponden a azUcares complejos derivados de la pared celular externa de la levadura
Saccharomyces cerevisiae (Dildey et al. 1997). Dichos productos pueden inducir resistencia
en plantas. Ciertas peroxidasas estan involucradas en la respuesta de defensa mediante el
fortalecimiento de la pared mediante la polimerizacion de compuestos fenolicos durante la
sintesis de lignina, un proceso que puede retrasar o prevenir la colonizacién del patdgeno.
(Van Loon and Van Strien 1999). Ademas estas peroxidasas han sido asociadas a procesos
relacionados con las defensas, incluyendo reacciones de hipersensibidad, y polimerizacion

de la pared celular y posterior suberificacion (Baysal et al. 2003).

2.5.3. Acibenzolar-S- methyl (ASM) y Fosfito de Potasio

El acibenzolar-S-metil (ASM) es un analogo del acido salicilico, es una molécula
sintética capaz de activar el SAR en cultivos perennes (Brisset et al. 2000). Aplicaciones
exogenas de SA y sus andlogos sintéticos tales como &cido B-aminobutarico, acido
nicotinico, Benzol [1,2,3] thiadiazol-7-carbothioico, acido-S-methil ester (BTH),
acibenzolar-S-Metil y acido 2-6- dicloroisonicotinico (INA) han demostrado ser activadores
de SAR en muchos cultivos dentro de 3 a 4 dias, incluyendo plantas de tabaco (Bokshi et al.
2003). Estos productos usados como inductores o elicitores no tienen una actividad
antimicrobiana de forma directa, si no que actian como moléculas receptoras en plantas, y

activan diferentes respuestas de defensa (Durrant and Dong 2004).
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El fosfito de potasio, una sal de acido fosforoso, es sistémicamente movil, ha sido
usado para manejos de enfermedades causadas por Oomycetos en muchas especies de
plantas (Eshraghi et al. 2011). También hay reportes que muestran el potencial de fosfito de
potasio para reducir la intensidad por enfermedades causadas por Colletotrichum
gloesporioides, el virus del mosaico del caupi trasmitido por afidos, Fusarium oxysporum,
Oidium mangiferae, Passion fruit woodiness virus, Sphaerotheca pannosa, Erysiphe

necator, Venturia inaequalis y Xanthomonas axonopodis (Araujo et al. 2008)

El fosfito de potasio es un producto registrado como suplemento de suelo y
fertilizante foliar para cultivos perennes y anuales. El fosfito de potasio actla de acuerdo a
su concentracion en el tejido en el hospedante. Cuando la concentracion es baja, induce la
sintesis de enzimas de defensa del hospedante, de fitoalexinas y de compuestos fendlicos;
sin embargo, cuando la concentracion es alta, actda directamente para inhibir el crecimiento

del patégeno (Araujo et al. 2008).

La induccidn de sintesis de metabolitos secundarios en plantas mediante tratamiento
previo con ASM vy fosfito de potasio han sido investigados a un nivel quimico y
microscépico en muchos patosistemas tales como Arabidopsis, Phytophthora palmivora
(Daniel and Guest 2006), Pythium ultimun en cucurbitaceas (Benhamou and Bélanger 1998)
Fusarium oxysporum f sp. radicis — Lycorpersici (Benhamou and Bélanger 1998) y Blumeria
graminis en trigo (Stadnik and Buchenauer 2000). Los metabolitos secundarios son
clasificados como alcaloides, fenoles, terpenoides conforme a su ruta biosintéticas (Freeman
and Beattie 2008), son halladas en muchas plantas vasculares, los alcaloides son una clase
grande de compuestos nitrogenados como actividad antimicrobial contra muchos patégenos
(Freeman and Beattie 2008). Esta clase incluye cafeina (1,3,7- trimethylxanthine), cocaine,
morfina, nicotina, teobromina (Freeman and Beattie 2008). Muchos compuestos fendlicos
son sintetizados por la planta a través de la via de fenilpropanol (Nicholson and
Hammerschmidt 1992). Flavonoides (apigenina, catequina, epicatequina epigalocatequina,
kaemferol, luteolina, miricetina, naringina, floridzina y quercetina) acidos hidroxibenzdicos
(&cido gélico, acido P-hidroxibenzoico, &cido protocatechuico, &cido salicilico, acido
salicilhidroxamico, &cido siringico y acido vanilico) y acidos hydroxicinnamicos (&cido
coumarico, acido cafeico, acido felurico, &cido p- coumarico y acido sinapinico), son entre
las méas importantes fenoles producidos por la planta para hacer frente a infecciones por

patogenos (Cushnie and Lamb 2005).
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2.5.4. Trichoderma sp. y Bacillus subtilis

Otra alternativa en el control de las enfermedades es el uso de microorganismos
(bacterias y hongos) como inductores de resistencia. La especie Bacillus subtilis es una
bacteria gran positiva cominmente encontrada en los sistemas agricolas y considerada como
promotora del crecimiento en plantas (PGPB) (Kloepper and Schroth 1980). Otorga otros
beneficios como son la induccion de mecanismo de resistencia en plantas. Estudios
realizados en varios cultivos en donde las raices fueron tratados con B. subtilis y, luego de
cinco dias, las hojas de estas plantas fueron infectadas con patdgenos foliares como P.
infestans, se observéd que la severidad de la enfermedad causada fue reducida en un 50%
(Kilian et al. 2001)

El género B. subtilis produce una variedad de proteasas y otras enzimas que le
permiten degradar diferentes sustratos naturales y contribuye al ciclo de nutricion y tiene un
efecto directo sobre algunos patégenos a través de antagonismo directo (antibiosis y

competencia por recursos (Mont 2004)

Trichoderma harzianun es un hongo muy comun en el suelo y usado como agente de
biocontrol, produce enzimas fungitoxicas que degradan la pared celular de los patdgenos,
produce antibidticos que pueden matar a los patdgenos, promueve el desarrollo de la planta
e induce el mecanismo de defensa de éstas. Hasta hace poco se pensé que las especies de
Trichoderma lograban el biocontrol solamente por efecto directo sobre patdgenos,
particularmente via parasitismo, antibiosis y competencia; si bien es cierto que estos
mecanismo son importantes, los efectos directos en la planta son sin duda igualmente
importante (Mont 2004)

Analisis bioquimicos han revelado que las inoculaciones de plantas con T. harzianun
inician un incremento en la actividad de peroxidasas y citoquinasas a las 48 y 72 horas
respectivamente después de la inoculacion. Estos resultados fueron observados en raices de
plantulas de pepino cuando fueron tratadas con este hongo, evidenciado que puede inducir

mecanismo de resistencia en plantas (Yediria et al. 1999).
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I11. MATERIALESY METODOS

3.1. Localizacion

El presente trabajo se realizo en el laboratorio y en el vivero de la empresa Los
Vifiedos ubicado en la Panamericana. Sur Km. 201, Fundo El Retiro Lote 75, Distrito de

Chincha Baja Provincia de Chincha y departamento de Ica.

3.2. Recoleccion de muestra

Se escogieron plantas de vid de la variedad Red Globe con sintomas caracteristicos
de infecciones con L. theobromae de los campos de la empresa en mencion. Los brotes de
las plantas seleccionadas se cortaron con la ayuda de una tijera de podar y fueron colocadas
en una bolsa de polipropileno y fueron llevadas inmediatamente al laboratorio de Los

Vifiedos para ser procesadas.

3.3. Aislamiento e identificacion del patégeno

Para el aislamiento del patdgeno se seleccionaron las partes necréticas de las ramas
0 brotes con su zona de avance (sin sintomas), se procedieron a lavarlas con agua potable y
posteriormente se cortaron en porciones pequefias de aprox. 5 mm de didmetro abarcando la
zona de avance de la enfermedad, luego fueron llevadas a la camara de flujo laminar para
posteriormente proceder a la inmersién en una solucién de alcohol al 96 % por 5 minutos

con el proposito de eliminar los contaminantes y microorganismos superficiales.

Las porciones de tejido desinfestados fueron enjuagadas con agua estéril y puestas
sobre papel absorbente estéril. Una vez secas, las porciones de tejido se sembraron en placas
Petri conteniendo medio de cultivo Extracto de Malta Agar (MEA) disponiendo 5 porciones
en forma de cruz (Figura 3 Ay B). Las placas sembradas se colocaron por cuatro dias en la

incubadora a una temperatura de 25 °C para permitir el crecimiento del hongo patoégeno.
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Figura N° 3 Aislamiento de L. theobromae en plantas de vid

Obtenidos los crecimientos de las colonias, éstas fueron purificadas mediante
repiques sucesivos en placas Petri con medio MEA hasta la obtencion de las colonias libres
de contaminantes. Las placas con cultivo puro del hongo fueron incubadas a 25 °C por una
semana Yy luego fueron colocadas bajo luz fluorescente blanca a temperatura ambiente

durante una semana para que formen las estructuras reproductivas.

Transcurrido el tiempo se hicieron observaciones al microscopio estereoscopico para
determinar la presencia de las esporulaciones del hongo. Se hicieron preparaciones
microscopicas de las estructuras fructificantes formadas en las colonias en ldminas porta y
cubreobjetos las cuales fueron observadas al microscopio compuesto para la identificacion
correspondiente. La identificacion se realizd utilizando las claves de Barnett & Hunter
(1996) para identificar el género taxondmico; y la clave de Sutton (1980) y el descriptor de

la Commonwealth Mycological Institute (CMI) para la identificacién a nivel especifico.
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3.4 Prueba de patogenicidad
3.4.1. Material vegetal

Se emplearon estacas enraizadas de la variedad Red Globe injertadas sobre el patron
Harmony que fueron proporcionados por el vivero de Los Vifiedos. Las estacas fueron
plantadas en bolsas de polietileno con sustrato estéril compuesto por una mezcla de fibra de
coco, humus y pajilla de arroz en las proporciones (1-1-1/2). Las estacas sembradas se
dejaron crecer en las bolsas durante tres meses para poder obtener los plantones
correspondientes. Transcurrido ese tiempo, se seleccionaron los plantones sanos y vigorosos,
gue no mostraban ningln sintoma primario ni secundario caracteristico de las infecciones

por hongos de madera, para la inoculacion del hongo obtenido.

3.4.2. Preparacion del indculo

El hongo L. theobromae, purificado e identificado previamente, fueron repicados en
placas Petri con medio MEA, se incubaron a 25 °C por siete dias y después se expusieron a

luz fluorescente blanca a temperatura ambiente hasta que formaron abundante esporulacion.

3.4.3. Inoculacién

Para la inoculacion de L. theobromae, en cada planton de vid se realizaron dos
heridas circulares de 5 mm de diametro en el tallo, una en la zona del patrén y la otra en la
zona de la variedad injertada. Para esta labor se utilizé un sacabocado de 5 mm de diametro
previamente desinfestado, haciendo una presion leve en el tallo para extraer la porcion de
corteza. En la corteza expuesta se coloco una rodaja de 5 mm de medio MEA conteniendo
el crecimiento esporulado de L. theobromae, se cubrié con un trozo pequefio de algodon
humedecido con agua destilada estéril y finalmente se envolvio con cinta de parafilm. Los
plantones inoculados se dejaron crecer hasta la observacion de los sintomas secundarios y

primarios; asi como de la presencia de los signos correspondientes.

3.4.4. Evaluaciones

Transcurrido 40 dias de la inoculacion se realizé la evaluacion de las pudriciones en
los tallos, tanto en el patrén como en el injerto, y los signos presentes en la parte externa del

tallo. Para evaluar el avance interno de la pudricion se efectu6é un raspado cortical con la
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ayuda de un bisturi y posteriormente corte longitudinal del tallo y se realizé la medicion del

avance del area necrética en milimetro (mm).

3.4.5. Reaislamiento de L. theobromae.

Se seleccionaron algunos de los plantones inoculados, se obtuvieron muestras de los
tallos y éstos fueron enviados al laboratorio para proceder con el reaislamiento del patdgeno
inoculado (L. theobromae). La metodologia que se sigui6 fue la misma utilizada en proceso

inicial de aislamiento e identificacion del patdgeno anteriormente descrita.

3.5. Prueba de efectividad de los productos quimicos y biologicos ‘in vitro’

Los productos que se utilizaron en los tratamientos en el presente trabajo de
investigacion fueron ocho en total, seis de naturaleza quimica y dos de naturaleza bioldgica,

los cuales se presentan en el cuadro 1.

Cuadro N° 1: Tratamientos con los correspondientes productos quimicos y bioldgicos
utilizados en la prueba in vitro para el control de L. theobromae.

Trat. Ingrediente activo Nombre Dosis /100ml Concentracion

comercial Comercial 100 ppm

T1 | Acido fosforoso No aplica 0.5 ml/100ml 10.00 mg

T2 | Fosetil de Aluminio Alliette 0.25gr/100ml 20.00 mg

T3 | Fosfito de potasio Cunebforte 0.25 mi/100ml 14.28 L

T4 | Sulfato de cobre pentahidratado | Phyton 0,2m1/100 ml 40.40 pL

T5 | Manano oligosacaridos Agromoss 0.25ml/100ml 33.30 pL

T6 |Acibenzolar S-methyl Actigard 0.005g/100ml 20.00 pL

T7 | Trichoderma harzianum Tricho-D 0.5g/100ml

T8 | Bacillus subtilis (0.2%) Bio-splent 0.5g/100ml

T9 | Testigo

Para probar la efectividad de estos productos como antagénicos al crecimiento y
desarrollo de L. theobromae, se utilizd la metodologia de medio envenenado para los
productos quimicos y bioldgicos, y adicionalmente la prueba de enfrentamiento para los

productos bioldgicos.
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3.5.1. Prueba de efectividad de los productos quimicos ‘in vitro’

Para la técnica de alimento envenenado se prepar6 el medio extracto malta de agar
(MEA) y se distribuyé en Erlenmeyers de 250 ml y se esterilizaron al autoclave. Una vez
esterilizados y licuados y a una temperatura aproximada de 38 °C, se adicionaron los
productos quimicos, uno por cada erlenmeyer y se procedié a distribuirlos en placa Petri de
10 cm de didmetro. Las concentraciones empleadas por cada producto quimico se muestran

en el cuadro 2.

Cuadro N° 2: Tratamientos con los productos quimicos utilizados en la prueba in vitro para
el control de L. theobromae.

Trat Ingrediente activo Nombl_’e Concentracion 100

comercial ppm
T1 | Acido fosforoso No aplica 10.00 mg
T2 Fosetil de Aluminio Alliette 20.00 mg
T3 | Fosfito de potasio Cunebforte 14.28 UL
T4 Sulfato de cobre pentahidratado Phyton 40.40 pL
T5 Manano oligosacaridos Agromoss 33.30 pL
T6 | Acibenzolar S-methyl Actigard 20.00 pL
T9 Testigo

Una vez solidificado y enfriado el medio en las placas Petri, se sembré en el centro
de cada una un disco de medio MEA de 5 mm de radio conteniendo micelio del patégeno
(L. theobromae) en activo crecimiento. Las placas se incubaron a 25 °C y diariamente se
midié el crecimiento radial de la colonia. Para calcular el porcentaje de inhibicion del
crecimiento de la colonia, que mide la eficacia de los productos evaluados, se empled la

siguiente formula:

PI=C-Tx100
Donde:
PI: Porcentaje de inhibicion (%)

C: Crecimiento del radio de la colonia del testigo (mm)
T: Crecimiento de radio de la colonia del tratamiento (mm)
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Para este ensayo se empled el disefio completamente al azar con 5 repeticiones
(placas) por cada tratamiento (productos quimicos mas el testigo). Se realizo el analisis de
variancia y la prueba de comparacion de medias de Tukey para establecer la significacion

de las variaciones de crecimiento entre los tratamientos.

3.5.2. Prueba de control biolégico in vitro

Para esta prueba se utiliz6 dos metodologias, la técnica del alimento envenenado y la prueba

del enfrentamiento.

a) Técnica del alimento envenenado

Igual que en el ensayo de los productos quimicos, previo a verter el medio estéril
MEA a la placa Petri, se adicion6 el controlador bioldgico segun la dosis del tratamiento.
Una vez solidificado el medio se colocd un disco de agar de 5 mm de radio conteniendo
micelio del patdgeno en el centro de la placa. En el cuadro N° 3, se observa los tratamientos

de control bioldgico utilizados en esta prueba.

Cuadro N° 3: Tratamientos con los correspondientes productos biologicos utilizados en la
prueba “in vitro” para el control de L. theobromae.

. . Nombre Dosis /100ml
Trat. Ingrediente activo - :
comercial Comercial
T7 | Trichoderma harzianum Tricho-D 0.5g/100ml
T8 | Bacillus subtilis (0.2%) Bio-splent 0.25g/100ml
T9 | Testigo

Las placas se incubaron a 25 °C y diariamente se midié el crecimiento radial de la
colonia. Para calcular el porcentaje de inhibicion del crecimiento de la colonia, se empleé la
misma férmula que se empled en el ensayo del alimento envenenado con los productos

quimicos.
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En este ensayo se emple6 también el disefio completamente al azar con 5 repeticiones
(placas) por cada tratamiento (controladores biologicos mas el testigo). Se realizo el analisis
de varianciay la prueba de comparacion de medias de Tukey para establecer la significacion

de las variaciones de crecimiento entre los tratamientos.

b) Prueba de enfrentamiento

La prueba de enfrentamiento entre los controladores biolégicos y el patdgeno se
realiz6 en medio MEA previamente distribuido en placas de Petri.

Se prepararon dos suspensiones, una por cada controlador biolégico, en agua estéril
en dos erlenmeyer, segun las dosis indicadas en el cuadro N° 4. En cada una de estas
suspensiones se colocaron discos de papel filtro estéril de 5 mm hasta su completa inmersién
por un minuto, después los discos fueron ubicados en el borde del erlenmeyer y se dejo
escurrir durante otro minuto. Una vez escurridos los discos, se coloc6 un disco en un extremo
de una placa Petri con el medio MEA y en el otro extremo se sembr6 un disco de medio

MEA con crecimiento fresco del hongo L. theobromae.

Cuadro N° 4: Dosis de los biocontroladores utilizados en la suspension para impregnar los
discos de papel filtro para utilizar en la prueba de enfrentamiento con L.

Theobromae.
R NOMBRE
N TRATAMIENTO COMERCIAL DOsSIS
1 Bacillus subtilis Bio-splent 0.5g/100ml de agua
2 Trichoderma harzianum Tricho-D 0.25¢g/100ml de agua

Las placas sembradas se incubaron a 25 °C y diariamente se evaluo el crecimiento
del avance radial hacia el centro de ambas colonias en cada placa. Los tratamientos que se

emplearon en esta prueba se detallan en el cuadro N° 5.
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Cuadro N° 5: Prueba de enfrentamiento in vitro entre L. theobromae y los biocontroladores.

N° TRATAMIENTO

1 |Lasiodiplodia theobromae vs. Bacillus subtilis

2 | Lasiodiplodia theobromae vs. Trichoderma harzianum

3 | Testigo: Lasiodiplodia theobromae

4 | Testigo: Trichoderma harzianum

5 | Testigo: Bacillus subtilis

En este ensayo se emple6 también el disefio completamente al azar con 5 repeticiones
(placas) por cada tratamiento (enfrentamientos més los testigos). Se realizé el andlisis de
variancia y la prueba de comparacién de medias de Tukey para establecer la significacion

de las variaciones de crecimiento entre los tratamientos.

3.5.3. Prueba de control quimicos y bioldgicos en vivero

a) Material vegetal

Se utilizaron plantones sanos de la variedad Red Globe injertadas sobre patron
Harmony que fueron proporcionados por el vivero de Los Vifiedos. Los plantones fueron
obtenidos a partir de esquejes (de patron y variedad) tratados previamente por un proceso de
termoterapia (50 °C x 30 minutos), injertadas y puestas en una cama dentro de la cdmara de
forzadura con el fin de ayudar a formar los primordios radiculares y el suber en la zona de
injerto. Luego fueron trasplantadas en bandejas de polipropileno de 12 compartimientos de
500 cc cada uno, conteniendo sustrato, previamente esterilizado (100 °C x 4 horas)
conformado por fibra de coco, humus, pajilla de arroz, en proporciones de (1-1-1/2), donde
estuvieron por un periodo de 3 meses, para luego ser usadas en los tratamientos

correspondientes.
Se sembraron 20 bandejas, con 12 plantones en cada una, lo que hicieron un total de

240 plantones. Se usaron 10 bandejas para las aplicaciones de los productos con la

metodologia curativa y 10 bandejas para la metodologia preventiva.
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b) Tratamientos:

Todos los productos quimicos y bioldgicos que fueron utilizados en la fase de
laboratorio se utilizaron también en la fase de vivero, tanto para las aplicaciones curativas
como para las preventivas. Los tratamientos fueron diez para los curativos y otros diez para

los preventivos, las cuales fueron un total de 20 tratamientos (Cuadro 6).

Cuadro N° 6: Tratamientos de productos quimicos y bioldgicos contra L. theobromae, en

fase de vivero.

Tratamiento Ingrediente activo N. Dosis Aplicacion
comercial

T1 Acido fosforoso No aplica 1,0 L/200 Drench

T2 Fosetil de Aluminio Alliette 0,5 kg/200 L Foliar
O T3 Fosfito de potasio Cunebforte | 0,5L/200L Foliar
E T4 Sulfato de cobre pentahidratado |~ Phyton 0.4 L7200 L Foliar
< T5 Manano oligosacaridos Agromoss | 0,5L/200 L Foliar
nd T6 Acibenzolar S-methyl Actigard 10,0 g/200 L Foliar
8 T7 Trichoderma harzianum Tricho-D Sg/L Foliar

T8 Bacillus subtilis (0.2%) Bio-splent 5g/L Foliar

T9 Testigo sin inocular Agua sola Foliar

T10 Testigo inoculado

T11 Acido fosforoso No aplica 1,0 L/200 Drench

T12 Fosetil de Aluminio Alliette 0,5 kg/200 L Foliar
O T13 Fosfito de potasio Cunebforte | 0,5L/200L Foliar
2 T14 Sulfato de cobre pentahidratado Phyton 0,4 L/200 L Foliar
E T15 Manano oligosacaridos Agromoss | 0,5L/200 L Foliar
L$J T16 Acibenzolar S-m_ethyl A(-:tlgard 10,0 g/200 L FoI!ar
1 T17 Trichoderma harzianum Tricho-D 5g/L Foliar
g T18 Bacillus subtilis (0.2%) Bio-splent 5g/L Foliar

T19 Testigo sin inocular Agua sola Foliar

T20 Testigo inoculado
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Para implementar los diferentes tratamientos, tanto en las estrategias curativas como
en las preventivas, se elaboro el esquema de inoculacion y de aplicaciones de los productos,
en donde se consideré que el dia cero, el dia a partir de los tres meses trascurrido del
trasplante del material vegetal de la cdmara de forzadura a las bandejas de polipropileno
(Cuadro 7).

c) Preparacion de los productos quimicos y bioldgicos para las aplicaciones:

Los productos, tanto quimicos como bioldgicos, fueron pesados en la cantidad
requerida equivalente a la dosis comercial y mezclados con agua en una cantidad de 360 ml
por tratamiento. Los productos comerciales fueron aplicados via foliar mediante aspersion,
empleando asperjadores manuales y se utiliz6 30 ml de la solucion o suspension por planton.
Solamente para los tratamientos con acido fosforoso las aplicaciones fueron realizadas via

drench al sustrato. En los tratamientos testigos se aplico solo agua.

d) Aplicaciones curativas:

Para esta metodologia se inocularon los plantones con L. theobromae antes de iniciar
las aplicaciones, de acuerdo a la metodologia que se empled en la inoculacién de los
plantones en la Prueba de Patogenicidad (pagina 23). Cinco dias después de la inoculacion
se realizaron tres aplicaciones consecutivas en intervalos de diez dias entre aplicaciones de
los diferentes tratamientos a cada grupo de plantas (Cuadro 7). Para las plantas testigos solo

fueron regadas con agua.

e) Aplicaciones preventivas

Las aplicaciones de los productos quimicos y biologicos en forma preventiva fueron
realizadas en tres oportunidades en intervalos de diez dias entre aplicaciones. Cinco dias
después de la ultima aplicacion se inocularon las plantas de cada tratamiento con L.
theobromae siguiendo la misma metodologia que se emple6 en la inoculacién de los

plantones en la Prueba de Patogenicidad (pagina 23)
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Cuadro N° 7: Momento de la inoculacion de L. theobromae en los plantones de vid y las
aplicaciones de los productos quimicos y biologicos con las estrategias
curativas y preventivas.

INOCULACION
1 2 3
INOCUL. |APLIC.| APLIC. |APLIC.| INOCUL. | EVALUA. | EVALUA.
TRAT. 25 1 11 21 26 5 5
Febrero | Marzo | Marzo | Marzo Marzo Abril Mayo
Dia0 |Dia5b Dia 15 |Dia 25 Dia 30 Dia 40 Dia 70

Tl Sl Sl Sl Sl NO Sl -

T2 Sl Sl Sl Sl NO SI -

O | T3 Sl Sl Sl Sl NO Sl -
Z T4 Sl Sl Sl Sl NO Sl -
=1 T5 Sl Sl Sl Sl NO Sl -
<[ 76 S| S| SI S| NO S| i
S| T7 Sl Sl Sl Sl NO Sl -
O| T8 Sl Sl Sl Sl NO Sl -
T9 Sl Sl Sl SI NO SI -

T10 Sl Sl Sl Sl NO Sl -

T11 NO Si Si SI SI NO S

0O T12 NO Sl Sl SI Sl NO Sl
> | Ti3 NO Sl Sl Sl Sl NO Sl
— | T14 NO Sl Sl Sl Sl NO Sl
Z | T15 NO Si Si Sl SI NO S
'-g T16 NO Sl Sl Sl Sl NO Sl
| T17 NO Sl Sl Sl Sl NO Sl
o | Ti18 NO Sl Sl Sl Sl NO Sl
Q- "T19 NO Sl Sl Sl Sl NO Sl
T20 NO Sl Sl Sl Sl NO Sl

f) Evaluaciones:

Transcurridos 40 dias después de la inoculacién en todos los tratamientos (tanto

curativos asi como en los preventivos) se realizaron las evaluaciones de los plantones. Los

parametros que se evaluaron fueron:
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Incidencia: En cada tratamiento se conté el nimero de plantas que mostraron
sintoma visual de pudricion externa en avance en los tallos que fueron ocasionados

directamente por el patdgeno inoculado.

Severidad de los sintomas secundarios: Los sintomas de la parte aérea de cada
tratamiento fueron evaluados en base a una escala descriptiva en grados de elaboracion

propia para esta investigacion, el cual se presenta en el Cuadro 8.

Cuadro N° 8: Escala de evaluacion de sintomas secundarios en plantones de vid afectados
por L. theobromae.

GRADO ASPECTO EXTERNO FOLLAJE
0 Sin sintomas de enfermedad
1 Amarillamiento general de hojas
2 Acortamiento de entrenudos y paralizacion de emision de yemas nuevas y/o amarillamiento
3 Marchitez de hojas y brotacion por debajo del punto de inoculacion
4 Necrosis de hojas y defoliacion
5 Muerte regresiva de brotes

Fuente: (Elaboracion propia).

Severidad de la pudricion externa en los tallos: Para esta evaluacion se efectud
un raspado de la superficie de los tallos desde los puntos de inoculacion hacia los lados
(superior, inferior, izquierda y derecha) exponiendo el tejido cortical afectado, tanto de la
zona del patron como la del injerto. Se dibujo el &rea afectada calcandolo en papel celofan y
para hallar el area infectada estos dibujos fueron llevadas al gabinete donde se utilizo el
programa de analisis de imagen para la cuantificacion de la enfermedad en plantas
(ASSESS).

Pudricion interna de los tallos: Después del raspado superficial de los tallos, se
realizaron cortes longitudinales para medir el avance de la necrosis en los haces vasculares
tanto hacia arriba como hacia abajo del punto de inoculacion con una regla calibrada en

milimetros (mm).
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g) Reaislamiento de L. theobromae de las plantas inoculadas en los

tratamientos:

Se realizo el reaislamiento de seis plantas, escogidas al azar, de cada repeticion por

tratamiento. La metodologia fue la misma descrita en la prueba de patogenicidad.

h) Disefio experimental en la prueba de productos quimicos y bioldgicos en

vivero:

Para la prueba en vivero se utilizo el Disefio completamente al azar (DCA), con 20
tratamientos en total y 12 repeticiones por cada uno. Haciendo un total de 240 plantones.
Para las variables evaluadas se realizaron Analisis de homogeneidad de variancia y
normalidad y la Prueba de comparacion de medias de Tukey, considerando un nivel de
confianza del 95% (o= 0.05), para el que se utilizo el software estadistico SAS (SAS
Institute, 2004), version 9.1.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Aislamiento e identificacion del patdégeno

El hongo segun la clave de Barnnet & Hunter (1996) y la clave de Sutton (1980), fue
identificado como Lasiodiplodia theobromae.

Las colonias de L. theobromae obtenidas formaron un micelio denso que fueron
inicialmente de color blanco que se iba tornando gris a gris oscuro (Fig. 4,a). En las colonias
se podia observar la formacion de masas estromaticas grises (Fig. 4.b) que al ser
posteriormente observadas al microscopio se evidencié que contenian varias picnidias de
paredes marron oscuras a negras (Fig. 4 c). Las células conidiogénicas fueron hialinas, de
paredes lisas y delgadas (Fig. 4 d). Entre las células conidiogénicas se observaron parafisas
también de coloracidn hialina y de forma cilindrica. La conidia es de formacion acrogena, la
forma va de subovoide a elipsoidal, con apice redondeado en la base truncada (algo plano),
inicialmente son hialinas, aseptadas y después se vuelven marron oscuro, resultado del
depdsito de melanina, con una septa al medio y cuando madura se observan estrias
longitudinales en la superficie (Fig. 4 e). El tamafio de las conidias fueron de 17- 23 x 10-
13 um (Fig. 4, f) (Anexo 1).

Para la identificacion del género taxondmico en base a sus caracteristicas
morfoldgicas segun la Clave de Barnett & Hunter (1996) se siguid la secuencia siguiente:
Sphaeropsidales: 1a. Conidia globosa a oblonga o elipsoidal, no filiforme, 2b. Conidia 2-
celula, 49b. Conidia pigmentada, 56b. Picnidias grupo en estroma; y se llego al género

Botryodiplodia.
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Identificacion del hongo a. Crecimiento de L. theobromae en placa (3 dias
después de la siembra) sin formacién de picnidias. b. Placas con L.
theobromae con formacion de picnidias (15 dias después de la siembra). C
esporulacion de conidias inmaduras d. Conidias inmaduras de coloracién
hialina. e y f. Conidias maduras de coloracion oscura con estrias y una septa.

Figura N° 4

La identificacion del género taxondémico segin la Clave de Sutton (1980):
1b.Conidiogénesis bléastica, 3a. Conidiogénesis holoblastica, 4b. Conidiomata estromatico.

Blastostromatineae p. 129, 1d. Conidia ninguna de las anteriores, 10d. Conidia septada
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muriforme marron, 23a. conidia 1 septa, 24a. Conidimata eustromatico, uni o multilocular;

conidia pigmentada marron con estrias longitudinales: Lasiodiplodia theobromae.

Las caracteristicas obtenidas coinciden con las descritas en el CMI (Commonwealth
Mycological Institute) para Botryodiplodia theobromae, sinénimo de Lasiodiplodia
theobromae (Pat.) Griffon & Maubl.

En base a las caracteristicas morfoldgicas, el hongo aislado de las ramas de vid con
sintomas de necrosis, de acuerdo a sus caracteristicas macroscépicas y microscopicas fue
identificado como Lasiodiplodia theobromae. Estas especie de hongo es frecuente en
regiones tropicales y subtropicales, es un patégeno conocido que ha sido reportado causando
cancros, muerte regresiva y pudricion radicular en mas de 500 hospedantes (Punithalingam
1980). Este importante patdégeno ha sido previamente reportado en Per( causando pudricién
y muerte regresiva en mango (Mangifera indica L.) (Rodriguez et al. 1999) y en Palto
(Persea americana Mill) (Alama et al. 2006) y (V. vinifera L.) (Huaman 2015)

4.2. Prueba de patogenicidad

Después de tres semanas de la inoculacion, las plantas de vid desarrollaron lesiones
necroticas en el tallo, sintomas caracteristicos causados por las infecciones por L.
theobromae. En los brotes, después de 21 dias de la inoculacion, se observaron las picnidias
inmersas con esporulaciones negras tanto en el punto de inoculacion como en el tejido
cortical (Fig. 5, a 'y b). Se hicieron observaciones de avance de la enfermedad tanto hacia
arriba como hacia abajo desde el punto de inoculacion (Fig. 5 c-f) la longitud de las lesiones

estuvo en un rango 40 mm y 37 mm respectivamente.

Los sintomas y signos observados en las plantas inoculadas fueron similares a los

observados en las plantas inicialmente recolectadas de donde se aislé a L. theobromae.
Segun las caracteristicas morfoldgicas, el hongo que fue reaislado de las plantas

inoculadas, fue identificado como Lasiodiplodia theobromae, comprobandose con esto que

es el causante de la muerte regresiva de la vid.
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Figura N° 5 Prueba de patogenicidad. a 'y b. Signos de la enfermedad en plantas de vid (20
dias después de la inoculacién) en bolsas instaladas en vivero. Formacién de
estructuras de propagacion en la superficie del parénquima cortical. ¢ - f. Area

necrética ocasionada por L. theobromae en la prueba de patogenicidad.

En este estudio se demuestra también que esta enfermedad se puede presentar tanto
en plantas jovenes como en adultas en el cultivo de vid, ya que el aislamiento inicial fue
obtenido de plantas sintomaticas adultas y fue inoculado en plantas jovenes, lo cual coincide
también con los resultados obtenidos en los trabajos realizados por Urbez-Torres et al.
(2008).

4.3. Prueba de control quimico in vitro

Los resultados de esta prueba se muestran en el cuadro 9. El tratamiento con &cido
fosforoso fue el Unico que tuvo un porcentaje de inhibicion de 100%, los tratamientos con
Mananos oligosacaridos, Fosetil de aluminio, Sulfato de cobre pentahidratado y Acibenzolar
S-Methyl tuvieron un porcentaje de inhibicién de 94.31%, 72.71%, 41.74% y 38.30%
respectivamente, mientras que los tratamientos con Fosfito de potasio y el Testigo tuvieron

un porcentaje de inhibicion de 0.23 y 0.00% respectivamente.
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Cuadro N° 9: Radio de crecimiento y porcentaje de inhibicién de L. theobromae en la
prueba de control quimico in vitro a los 3 dias después de la siembra.

rRar. | NSREDIEWTE |PRODUCTO | a0 | INHIBICION

T1 | Acido fosforoso No aplica 0.00 100.00
T2 | Fosetil de Aluminio Alliette 11.90 7271
T3 | Fosfito de potasio Cunebforte 43.50 0.23

T4 | Sulfato de cobre pentahidratado | Phyton 25 40 41.74
T5 | Manano oligosacaridos Agromoss 248 94.31
T6 | Acibenzolar S-methyl Actigard 26.90 38.30
T9 |Testigo 43.60 0.00

En la figura 6 se observan diferencias en el crecimiento radial de L. theobromae en
cada uno de los tratamientos. El tratamiento del &cido fosforoso inhibi6 totalmente el
crecimiento del hongo. Los tratamientos de mananos oligosacaridos registraron un
crecimiento de 2.48 mm; el fosetil de aluminio 11.90 mm; el sulfato de cobre pentahidratado
25.40 mm; el acibenzolar S-Methyl 26.90 y el fosfito de potasio 43.50 mm. El testigo tuvo
un crecimiento promedio de 43.60 mm. (Anexo 2).

En la figura 7 se observa la curva de crecimiento promedio de las colonias de L.
theobromae en la prueba in vitro con productos quimicos. El tratamiento con acido fosforoso
la colonia no tuvo ningln crecimiento. El tratamiento con Fosfito de potasio mostré un
crecimiento igual al testigo, no hubo ningun efecto en la inhibicion de manera directa contra
el hongo. Los tratamientos con Acibenzolar S - Methyl y Sulfato de cobre pentahidratado
mostraron un creciente parecido en distancia en radio (mm) pero fueron diferentes en el tipo
de colonia. El tratamiento con Mananos oligosacaridos tuvo un crecimiento bajo que solo
alcanz6 2.47 mm. casi solo toco la superficie del medio de cultivo y no continué con su

crecimiento

38



Crecimiento de L. theobromae (mm)
43.5 43.6
45
40
35
30
25
20
15
0 2.48
- /
0
1
B T1: Acido fosforoso H T2: Fosetil de aluminio
B T3: Fosfito de potasio M T4: Sulfato de cobre pentahidratado
T5: Manano oligosacaridos B T7: Acibenzolar S-methyl
B T9: Testigo

Figura N° 6 Crecimiento de L. theobromae en la prueba de control quimico in vitro a los 3
dias después de la siembra.
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Figura N° 7 Curva de crecimiento promedio de L. theobromae en la prueba de control
quimico in vitro.
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En la figura 8 se observa los diferentes crecimientos de L. theobromae en las placas

Petri en cada uno de los tratamientos.

Figura N° 8 Crecimiento de las colonias de L. theobromae en los diferentes tratamientos: Testigo (T), Fosfito
de potasio (FP), Acibenzolar-S-Methil “Actigard” (Act.), Sulfato de cobre pentahidratado (SCP), Fosetil de
aluminio (FA), Mananos oligosacéridos (MO), Acido fosforoso (AF).
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Los resultados de analisis de variancia (Cuadro 10) indican que existen diferencias

altamente significativas entre los tratamientos.

Cuadro N° 10 Cuadro de Analisis de variancia de la prueba in vitro de la prueba de
enfrentamiento

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrados
variacion libertad cuadrados medios F Value
Tratamientos 6 190.874 31.812 3507.42
Error 28 0.253 0.00907
Total 34 191.128
CV:2.33%

La prueba de Tukey (Cuadro 11) muestra el crecimiento (mm) radial final de las
colonias de L. theobromae con los tratamientos propuestos. No hubo crecimiento de
patdgeno con acido fosforoso (cero), y los menores crecimientos los registré los tratamientos
con mananos oligosacaridos (1.58) y fosetil de aluminio (3.45), mostrando aun diferencias
entre estos tratamientos. Los tratamientos con sulfato de cobre pentahidratado, acibenzolar
S-Methyl, y fosfito de potasio mostraron un mayor crecimiento de la colonia con respecto a
los tratamientos anteriores, no mostrando diferencias estadisticas entre los dos primeros,

pero si en relacion al fosfito de potasio

El 4acido fosforoso muestra un modo de accion dual, actla directamente sobre el
patdgeno e indirectamente en la planta estimulando las respuestas de defensa de los
hospedantes para inhibir el crecimiento del patégeno (Guest & Grant 1991). En el medio de
cultivo, la accion de este fungicida fue inhibir al 100 % el crecimiento de L. theobromae, se

debio a su accion directa como fungicida.

Fosetil de aluminio debe ser hidrolizado para convertirse en &cido fosforoso para
tener la accion directa e indirecta, pero esta hidrdlisis no ocurre eficientemente en el medio
de cultivo sino se realiza en las células vegetales, por eso no se observa una inhibicion al

100 % de L. theobromae en la prueba de envenenamiento. Ademas que no se ha trabajo con
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Cuadro N° 11: Prueba de Tukey para el crecimiento radial promedio de L. theobromae en tratamientos con productos quimicos.

Tratamientos

Dias después de la siembra

1DDS 2DDS 3DDS

T1: Acido fosforoso 0 0.01Y d* 0" 0.01Y d* (0 0.01Y e’
T2: Fosetil de aluminio 2.94 1.72 ¢ 6.85 262 c 11.9 345 ¢
T3: Fosfito de potasio 11.6 3.41a 27.4 5.24 a 43.5 6.60 a
T4: Sulfato de cobre pentahidratado 7.88 2.80 b 16.5 407 b 25.4 5.04 b
T5: Manano oligosacaridos 0 001 d 0 001 d 2.48 1.58 d
T6: Acibenzolar S- methyl 7.1 2.68 b 17.1 413 b 26.9 519 b
T9: Testigo 12.6 3.55 a 27.6 5.26a 43.6 6.61a

Promedio 6.01 2.02 13.63 3.048 21.9 4.068

Coeficiente de variabilidad 4.91 3.69 233

X cada valor es el promedio radial de cada tratamiento. ¥ Datos convertidos a (V%-+0.01). 2 N(imeros en columnas seguidos por la misma letra no son significativamente
diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey. DDS (Dias después de la siembra
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la dosis del producto comercial recomendado sino con la concentracion del ingrediente
activo de 100 ppm, el cual resulta ser mucho menor que lo recomendado para aplicar en las

plantas.

El producto Acibenzlar S-Methyl es un analogo sintético del acido acetil salicilico y
este no tiene un efecto directo sobre el patdégeno sino que es utilizado por la planta como un

mensajero secundario para activar los mecanismos de resistencia sistémica.

Los tratamientos con mananos oligosacaridos no mostraron una efectividad de
manera directa contra L. theobromae debido a que este producto corresponde a azlcares
complejos derivados de la pared celular externa de la levadura Saccharomyces cerevisiae de
manera que la defensa contra los patogenos es por el aumento de la concentracion de
compuestos antimicrobiano, por reconocimiento de los elicitores con los receptores de la

planta.

4.4. Prueba de control biol6gico in vitro
4.4.1. Técnica del medio envenado

En el cuadro 12 se muestra el porcentaje de inhibicion y crecimiento radial promedio
de L. theobromae en medio de cultivo MEA contiendo productos biologicos. En las figuras
9 y 10 se muestra el crecimiento de L. theobromae conteniendo los productos biologicos,

donde se observa el poco crecimiento radial de L. theobromae en ambos tratamientos.

Cuadro N° 12: Prueba in vitro con productos biolégicos.

TRaT. | NGREDIGTE |PROBUCTE. | promEDio | NHIBICIoN
(mm)
T7 | Trichoderma harzianum Tricho-D 8.42 79.94
T8 | Bacillus subtilis Bio-splent 4.74 88.71
T9 |Testigo | TTTTTTTTTTT 42.40 0.00
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En el cuadro 13 se muestra la prueba de Tukey para el crecimiento radial promedio
de L. theobromae y los productos bioldgicos ensayados. EI menor crecimiento de la colonia
del patdgeno se produjo en medio con B. subtilis (4.74 mm) comparado con el tratamiento
con Trichoderma (8.42 mm), habiendo diferencia significativa entre ambos tratamientos y

con el testigo, el cual tuvo un crecimiento de 42.40 mm. (Anexo 3).

Cuadro N° 13: Prueba de Tukey para el crecimiento radial promedio de L. theobromae en
tratamientos con productos biologicos.

MEDIO ENVENEDADO
Tratamientos

CRECMIENTO .
SIGNIFICACION
PROMEDIO (mm)
T9: Testigo 42.40 A
T7: Trichoderma harzianum 8.42 B
T8: Bacillus subtilis 4,74 C
Coeficiente de variabilidad @ - 2.87
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Figura N° 9 Comparacién del testigo (T) y del tratamiento de medio MEA conteniendo
T. harzianum (T.h).

Figura N° 10 Comparacion del testigo (T) y del tratamiento de medio MEA conteniendo
B. subtilis (B.s).
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4.4.2. Prueba de enfrentamiento

e T. harzianum vs L. theobromae

Al enfrentar T. harzianum con L. theobromae se observé un crecimiento algo lento
del biocontrolador en comparacién al patdgeno, en el encuentro de ambos se produjo a los
tres dias después de la siembra. En la figura 11 se observa el contacto entre el patogeno y el
controlador, se nota claramente el efecto conocido como “linea de muerte” en cual consiste
en el micoparasitismo del controlador bioldgico hacia el patdgeno. La razon para que el
controlador haya tenido un menor crecimiento posiblemente se debid al crecimiento
acelerado de L. theobromae y la temperatura mas favorable para este. El porcentaje de

inhibicion del crecimiento de L. theobromae fue 35.33% (Cuadro 13).

Figura N°11 Enfrentamiento in vitro de L. theobromae (L.t.) con T. harzianum
(T.h)).

e L.theobromae vs Bacillus subtilis

La colonia de Bacillus tuvo un menor crecimiento radial que L. theobromae (Figura
12), el contacto se produjo a los 3 dias despues de la siembra. La inhibicién de L. theobromae
fue de 41.08 %. En el cuadro 14 se muestra el crecimiento del biocontrolador y patégeno.
(Anexo 4)

Los mecanismos que utilizan los biocontroladores para el control de patdgenos son

diversos, para este caso se notd un halo alrededor de la colonia de B. subtilis donde ya no
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Ilegd a desarrollar la colonia de L. theobromae, lo que indica la presencia de antibidticos que
fueron segregados por la bacteria utilizando el mecanismo de antibiosis. Este mecanismo no
permitié que el micelio de L. theobromae se encuentre fisicamente con la colonia de B.
subtilis. Este modo de accion mencionado en la prueba de enfrentamiento son explicados

por la teoria mencionada por Mont (2004).

Figura N° 12 Enfrentamiento in vitro de L. theobromae (L.t.) con B. subtilis (B.s.).

Cuadro N° 14: Tratamientos de la prueba de enfrentamiento y crecimiento de los hongos

evaluados.
CRECIMIENTO | INHIBICION DE L.
TRATAMIENTO HONGO PROMEDIO theobromae (mm.)
(mm.)
Trichoderma harzianum 24.5
Trichoderma vs. L. [ “theobromae 48.5 35.33
theobromae
Testigo L. theobromae 75.0
Bacillus subtilis 30.5
Bacillus vs. L. L. theobromae 43.3 41.08
theobromae
Testigo L. theobromae 73.5
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45. Pruebas de control en invernadero

45.1. Tratamiento de control curativo

Durante el desarrollo de las plantas en la metodologia curativa, en los meses de
Febrero a Abril, se presentaron condiciones de temperatura muy favorables para el desarrollo

de la enfermedad, siendo las temperaturas promedios durante el dia de 25.9 °C. (Anexo 5)

Los sintomas caracteristicos ocasionados por la infeccion de L. theobromae en vid se
observaron en varios de los tratamientos curativos. Los sintomas secundarios al finalizar el
ensayo fueron: amarillamiento parcial y general de las hojas, acortamientos de entrenudos,
brotacién por debajo del punto de inoculacion, defoliacion y marchitez de hojas (Figura 13
a-c). También se observo necrosis en hojas en forma descendente 0 muerte regresiva de los
brotes, estos sintomas mencionados son comparados con los que describe Rodriguez et al.
(2015).

Los sintomas primarios que se observaron desde el punto de inoculacién hacia los
alrededores fueron: necrosis del tallo con presencia de esporulaciones, y al rasparlos y
cortarlos, se observo necrosis de los tejidos corticales y vasculares (Figura 13: d, e y f);
presentandose avances de la infeccion en todas las direcciones desde el punto de inoculacion,
estos sintomas son los mismos que describe Urbez-Torres (2008), en su ensayo. Los signos
observados fueron abundantes esporulaciones negras que cubrian la superficie de los tallos
(figura 13: d y e) y al observarlos con ayuda de los microscopios estereoscopico y

compuesto, se observaron claramente las picnidias (Figura 13: g y h).
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Figura N° 13. Sintomas secundarios y signos de la enfermedad presentados en la metodologia curativa (a-h).
a) Plantas infectadas con Lasiodiplodia muestra de sintomas secundarios como marchitez. b) Acortamiento de
entre nudos y amarillamiento leve. ¢) Muerte de planta por necrosis de tejidos. d y e Plantas con presencia de
signos a nivel de injerto. f) presencia de necrosis en la zona patrén con raspado cortical. g) presencia de
picnidios con vista en el microscopio estereoscopio. h) Presencia de picnidios en los tallos con vista
microscopica.
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a) Incidencia de la enfermedad

Los resultados de las evaluaciones de incidencia de la enfermedad, tanto en los
injertos como en los patrones, se presentan en el cuadro 15, donde se observa que los
tratamientos: testigo inoculado (T10), con fosfito de potasio (T3), con sulfato de cobre
pentahidratado (T4), con acido fosforoso (T1), con B. subtilis (T8), con fosetil de aluminio
(T2) y con T. harzianum (T7), presentaron un 100 % de incidencia de la enfermedad tanto
en el patron como en el injerto. En el tratamiento con mananos oligosacaridos (T5) se
observaron cuatro plantas con infecciones solamente en el patrén mas no en injerto; y en el
tratamiento con acibenzolar-S-methil (T6) se observd una planta con infeccidn tanto en la

zona del patrén como en el injerto y siete plantas infectadas solamente en la zona del patrén.

Cuadro N°15 Numeros y porcentajes de plantas infectadas con L. theobromae por cada
tratamiento, tanto en los patrones como en los injertos.

o N° DE PLANTAS
N TRATAMIENTO DESCRIPCION AFECTADAS INCIDENCIA %
Injert .
10 Testigo inoculado L er,o 12112 100.0
Patron 12/12 100.0
) . Injerto 12/12 100.0
3 Fosfito de potasio -
Patron 12/12 100.0
Injert .
8 | Bacillus subtilis nerto 12/12 100.0
Patron 12/12 100.0
Injerto 12/12 100.0
1 | Ac. fosforoso Patron 12/12 100.0
; T hars Injerto 12/12 100.0
. harzianum
Patron 12/12 100.0
Injerto 12/12 100.0
4 Sulfato de cobre Pent. -
Patron 12/12 100.0
] o Injerto 12/12 100.0
2 Fosetil de aluminio -
Patrén 12/12 100.0
) . Injerto 0/12 0.0
5 Mananos oligosacaridos
Patron 4/12 33.3
) ) Injerto 1/12 8.3
6 Acibenzolar-S-Methil
Patrén 7/12 58.3
. o Injerto 0/12 0.0
9 Testigo sin inocular
Patron 0/12 0.0
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Las aplicaciones de los productos fueron a la zona foliar, por lo tanto, las primeras
reacciones de defensa se desarrollarian en las hojas, luego en las zonas cerca al injerto y
posteriormente las defensas se desarrollarian en forma sistémica hacia el patron. Esto
explicaria el por qué algunos tratamientos mostraron tener infecciones en la zona del patron
a pesar que sus injertos no lo tenian, posiblemente se deba a que existe una zona de
injertacion donde el paso del sefializador (MeSa) para la activacion de la resistencia en toda
la planta es obstruida y/o retardada, lo cual permite el avance de la infeccion antes de que se
produzca la reaccion de defensa, pudiendo darse resultados como los obtenidos en estos

tratamientos.

b) Severidad de los sintomas secundarios

Las plantas tratadas con la metodologia curativa las cuales fueron 12 por
tratamientos, mostraron tener diversos niveles de sintomas secundarios como consecuencia
de las infecciones. Todas ellas mostraron sintomas que van desde amarillamiento general de
las hojas, acortamientos de entrenudos, marchitez de hojas, brotacion por debajo del punto
de inoculacion, defoliacion y muerte plantas. Los resultados se muestran en el cuadro 16,

donde se observa las severidades de las plantas en relacién a los grados de evaluacion.

Cuadro N° 16: Evaluacion de sintomas secundarios en los diferentes tratamientos por
infecciones por L. theobromae representado en grados de infeccion.

GRADO

N° TRATAMIENTOS 0 1 2 3 4 5

N° | % |[N°| % |N°| % |N°| % [N°|% | N°| %
1 | Acido fosforoso 0 0 003|259 |75|0(0]0]|O0
2 Fosetil de aluminio 0 0 0|0 |6 50|66 |5]0/]0|0]|0
3 | Fosfito de potasio 0 0 00| 0|0 0]0]| 6 |56 |50
4 | Sulfato de cobre pent. 0 0 000|002 |27 9 |75]1]|8
5 | Mananos oligosacéridos | 12 {100 | 0 | O | O | O | O | O] O0O|O0O]O0]|O
6 | Acibenzolar-S-Methil 12100, 0 ] 0| O | O0O|O|O0O]|]O0O]O0]O0]O
7 | Trichoderma harzianun | 0 0 003|259 |75|0|0]0]O0
8 | Bacillus subtilis 0 0 2 |17 6 |50 | 4 |383]0|0|0]O
9 | Testigo sin inocular 12100, 0 ] OO | O0O|O|O]O0O]O0O]O0]O
10 | Testigo inoculado 0 0 00| 0|00 ]0] 4 |33]| 8|67

N°. Numero total de plantas afectadas para cada grado, %. Porcentaje de plantas afectadas para cada grado.
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Los tratamientos que tuvieron grado 0 en el 100 % de las plantas fueron aquellos
tratadas con mananos oligosacaridos (T5) y acibenzolar-S-Methil (T6), asi como también el
testigo sin inocular (T9); estas no presentaron sintomas secundarios por infecciones con L,

theobromae.

Para el grado 1, el tratamiento con B. subtilis (T7) presenté dos plantas con
amarillamiento general de hojas, siendo el Unico tratamiento donde se presentaron plantas

con este grado de severidad.

Para el grado 2, los tratamientos T1 (acido fosforoso), T2 (fosetil de aluminio), T7
(T. harzianum) y T8 (B. subtilis), tuvieron 3, 6, 3 y 6 plantas respectivamente con este grado
de severidad, el cual es caracterizado por sintomas de acortamiento de entrenudos y

paralizacion de emision de yemas nuevas.

Para el grado 3, los tratamientos T1 (&cido fosforoso), T2 (fosetil de aluminio), T4
(sulfato de cobre), T7 (T. harzianum) y T8 (B. subtilis) tuvieron, 9, 6, 2, 9, y 4 plantas
respectivamente, lo cual se caracterizaron por sintomas de marchitez de hojas y brotacion

por debajo del punto de avance de la infeccion.

Para el grado 4, los tratamientos T3 (fosfito de potasio), T4 (sulfato de cobre
pentahidratado) y T10 (testigo inoculado) tuvieron, 6, 9 y 4 plantas respectivamente,

caracterizados por la presencia de necrosis de hojas y defoliacion.

Finalmente para el grado 5, los tratamientos T3 (fosfito de potasio), T4 (sulfato de
cobre pentahidratado) y T10 (testigo inoculado) tuvieron, 6, 1 y 8 plantas respectivamente

con sintomas de muerte completa de ellas.

Los sintomas secundarios de los diversos tratamientos se muestran las figuras 14 y

15, donde se observa diferencias entre cada una de ellas.

Los sintomas observados fueron clorosis foliar, necrosis en los margenes de las hojas,
acortamiento de entrenudos todos ellos como consecuencia de los dafios en los brotes
ocasionado por inoculacion de L. theobromae; las variaciones en las severidades de los

sintomas secundarios estuvieron en relacion a la intensidad de infeccion a partir de la
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inoculacién, estos sintomas son similares a los obtenidos por Urbez-Torres (2008) en sus
ensayos. Las emisiones de los brotes nuevos por debajo del punto de avance de la infeccién
se dan porque se producen la pudricion de las células del paréngquima y posteriormente el
dafo de los tejidos vasculares, esto reduce y/o obstruye el paso del agua hacia la parte
superior de la planta, lo que produce fallos en la brotacién de las yemas ubicadas en las zonas
superiores a la infeccién y, por lo tanto, paralizacion en la formacidn de nuevos brotes por

encima del avance de la infeccidn a partir del punto de inoculacion.
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Figura N° 14 Comparacion visual de sintomas secundarios en diferentes tratamientos en la metodologia curativa (a-e). (a) Inicio de clorosis en hojas y emision de brotes por
debajo del punto de inoculacion (T1: Ac. fosforoso), (b) Clorosis pronunciada en hojas y emisidn de brotes por debajo del punto de inoculacion (T2: Fosetil de

aluminio), (c) Muerte de planta (T3: Fosfito de potasio), (d) Defoliacion de hojas (T4: Sulfato de cobre pentahidratado), (e) Planta sin sintomas (T5: Mananos
oligosacéridos).
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Figura N° 15 Comparacion visual de sintomas secundarios de los diferentes tratamientos en la metodologia curativa (f-j). (f) Plantas sin sintomas de la enfermedad (T6:
Acibenzolar-S-Metil), (g) Plantas con presencia de entrenudos cortos leve (T7: Trichoderma harzianun), (h) Plantas con presencia de entrenudos severos (T8:
Bacillus subtilis), (i) Plantas sin sintomas (T9: Testigo sin inocular), (j) Plantas con muerte de brotes (T10: Testigo inoculado).
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c) Severidad de pudriciones en los tallos

Los resultados del area de avance de las infecciones por L. theobromae en los
diversos tratamientos, tanto para los injertos como para los patrones se muestran en las
figuras 16 y 17 respectivamente y se observa que hay diferencias en el area de infeccion
entre los tratamientos.
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Figura N° 16 Comparaciones de &reas de las infecciones por L theobromae en los injertos
en la metodologia curativa.
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Figura N° 17 Comparaciones de areas de infecciones por L theobromae en patrones en la
metodologia curativa.
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Las comparaciones de las areas de las infecciones por L. theobromae entre patron e
injerto en los diversos tratamientos se presenta en la figura 18 (Anexo 6 y 7). Se observa que
hay diferencias en las areas de infecciones entre los injertos y los patrones. Las areas de
infecciones en los injertos son menores al de los patrones en la mayoria de los tratamientos

para la metodologia curativa.
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Figura N° 18 Comparaciones de areas de las infecciones por L theobromae entre los injertos
y patrones de la metodologia curativa.

En la figura 19 se observan los sintomas de las pudriciones de tallos que se
presentaron en los injertos de los diversos tratamientos, y en la figura 20 se observan los
sintomas de las pudriciones de tallos que se presentaron en los patrones de los diversos
tratamientos. En ambos casos los tallos fueron previamente raspados para eliminar los signos
o0 esporulaciones y apreciar mejor las pudriciones en el tejido cortical. Las infecciones en los
tallos de los plantones a partir del punto de inoculacion tanto en los injertos como en los
patrones se pudieron notar que estos son algo mayores hacia la parte de abajo que las de

arriba, esto concuerda con otros datos obtenidos como los de Urbez-Torres (2008).
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Figura N° 19 Comparacién de los injertos en los diferentes tratamientos en la metodologia curativa T1 (Ac. fosforoso), T2 (Fosetil de aluminio),
T3 (Fosfito de potasio), T4 (Sulfato de cobre pentahidratado), T5 (Mananos oligosacaridos), T6 (Acibenzolar-S-Methyl), T7
(Trichoderma harzianun), T8 (Bacillus subtilis), T9 (Testigo sin inocular), T10 (Testigo inoculado).
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Figura N° 20 Comparacién de los patrones en los diferentes tratamientos en la metodologia curativa T1 (Ac. fosforoso), T2 (Fosetil de aluminio),
T3 (Fosfito de potasio), T4 (Sulfato de cobre pentahidratado), T5 (Mananos oligosacaridos), T6 (Acibenzolar-S-Methyl), T7
(Trichoderma harzianun), T8 (Bacillus subtilis), T9 (Testigo sin inocular), T10 (Testigo inoculado).
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Los resultados de las mediciones del avance longitudinal de las infecciones en los

tallos por L. theobromae de los diversos tratamientos, tanto en los injertos como en los

patrones se muestran en las figuras 21 y 22 respectivamente; se observa que, hubo

diferencias en la longitud de las lesiones entre los tratamientos.
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Figura N° 21 Comparacion de longitudes de las infecciones por L theobromae en los

injertos en la metodologia curativa.
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Figura N° 22 Comparacion de longitudes de las infecciones por L theobromae en los

patrones en la metodologia curativa.
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Las comparaciones del avance longitudinal de las infecciones por L. theobromae
entre patron e injerto en los diversos tratamientos se presentan en la figura 23. Se observa
que hay diferencias en las longitudes de infeccion entre los injertos y los patrones. El avance
longitudinal en los injertos es mayor a los de los patrones en la mayoria de los tratamientos

para la metodologia curativa.
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Figura N° 23 Comparaciones de longitudes de las infecciones por L theobromae entre los
injertos y los patrones en la metodologia curativa.

En esta metodologia se hicieron las aplicaciones drench solo al tratamiento con &cido
fosforoso y foliar a todos los restantes, cinco dias después de las inoculaciones, con el
objetivo de permitir el establecimiento del patégeno. Segin Al-Saadoon et al. (2012) a los
pocos dias después de la inoculacion en sus ensayos mostraron que, a nivel histolégico, se
vio una degeneracion de la epidermis y células parenquimaticas de la corteza en plantas de
vid inoculadas con L. theobromae, lo cual para este trabajo aseguré evaluar la accion de los
productos probados pos infeccion ya que se esperd cinco dias para la aplicacion de los

productos de manera curativa y ver su efecto como inductor de defensa pos infeccién.
En los tratamientos que mostraron infeccion se observaron diferencias en las
mediciones de avance longitudinal y lateral de la necrosis en los tejidos de las variedades

con respecto a los patrones. Se pudo notar que las distancias de avance longitudinal a partir
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del punto de inoculacién fueron mayores en los injertos con respecto al avance en los
patrones. Mientras que el avance lateral fue mayor en los patrones comparados con el avance
lateral en las variedades. Por otro lado, cuando se evaluaron las areas de avance de las
infecciones ocasionado por L. theobromae en los tejidos, las mediciones mostraron que las
areas de infecciones de los patrones fueron mayores que en la variedad injertada. Comentado
lo anterior se considera que las areas de infeccién son un parametro de medicién mas
adecuado ya que considera tanto la longitud asi como el ancho en comparacion a mediciones

de longitud, en donde solo se considera hasta donde en direccidn recta se ve la necrosis.

Los avances longitudinales de las infecciones en los injertos fueron bastante mayores
en comparacion a los patrones, esto pudo haberse debido a que los injertos son brotes tiernos
de tres meses de edad con rapido crecimiento longitudinal comparados con los patrones que
son material vegetal de mayor edad y con mayor lignificacion. Rodriguez et al (2015)
comenta que plantas jovenes no lignificadas infectadas con L. theobromae también tuvieron

un avance rapido de infeccion.

Los tratamientos con mananos oligosacaridos (T5) y con acibenzolar-s-metil (T6)
mostraron tener eficacia en el control curativo de las infecciones por L. theobromae, estos
productos no solo activaron los mecanismos de defensa sistémica, sino que lo hicieron en
tiempo rapido, ya que las infecciones fueron bloqueadas a pesar de haber trascurrido cinco
dias despues de la inoculacion. En comparacion, el tratamiento con (T2) fosetil de aluminio,
que a pesar de tener cierto efecto positivo en el control, la velocidad de infeccion fue mayor
al de la induccion de defensa, por lo cual no existid el bloqueo total de la misma.

Los resultados de andlisis de variancia de las areas de las lesiones en los injertos
(Cuadro 17) indican que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos,
habiéndose obtenido un coeficiente de variacion de 4.47% lo que indica que los datos fueron

confiables.
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Cuadro N° 17. Cuadro de analisis de variancia de las areas de infecciones por L. theobromae
de los injertos en la metodologia curativa

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado

variacion libertad cuadrados medio F. Value
Tratamientos 9 89.887 9.987 495.6
Error 30 0.604 0.020

Total 39 90.49
CV:4.47%

La prueba de comparacion de medias de Tukey de la &reas de avance en los injertos
de los tratamientos de la metodologia curativa se presentan en el Cuadro 18 y, nos indica
que los mejores resultados se obtuvieron con los tratamiento T5 (Mananos oligosacaridos) y
T6 (Acibenzolar-S-Methyl), cuya severidad de infeccion representada con areas en cm?
fueron 0.09 y 0.10 respectivamente en promedio, y que fueron estadisticamente iguales a lo
obtenido en el (T9) testigo sin inocular. El T2 (Fosetil de aluminio) tuvo un promedio de
2.94 cm?, existiendo diferencias significativa con estos tres Gltimos mencionados y
representando un porcentaje de control mayor al 80 % por lo que estos tres tratamientos si
mostraron tener un efecto inductor. Los tratamientos T7 (Trichoderma harzianun) y T1
(Acido fosforoso), tuvieron una severidad media de 5.60 y 8.50 cm? respectivamente, con
porcentajes bajos de control con respecto al testigo, lo cual indica que el T. harzianun y Ac.
fosforoso tienen un efecto poco importante en el manejo de la enfermedad para esta

metodologia.

Los tratamientos T8 (Bacillus subtilis), T4 (Sulfato de cobre pentahidratado),
tuvieron una severidad media de infeccion de 10.75 y 12.27 cm? respectivamente, no

existiendo diferencias entre estos tratamientos.

Los tratamientos T3 (Fosfito de potasio) y T10 (Testigo inoculado) tuvieron una
severidad media de infeccion de 14.45 y 15.25 cm? respectivamente (Cuadro 18), no
existiendo diferencias estadisticas entre estos tratamientos con un efecto poco importante en
el manejo de la enfermedad ya existente, representando con porcentaje de control menor a

30 % para el mejor caso.
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Cuadro N° 18: Prueba de Tukey de los resultados obtenidos en el area de las infecciones
por L. theobromae en el injerto en la metodologia curativa segun los

tratamientos utilizados para el control de la enfermedad.

CURATIVO
MEDIA DEL MEDIA
AREA DE TRANSFORMA AGRUPAMIENTO
INFECCION DA DE AREA
Tratamientos REAL DE INFECCION
T10: Testigo inoculado 15.25« 4.90v A?
T3: Fosfito de potasio 14.45 4.79 AB
T4: Sulfato de cobre pentahidratado 12.27 4.49 B
T8: Bacillus subtilis 10.75 4.27 B
T1: Acido fosforoso 8.50 3.91 C
T7: Trichoderma harzianun 5.60 3.36 D
T2: Fosetil de aluminio 2.94 2.69 E
T6: Acibenzolar-S-Methyl 0.10 1.17 F
T5: Mananos oligosacaridos 0.09 1.09 F
T9: Testigo sin inocular 0.00 1.00 F
Coeficiente de variabilidad 4.47 %

X cada valor real de cada tratamiento. ¥ Datos convertidos a (N%-+1). Z Ntmeros en columnas seguidos por la
misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey.

Los resultados de analisis de variancia de las areas de las lesiones de los patrones

(Cuadro 19) indican que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos,

habiéndose obtenido un coeficiente de variacion de 3.5% lo que indica que nuestros datos

fueron confiables.
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Cuadro N°19 Cuadro de analisis de variancia de las areas de infecciones por L. theobromae
de los patrones en la metodologia curativa.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado

variacion libertad cuadrados medio F. Value
Tratamientos 9 83.210 9.246 713.63
Error 30 0.388 0.012

Total 39 83.6

CV:35%

La prueba de comparacion de las medias de Tukey de las areas en los patrones de los
tratamientos de la metodologia curativa se presentan en el cuadro 20, e indica que los mejores
resultados se obtuvieron con los tratamiento T5 (Mananos oligosacaridos), T6 (Acibenzolar-
S- Methyl), cuya severidad de ataque representada con éareas de avance de infeccion fueron
de 0.26 y 0.42 cm? respectivamente, no mostrando diferencias significativas entre los

tratamientos, pero si con el tratamiento testigo.

El tratamiento T2 (Fosetil de aluminio) tuvo un promedio de 3.37 existiendo
diferencias significativa con los tres ultimos mencionados y representando un porcentaje de
control mayor al 75 % por lo que estos tres tratamientos mostraron un buen efecto positivo

en la induccion de defensa natural.

Los tratamientos T7 (Trichoderma harzianun) y T1 (Acido fosforoso), tuvieron una
severidad media de infeccion de 6.28 y 3.49 cm? respectivamente, con porcentajes bajos de
control con respecto al testigo, lo cual nos indica que el T. harzianun y Ac. fosforoso tienen

un efecto poco importante en el manejo de la enfermedad en dicha metodologia.

Los tratamientos T8 (Bacillus subtilis), T4 (Sulfato de cobre pentahidratado), T3
(Fosfito de potasio) y T10 (Testigo inoculado) tuvieron un severidad media de avance 10.04,
12.31, 15.6 y 15.75 cm? respectivamente (Cuadro 20). Existiendo diferencias estadisticas
entre los tratamientos mencionados, incluyendo a estos tratamientos con un efecto poco
importante en el manejo de la enfermedad, representando con porcentaje de control menor a

37 % para el mejor caso.
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Cuadro N° 20: Prueba de Tukey de los resultados obtenidos en el area de las infecciones
por L. theobromae en los patrones en la metodologia curativa segin los
tratamientos utilizados para el control de la enfermedad.

CURATIVO

MEDIA DEL MEDIA

AREA DE TRANSFORM
AGRUPAMIENTO
INFECCION  ADA DE AREA

Tratamientos REAL DE INFECCION

T10: Testigo inoculado 15.75% 4.96v A?
T3: Fosfito de potasio 15.60 4.93 A
T4: Sulfato de cobre pentahidratado 12.31 4.50 B
T8: Bacillus subtilis 10.04 4.15 C
T1: Acido fosforoso 8.25 3.86 D
T7: Trichoderma harzianun 6.28 3.49 E
T2: Fosetil de aluminio 3.37 2.81 F
T6: Acibenzolar-S-Methyl 0.42 1.48 G
T5: Mananos oligosacaridos 0.26 1.29 G
T9: Testigo sin inocular 0.00 1.00 H

Coeficiente de variabilidad 3.5%

X cada valor real de cada tratamiento. ¥ Datos convertidos a (V%-+1). ZNmeros en columnas seguidos por la
misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey.

d) Reaislamiento del patégeno

Después de las evaluaciones las muestras fueron llevadas al laboratorio para el

reaislamiento correspondiente, los resultados se muestran en el cuadro 21.

En los tratamientos T1 (acido fosforoso), T2 (Fosetil de aluminio), T3 (Fosfito de
potasio), T4 (Sulfato de cobre pentahidratado) se pudo reaislar L. theobromae tanto de los
injertos como de los patrones representado con un 100 % de plantas infectadas, para estos

tratamientos.

El tratamiento T5 (Manano oligosacaridos), de los injertos no se reaislo L.

theobromae, aunque si en el patron con dos plantas, representado con un 15 % vy, T6
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(Acibenzolar-S-methil) se reaisld L. theobromae en una planta en la zona injerto y tres para

la zona del patron.
Los tratamientos con T7 (T. harzianum), T8 (B. subtilis) y T10 (testigo inoculado)
tuvieron un 100% de reaislamiento del hongo tanto de los patrones como de los injertos. En

el testigo sin inocular no se reaislo L. theobromae en ninguno de las muestras escogidas.

Cuadro N°21 Porcentajes de plantas con reaislamiento de L. theobromae.

TRAT. | DESCRIPCION INJERTO| % |PATRON| %
1 Acido fosforoso + 100 + 100
2 Fosetil de Aluminio + 100 + 100
3 Fosfito de potasio + 100 + 100
4 Sulfato de cobre pentahidratado + 100 + 100
5 Manano oligosacaridos - 0 + 33
6 Acibenzolar S-methyl - 0 + 66
7 Trichoderma harzianum + 100 + 100
8 Bacillus subtilis + 100 + 100
9 Testigo sin inocular - 0 - 0
10 | Testigo inoculado + 100 + 100

+ positivo para reaislamiento de L. theobromae - Negativo para reaislamiento de L. theobromae

4.5.2. Tratamientos de control preventivo

Durante el desarrollo de las plantas, con la metodologia preventiva, en los meses de
Marzo a Mayo, se presentaron condiciones de temperatura favorables para el desarrollo de

la enfermedad, siendo las temperaturas promedios durante el dia de 24 °C. (Anexo 5).

Los sintomas caracteristicos ocasionados por la infeccion de L. theobromae en vid se
observaron en varios de los tratamientos preventivos. Los sintomas secundarios al finalizar
el ensayo fueron: amarillamiento parcial y general de las hojas, acortamientos de entrenudos,
brotacion por debajo del punto de inoculacion, defoliacion y marchitez de hojas (Figura 24
a-d). También se observaron necrosis en hojas en forma descendente o muerte regresiva de
los brotes, estos sintomas mencionados son comparados con los que describe Rodriguez et
al. (2015).
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Los sintomas primarios que se observaron desde el punto de inoculacién hacia los
alrededores fueron: necrosis del tallo con presencia de esporulaciones, y al rasparlos y
cortarlos, se observaron necrosis de los tejidos corticales y vasculares (Figura 24: e, fy g);
presentdndose avances de la infeccion en todas las direcciones desde el punto de inoculacion,
estos sintomas son los mismos que describe Urbez-Torres (2008), en su ensayo. Los signos
observados fueron abundantes esporulaciones negras que cubrian la superficie de los tallos
(figura 24 e y f) y al observarlos con ayuda de los microscopios estereoscpico y compuesto,
se observaron claramente las picnidias (Figura 24: h y i).
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Figura N° 24. Sintomas secundarios y signos de la enfermedad presentados en la metodologia preventiva (a-
i). a) Plantas infectadas con Lasiodiplodia muestra de sintomas secundarios como amarillamiento y brotacion
por debajo del avance de la infeccidn. b) Paralizacion de emision de brotes nuevos ¢ y d) Necrosis y defoliacion
de hojas. €) Plantas con presencia de signos a nivel de patron. fy g) Avance de la infeccién. h) Presencia de
picnidios con vista en el microscopio estereoscopio. i) Presencia de picnidios en los tallos con vista
microscopica.
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a) Incidencia de la enfermedad:

Los resultados de las evaluaciones de incidencia de la enfermedad, tanto en los
injertos como en los patrones, se presentan en el cuadro 22, donde se observa que, en los
tratamientos: testigo inoculado (T20), con fosfito de potasio (T13), con B. subtilis (T18), con
acido fosforoso (T11), y con T. harzianum (T17); presentaron un 100 % de incidencia de la
enfermedad tanto en el patron como en el injerto y el tratamiento con sulfato de cobre
pentahidratado (T14) se observo una planta sin infeccion solamente en el injerto mas no en
los patrones. En el tratamiento con fosetil de aluminio (T12) solo en dos plantas en la zona
injerto no tuvieron infecciones. Para los tratamientos con mananos oligosacaridos (T15) y
testigo sin inocular (T19) no se observaron infecciones aparentes ni en la zona injerto ni el
patrén, y, por Gltimo, el tratamiento con Acibenzolar-S-Methil (T16) solo se evidenci6 una

planta con infeccion en la zona patron.

Cuadro N° 22: Numeros y porcentajes de plantas infectadas con L. theobromae por cada
tratamiento, tanto en los patrones como en los injertos.

o N° DE PLANTAS
N TRATAMIENTO DESCRIPCION AFECTADAS INCIDENCIA %
L Injerto 12/12 100.0
20 Testigo inoculado -
Patrén 12/12 100.0
) . Injerto 12/12 100.0
13 Fosfito de potasio -
Patron 12/12 100.0
Injert .
18 Bacillus subtilis njerlo 12112 100.0
Patron 12/12 100.0
" Ac. fosforaso Injerto 12/12 100.0
' Patron 12/12 100.0
17 T hars Injerto 12/12 100.0
. harzianum
Patron 12/12 100.0
Injerto 11/12 100.0
14 Sulfato de cobre Pent. -
Patrén 12/12 100.0
) o Injerto 10/12 100.0
12 Fosetil de aluminio
Patron 12/12 100.0
) . Injerto 0/12 0.0
15 Mananos oligosacaridos
Patrén 0/12 0.0
) . Injerto 0/12 0.0
16 Acibenzolar-S-Methil
Patrén 1/12 8.3
) o Injerto 0/12 0.0
19 Testigo sin inocular
Patrén 0/12 0.0
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Dentro de esta metodologia preventiva, los niveles de incidencia fueron menores que
la metodologia curativa, esto puede atribuirse a que algunos de los tratamientos pueden
funcionar mejor de manera preventiva, en donde antes que se dé la inoculacion por L.
theobromae, la planta ya tiene su mecanismo de defensa sistémico activo, en donde se

muestra que los patrones de algunos plantones tuvieron menor nimero de incidencia.

b) Severidad de los sintomas secundarios

Las plantas tratadas con la metodologia preventiva las cuales fueron 12 por
tratamientos mostraron tener diversos niveles de sintomas secundarios como consecuencia
de las infecciones. Todas ellas mostraron sintomas que van desde amarillamiento general de
las hojas, acortamientos de entrenudos, marchitez de hojas, brotacion por debajo del punto
de inoculacioén, defoliacion y muerte plantas. Los resultados se muestran en el cuadro 23,

donde se observa las severidades de las plantas en relacion a los grados de evaluacion

Cuadro N° 23: Evaluacion de sintomas secundarios en los diferentes tratamientos por
infecciones por L. theobromae representado en grados de infeccion.

GRADO

N° TRATAMIENTOS 0 1 2 3 4 5

N° | % |[N°|[% [N°|% |N°|% | N°|% |[N°|%
11 | Acido fosforoso 0 |0 2 |17]3 |25]|7 |58|/0 |0 |0 |O
12 | Fosetil de aluminio 9 |75 |3 |25|0 |O |O |O |O |O |O |O
13 | Fosfito de potasio 0 |0 1 |8 |0 |0 |0 |O |10 |84 |1 |8
14 | Sulfato de cobre pent. 0 |0 0O |0 |1 |8 |9 |75]|2 [17]0 |O
15 | Mananos oligosacéridos | 12 [ 100 {0 |0 [0 |0 |O |0 |O |O |O |O
16 | Acibenzolar-S-Methil 12 /100 {0 |O |O |O |O |O (O |O |O |O
17 | Trichoderma harzianun |0 |0 1 |8 |2 1719 |70 |0 [0 |O
18 | Bacillus subtilis 0 |0 0 |0 |9 |75|3 |25|0 (0 |O |O
19 | Testigo sin inocular 12 {100 |0 |O |O |O |O |O |O |O |O |O
20 | Testigo inoculado 0 |0 0O /O |0 |O |O |O |10 |83|2 |17

N°. Numero total de plantas afectadas para cada grado, %. Porcentaje de plantas afectadas para cada grado.

Los tratamientos que tuvieron grado 0 en el 100 % de las plantas fueron aquellos con
mananos oligosacaridos (T15) y acibenzolar-S-Methil (T16), asi como también el testigo sin
inocular (T19); éstas no presentaron sintomas secundarios por infecciones con L,
theobromae. El tratamiento con Fosetil de aluminio (T12) presenté nueve plantas con este

grado.
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Para el grado 1, los tratamientos T11 (acido fosforoso), T12 (fosetil de aluminio),
T13 (fosfito de potasio) y T17 (T. harzianum) tuvieron 2, 3, 1 y 1 plantas con este grado

respectivamente, lo cuales fueron sintomas de amarillamiento de hojas.

Para el grado 2, los tratamientos T11 (acido fosforoso), T12 (fosetil de aluminio),
T17 (T. harzianum) y T18 (B. subtilis) tuvieron, 3, 1, 2, y 9 plantas respectivamente con este
grado de severidad, el cual es caracterizado por sintomas de acortamiento de entrenudos y

paralizacion de emision de yemas nuevas.

Para el grado 3, los tratamientos T11 (&cido fosforoso), T12 (fosetil de aluminio),
T17 (T. harzianum) y T18 (B. subtilis) tuvieron 7, 9, 9 y 3 plantas respectivamente, lo cual
se caracterizaron por sintomas de marchitez de hojas y brotacion por debajo del punto de

avance de la infeccién.

Para el grado 4, los tratamientos T13 (fosfito de potasio), T14 (sulfato de cobre
pentahidratado) y T20 (testigo inoculado) tuvieron, 10, 2 y 10 plantas respectivamente,

caracterizados por la presencia de necrosis de hojas y defoliacion.

Para el grado 5, los tratamientos T13 (fosfito de potasio) y T20 (testigo inoculado)

tuvieron, 1y 2 plantas respectivamente con sintomas de muerte completa de ellas.

Los sintomas secundarios de los diversos tratamientos se muestran las figuras 25 y

26, donde se observa diferencias entre cada una de ellas.

Dentro de esta metodologia los sintomas secundarios fueron algo menores en los
grados de severidad con respecto a los resultados obtenidos en la evaluacion de la
metodologia curativa. Esto pudo deberse a que el avance de las infecciones tambien fueron
algo menores en comparacion al de la metodologia curativa. También hay que mencionar
que las temperaturas fueron bajando en los Gltimos dias que se desarrolld el ensayo de la
metodologia preventiva en comparacién con las temperaturas que se registraron durante el
ensayo de la metodologia curativa, lo que pudo influir en el avance de las infecciones por L.

theobromae en los tejidos haciéndose mas lento (Anexo 5).
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Figura N° 25 Comparacion visual de sintomas secundarios en diferentes tratamientos en la metodologia preventiva (a-e). (a) Inicio de clorosis en hojas y emision de brotes
por debajo del punto de inoculacion (T11: Ac. fosforoso), (b) Plantas sin sintomas aparente (T12: Fosetil de aluminio), (c) Necrosis en hojas y defoliacion (T13:
Fosfito de potasio), (d) Marchitez de hoja e inicios de defoliacion (T14: Sulfato de cobre pentahidratado), (e) Planta sin sintomas de la enfermedad (T15:
Mananos oligosacéridos).
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Figura N° 26 Comparacién visual de sintomas secundarios en diferentes tratamientos en la metodologia preventiva (f-j). (f) Planta sin sintoma de la enfermedad, (T16:
acibenzolar-S-methil), (g) Acortamiento y emision de brotes por debajo del punto de inoculacion (T17: T. harzianum), (h) Acortamiento de entre nudos (T18:
B. subtilis), (i) Plantas sin sintomas (T19: testigo sin inocular), (j) defoliacién y muerte de planta (T20: testigo inoculado).
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c) Severidad de pudriciones en los tallos

Los resultados del area de avance de las infecciones por L. theobromae en los
diversos tratamientos de la metodologia preventiva, tanto para los injertos como para los
patrones, se muestran en las figuras 27 y 28 respectivamente y se observa que hay diferencias

en el &rea de avance entre los tratamientos.
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Figura N° 27 Comparacion de areas de la infeccién por L theobromae en los injertos de la
metodologia preventiva.
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Figura N° 28 Comparacion de areas de la infeccion por L theobromae en los patrones de la
metodologia preventiva.
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Las comparaciones de las areas de las infecciones por L. theobromae entre patron e
injerto en los diversos tratamientos de la metodologia preventiva se presentan en la figura
29. Se observa que hay diferencias en el area de avance entre los injertos y los patrones. El
avance en area en los injertos es menor al de los patrones en la mayoria de los tratamientos

para la metodologia preventiva.
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Figura N° 29 Comparaciones de las areas de las infecciones por L theobromae entre los
injertos y patrones de la metodologia preventiva.

En la figura 30 se observa los sintomas de las pudriciones de tallos que se presentaron
en los injertos de los diversos tratamientos, y en la figura 31 se observan los sintomas de las
pudriciones de tallos que se presentaron en los patrones de los diversos tratamientos (Anexo
8y9).
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Figura N° 30 Comparacion de injertos de los diferentes tratamientos con raspado cortical en la metodologia preventiva. T11 (Ac. fosforoso), T12
(Fosetil de aluminio), T13 (Fosfito de potasio), T14 (Sulfato de cobre pentahidratado), T15 (Mananos oligosacaridos), T16
(Acibenzolar-S-Methyl), T17 (Trichoderma harzianun), T18 (Bacillus subtilis), T19 (Testigo sin inocular), T20 (Testigo
inoculado).
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Figura N° 31: Comparacion de patrones de los diferentes tratamientos con raspado cortical en la metodologia preventiva. T11 (Ac. fosforoso),
T12 (Fosetil de aluminio), T13 (Fosfito de potasio), T14 (Sulfato de cobre pentahidratado), T15 (Mananos oligosacaridos), T16

(Acibenzolar-S-Methyl), T17 (Trichoderma harzianun), T18 (Bacillus subtilis), T19 (Testigo sin inocular), T20 (Testigo
inoculado).
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Los resultados de las mediciones del avance longitudinal de las infecciones en los
tallos por L. theobromae de los diversos tratamientos de la metodologia preventiva, tanto en
los injertos como en los patrones se muestran en las figuras 32 y 33 respectivamente, y se

observa que existio diferencias en la longitud de lesiones entre los tratamientos.
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Figura N° 32 Comparacion de longitudes de la infeccion por L theobromae en los injertos
en la metodologia curativa.
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Figura N° 33 Comparaciones de longitudes de la infeccion por L theobromae en los
patrones de la metodologia preventiva.
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Las comparaciones de la distancia longitudinal de las infecciones por L. theobromae
entre patron e injerto en los diversos tratamientos de la metodologia preventiva se presenta
en la figura 34. Se observa que hay diferencias de las longitudes de las lesiones entre los
injertos y los patrones. El avance longitudinal en los injertos es mayor al de los patrones en

la mayoria de los tratamientos para la metodologia preventiva.
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Figura N° 34 Comparaciones de las longitudes por infecciones por L theobromae entre los
injertos y patrones de la metodologia preventiva.

Las evaluaciones de los tratamientos en relacién a las distancias (mm) de infeccion
fueron en su mayoria superiores en la variedad que en los patrones, estas diferencias podrian
deberse a factores como tipo de tejido inoculado, edad del hospedante y/o diferencias en la
susceptibilidad del cultivar , entre otros factores que influyan en el avance del patdégeno (Van
Niekerk, J. et al. 2004) , aunque, esta relacidn es contraria, ya que los patrones a pesar de
tener distancias algo menores en comparacion a las variedades, en varios tratamientos las

areas (cm?) fueron mayores en los patrones que en la variedad.

Los productos a base de fosforo como el caso de acido fosforoso y fosfito de potasio
no mostraron tener ningdn efecto positivo en el control de la infeccion por L. theobromae,
aun cuando éstas alcanzaron niveles casi igual a las del testigo inoculado; aunque existe

reportes con estos productos para otros cultivos con diferente patdgeno, donde si mostraron
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tener cierta eficacia en el control. Su poca eficacia en el control puede ser explicado que no
hay fundamentos en que estos productos activen la resistencia de manera sistémica; pero los
mecanismos de defensas no son solamente de forma sistémica, siendo también mediante la
produccion de compuestos microbicidas como las fitoalexinas, de ser asi, no necesariamente
pueden producirse fitoalexinas en cantidades elevadas como para inhibir el avance del
patdgeno. Esto quiza pudiera ser manejado por la dosis del producto a aplicar, ya que en el
presente trabajo de investigacion las cantidades de los productos que se aplicaron fueron en
relacion a la dosis comercial recomendada y no necesariamente a una dosis que pueda

funcionar como inductor de defensas en cantidades suficientes.

Para el caso de Fosetil de aluminio se obtuvieron buenos resultados con respecto a la
metodologia preventiva, con avances de las pudriciones muy bajas para este tratamiento, con
porcentaje de inhibicion mayor al 80%. Hay muchas evidencias en investigaciones que
muestran que la aplicacion de Fosetil de aluminio participa en la produccion de fitoalexinas
y otros compuestos fendlicos, aunque también hay otros estudios que demuestran que la
acumulacion de fitoalexinas en plantas tratadas con Fosetil de aluminio fueron iguales que
en las plantas no tratadas. Por lo tanto, no se puede asociar Unicamente a las fitoalexinas las

respuestas relacionadas con la resistencia en el hospedante (Guest 1986).

Entre los procesos de defensa de la planta se incluyen las muertes programadas de
las células, y no solo existe una muerte como tal, sino que se forman y acumulan otros

compuestos que son toxicos para el patdgeno y las células hospedantes (Heath 2000).

Los resultados de la metodologia preventiva mostraron ser mejores en algunos
tratamientos en comparacion con la metodologia curativa, y en otros tratamientos hubieron
pocas diferencias, resultando que los productos que son eficaces en la metodologia curativa,

muestran ser mejores cuando se aplicé en forma preventiva a la infeccion con L. theobromae.

Los productos Manamos oligosacaridos y Acibenzolar-S-methyl mostraron ser los
mejores en el control de L. theobromae controlando en un 100% de la enfermedad en los
injertos y cerca al 100 % en los patrones. Estos resultados son similares a los obtenidos en
estudios previos con dichos productos, donde se muestran su poder activador de defensa en
plantas, donde se usaron &cido salicilico aplicados exdgenamente para Botrytis cinerea

(Renault et al. 1996) y aplicaciones de mananos oligosacaridos contra Plasmopara viticola
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en vid, donde mostraron tener buena eficacia como activadores de defensa contra patégenos

en plantas (Kedma et al. 2012).

En los tratamientos con mananos oligosacaridos y con acibenzolar-s-metil, se
produjo un blogueo en el avance del patdgeno por la formacién de una cicatriz en forma de
“labio”, lo que indica la acumulacion de sustancias de refuerzos como enzimas ricas en
hidroxiprolina y la formacion de suberina (Ryals et al. 1996). La activacion de estos
mecanismos pueden variar dependiendo el cultivar e inclusive la especie, donde el tiempo

de activacion pueden ser variables.

Los resultados de analisis de variancia de las lesiones de las areas en los injertos

(Cuadro 24) indican que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos

Cuadro N° 24 Cuadro de analisis de variancia de las areas de infecciones por L. theobromae
en los injertos en la metodologia preventiva.

Fuentes de Grados de sumas de Cuadrado

L . ) F. Value
variacion libertad cuadrados medio
Tratamientos 9 73.110 8.124 1749.38
Error 30 0.139 0.004
Total 39 73.25
C.V:247%

La prueba de comparacion de las medias de Tukey de las areas de avance en los
injertos de los tratamientos de la metodologia preventiva se presentan en el Cuadro 25,
indica que los mejores resultados se obtuvieron con los tratamientos T15 (Mananos
oligosacaridos) y T16 (Acibenzolar- S- Metil), debido a la menor severidad en el area de
avance de L. theobromae y que fueron estadisticamente iguales a lo obtenido en el Testigo
sin inocular (T19), lo cual representa un 100% de control de la enfermedad para estos
tratamientos (T16 y T15). El tratamiento T12 (Fosetil de aluminio), tuvo un promedio de
area de avance de infeccion de 1.06 cm? pero fue estadisticamente diferente a los
tratamientos anteriormente mencionados y representd un 92.3 % de control con respecto al
testigo inoculado (T20). Por lo que se considera que estos tratamientos (T15, T16y T12)
mostraron tener un buen efecto inductor de defensa contra L. theobromae para la

metodologia preventiva.
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Los tratamientos T17 (Trichoderma harzianum), T11 (4acido fosforoso), T18
(Bacillus subtilis), T14 (sulfato de cobre pentahidratado) tuvieron un area de avance media
de 2.80, 5.33, 7.75 y 9.25 cm? respectivamente, siendo todos estos tratamientos
estadisticamente diferentes entre si y entre los otros. Estos tratamientos tuvieron un efecto
poco importante en el control del avance de la enfermedad, representando un porcentaje de

control menor a 35 % en el mejor de los casos (T17).

Los tratamientos T13 (fosfito de potasio) y T20 (testigo inoculado) tuvieron un area
de avance media de 11.42 y 11.81 cm? respectivamente, no existiendo diferencias
estadisticas entre estos tratamientos lo que indica que el fosfito de potasio no tuvo ningun

efecto de control.

Cuadro N° 25: Prueba de Tukey de los resultados obtenidos en el area de las infecciones
por L. theobromae en el injerto en la metodologia preventiva segin los
tratamientos utilizados para el control de la enfermedad.

PREVENTIVO
MEDIA DEL MEDIA
AREA DE TRANSFORMADA AGRUPAMIENTO
INFECCION DE AREA DE

Tratamientos REAL INFECCION

T20: Testigo inoculado 11.81x 4.43Y A?

T13: Fosfito de potasio 11.42 4.37 A

T14: Sulfato de cobre pentahidratado 9.25 4.03 B

T18: Bacillus subtilis 7.75 3.78 C

T11: Acido fosforoso 5.33 3.29 D

T17: Trichoderma harzianum 2.80 2.66 E

T12: Fosetil de aluminio 1.06 1.98 F

T15: Mananos oligosacaridos 0.00 1.00 G

T16: Acibenzolar-S-Methyl 0.00 1.00 G

T19: Testigo sin inocular 0.00 1.00 G

Coeficiente de variabilidad 2.47 %

X valor real de tratamiento. ¥ Datos convertidos a (V%-+1). Z Nimeros en columnas seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey.
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Los resultados de analisis de variancia de las areas de las lesiones en los patrones
(Cuadro 26) indican que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos,
habiendose obtenido un coeficiente de variacion de 7.6% lo que indica que los datos fueron

confiables.

Cuadro N° 26. Cuadro de analisis de variancia de las &reas de infecciones por L. theobromae
en los injertos en la metodologia preventiva.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado
L . . F. Value
variacion libertad cuadrados medio
Tratamientos 9 69.65 7.738 298.51
Error 30 0.777 0.259
Total 39 70.42
CV:5.7%

La prueba de comparacion de las medias de Tukey de las areas de avance en los
patrones de los tratamientos de la metodologia preventiva se presentan en el Cuadro 27,
indica que los mejores resultados se obtuvieron con los tratamientos T15 (Mananos
oligosacaridos) y T16 (Acibenzolar-S-Metil) debido a la menor severidad en el area de
avance de L. theobromae y fueron estadisticamente iguales a los obtenidos por el testigo sin
inocular (T19). La severidad del &rea de avance de los tratamientos 15 y 16 fueron de 0.11
y 0.13 cm? en promedio respectivamente, no mostrando diferencias estadisticas entre si y
representando un porcentaje de control con respecto al testigo sin inocular de 96.15y 98.24
respectivamente. El tratamiento T12 (Fosetil de aluminio) tuvo un promedio de area de
infeccion de 1.24 cm? pero fue estadisticamente diferente a los tratamientos anteriormente
mencionados y representd un 90.2 % de control con respecto al testigo inoculado (T20). Por
lo que estos tres tratamientos muestran tener efectos positivos en la induccion de defensa

para infecciones por L theobromae.

El tratamiento T17 (Trichoderma harzianum) tuvo un area de avance de infeccion de
3.66 cm? siendo estadisticamente diferente a los tratamientos anteriormente mencionados.
Los tratamientos T18 (Bacillus subtilis), T11 (Ac. fosforoso), T14 (Sulfato de cobre
pentahidratado) tuvieron un area de avance medio de 6.11, 6.25 y 8.32 cm? respectivamente,

no existiendo diferencias estadisticas entre ellos.
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Los tratamientos T13 (fosfito de potasio) y T20 (testigo sin inocular) tuvieron un area
de avance medio de 12.50 y 12.76 cm? respectivamente, no existiendo diferencias

estadisticas entre ellos indicando que no hubo control alguno de la infeccion.

Estos estudios corroboran con los obtenidos por Kedma (2012) quien reporto la
eficiencia de estos elicitores en el control del mildiu (Plasmopara viticola) en la vid. En el
control de la enfermedad. Los tratamientos con mananos oligosacaridos y con acibenzolar,
mencionados anteriormente, formaron una especie de callo o labio formando una barrera que

evita el establecimiento a otras células circundantes de la planta.

Cuadro N° 27 Prueba de Tukey de los resultados obtenidos en el area de las
infecciones por L. theobromae en el patron en la metodologia preventiva segun los

tratamiento utilizados para el control de la enfermedad.

PREVENTIVO

MEDIA DEL MEDIA

AREA DE TRANSFORMADA
AGRUPAMIENTO

INFECCION DE AREA DE

Tratamientos REAL INFECCION
T10": Testigo inoculado 12.76x 4.57v A?
T3": Fosfito de potasio 12.50 4.53 A
T4": Sulfato de cobre pentahidratado 8.32 3.80 B
T1": Acido fosforoso 6.25 3.49 B
T8": Bacillus subtilis 6.11 3.46 B
T7": Trichoderma harzianum 3.66 2.91 C
T2: Fosetil de aluminio 1.24 2.11 D
T6": Acibenzolar-S-Methyl 0.13 1.15
T5": Manano oligosacaridos 0.11 1.09
T9": Testigo sin inocular 0.00 1.00 E

Coeficiente de variabilidad 5.07 %

xvalor real de cada tratamiento. ¥ Datos convertidos a (V%-+1). 2 Ntimeros en columnas seguidos por la misma letra no son
significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey.

Todos los patrones de los tratamientos mostraron tener distancias (mm) y areas (cm?)

de avance diferentes, En esta metodologia mostraron areas necrosadas algo atenuadas en
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relacion a la metodologia curativa, segun, cuando se producen la induccion de defensa
sistémica en las plantas, estan son trastocadas hacia todas las partes de la planta, tomando
un tiempo en que se producen estas defensas distales y entendiéndose que se trata de una
planta injertada, los sefializadores son parcialmente obstruidos por la gran cicatriz formada

en el injerto, dando respuestas a patrones con mayores areas de lesiones.

d) Reaislamiento de L. theobromae

Después de las evaluaciones las muestras fueron llevadas al laboratorio para el

reaislamiento correspondiente, los resultados se muestran en el cuadro 28.

Cuadro N° 28 Porcentaje de plantas con reaislamiento de L. theobromae.

TRAT. | DESCRIPCION INJERTO| % |PATRON| %
11 | Acido fosforoso + 100 + 100
12 Fosetil de Aluminio + 100 + 100
13 | Fosfito de potasio + 100 + 100
14 | Sulfato de cobre pentahidratado + 100 + 100
15 | Manano oligosacaridos - 0 - 0
16 | Acibenzolar S-methyl - 0 + 17
17 | Trichoderma harzianum + 100 + 100
18 Bacillus subtilis + 100 + 100
19 | Testigo sin inocular - 0 - 0
20 | Testigo inoculado + 100 + 100

+ positivo para reaislamiento de L. theobromae - Negativo para reaislamiento de L. theobromae

En los tratamientos T11 (&cido fosforoso), T12 (Fosetil de aluminio), T13 (Fosfito
de potasio), T14 (Sulfato de cobre pentahidratado) se pudo reaislar L. theobromae tanto de
los injertos como de los patrones representado con un 100 % de plantas infectadas, para estos

tratamientos.
El tratamiento T15 (Manano oligosacaridos), de los injertos ni en los patrones se

reaislé L. theobromae, el T16 (Acibenzolar-S-methil) se reaislé L. theobromae solo en una

planta en la zona patron mas no en el injerto.
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Los tratamientos con T17 (T. harzianum), T18 (B. subtilis) y T20 (testigo inoculado)
tuvieron un 100% de reaislamiento del hongo tanto de los patrones como de los injertos. En

el testigo sin inocular no se reaislo L. theobromae en ninguno de las muestras escogidas.
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V. CONCLUSIONES

En las pruebas in vitro se establecié que el producto quimico mas eficaz fue acido
fosforoso, inhibiendo en su totalidad el crecimiento de L. theobromae; por otra parte, dentro

los productos bioldgicos el mas eficaz fue Bacillus subtilis.

Se determind que los productos de origen quimico: acibenzolar-S-metil, mananos
oligosacaridos y fosetil de aluminio, inducen la defensa ante L. theobromae en plantas de
vid, siendo los dos primero los mas eficaces, tanto en la estrategia de prevencion como en la

estrategia de control de la muerte regresiva.

Los productos como acido fosforoso, fosfito de potasio y sulfato de cobre

pentahidratado tuvieron una eficacia limitada.
Por otra parte, los productos de origen bioldgicos no fueron eficaces en la induccion

a la de defensa de las plantas de vid ante el ataque de L. theobromae, en ningunas de las dos

estrategias.
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VI. RECOMENDACIONES

Utilizar los productos quimicos en base a su dosis comercial para la prueba de
laboratorio.

Utilizar dosis mas altas en aquellos productos donde no mostraron un efecto inductor.
Utilizar dosis mas bajas en aquellos productos donde mostraron un efecto inductor.
Llevar el uso de estos productos a nivel de campo comercial de vid en plantaciones
con mayor edad.

Realizar ensayos de efectividad de estos productos tantos los de naturaleza quimica

como las biolégicas en otras enfermedades de madera en el cultivo de la vid.
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VIiIl. ANEXOS

Anexo 1. Rango de tamafio de las conidias de L. theobromae en micras (um).

Tamario de las conidias
Ancho | Largo
R1 22 um| 13 uym
R2 23 um| 11 um
R3 22 ym| 13 um
R4 20 um| 13 um
R5 18 ym| 12 pm
R6 22 ym| 13 um
R7 23 um| 10 pym
R8 18 um| 12 um
R9 22 ym| 13 pm
R10 23 um| 13 um
R11 20 um| 13 uym
R12 22 ym| 13 um
R13 23 um| 12 ym
R14 23 um| 12 um
R15 22 pum| 13 ym
R16 20 um| 13 um
R17 20 um| 12 ym
R18 23 um| 12 um
R19 17 um| 13 um
R20 22 ym| 12 pm
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Anexo 2. Datos obtenidos de la evaluaciones del crecimiento radial de L. theobromae en la
prueba de medio envenenado con los productos quimicos.

1DDS 2DDS 3DDS
A B |[c [D [A B [c [D [a B |[c |D

R1 o] o] o] o o] o] o] o o] o] o] o

Ac. Fosforoso |R2 0 ol o] o 0 of o 0 0 0 0 0

R3 o o] o o ol o] o] o ol o] o] o

R4 o] 0] o] o o] o] o] o o/ o] 0| o

R5 o o] o o ol o] o] o ol o] o] o

R1 25| 15| 33| 4| 65| 55| 7| 8| 11.5|105| 12| 13

. R2 4| 3| 25| 4| 85| 7| 65| 8| 13| 12]115| 13
Fosetil de

oo L[R2 35| 25| 25| 4| 75| 65| 65| 85| 125|11.5|11.5| 13

R4 2 25 2| 2 6| 6] 55| 5| 10| 11]/105| 11

R5 4| 3| 25| 35| 75| 7| 65| 75| 14| 12]115|125

R1 12| 13| 11| 12| 28] 29| 27| 28| 44| 45| 43| 42

; R2 12|115| 11| 13| 28[275| 26| 28| 44|435| 43| 42

ngtggige R3 12| 11| 12| 12| 28] 27| 28] 29| 44| 43| 24| 45

R4 12| 11| 11| 10| 27| 27| 27| 26| 44| 43| 43| 42

R5 12| 12| 10| 11| 27| 28] 26| 27| 45| 44| 43| 43

R1 6] 7| 8| 3| 13| 16| 16] 10| 22| 25| 25| 19

Sulfato de |R2 5| 10| 7| 85| 12| 19| 16[175| 22| 28| 25(265

cobre R3 10| 8| 7| 8| 19| 17| 16| 17| 28| 26| 25| 26

pentahidratado [ R4 o 8| 8| 8| 18| 17| 19| 18| 27| 26| 26| 26

R5 10| 9| 8| 10| 17| 18| 16| 19| 25| 27| 25| 28

R1 o] o] o] o o] o] o] o 2| 3| 2| 35

R2 o o] o] o 0| o] o] o 2| 3] 3] 3

o“gﬁ')z’;igﬁzos R3 o o] o o o] o] o] o 3] 3] 2| o

R4 o] o] o] o o] o] o] o 2 2| 2| 3

R5 o] o] o o o] o] o] o 3] 3| 2| 3

R1 5| 6] 8| 7| 15| 16| 18| 17| 25| 26| 28| 27

R2 4l 6| 8| 7| 13| 16| 18| 17| 23| 26| 28| 27

O?fgac)”szncgsri'j(;s R3 o| 10| 10| 8| 19| 20| 19| 18| 28| 30| 30| 28

R4 6] 10| 5| 4| 16| 21| 15| 14| 26| 30| 24| 24

R5 71 7 o 6| 17| 18| 19| 15| 27| 27| 29| 25

R1 | 115| 13| 12| 14| 265| 28| 27| 29| 425| 44| 43| 45

R2 14| 12| 12| 12| 29| 27] 27| 27| 45| 43| 43| 43

Testigo  |R3 14| 11| 12| 12| 29| 26| 27| 27| 45| 42| 43| 43

R4 14| 12| 12| 13| 29| 27| 27| 28| 45| 43| 43| 45

R5 14| 12| 11| 14| 29| 27| 26| 29| 45| 43| 42| 45
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Anexo 3. Datos obtenidos de las evaluaciones de la prueba de medio envenenado con los
productos bioldgicos

1DDS 2DDS 3DDS
A B C B A B D

R1 8 7.5 8| 85 * * * * * * * *

L. theobromae |R2 8 9 8 8 * * * * * * * *
vs T. harzianum |R3 8.3 9 8 9 * * * * * * * *
R2 5| 4] 45| 4] x| x| x| x] k| x] x|

L. theobromae R3 z 2 s 2 " " " " " " " "
vs B. subtilis Ra z 2] 5s 5 " " " " " " " "
R5 4.8 5| 5.5 5 * * * * * * * *

R1 12 12 12 14 27 29 27 29415 42 421 43.5

R2 15 12 13 13 29 27 26 27 43 41 40 40

Testigo R3 16 11 13 14 28 26 26 27 45 43 40 42

R4 15 12 12 13 27 27 27 28 42 43 43 45

R5 13 12 12 15 30 27 27 29 43 39 41 40
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Anexo 4. Datos obtenidos de las evaluaciones en la prueba de enfrentamiento con los productos

bioldgicos.
1d.ds 2d.ds 3d.ds 4d.d.s 5d.d.s
TRAT REP. VS.
L. theobromae 15 31 48 * *
I T. harzianum 6 16 25 * *
L. theobromae 13 28 46 * *
Il T. harzianum 7 16 28 * *
1 L. theobromae 13 29 47.5 * *
1] T. harzianum 6 14 23 * *
L. theobromae 16 32 49 * *
v T. harzianum 5 14 24 * *
L. theobromae 17 34 52 * *
\Y T. harzianum 6 12 22.5 * *
L. theobromae 15 29 44 * *
| B. subtilis 8 21 30 * *
L. theobromae 14 31 45.5 * *
I B. subtilis 9 18 29 * *
2 L. theobromae 15 30 43,5 * *
1] B. subtilis 7 17 315 * *
L. theobromae 12 24 40 * *
v B. subtilis 8 22 33 * *
L. theobromae 14 29 43 * *
\Y B. subtilis 8 19 28.5 * *
I L. theobromae 13 32 47 62 76
Il L. theobromae 13 33 49 63 78
TESTIGO 1] L. theobromae 14 31 45 60 74
v L. theobromae 12 33 50 66 73
Vv L. theobromae 15 31 46 60 74

d.d.s. dias después de la siembra
* Se produjo el enfrentamiento
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Anexo 5. Temperatura promedio de los meses Enero a Junio- estacion metroldgica
FONAGRO- (Senamhi)- Chincha Baja- Chincha. Ica.

2016 T. Prom. T. T. H.R. Prom. | H.R. Max. | H.R. Min.
(°C) Max.(°C) | Min.(°C) (%) (%0) (%)
Enero 24.4 28.0 20.0 79 95 67
Febrero 26.0 29.9 21.8 76 96 63
Marzo 28.0 30.6 20.9 74 96 60
Abril 23.9 28.0 18.9 79 97 65
Mayo 21.0 25.5 16.0 83 98 68
Junio 19.0 21.4 17.0 85 93 77
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Anexo 6. Datos obtenidos de la evaluacion de las areas de infeccion en milimetros (cm2) en el injerto de la metodologia curativa.

TRAMI R1 | R2 | R3 | Re | RS | R& | R7 | R8 | R9 | RIO | R1l | RI2
TL | 10 | 8 o | 79 | 82 | 65 | 953 | 69 | 84 | 10 | 9 | 86
T2 | 3 5 | 35 | 29 | 31 | 2 | 35 | 28 | 2 | 18 | 3 | 27

T3 13 14.3 15.32 15.8 13.4 154 12.5 16.5 14.9 13.2 16.8 12.4
T4 13.5 14.9 14.5 11.5 12.16 10.2 13.7 11.8 10.5 10 12.8 11.6

T5 0 0 0 1.2 0 0 0 0 0 0 0 0
T6 0 0 0 0 0 0.43 0 0 0 0.58 0 0.3
T7 6.5 4.8 4.8 6.2 5.6 6 5.7 6 4.8 4.8 1.2 4.8
T8 10.8 10 7.5 11 10.8 10.5 12.8 10.9 10 10.7 14.7 9.5
T9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

T10 145 17.8 16.5 15.2 15 15.8 14.6 16 14.6 14.3 145 14
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Anexo 7. Datos obtenidos de la evaluacion de las areas de infeccion en milimetros (cm?) en el patrén de la metodologia curativa.

TRAT./
REP

T1 10.5 9 6.8 6 8.3 7.24 9.5 7.6 8.8 6.94 9.4 9

T2 4.2 3.54 4.4 2.58 4.8 2.8 4.84 2.4 2.4 3.15 3.3 2.1
T3 12.5 16.2 18.5 14.6 16.5 16.7 10.2 17.9 17.2 16.8 175 12.6
T4 13.5 14.9 12 10.8 125 9.5 135 11.8 13 135 125 10.3

R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10 R11 R12

T5 0 1.2 0 0.8 0 0 0 0.53 0 0 0 0.63
T6 0 1.2 0 0 1.33 0.21 0 0.54 0.6 0.65 0 0.6
T7 6.7 7.8 6.5 1.2 5.9 7.4 5.4 7.3 4.2 5.6 7.4 4
T8 10.9 9 8.2 13 11.9 6.8 111 11.2 9.4 8 11.2 9.8
T9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

T10 16.7 16.3 18.7 13.8 16 141 12.4 15.82 16.6 16.8 16 15.86
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Anexo 8. Datos obtenidos de la evaluacion de las areas de infeccion en milimetros (cm?) en el injerto de la metodologia preventiva.

TEQFT, "Rt | R2= | R3 | R& | RS | R6 | R7 | R8 | RO | RIO | RI1 | R12
T1 6 65 | 62 | 58 | 55 | 68 | 72 | 58 6 65 | 65 | 6.24
T2 | 142 | 125 | 182 | 121 | 123 | 126 | 11 | 12 | 12 | 127 | 1 | 098
T3 13 | 135 | 122 | 114 | 132 | 142 | 145 | 129 | 117 | 125 | 115 | 95
Ta | 94 | 912 | 83 | 95 | 89 | 746 | 89 | 96 | 032 | 926 | 98 | 93
T5 0 0 0 0 0 14 0 0 0 0 0 0
T6 0 0 0 0 0.8 0 0 0 0.8 0 0 0
T7 | 39 | 32 | 432 | 35 | 374 | 412 | 29 | 365 | 42 | 34 | 312 | 398
T8 | 71 | 645 | 632 | 528 | 62 | 723 | 614 | 534 | 5 65 | 49 | 69
T9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T10 | 123 | 138 | 108 | 115 | 136 | 131 | 11.65 | 124 | 145 | 135 | 124 | 136
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Anexo 9. Datos obtenidos de la evaluacion de las areas de infeccion en milimetros (cm?) en el patrén de la metodologia preventiva.

Tgég " R1 | RZ | R | R& | R5 | R6 | R7 | R8 | RO | RIO | RI1 | RI2
T1 | 55 6 4 75 4 5 5 6.5 6 4 5.5 5
T2 | 084 | 13 1 15 | 15 0 15 | 08 | 14 1 | o085 | 11
T3 | 114 | 134 | 108 | 87 | 105 | 123 | 104 | 128 | 123 | 131 | 104 | 11
T4 | 98 | 88 8 | 102 | 975 | 9 8.5 o | 938 | 106 | 87 9
T5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17 | 22 | 29 | 36 | 34 | 25 | 32 | 23 | 32 | 19 | 26 3 28
T8 | 78 | 735 | 86 | 75 | 72 | 764 | 8 78 | 77 | 87 | 69 | 783
T9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T10 | 128 | 12 | 95 | 108 | 1254 | 129 | 104 | 11 | 132 | 127 | 115 | 124
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