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RESUMEN

El objetivo principal de esta investigacién fue evaluar el efecto de los factores
fisicoquimicos y biolégicos sobre Phytophthora cinnamomi Rands, que fue
aislada de las raices cultivos de palto (Persea americana Mill.) del distrito de
Moquegua. El disefio experimental empleado en este trabajo de investigacion
fue un Disefio Completamente Aleatorio (DCA), con un arreglo factorial de 3 x
3 x 10 con tres repeticiones. Se cortaron discos del micelio de Phytophthora
cinnamomi Rands y se evalud el efecto de las temperaturas (10 °C, 20 °C y 30
°C) y pH (6,5; 8,0 y 9,5) sobre su desarrollo durante 10 dias. Para evaluar el
efecto de la actividad bacteriana, se aislo y purificé bacterias de la rizosfera del
palto y se colocaron alrededor de un disco conteniendo micelio de Phytophthora
cinnamomi Rands, y se evaluo el % inhibicion del halo del hongo durante 10
dias. Los resultados finales demostraron que los factores fisicoquimicos de pH
8,00 y temperatura de 30 °C fueron los que acrecentaron el halo de
Phytophthora cinnamomi Rands con mas rapidez. Por lo contrario en los medios
de cultivo a pH 9,5 y 10 °C; el desarrollo del halo de P. cinnamomi Rands fue
menor. Entre los efectos bioldgicos la Cepa A en una dilucién de 10™ efectuaron
los mayores % inhibicion en el séptimo dia de evaluacion; y la Cepa B a una
dilucion de 10 provocé el menor % inhibicion del halo de Phytophthora

cinnamomi Rands.
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INTRODUCCION

La produccién de palta en el Perl se incrementa en aproximadamente un
12 % al aflo y con ello se incorporan nuevas areas de cultivo, debido a la
creciente demanda en el mercado internacional. Actualmente, el pais sobrepasa
las 18 mil hectareas, de las cuales aproximadamente el 95 % se destina para la

exportacion (Sierra Exportadora, 2015).

Dentro de los problemas que afectan la produccion de palta destacan las
enfermedades radicales mas importante a nivel mundial, como “la tristeza del
palto” causado por Phytophthora cinnamomi Rands, el hongo, que se localiza en
el sistema radicular provocando su podredumbre. Su accién se intensifica en

terrenos humedos, escasos en oxigeno y con temperaturas de 25° a 30 °C.

El limitado conocimiento del patégeno causante del dafio radicular en el
cultivo del palto, ocasiona que actualmente los productores del distrito de
Moguegua no puedan dar el tratamiento adecuado para combatir este tipo de
enfermedad, ocasionando que los niveles de exportacién desciendan y opten por

nuevas alternativas de cultivos como es el caso de la alfalfa.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1.1. Descripcion del problema

1.1.1.Antecedentes del problema

Cadenas (2007) con la finalidad de realizar una identificacion preliminar de
las enfermedades que afectan los cultivos de palto variedad ‘Fuerte’ y ‘Hass’, en
los campos de cultivos ubicados en Huanta y Lauricocha (Lima — Peru), se
seleccionaron y visitaron tres campos de cultivos ubicados en tres zonas
altitudinales del valle. En cada campo de cultivo se extrajeron raices de plantas
de paltos con sintomas de marchitamiento, amarillamiento del follaje,
defoliaciones y muerte regresiva. El principal problema fitopatoldgico Ilo
constituye las pudriciones de raices causadas por Phytophthora sp., el cual
estuvo presente en todas las zonas muestreadas. Los demas fitopatdgenos
aislados (Pythium sp., Phomopsis sp., Cylindrocarpon sp., Fusarium sp.,
Rhizoctonia solani y Macrophomina sp.) en raices con pudriciones se encuentran

como secundarios acelerando el proceso de muerte de raices.



Ramirez (2013) estudi6 la incidencia, comportamiento y los
microorganismos asociados a la marchitez del aguacate, planteando estrategias
de manejo con énfasis en Phytophthora cinnamomi Rands. Los objetivos
especificos desarrollados fueron: Identificar los agentes causales del complejo
marchitez del aguacate, modelar la dinamica espacio-temporal del complejo
marchitez del aguacate en un lote determinado y evaluar estrategias de manejo
de la marchitez del aguacate causada por Phytophthora cinnamomi en
invernadero y campo. Los resultados encontrados sirven de base para
comprender los aspectos basicos de esta patologia y asi poder disefiar futuras

investigaciones para establecer un plan de manejo integrado de la enfermedad.

Vidales (2002) estudio “la tristeza del palto" ocasionada por Phytophthora
cinnamomi Rands es una de las principales enfermedades radicales del cultivo
de palto. El objetivo del trabajo fue determinar el efecto de los factores fisico
guimicos (FFQ) de descope, aplicacion de estiércol de bovino, corteza de pino,
harina de alfalfa, sobre la produccion de raices y densidad de raices enfermas
por Phytophthora cinnamomi Rands, actividad microbiana de bacterias,
actinomycetos, hongos saprobias de la rizdsfera y la accién de la solarizacién en
la mineralizacion de la materia organica en la rizosfera del palto. Se encontré
que los FFQ estimularon el aumento en la densidad de las poblaciones
microbianas nativas de la rizosfera de los paltos y redujeron la densidad de la

poblacion Phytophthora cinnamomi Rands en la raices de los arboles.



Guzman (2011) se realizaron aislamientos selectivos con la utilizacion de
un medio especifico para estas bacterias, se realiz6 la purificacion,
almacenamiento, evaluacién del indice de solubilizacion de las bacterias y
posterior caracterizacion microscépica. Dando como resultado el aislamiento de
100 bacterias solubilizadoras de fésforo a partir de 4 muestras compuestas las
que fueron purificadas y almacenadas en crio preservacion en la coleccién de
microorganismos, se obtuvo también 6 niveles de significancia para los indices
de solubilizacion de las bacterias estudiadas, la de mayor indice fue la bacteria
DCB 1661 con 5,05. En la caracterizacion microscépica se pudo constatar la

presencia mayoritaria de bacterias de forma bacilar Gram positiva.

De La Cruz (2014) en esta investigacion se seleccionaron y caracterizaron
11 bacterias con caracteristicas antagonistas, aisladas de muestras de suelos.
Con la prueba cuantitativa se ajusto soluciones de 5 bacterias seleccionadas y
una mezcla de ellas en 1x10° UFC/mL y 1x10® UFC/mL, posteriormente
basandose en la técnica de medio de envenenado se vertieron en medio nutritivo
PDA, donde se inocularon explantes de hongos de 7 dias de crecimiento. La
toma de datos consistié en base al % inhibicién mostrado por las bacterias sobre
los hongos. Los resultados obtenidos ubican a la mezcla (MIX) como la mejor

con porcentajes de inhibicién del 88 % en la concentracion de 1x10° UFC/mL.

Ramirez (2013) estudi6 la incidencia, comportamiento y los

microorganismos asociados a la marchitez del aguacate, planteando estrategias



de manejo con énfasis en Phytophthora cinnamomi Rands. Los objetivos
especificos desarrollados fueron: 1). ldentificar los agentes causales del
complejo marchitez del aguacate en lotes cultivados en el Altiplano Norte de
Antioquia; 2). Modelar la dinamica espacio-temporal del complejo marchitez del
aguacate en un lote cultivado en Antioquia; 3). Determinar las variables edaficas
asociadas a focos de infeccion del complejo marchitez. 4). Evaluar estrategias de
manejo de la marchitez del aguacate causada por Phytophthora cinnamomi en
invernadero y campo. Los resultados encontrados en esta investigacion indican
gque la enfermedad es ocasionada por multiples agentes bioticos y abidticos, que
es favorecida por la menor pendiente del terreno y por condiciones de alto
contenido de arcilla, baja infiltracion, alta retencion de humedad y en general

poco flujo de agua en el perfil superficial del suelo.

1.1.2.Problemética de la investigacion

Segun el reporte de Sierra Exportadora (2015) la produccién de palta en el
Pert se incrementd en aproximadamente un 12 % al afio, y con ello se
incorporan nuevos terrenos de cultivo, debido a la creciente demanda en el
mercado internacional. Actualmente, el pais sobrepasa las 18 mil hectareas de

palta, de las cuales aproximadamente el 95 % se destina para la exportacion.

Dentro de los problemas que afectan la produccién de palta destacan las

enfermedades radicales mas importante a nivel mundial, como “la tristeza del



palto” causado por Phytophthora cinnamomi Rands, que es un hongo que se
dispersa a través del suelo, del agua y durante la comercializacién de plantas.
Se localiza en el aparato radical provocando su podredumbre, su accion se
intensifica en terrenos himedos, escasos en oxigeno y con temperaturas de 25°

a 30 °C.

El limitado conocimiento del tipo de patégeno en el cultivo del palto,
ocasiona que actualmente los productores del distrito de Moquegua no puedan
dar el tratamiento adecuado para combatir este tipo de enfermedad,
ocasionando pérdidas cuantiosas; por el decaimiento y muerte de los arboles en
meses 0 pocos afios después de la siembra; provocando que los niveles de

produccién sean menores comparados con otros departamentos (MINAG, 2007).

1.2. Formulacion del problema

¢ Cuél es el efecto de los factores fisicoquimicos y biolégicos sobre

Phytophthora cinnamomi Rands aislada de cultivos de palto (Persea americana

Mill.) del distrito de Moquegua?

1.3. Justificacion

La justificacion se basa en que la informacién obtenida de la evaluacion del

efecto causado por factores fisicoquimicos y biolégicos sobre este patdégeno,



servird como base para aplicar practicas adecuadas de manejo, encaminando el

control de Phytophthora cinnamomi Rands en el distrito de Moquegua.

Usar las técnicas adecuadas para la evaluacién de los efectos causados
por factores fisicoquimicos y biolégicos sobre este patdgeno, facilitara
informacién del comportamiento de Phytophthora cinnamomi Rands frente a
diferentes temperaturas y pH, que permitirdn entender cuéles son sus
condiciones 6ptimas de crecimiento que provocan la infeccion de las raicillas del
cultivo de palto; los cuales seran base para posteriores trabajos de investigacion

en el control de Phytophthora cinnamomi Rands en el distrito de Mogquegua.

Se identificarian los microorganismos residentes en la rizésfera del palto
para utilizarlos en un futuro (trabajo de investigacién) en su control biolégico de
esporas de Phytophthora cinnamomi Rands y abrir nuevos canales de
exportacion, y asi mejorar la rentabilidad del cultivo con la demanda

internacional.

1.4. Alcances y limitaciones

1.4.1. Alcances

e Con la ejecucién de este trabajo de investigacion se pretende obtener

informacién mediante la evaluacion de los efectos fisicoquimicos y



biolégicos sobre Phytophthora cinnamomi Rands, para una base de

investigacion para el control del patégeno en el distrito de Moquegua.

e Usar técnicas adecuadas de aislamiento, permitird datos veridicos del

distrito de Moquegua, logrando asi una buena identificacion del patégeno.

e Los agricultores incrementan su interés por el cultivo del palto al tener

conocimientos para afrontar los problemas ocasionados por la Phytophthora

cinnamomi Rands.

1.4.2. Limitaciones

e Insuficientes recursos econémicos para muestrear mas sectores de cultivo

de palto en el distrito de Moquegua.

1.5. Objetivos

1.5.1.0bjetivo General

Evaluar el efecto de los factores fisicoquimicos y biolégicos sobre

Phytophthora cinnamomi Rands aislada de cultivos de palto (Persea americana

Mill.) del distrito de Moquegua.



1.5.2.0bjetivos Especificos

e Aislar Phytophthora cinnamomi Rands de las raices en los cultivos de palto

(Persea americana Mill.) del distrito de Moquegua.

e Evaluar el efecto de las temperaturas (10 °C, 20 °C, 30 °C) y pH (6,5; 8,0 y

9,5) sobre Phytophthora cinnamomi Rands aislada de cultivos de palto

(Persea americana Mill.).

e Evaluar el efecto inhibitorio de las bacterias sobre P. cinnamomi Rands.

1.6. Hipotesis

1.6.1. Hipotesis global

Los factores fisicoquimicos y bioldgicos influyen sobre el desarrollo de

Phytophthora cinnamomi Rands aislada de cultivos de palto (Persea americana

Mill.) del distrito de Moquegua.

1.6.2. Subhipotesis

e Se aisla Phytophthora cinnamomi Rands de raices en los cultivos de palto

(Persea americana Mill.) del distrito de Moquegua.



e Las temperaturas (10 °C, 20 °C y 30 °C) y pH (6,5; 8,0 y 9,5) influyen sobre
el desarrollo de Phytophthora cinnamomi Rands aislada de cultivos de palto

(Persea americana Mill.).

o El efecto inhibitorio de las bacterias influye sobre la Phytophthora cinnamomi

Rands aislada de cultivos de palto (Persea americana Mill.).

1.7. Variables

1.7.1. Identificacion de variables

1.7.1.1. Variables independientes

° pH

e Temperatura

e Cepas de Bacterias

¢ Diluciones de cepas de bacterias

e Dias

1.7.1.2. Variables dependientes

o Radio del halo de Phytophthora cinnamomi Rands

o % inhibicién del halo de Phytophthora cinnamomi Rands
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1.7.2. Definicién de la variables

° Temperatura: es una magnitud fisica que refleja la cantidad de calor, ya

sea de un cuerpo, de un objeto o del ambiente.

° pH: el potencial de hidrégeno indica el grado de acidez o basicidad de una

solucién acuosa.

° Cepas de bacterias: Cepas de bacterias aisladas de la rizésfera del
cultivo de palto, que permitieron conocer el % inhibiciébn del halo de

Phytophthora cinnamomi Rands.

° Diluciones de cepas de bacterias: Diluciones seriadas de las cepas de

bacterias aisladas y purificadas de la rizésfera de los paltos.

° Halo de Phytophthora cinnamomi Rands: El desarrollo del halo de
Phytophthora cinnamomi Rands influenciado por las condiciones de pH y
temperatura y el % inhibicion causado por las cepas de bacterias sobre el

desarrollo del halo.
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1.7.3. Operacionalizacion de variables

Tabla 1: Operacionalizacion de Variables

Factor Variable Indicador |Instrumento
pH | °T (°C) |Cepa |Dilucién | Dias respuesta
Radio  del
6,5 10 A 10" halo de P. ,
) . cm Vernier
cinnamomi
Periodo | Rands.
80 | 20 B 10° | de 10 [Inhibicién
dias | del halo de
] P. % Ecuacion
9,5 30 C 10 cinnamomi
Rands.

Fuente: Elaboracion propia.

1.8. Disefio de la investigacion

1.8.1. Disefio experimental

En el presente trabajo de investigacion se empled un arreglo factorial de

3 x 3 x 10 con tres repeticiones, el cual fue llevado a un Disefio Completamente

Aleatorio (DCA), que se detalla a continuacion:

1.8.1.1. Disefio de los factores fisicoquimicos

En el presente estudio se utilizé un arreglo factorial el cual fue llevado a

un DCA, para ver si existe relacion o no entre dos variables que forman una
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poblacion de datos. En base a esta relacién se pudo comparar varias muestras y

determinar factores limitativos (Ver tabla 2).

El modelo aditivo lineal para un DCA es el siguiente:

Yic =u+a; + B+, +(aﬂ7/)ijk * Eiji
1=1,2 3 ]'=1,2,3 /{J=1,2,3...10

Donde:

e Y, Es el valor o rendimiento observado en el i-ésimo factor A, j-ésimo factor
B y k-ésimo factor C

e L Es el efecto de la media general

e ¢, Es el efecto del i-ésimo nivel de pH

o ﬂj : Es el efecto del j-ésimo nivel de temperatura

e . :Eselefecto de los k-ésimo dias

» &y Es el efecto del error experimental en el i-ésimo factor A, j-€simo factor B

y k-ésimo factor C.
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Después del DCA se evalud los resultados mediante el andlisis de la
Prueba de Tukey. El disefio del ANVA fue con un nivel de confianza del 95 %,

mediante un software estadistico.

Tabla 2: Esquema de disefio experimental para factores fisicoquimicos

FACTOR FACTOR Variable
FACTOR
pH Temperatura . respuesta
. Dias
(°C)
10
6,5 20
30
10 Periodo de | Radio del halo de
8,0 20 evaluacion Phytophthora
30 10 dias cinnamomi Rands
10
9,5 20
30

Fuente: Elaboracion propia.

1.8.1.2. Disefio de los factores bioldgicos

En el presente estudio se utilizé un arreglo factorial 3 x 3 x 10 con 3
repeticiones; el cual fue llevado a un DCA, para ver si existe relacion o no entre
dos variables que forman una poblacion de datos. En base a esta relacién se

pueden comparar varias muestras y determinar factores limitativos (Ver tabla 3).
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Tabla 3: Esquema del disefio experimental para factores biol6gicos

FACTOR FACTOR FACTOR Variable
(Cepa) (Dilucién) (Dias) respuesta
10*

A 102 % inhibicién del
10° Periodo de halo de
10™

B 102 evaluacion 10| Phytophthora
10° dias. cinnamomi
10™

c 102 Rands
107

Fuente: Elaboracion propia.

El modelo aditivo lineal para un DCA es el siguiente:

Yik =t+o+ 5+ +(05137)ijk * Eijk
1=1,2 3 ]':1,2,3 K:1,2,3...10

Donde:

Y : Es el valor o rendimiento observado en el i-ésimo factor A, j-ésimo factor

B y k-ésimo factor C

M: Es el efecto de la media general

a; : Es el efecto del i-ésimo cepas

ﬂj : Es el efecto del j-ésimo nivel de diluciones
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e 7. :Eselefecto del k-ésimo dia
* & Es el efecto del error experimental en el i-€simo factor A, j-ésimo factor B

y k-ésimo factor C.

Después del DCA se evalud los resultados mediante el andlisis de la
Prueba de Tukey. El disefio del ANVA fue con un nivel de confianza del 95 %,

mediante un software estadistico.

1.8.2. Poblaci6on y muestra

1.8.2.1. Poblacion

La poblacion del presente trabajo de investigacion son todos los sectores
de cultivos de palto del distrito de Moquegua que presenten sintomatologia de

Phytophthora cinnamomi Rands.

1.8.2.2. Muestra

La muestra esta conformada por los siguientes sectores: Charsagua,
Escapalaque, El Rayo, Asociacion Cambrune y la Asociacion de Agricultores
Siglo XXl donde hay productores que se dedican al cultivo de palto. De cada
sector se extrajo muestras de raicillas (por triplicado) de tres paltos

representativos con sintomatologia de Phytophthora cinnamomi Rands.
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1.8.3. Analisis de datos

Durante la ejecucion y a lo largo del proceso de cada metodologia y

tratamiento se registraran los datos en el programa Excel.

Finalmente se evaluara los resultados mediante el analisis de la Prueba

de Tukey. El disefio del ANVA sera con un nivel de confianza del 95 %, mediante

un software estadistico Statgraphics Centurion version 16.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1. Generalidades del cultivo de palto

2.1.1.0rigen

Los estudios arqueoldgicos indican la presencia del aguacate en México en

el afio 8000 a. C. y en Peru hacia el 3000-4000 a.C. Su area de origen no es

conocida con precision dada la existencia de varias poblaciones silvestres, pero

se considera como tal, la regiébn comprendida entre el sur de México y Colombia.

El nombre espafol "aguacate" deriva del azteca "ahuacatl" (FAO, 1998).

2.1.2.Taxonomia

El género Phytophthora tiene la siguiente clasificacion taxonémica (Agrios,

1985).

Divisién: Mastigomycota

Subdivision: Diplomastigomycotina

Clase: Phycomycete
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Subclase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Pythiaceae
Género: Phytophthora
Especie: Phytophthora cinnamomi

Variedad: Rands

2.1.3.Variedades de palta

El Plan Operativo de Palta de Mogquegua (2012) indica que originalmente
existian 3 variedades: Mexicana, guatemalteca y antillana. Estas variedades
desde la antigiiedad se fueron mezclando y hoy tenemos las variedades: Lorena,

Méndez, Trinidad, Criollo, Bacén, Monroe, Hass, Fuerte, entre otras.

Sanchez (2004) explica las variedades de palta predominantes en el

mercado nacional:

A. Palta Fuerte

Cultivar hibrido de las razas mexicana y guatemalteca, fue en su momento

el mas plantado en el ambito mundial. Diversos problema, principalmente

relacionados a su alternancia en la produccién y dificultades en la conservacion

de la fruta han hecho que sea paulatinamente reemplazada por otros cultivares.
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La planta es muy vigorosa con tendencia a formar ramas horizontales y muy
baja altura; su desarrollo inicial es lento y tiene un bajo indice de precocidad para

iniciar su primera cosecha, y esto la diferencia de “Hass”.

Las yemas originales fueron llevadas de Atlixco (México) en 1911 a
Altadena, California (EE.UU.) La calidad de su fruta es indiscutible, la pulpa
carece de fibra y tiene un contenido de aceite que puede variar entre 18 y 26 %.
El fruto es periforme de tamafio mediano con 300 a 400 g en promedio. La
cdscara es ligeramente aspera, verde oscura, medianamente gruesa y de

consistencia correosa; la semilla es de tamafio mediano.

Es un cultivar bastante sensible a las condiciones climéaticas durante la
floracion; si las temperaturas son bajas (inferiores a 10 °C) la polinizacién y
cuajado de los frutos puede ser pobre. Por otro lado, si hay vientos calidos y
secos después de la floracion, puede haber serias caidas de frutos recién

cuajados.

B. Palta Hass

Desarrollada en California por Rudolph G. Hass, es actualmente la variedad

mas comercial en el mundo. Este cultivar es considerado de la raza

Guatemalteca aunque parece ser hibrido de esta raza con la raza Mexicana. En

la actualidad es considerado el cultivar mas plantado a nivel mundial debido a su
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alto nivel de productividad y excelente calidad de pulpa, pudiendo permanecer la
fruta un tiempo prolongado en la planta, sin sufrir cambios en su calidad. La
cascara gruesa le permite tolerar bastante bien el transporte a largas distancias.
Sin embargo, en algunos lugares se informa de su alternancia en produccion de

un afo para el otro.

El fruto es oval, periforme y con epicarpio grueso y granuloso de color
violdceo a la madures; se pela con facilidad, Su peso promedio esta
comprendido entre 180 y 280 gramos. Influye sobre esto, el origen de la yema
empleada en el injerto, asi como la forma de fertilizacion y riego que reciban las

plantas “Hass” es muy exigente en estos aspectos.

La fruta es de excelente calidad, su pulpa carece de fibras y puede llegar a
tener la madurez de 20 a 22 % de aceite; la cosecha se inicia cuando el
contenido de aceite es de 11 a 12 %, aproximadamente, aunque el exterior de la
cascara no haya llegado a cambiar de coloracién. La fruta puede permanecer en
la planta, luego de iniciada la cosecha hasta 6-8 meses sin perder sus buenas

caracteristicas.

2.1.4.Composicién nutricional

La importancia alimenticia de la palta se debe a que posee hasta 1,8 % de

proteinas y un alto contenido de lipidos, en donde los acidos grasos
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predominantes son el oleico, linoleico y palmitico. La relacién de acidos grasos
insaturados a saturados es alta (entre 6 y 8) por lo que comparado con otros

frutos es de facil digestion y rapida asimilacién (Hernandez et al., 1979).

La palta es la mas completa de las frutas y verduras, su poder nutricional
(Ver tabla 4) reside en la gran cantidad de minerales y vitaminas que posee, lo
que la convierten en un alimento imprescindible dentro de una dieta sana y

equilibrada (MINSA, 2009).

Tabla 4: Composicidn nutricional de la palta cruda

Composicion de la palta cruda por cada 100 g de pulpa

Agua 79,20 g | Hierro 0,60 mg
Energia 131 kcal | Zinc 0,64 mg
Grasa 12,50 g | Vitamina C 6,80 mg
Proteina 1,70 g |Vitamina B1 0,03 mg
Carbohidratos totales | 5,6 g |VitaminaB2 0,10 mg
Fibra cruda 5,89 |[Vitamina B6 0,280 mg
Potasio 600 mg | Vitamina A 7,0 ug

Sodio 10 mg |Vitamina E 1,340 mg
Fosforo 67 mg |Folacina 62 mg

Calcio 30 mg |Niacina 1,82 mg
Magnesio 39 mg |Glutation 27,7 mg
Cobre 0,26 mg | Luteina 284 ug

Fuente: Tablas Peruanas de Composicion de Alimentos (MINSA, 2009).
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2.1.5.Produccién de palta

2.1.5.1. Produccién nacional

De un total de 121 721 toneladas de palta producidas en el Peru en el

afio 2007 (Ver tabla 5), la region con mayor participacion es La Libertad 24 326

toneladas, seguida por Ancash con 3 966 toneladas (MINAG, 2007).

Tabla 5: Superficie cosechada, produccion y rendimiento de palta

Produccion | Rendimiento Produccion | Rendimiento

Regiones Regiones
(t) (kg/ha) (t) (kg/ha)

La Madre de
Libertad 24 326 13196 Dios 444 8141
Ancash 3966 13 025 | Ayacucho 2085 7751
San Martin 825 11 460 | Cajamarca 3172 7 138
Lima 37 791 10 907 | Tacna 56 7 000
Amazonas 1274 10 754 | Moquegua 2005 6 841
Arequipa 2 665 10 577 | Apurimac 1156 6776
Huénuco 1971 9 980 | Lambayeque 594 5824
Cuzco 3677 9858 Junin 17 656 5264
Puno 1319 8 973 | Piura 1,194 5214
Ucayali 618 8 886 | Huancavelica 285 5089
Ica 12 386 8 822 | Pasco 1147 4 589
Loreto 1109 8 802 | Total 121721 8948

Fuente: Anuario Estadistico Agropecuario (MINAG, 2007).
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2.1.5.2. Produccidn regional y distrital

La palta es uno de los principales productos de la region Moquegua, este se

cultiva en las provincias de Mariscal Nieto, en sus 6 distritos y en la provincia de

General Sanchez Cerro, en 6 distritos (Ver tabla 6) (DRAM, 2014).

Tabla 6: Superficie cosechada, rendimiento y produccion de palta

Regi6n/ Provincial Distrito Superficie | Rendimiento | Produccion
ha kg/ha t

Regi6én Moquegua 854 7101 6 064,1
Prov. Mariscal Nieto 376 6 589 22775
Distrito Moquegua 132 7619 1 005,6
Distrito Samegua 103 6 242 643,0
Distrito Torata 119 6 148 731,6
Distrito Carumas 1 4 580 4,6
Distrito Cuchumbaya 7 4594 32,2
Distrito San Cristobal 14 4321 60,5
Prov. Gral. Sdnchez Cerro 478 7 503 3586,7
Distrito Omate 372 7 758 2 886,1
Distrito Coalaque 60 7139 428,3
Distrito Quinistaquillas 16 6 812 109,0
Distrito Puquina 2 4 285 8,6
Distrito La Capilla 5 3724 18,6
Distrito Matalaque 23 5917 136,1

Fuente: Anuario Estadistico Agropecuario (DRAM, 2014).
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Respecto a la cantidad de hectareas destinadas a este fruto, la provincia de
Mariscal Nieto presenta 376 hectareas, mientras que el distrito con mayor
namero de hectareas es Omate (372 has) en la provincia Gral. Sdnchez Cerro

(DRAM, 2014).

Segun el Informe técnico N° 12: Panorama Econdmico Departamental (INEI,
2014) menciona que el comportamiento del Sector Agropecuario de Moquegua,
en el mes de setiembre del afio 2014, la produccion de alfalfa registré 44 mil 306
toneladas y disminuyé en 15,3 % respecto al nivel obtenido en similar mes del
afo anterior que totalizé 52 mil 321 toneladas. De igual forma, decrecio la
produccién de cebolla (-78,9 %), maiz morado (-71,4 %) y palta (-29,7 %), entre

otros.

2.1.6.Rentabilidad de la palta en Moquegua

Segun DRAM (2013) el principal producto cultivado en Moquegua es la
alfalfa que representé méas del 70 % del area cultivada 2010 — 2012. No
obstante, también produce papa, palta, vid, cebolla, tuna, orégano, entre otros.
En términos de ingresos por hectarea hay una marcada heterogeneidad entre la
alfalfa y estos ultimos productos. Asi, durante el 2013, una hectarea producida
de alfalfa rindié ingresos por S/. 4 475 nuevos soles mientras que una hectarea
de palta rindié S/. 18 067 nuevos soles. Estas cifras deben dar una idea de la

importancia de la necesidad de sustituir los cultivos de alfalfa por productos mas
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rentables y en los que Moquegua tiene ventaja comparativa como la palta, la vid,

la cebolla y la papa, entre otros (Ver tabla 7).

Tabla 7: Rentabilidad agricola de Moquegua en el afio 2013

Producto Superficie Rendimiento | Ingreso (S/.
cosechada (Ha) (kg/Ha) X Ha)
Cebolla 101 37 036 32423
Vid 361 12 368 23 459
Palta 800 6 938 18 067
Papa 618 13 481 11 002
Orégano 683 1877 9332
Olivo 284 1369 6 534
Tuna 365 5281 4 667
Alfalfa 10 748 62 617 4475

Fuente: Anuario Estadistico Agropecuario (DRAM, 2013).

Considerando a los productos con mayor rentabilidad, la participacién es
significativamente menor, (Ver tabla 8) asi la cebolla represent6 sélo el 0,38 %

del total nacional, la uva el 1,1 %, y la palta el 1,76 %.
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Tabla 8: Produccién promedio de principales cultivos a nivel regional y nacional

2011-2013
Producto Moquegua Nacional Participaciéon %
(miles de T.M) | (miles de T.M)
Orégano 13 13 9,99
Alfalfa 610,3 6682,6 9,13
Lima 0,6 10,8 5,73
Membrillo 0,2 53 3,42
Tuna 2,4 84,1 2,81
Palta 4.5 257 1,76
Chirimoya 0,3 18,5 1,44
Uva 4,0 365,5 1,10
Haba Grano Verde 0,5 66 0,75
Aceituna 0,6 74,5 0,74
Sandia 0,6 91 0,61
Manzana 0,6 150,9 0,39
Zanahoria 0,7 181 0,39
Cebolla 29 758 0,38
Lechuga 0,2 54 0,34
Haba Grano Seco 0,2 72,4 0,32
Frijol Grano seco 0,3 92 0,30
Maiz Amilaceo 0,8 281,4 0,30
Maiz Choclo 0,9 375,9 0,25
Papa 8,6 4372,6 0,20
Ajo 0,1 84,0 0,16

Fuente: Anuario Estadistico Agropecuario (DRAM, 2013).
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Esto se deberia principalmente a que la produccién de palta, uva y cebolla
se encuentra concentrada en la costa norte y centro del pais donde los ingenios
agricolas tienen extensiones mayores y tecnologia de punta lo que hace que la
productividad y rendimiento por hectarea sea mayor al que presenta en

Moquegua.

2.2. Género Phytophthora

El género Phytophthora (del griego Phyton: planta; phthora: destructor) fue
descubierto por De Bary en 1876 con P. infestans como especie tipo. Este
investigador reconocié a dicho hongo como causante del “blight” tardio en la
patata, en Europa (1840), previamente identificado como Botrytis infestans
(Montagne) y luego como Peronospora infestans (Montagne). Las especies de
Phytophthora producen varias enfermedades en muchos tipos distintos de
plantas. La mayoria generan pudriciones de la raiz, ahogamiento de plantulas y
pudriciones de tubérculos, cormos, tallos cortos y otros 6rganos, enfermedades
muy semejantes a las ocasionadas por el género Pythium sp. Otras especies
causan pudriciones de yema o de frutos y algunos tizones foliares (Ho — Hing,

1990).

Algunas especies son especificas al hospedero, pero otras tienen un

amplio rango de éstos y pueden producir sintomas similares o distintos en

muchos tipos de plantas hospederas (Agrios, 1985).
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Diversos estudios demostraron que estos patdgenos pueden afectar la
planta en todos sus estados de desarrollo induciendo sintomas similares,
caracterizados por marchitez generalizada, estancamiento del desarrollo, pérdida
de vigor, color, brillo y amarillamiento de las hojas y finalmente en estados
avanzados, muerte de los arboles (Pérez, 2008; Tamayo, 2007; Zentmyer,

1984).

La tristeza del palto es causada por Phytophthora cinnamomi Rands,
hongo que pertenece a la dase Oomycetes, debido a que posee las estructuras
caracteristicas de éstos. Este hongo pertenece al grupo IV, dentro de las

especies de Phytophthora (Stamps et al., 1990).

Segun el Boletin Técnico Regional Moquegua — Tacna (Abril) (SENAMHI,

2006) Phytophthora cinnamomi la causo dafios en un 70 % en paltos con

maduracion plena.

2.2.1. Estructuras principales de Phytophthora cinnamomi

2.2.1.1. Micelio

No presenta septos y su principal caracteristica que sirve para

diferenciarla de otras especies de Phytophthora la constituyen sus hifas con

hinchazones, (Ver figura 1) las que adquieren un aspecto botrioso a coraliforme y
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son formadas mas profusamente que por la mayoria de las otras especies de

Phytophthora (Erwin y Ribeiro, 1996).

Figura 1: Imagen del micelio de P. cinnamomi Rands

Fuente: Zentmyer (1984).

2.2.1.2. Esporangios

Posee esporangios no papilados de forma ovoide, piriforme o elipsoidal
a elongado - elipsoidal con un apice compacto, no sobresaliente. Se estrechan o
redondean hacia la base, son no caducos y nacen en el extremo terminal (Erwin

y Ribeiro, 1996).
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Figura 2: Imagen de ramificacion simpodial de los

esporangios de P. cinnamomi Rands

Fuente: M. Sanchez et al. (2004).

Miden en promedio 75 um de largo y 40 um de ancho (Ver figura 2), aunque

esto ultimo es variable (Ho y Zentmyer, 1977).

Posee también zoosporas méviles con una marcada habilidad para sintetizar

una pared celular enquistada en pocos minutos (Bartnicki - Garcia y Wang,

1983).

Una completa diferenciacion ocurre dentro del esporangio antes de que

éstas sean liberadas a través de éste (Gisi et al., 1983).
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Estas Unicas unidades naturalmente infectivas proveen un potencial de

enfermedad grande y explosivo (Zentmyer, 1983).

2.2.1.3. Zoosporas

Las zoosporas producidas en abundancia, su funcibn como unidad
primaria, es causar nuevas infecciones en raices; nadan distancias cortas en el
suelo y son transportadas en el agua de lluvia o de riego. Son atraidas por
guimiotaxia a las raices de aguacate donde germinan, penetran e inician la
pudricién radical. Las zoosporas son las estructuras primarias que causan una
nueva infeccion de las raices. Estas esporas pueden nadar cortas distancias en
el suelo con elevada humedad, asi como también pueden ser transportadas
grandes distancias en el agua de irrigacion o por las lluvias (Ho, 1992;

Oudemans y Coffey, 1991).

Ademés de esta forma de dispersion las especies de Phytophthora pueden

dispersarse en la naturaleza por el aire o siendo transportadas por la actividad

de los humanos y algunos invertebrados (Ristaino y Gumpertz, 2000).

2.2.1.4. Clamidosporas

Son estructuras de sobrevivencia que se forman abundantemente en

cultivos y tejidos infectados. Poseen un didmetro promedio de 41 ym. Pueden
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ser terminales o intercalares en el micelio y a menudo aparecen como racimos
de uvas de 3-10 clamidosporas (Erwin y Ribeiro, 1996). Son globosas y de

paredes delgadas (Zentmyer, 1980).

Estas estructuras son eventualmente liberadas en el suelo donde persisten
en periodos prolongados. Germinan a través de varios tubos germinativos

(Coffey, 1991).

Las clamidosporas pueden germinar dando lugar a numerosos tubos
germinativos o a la produccion de esporangios, lo cual dependera de la cantidad

de nutrientes presentes en el medio de cultivo (Boccas y Laville, 1976).

En cuanto a la influencia de la temperatura se plantea que un rango entre 18
- 30 °C es Optimo para que ocurra la germinacion de las clamidosporas, aunque
también se ha producido germinacion entre 9 - 12 °C y a 33 °C. El pH 6ptimo
para que ocurra este proceso estd comprendido entre 5y 7, aunque a valores de
pH de 3y 9 también se ha producido germinacién de las clamidosporas (Zamora

y Casin, 1986).

2.2.2. Reproduccion

Zamora y Casin (1986) mencionan que las especies del género

Phytophthora, presentan dos tipos de reproduccién:; asexual (con la formacién de
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clamidosporas y esporangios, que contienen las zoosporas) y sexual (mediante

la formacién de oosporas), las cuales se detallan a continuacion:

2.2.2.1. Reproduccion asexual

El esporangi6foro no se diferencia normalmente de las hifas, aunque en
algunas ocasiones este puede ser mas ancho o delgado que éstas y puede

presentar hinchamientos.

La presencia de esporangios es comun para todas las especies del
género, son incoloros o de color amarillo tenue y de manera general se insertan

terminalmente en el esporangi6foro, aunque también pueden estar intercalados.

La presencia de humedad es fundamental para la formacion de

esporangios, aungue la cantidad necesaria de la misma varia para cada especie.

En la mayoria de las especies los esporangios se producen mas
abundantemente en presencia de luz, aunque el efecto de la misma es muy

variable, llegando a estimularla en algunos casos e inhibiéndola en otros.

Las especies de este género presentan ademdas una forma de
germinacion directa, en la cual el tubo germinativo se origina, principalmente, a

partir de la papila del esporangio, este a su vez puede dar lugar rapidamente al
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micelio o producir un nuevo esporangio, todo lo cual depende de las condiciones

del medio de cultivo.

2.2.2.2. Reproduccion sexual

Los drganos sexuales constituyen el elemento taxondémico mas
constantes y por tanto, son de gran valor en la clasificacién de las especies. No
todas las especies los producen o se muestran inconstantes en cuanto a su
formacion, por lo que en algunos casos se requieren medios de cultivo
especiales. Incluso en la naturaleza existen casos, como por ejemplo P.
citrophthora, donde no se ha observado la produccién de estos érganos de

reproduccion.

e Oogonio (Organo sexual femenino)

Es de forma esférica o ligeramente ahusada, usualmente se encuentra en el

apice de una hifa, aunque también puede aparecer intercalado, separado del

resto de la hifa por un grueso tabique.

En cultivos jovenes es hialino pero posteriormente, con el envejecimiento, se

torna amarillo o ligeramente marrén (Ver figura 3).
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Figura 3: Imagen del Oogonio de P. cinnamomi

Fuente: Zentmyer (1983).

En la mayoria de las especies es suave y puede presentar ligeras

protuberancias en algunos casos.

e Anteridio (Organo sexual masculino)

Presenta una forma variable, puede ser esférico, oval, en forma de clavo o

cilindrico. Observandose de manera habitual solitaria, hialino y con una pared

externa delgada (Ver figura 4).

Su disposicién respecto al oogonio puede ser anfigeno o paragino, o ambas

a la vez, siendo importante tener en cuenta esta disposicion para realizar la

clasificacion taxonémica de las especies.
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Figura 4: Imagen del anteridio de P. cinnamomi

Fuente: Zentmyer (1983).

e Qospora

Siempre se presenta de manera individual, ocupando relativamente toda la
cavidad del oogonio. Es de forma esférica, lisa 0 moderadamente verrugosa y su

coloracion puede ser hialina o ligeramente amarillo oscuro (Ver figura 5).

El medio de cultivo ejerce una influencia considerable en la formacion de la

Oospora, seguin Grente (1961) los medios naturales ricos, tales como: el maiz y

la avena, son los mas favorables. No produciéndose en medios liquidos.
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Figura 5: Imagen de Oosporas en la raiz

Fuente: Lamour (2013).

Entre otros factores que también influyen en la formaciéon de la oosporas
podemos citar la tensién de oxigeno y CO,, la presencia de luz, la temperatura
cuyo optimo esta entre 20- 22 °C, asi como también los cultivos asociados de

diferentes especies.

2.2.3. Ciclo de la enfermedad

Mora et al. (1994) el patégeno sobrevive en el suelo por varios afios en

forma abundante como clamidosporas u oosporas en raices o residuos de palto

y de otras plantas cultivadas o en la maleza. Las clamidosporas actian como

semillas de propagacion y son resistentes a condiciones adversas del ambiente
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como: sequia, temperaturas bajas y falta de alimento entre otras. Cuando la
temperatura se eleva y hay humedad excesiva por efecto de riegos pesados,
lluvia abundante o por inundacion o cuando hay mal drenaje, las clamidosporas
germinan y dan origen al micelio. El micelio origina los esporangios donde se
formaran posteriormente las zoosporas; estas tienen movimiento propio y se
desplazan con agilidad sobre la superficie del agua e infectan raices nuevas y el
cuello del arbol o contagian arboles vecinos. Las zoosporas se forman siempre
que hay excesos de humedad. Con el avance de la infeccién se pudre gran

cantidad de raices y los arboles desarrollan los sintomas de la enfermedad.

Al morir el arbol, el patogeno forma nuevamente abundantes
clamidosporas para soportar la falta de alimento. Cuando se vuelven a presentar
condiciones favorables, las clamidosporas germinan y reinician el ciclo de la
enfermedad sobre arboles de palto de replante o sobre otros cultivos que

también son afectados por el patdgeno.

2.2.4. Sintomatologia

Phytophthora cinnamomi puede atacar paltos de diferentes edades,

incluyendo arboles recién propagados. El dafio mas severo se produce en suelos

pesados o suelos livianos arenosos con un impedimento de drenaje (Coffey,

1991).
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El sintoma mas destacable de la enfermedad en paltos consiste en la
muerte progresiva del follaje. Las hojas producidas son mas pequefas,
existiendo una amarillez y clorosis progresiva, que comienza en las ramas
superiores. Posteriormente, se va produciendo una defoliacion y muerte de las

ramas hasta causar la muerte del arbol (Zentmyer, 1980).

Es caracteristico en arboles con un estado avanzado de la enfermedad,
que carezcan de nuevos crecimientos y ademas, que presenten una carga

abundante y de bajo calibre (Coffey, 1991).

En los primeros estadios de la enfermedad, es comun que los arboles
presenten mayor carga frutal, producto probablemente de la acumulacion de
carbohidratos en la parte superior del arbol, siendo un efecto atribuido a la
muerte de raices (Zentmyer, 1980). En algunos casos, se puede observar el
tronco afectado por la formaciéon de cancros con presencia de exudados o

secreciones (Latorre B., 1988).

Todos estos sintomas aéreos, son producto de una invasién a nivel de las
raicillas absorbentes (1-3 mm de didmetro), las que presentan una pudricion
negra y firme, que puede progresar en longitud (Coffey, 1991). El fruto del palto
también puede ser colonizado por Phytophthora cinnamomi produciendo una
pudricién firme, de un color café; sin embargo, este sintoma no es muy comun

bajo condiciones de campo (Zentmyer, 1980).
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2.3. Relacién de factores fisicoquimicos y biolégicos con el patégeno

En los factores ambientales se incluyen factores fisicos (temperatura,
humedad textura del suelo entre otras), quimicos (pH e intercambio i6nico) y
biolégicos (bacterias, hongos y el crecimiento radical entre otras). Cada uno de
estos factores y sus componentes varian en el tiempo y espacio, y cada
interaccion lleva consigo una secuela de interacciones, por lo que se conoce al
ambiente como dindmico, heterogéneo y de gradiente complejo (Cook y Baker,

1983).

Tabla 9: Temperaturas cardinales de crecimiento de algunas especies de

Phytophthora
ESPECIES TEMP. MINIMA | TEMP. OPTIMA | TEMP. MAXIMA
P. parasitica 10 °C 30-32 °C 37 °C
P. citrophthora 5°C 26-27 °C 32°C
P. palmivora 11°C 28-29 °C 35°C
P. citricola 3°C 25-28 °C 31°C
P. syringae 5°C 20 °C 23 °C
P. hibernalis 5°C 20 °C 23 °C
P. magasperma 2°C 25°C 30°C
P. cinnamomi 5°C 24-28 °C 32-34°C
P. drechsleri 5°C 28-31 °C 36-37 °C

Fuente: Boccas y Laville (1976).
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Es importante resaltar el papel que ocupa la temperatura entre los
factores que limitan el crecimiento vegetativo, razones por las cuales constituye
un parametro de elevada relevancia en la taxonomia. El margen de temperatura
en el cual estd comprendido el desarrollo del micelio (Ver tabla 9) va desde 1 °C
de temperatura minima hasta los 37 °C como maxima temperatura de
crecimiento activo, situandose entre los 20 — 28 °C la temperatura éptima para la
mayoria de las especies, teniendo en cuenta que este valor es especifico para

cada una de ellas (Boccas y Laville, 1976).

Zentmyer (1985) relaciona la curva de crecimiento de Phytophthora
cinnamomi con la del hospedero a diferentes temperaturas y observa que las
curvas se comportan de manera similar excepto a 33 °C en el hospedero se

desarrolla bien y el patégeno es inhibido.

En especies forestales susceptibles también se observa que la
colonizacion y avance del patégeno en la raiz, siempre es dependiente de la
temperatura de la raiz y que a 28 °C el Oomycete se dispersa abundantemente

por todo el sistema radical (Grant y Byrt, 1984).

La supervivencia de especies de Phytophthora puede ser en forma de
micelio, esporangios, quistes, clamidosporas y oosporas. El micelio es un
propagulo muy vulnerable, de facil destruccion por bacterias por ello el periodo

de supervivencia varia de 1-60 dias. Mientras que para esporangios de 3 - 42
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dias. En relacién a las clamidosporas, por su gruesa pared y tolerancia a
humedad minima la sobrevivencia es 84 - 365 dias, las oosporas estructuras de

latencia, pueden permanecer viables mas de 365 dias (Weste, 1994).

Vidales (2002) encontr6 el efecto de las temperaturas maximas
alcanzadas en el suelo de la rizosfera de los paltos, que fueron las letales a P.
cinnamomi por efecto de la solarizacion. Se observé a 30 - 52 cm de
profundidad, la temperatura se eleva hasta 35 °C durante la solarizaciéon con
plastico cristalino que causa la, muerte de los propagulos de Phytophthora
cinnamomi en raices. En consecuencia, se inicié una rapida recuperacién de los
arboles dafiados. Debido a que a esa profundidad se localiza la mayor

distribucién de raices absorbentes menores de 5 mm de diametro.

En el caso del pH el rango permisible para el cultivo in vitro de estas
especies se encuentra entre 3,5 y 10; siendo el crecimiento 6ptimo especifico

para la mayoria de las especies, encontrandose en un rango entre 4,5y 5,5.

Generalmente, los valores de pH que permiten el mejor desarrollo del

micelio, también son favorables para la produccion de esporangios,

clamidosporas y oosporas (Boccas y Laville, 1976).
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CAPITULO 1l

MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Materiales de campo

e Bolsa hermética

e Cooler

e GPS

e Guantes
e Hielo

e Lampa jardinera

e Mapa cartografico

e Marcadores indelebles

3.1.2 Materiales y Equipos de laboratorio

3.1.2.1. Equipos

e Autoclave: marca J. P. Selecta, modelo MED 20
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e Balanza analitica: Marca A & D, modelo FX-3000i

e Céamara Fotogréfica: marca Lumix, modelo FS7

e Congelador: marca Electrolux, modelo ERD0O52UBHX
e Destilador de agua: marca J.P. Selecta, modelo AC-L8
e Estufa: marca BTM, modelo EC 55

e Incubadora: marca BTM, modelo IC 55

e Microscopio: marca Motic, modelo G502

e Potenciémetro: marca BOECO, modelo PT-370

e Vernier Mitutoyo

3.1.2.2. Materiales de laboratorio

e Asade Kolle

e  Bisturi

e Camara de sembrado

e Camara Neubauer

e Cubreobjetos

e Eppendorf 1 mL

e Matraz Erlenmeyer 250 mL
e Mecheros

e  Micropipeta 100 pumL

e Pinzas

e Pipetas de Pasteur
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e Pizeta

e Placas Petri

e Portaobjetos

e Probeta de 250 mL

e Punteras amarillas

e Algoddn, gasa, cinta adhesiva

e Papelfiltro y papel aluminio

3.1.2.3. Reactivos

e Aceite de inmersion

e Acido Acético 100 %

e Acido Tartarico

e Agar Patata Dextrosa

e Alcohol 96°

e Colorante vegetal azul brillante N° 1
e Cristal violeta

e Decolorante Gram

e Glicerina

e Hidroxido de sodio 1N

¢ Hipoclorito de sodio 0,05 %
e Lugol bacteriolégico

e Safranina
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3.2 Metodologia de estudio

3.2.1 Fase de campo

3.2.1.1. Localizacién de sectores muestreados

Se seleccionaron seis sectores con campos de cultivos de palto
ubicados en el distrito de Moquegua, pertenecientes a la provincia de Mariscal
Nieto, departamento de Moguegua. Estos campos estan ubicados en el sector El
Rayo (1), Charsagua (2), Escapalaque (1), Asociacion Siglo XXI (1) y Asociacion
Cambrune (1), en los que se seleccionaron paltos con sintomas caracteristicos

de ataque de Phytophthora cinnamomi Rands (Ver tabla 10).

Tabla 10: Coordenadas y altitud de los sectores muestreados

Sector Coordenadas Altitud (m.s.n.m.)
Charsagua 17°59749.1" S 70° 58°09" 1431
Escapalaque 17°57°30" S 70° 55°59,39” 1438
El rayo 17°10°55.33" S 70° 55°32.09" 1430
Asoc. Siglo XXI | 17°13°37.87" S 70° 55"27.82" 1472
Asoc. Cambrune | 17° 14°07.67" S 70° 55°46.50" 1480

Fuente: Elaboracién propia (2015).
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3.2.1.2. Recoleccién de muestras

En cada campo se realiz6 un recorrido y se efectué un muestreo de 3
paltos con sintomas evidentes de enfermedad, tales como: declinaciéon del
follaje, amarillamiento de hojas, defoliaciones y muerte regresiva, se extrajo
muestras por triplicado de cada palto seleccionado a nivel radicular hasta una

profundidad aproximada de 20 cm o hasta llegar a las raices absorbentes.

Las muestras fueron correctamente envasadas y codificadas, las cuales
fueron llevadas inmediatamente al laboratorio de la carrera de Ingenieria

Agroindustrial de la Universidad José Carlos Mariategui (UJCM).

3.2.2 Fase de laboratorio

3.2.2.1. Método de aislamiento a partir de raices

Las muestras de raices colectadas se lavan con agua, se secan al aire y

se seccionaron en trozos. Luego se introducen en cabina de siembra estéril, se

desinfestan superficialmente con alcohol (70 %) por 30 segundos, después se

sumergen en hipoclorito de sodio (0,05 %) y por ultimo se lavaron en agua

destilada estéril por triplicado durante 3 minutos cada uno.
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De las muestras desinfestadas se cortaron trozos pequefios (0,5 cm®) y
se sembré en medio selectivo para Phytophthora sp., Agar Potato Dextrose

(PDA) acidificado con &cido tartarico al 14 % (14 mL / L).

Las cajas de Petri sembradas se incubaron a 28 °C por 15 dias

(Hardham, 2005; Madigan et al., 2004).

3.2.2.2. Método de identificacion Phytophthora cinnamomi Rands

Para la identificacion de Phytophthora cinnamomi Rands es necesario
observar estructuras fungicas con alta nitidez y contraste, y se utilizan diversos
compuestos quimicos que permitan tincion diferencial entre las paredes y

citoplasma de las células fangicas.

CMI (1985) se utilizaron los colorantes vegetales como el rojo N° 40
(16035) y azul brillante N° 1 (42090). Para cada colorante se preparé una
solucion compuesta de: colorante vegetal (1 mL), acido acético (10 mL) el cual
se us6 como mordiente y glicerina (15 mL) usada como humectante, mezclados

en 75 mL de agua destilada esterilizada.

Se tomé una capa fina del borde del halo de Phytophthora cinnamomi

Rands con un bisturi y se colocé en un portaobjetos, seguidamente se le agreg6

dos gotas de la solucién de colorante azul y encima se colocd un cubreobjetos.
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Para la identificacion de los aislamientos de Phytophthora cinnamomi
Rands contenidos en los portaobjetos, se observaron en microscopio de luz y se
identificaron siguiendo las claves descritas en el manual de Barnett & Hunter

(1972), y de Erwin & Ribeiro (1996) para las especies de Phytophthora.

3.2.2.3. Preparacion de medios de pHy temperatura

Para la preparacion de los medios de cultivo para Phytophthora spp. se

siguieron las indicaciones del envase de Medio Agar Potato Dextrose:

Como se indica en el esquema del disefio experimental para los
factores fisicoquimicos (Ver tabla 02), se prepararon tres pH diferentes (6,5; 8,0
y 9,5) y cada uno se llevo a tres temperaturas (10 °C, 20 °C y 30 °C) por ello se

preparé nueve placas Petri mas uno para cada pH.

Cada placa Petri contiene aproximadamente 25 mL, entonces para 10 placas
Petri se prepararon 250 mL de medio, se pesO 9,75 gramos como indica el

envase del Agar PDA 39 gramos/ litro.

Se disuelve los 9,75 gramos de PDA en 250 mL de agua destilada tibia
en un matraz y se agita hasta que se disuelva completamente, y se ajustd con
Hidréxido de sodio 1N hasta obtener una lectura de pH 6,5 con el potenciémetro,

posteriormente se esterilizé en la autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
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De igual manera se prepar6 y ajusto con Hidroxido de sodio 1N para los

pH de 8,0y 9,5.

Transcurrido el tiempo se sacaron de la autoclave los 3 matraces
conteniendo el medio PDA ajustado a pH 6,5; 8,0 y 9,5 y se vertieron en las
placas Petri dentro de la Camara de siembra, se tomaron en cuenta los cuidados

asépticos para evitar una contaminacion.

Se dejé enfriar el medio PDA en las placas Petri hasta que se

solidifique.

Luego se cortaron con un bisturi discos del borde del halo de

Phytophthora cinnamomi Rands y se colocaron en centro de cada placa Petri

conteniendo el PDA a diferentes pH.

Se sellaron cada placa con cinta adhesiva y se llevaron a 10°

(congelador), 20° (incubadora) y 30 °C (incubadora) durante 10 dias, cada dia se

tomaron medidas del desarrollo del halo de la Phytophthora cinnamomi Rands

con un vernier.

3.2.2.4. Aislamiento de bacterias de la rizosfera

Para el aislamiento de bacterias se tomaron muestras de suelo de tres
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sectores de cultivo de palto: Charsagua, Escapalaque y Asaciacion Siglo XXI.

Se utilizé 10 gramos de cada suelo de la riz6sfera obtenidos al sacudir
la raiz y se diluyé con 100 mL de agua destilada en un matraz por separado,

agitandose vigorosamente.

Luego se hizo diluciones de 10" a 10 en eppendorf de 1 mL, se diluy6

100 pl de la solucion madre del suelo con 900 ul de agua destilada estéril (ADE).

Posteriormente, con una micropipeta se tomaron 50 pl de cada dilucion
de cada suelo y sembraron por estrias en placas Petri que contenian Agar
Nutritivo (AN), medio de cultivo 6ptimo para el crecimiento de bacterias (23 g/L).
Las placas Petri se colocaron en la incubadora a 28 °C y se observaron a los 4

dias (Vidales, 2002).

Con un asa de Kolle se hizo un raspado y se diluyé en un eppendorf
(1 mL) y se volvibé a sembrar por estrias cada bacteria diferenciada, en medio AN

hasta purificar la cepa de la bacteria.

Una vez purificadas las cepas se les realiz6 la Tincibn Gram para

diferenciar el tipo de bacteria.

Posteriormente se hizo un raspado de cada cepa identificada (A, By C)

y se diluyé en eppendorf conteniendo agua destilada como soluciones madre,
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para realizar posteriormente diluciones de 10™; 102 y 10° de cada cepa de

bacterias para su siembra y efecto sobre la Phytophthora cinnamomi Rands.

3.2.2.5. Preparacion de medio para el efecto de las bacterias en P.

cinnamomi Rands

Para evaluar el efecto de cada cepa de bacterias, sobre Phytophthora
cinnamomi Rands se prepararon medios de PDA, como se indica en el esquema
del disefio experimental para los factores biologicos (Ver tabla 03) donde cada

cepa tiene tres diluciones que efectuaron por triplicado.

Entonces se prepar6 9 placas Petri con PDA, mas una placa Petri como
testigo la cual estara en las mismas condiciones pero sin la influencia de alguna
cepa de bacteria. Por lo tanto, se pesaron 9,75 gramos en 250 mL de agua

destilada, asi para cada cepa de bacterias (A, By C).

Con todos los medios asépticos en la camara de siembra se cortaron
discos de 1 cm de los bordes del halo de Phytophthora cinnamomi Rands y se

sembraron en el centro de cada placa Petri.

Se utiliz6 papel filtro para hacer disco de 0,5 cm y se esterilizaron en

una placa Petri forrada con papel aluminio y se llevaron a estufa a 60 °C por 3

horas.

53



Posteriormente, en la camara de siembra con una pinza se tomaron
discos de papel filtro estéril y se sumergieron en cada dilucién (10™"; 102y 107®)
de cepas bacterianas (A, B y C) realizadas anteriormente, colocados cada uno
en posicion de los puntos cardinales, a una distancia de 1,5 cm del centro de la

placa donde se encuentra el disco de Phytophthora cinnamomi Rands de 1cm.

Las placas que se tomaron como testigo, sélo conteniendo un disco de
Phytophthora cinnamomi Rands de 1lcm, mas no discos de papel filtro con

bacterias.

Todas las placas fueron selladas con cinta adhesiva y se llevaron a la
incubadora a 30 °C durante 10 dias, y cada dia se evalu6 el radio del halo de
Phytophthora cinnamomi Rands de cada tratamiento y de los testigos, aplicando

la siguiente férmula para tener conocimiento del % inhibicion (De La Cruz, 2014).

o C. Test. -C. Trat.
% inhibicion = C Tesi *100

Donde:
C, Test = Crecimiento del radio del halo del testigo
C. Trat. = Crecimiento del radio del halo del tratamiento

% Inhibiciéon = Inhibicién del halo de P. cinnamomi Rands
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. Aislamiento de Phytophthora cinnamomi Rands de raices de palto

4.1.1. Morfologia de las colonias

Las colonias de los aislados presentaron formaciones miceliares
blanquecinas a modo de pétalos, dando lugar a una colonia tipo "roseta"”, con
micelio aéreo escaso (Ver figura 06). En las observaciones realizadas con el
microscopio, todos los aislados presentaron un micelio cenocitico muy ramificado

(Figura 07).

Figura 06: Imagen de crecimiento de colonias de P. cinnamomi

Fuente: Elaboracion propia.
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Morfologia de crecimiento de las colonias de Phytophthora cinnamomi a 30 °C
en el medio PDA: A) Colonia a los 2 dias, B) Colonia a los 6 dias, C) Colonia a

los 10 dias.

Figura 07: Imagen estructuras de Phytophthora cinnamomi

Fuente: Elaboracion propia.

Phytophthora cinnamomi: A) Oospora, B) Esporangio ovoide a elipsoide con

presencia de zoosporas internamente desarrolladas y, C) anteridio anfigeno.

4.2. ldentificacion de tipos de bacterias por Tinciéon Gram

La identificacion de tipo de bacterias se realiz6 mediante la Tincion Gram (Anexo

1) y observacion en el microscopio 6ptimo (ver tabla 11).
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Tabla 11: Tipos de bacterias aisladas de la rizésfera de paltos

Cepa de bacteria | Coloracion | Morfologia | Tincion Gram
A Crema Bacilos )
B Amarilla Cocos )
C Amarilla Bacilos )

Fuente: Elaboracion propia.

4.3. Efecto de los factores fisicoguimicos sobre el halo de Phytophthora

cinnamomi Rands

Después de haber acondicionado pH (6,5; 8,0; 9,5) y temperaturas (10 °C,

20 °C, 30 °C) para Phytophthora cinnamomi Rands, se presenta a continuaciéon

el promedio de las medidas del radio del halo por dia (10 dias) (ver tabla 12); los

resultados detallados de los tratamientos y repeticiones se aprecian en el Anexo

2.
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Tabla 12: Promedios de radio del halo de P. cinnamomi por dia

pH / Temperatura (°C) / Radio del halo (cm)
6,5 8,0 9,5

DIAS 10 | 20 | 30 | 10 | 20 | 30 | 10 | 20 | 30

1 0,00|0,21|0,37|0,00|0,14|0,27|0,00 0,06 | 0,23
0,03|0,70|0,78|0,01|0,60|0,60|0,00|0,38|0,57
0,21(111|1,32|0,17|1,061,11|0,13 (0,68 | 1,01
0,38(1,43/1,67|0,23|1,48|1,60|0,21|0,93|1,52
0,63(1,98|2,10(0,4412,02|2,12|0,36 1,24 |1,98
0,89(2,34|12,41|0,69|2,42|2,53|0,56|1,48|2,41
1,1812,65|2,70|0,83 (2,88 |3,00|0,73|1,78 2,75
1,26|2,81|3,18/0,93|3,30|3,41(0,87|2,02|3,25
1,413,08|3,43(1,08|3,71|3,78 (0,97 2,33 | 3,49
10 1,5713,30|3,601,23|3,87|3,92|1,12|2,57 | 3,68

Fuente: Elaboracion propia.

O O N| O O] | W DN

4.3.1.Efecto del pH (6,5; 8,0y 9,5) sobre el halo de Phytophthora cinnamomi

Rands

El ANVA (Anexo 4) muestra que existe diferencia estadisticamente

significativa a un nivel de confiabilidad (a) del 5 %, es decir que al menos un

valor de pH influye en el crecimiento del halo de Phytophthora cinnamomi Rands.

Para establecer diferencia entre los tratamientos se realizé la Prueba de

comparacion de Tukey (Anexo 4), la cual indica que el menor promedio en pH
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para inhibicion del halo es 9,5 (ver Figura 8), manteniéndose asi durante el

periodo de evaluacién (ver Figura 9).

Medias y 95.0% de Tukey HSD

17F I =
16 I .
2 150 N
m - -
: - -
g C ]
o 1.4 n ]
5 C ]
& C ]
1.3 C I 7
12 -
6.5 8 9.5
pH

Figura 8: Grafico de medias de pH sobre radio del halo de P. cinnamomi

Fuente: Elaboracion propia.
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Grafico de Interacciones
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Figura 9: Grafico de interaccion entre pH y dias

Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 9 se observa que el pH 9,5 es el que inhibe mas el crecimiento de
Phytophthora cinnamomi Rands, por el contrario, el pH 8,0 induce a su mayor

crecimiento.

4.3.2.Efecto de la temperatura (10, 20, 30 °C) sobre el halo de P. cinnamomi

Rands

En el ANVA (Anexo 4) se puede apreciar que existe diferencia
estadisticamente significativa a un nivel de confiabilidad (a) del 5 %, es decir que
al menos un valor de temperatura influye en el crecimiento del halo de P.

cinnamomi Rands. Para establecer diferencia entre los tratamientos se realiz6 la
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Prueba de comparacion de Tukey (Anexo 4), la cual indica que el menor
promedio en temperatura para la inhibicién del halo es 10 °C (ver Figura 11),

manteniéndose asi durante el periodo de evaluacion (ver Figura 10).

Medias y 95.0% de Tukey HSD

24 F =

Radio del halo {cm)}

04— —

10 20 30
Tem peratura

Figura 10: Gréafico de medias de temperatura

Fuente: Elaboracion propia.

En la figura 11 se observa el grafico de Interaccion entre Temperatura y dias,
donde se muestra el crecimiento progresivo del radio del halo P. cinnamomi
Rands durante 10 dias, la temperatura que redujo el crecimiento fue 10 °C y la

que provoco el mayor desarrollo fue los 30 °C.
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Grafico de Interacciones
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Figura 11: Grafico de interaccién entre temperatura y dias

Fuente: Elaboracion propia.

° Interaccion de temperatura (10 °C, 20 °C, 30 °C) y pH (6,5; 8,0; 9,5)

La interaccion entre los factores fisicoquimicos se muestra en la Figura 12,

se observa que los valores que tuvieron mas incidencia en la inhibicién del halo,

son el pH 9,5 a una temperatura de 10 °C.
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Grafico de Interacciones
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Figura 12: Grafico de interaccion de pH y °T sobre el crecimiento del halo

Fuente: Elaboracion propia.

4.3.3.Efecto del periodo de evaluacién (10 dias) sobre el halo de

Phytophthora cinnamomi Rands

En el grafico de Medias de los dias (ver Figura 13) se muestra el desarrollo
del radio del halo de P. cinnamomi Rands durante 10 dias, cada dia fue

aumentando el radio del halo hasta invadir todo el area de la placa Petri.

En el ANVA (Anexo 4) se puede apreciar que existe diferencia estadisticamente

significativa a un nivel de confiabilidad (a) del 5 %, es decir que al menos un dia

influye en el crecimiento del halo de Phytophthora cinnamomi Rands.

63



Para establecer diferencia entre los tratamientos se realizé la Prueba de
comparacion de Tukey (Anexo 4), la cual indica que todos los dias son

diferentes.

Medias y 95.0% de Tukey HSD

3~
o

%]

—

(=]
on

Radio del halo {cm)
P
LU UL LN L RN L
[
Loty b bvaia bona o bl

Figura 13: Gréfico de medias de los dias

Fuente: Elaboracion propia.

4.4. Efecto de los factores bioldgicos en el % inhibicién de Phytophthora

cinnamomi Rands

Después de haber sometido a la Phytophthora cinnamomi Rands con cepas
de bacterias (A, B, C) a diferentes diluciones (10, 10? y 107, se realizaron

mediciones del radio del halo por dia (10 dias) a los tratamientos y sus
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respectivas replicas para calcular el % Inhibicion de P. cinnamomi Rands (Anexo

3).

A continuaciéon (ver tabla 13) se presenta los resultados promedio de %

Inhibicién de P. cinnamomi Rands por dia.

Tabla 13: Resultados promedio de inhibicion de P. cinnamomi Rands

Cepa de bacteria / Dilucién / Inhibicién (%)

A

B

C

DIAS

10?

107

10°3

10?

107

10°3

10?

107

10°3

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00

1,52

0,00

0,00

0,00

6,06

3,03

0,00

4,55

4,24

5,88

10,71

0,82

0,00

6,68

9,36

4,02

4,91

27,13

32,52

37,04

29,42

16,27

22,46

37,18

33,30

24,46

26,18

42,12

39,17

38,82

21,53

21,93

43,54

38,53

24,85

30,81

44,59

38,99

40,94

24,83

22,92

42,38

41,78

29,92

38,48

43,90

33,57

32,60

19,60

13,46

29,72

38,98

20,73

©| O N| o o &~ W N

39,27

31,54

24,82

20,38

10,29

9,37

16,47

27,50

10,08

10

35,42

28,58

25,42

12,08

8,75

9,58

15,42

26,25

8,33

Fuente: Elaboracion propia.
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4.4.1.Efecto de cepas bacterianas (A, B, C) en el % inhibicién de

Phytophthora cinnamomi Rands

En el ANVA (Anexo 5) se puede apreciar que existe diferencia
estadisticamente significativa a un nivel de confiabilidad (a) del 5 %, es decir que
al menos una cepa de bacterias influye en la inhibicion de Phytophthora

cinnamomi Rands.

Para establecer diferencia entre los tratamientos se realizo la Prueba de
Comparacion de Tukey (Anexo 5), la cual indica que el mayor promedio en las
Cepas de bacterias para la inhibicion de P. cinnamomi es la A (ver Figura 14),

manteniéndose asi durante el periodo de evaluacién (ver Figura 15).

Medias y 95.0%de Tukey HSD

26

23

20

17

% INHIBICION

14

.

|

A B C
CEPA

11

Figura 14: Grafico de medias de cepa de bacterias

Fuente: Elaboracion propia.
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En la figura 15 se observa el gréfico de interaccién entre las cepas y la

inhibicion de P. cinnamomi Rands durante los 10 dias de evaluacion.

Los dos primeros dias no hubo inhibicion debido a que recién se
desarrollaba el halo de P. cinnamomi Rands, a partir del tercer dia aumentaba
progresivamente, siendo de mayor efecto la cepa A hasta el dia 8, pero By C

empiezan a descender.

Gréfico de Interacciones

9 5 DIAS
B 1 —1
L 4 — 2
- 4 3
2r "
Z ——
o 1 s
e r 1 — 7
m [ |
; 19k ] 8
= I 1 =9
S 1 — 10

CEPA

Figura 15: Grafico de interaccion entre cepa y % inhibicion

Fuente: Elaboracion propia.
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4.4.2 Efecto de las diluciones de bacterias en el % inhibicion de

Phytophthora cinnamomi Rands

En el ANVA (Anexo 5) se puede apreciar que existe diferencia significativa

a un nivel de confiabilidad (a) del 5 %, es decir que al menos una dilucion de

bacterias influye en la inhibicion de Phytophthora cinnamomi Rands.

Medias y 95.0%de Tukey HSD
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Figura 16: Gréafico de medias de dilucién de bacterias

Fuente: Elaboracion propia.

Para establecer diferencia entre los tratamientos se realizé la Prueba de
Comparacion de Tukey (Anexo 5), la cual indica que el mayor promedio en las

diluciones de bacterias para el % inhibicion de Phytophthora cinnamomi Rands
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es 10! (ver Figura 16), manteniéndose asi durante el periodo de evaluacion (ver

Figura 17).

En la figura 17 se observa el gréafico de Interaccion entre las diluciones de
las bacterias e inhibicion del halo de P. cinnamomi Rands durante los 10 dias de
evaluacion. Los dos primeros dias aln se encontraba desarrollandose el halo de
P. cinnamomi, y a partir del tercer dia aumenté progresivamente la inhibicion del

halo de P. cinnamomi Rands, siendo la dilucién de mayor efecto la 10™ hasta el

séptimo dia.
Gréfico de Interacciones
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Figura 17: Gréfico de interaccion entre dilucion de bacterias y % inhibicion

Fuente: Elaboracion propia.
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4.4 3.Efecto del periodo de evaluacion (10 dias) en la inhibicion de

Phytophthora cinnamomi Rands

En el grafico de medias de los dias donde se muestra el % inhibicién del

halo de P. cinnamomi Rands durante 10 dias de evaluacién (ver Figura 18).

En los dos primeros dias no hubo % inhibicién, debido a que recién se

desarrollaba el radio del halo, hasta el tercer dia, alcanzando el % inhibicibn mas

alto en el séptimo dia, comenzando a descender al dia siguiente.

Medias y 95.0%de Tukey HSD

III}I{
zlguﬁ

DIAS

Figura 18: Grafico de medias de los dias

Fuente: Elaboracion propia.
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En el ANVA (Anexo 5) se puede apreciar que existe diferencia estadisticamente
significativa a un nivel de confiabilidad (a) del 5 %, es decir que al menos un dia

influye en la inhibicién de Phytophthora cinnamomi Rands.

La Prueba de rango Mdultiple de Tukey (0,05) (Anexo 5) para los dias, indica que

los dias 5, 8, 6, y 7 son iguales y donde se tuvieron los mayores porcentajes de

inhibicion del halo de P. cinnamomi Rands.
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CAPITULO V

DISCUSIONES

5.1. Aislamiento de Phytophthora cinnamomi Rands de raices de palto

5.1.1. Morfologia de las colonias

En la figura 6 se puede apreciar las colonias de Phytophthora cinnamomi
Rands en diferentes periodos de crecimiento con caracteristicas propias del
hongo, como especifica Erwin y Ribeiro (1996) y Zentmyer (1980) la colonia
producida en PDA es en forma de rosa color blanco debido al crecimiento
deprimido y algodonoso del micelio, tal y como fueron identificadas las colonias

de Phytophthora cinnamomi Rands aisladas de los cultivos de palto.

En la figura 7 se muestran estructuras de Phytophthora cinnamomi
Rands, como la Oospora, esporangio con presencia de zoosporas internamente
desarrolladas. Y anteridio anfigeno, descritos anteriormente, concordando con
las caracteristicas descritas Erwin y Ribeiro (1996), Zamora y Casin (1986), y

Zentmyer (1980).
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5.2. Identificacion de tipos de bacterias por Tincion Gram

Segln la Tabla 11, las bacterias aisladas se clasificaron segin su Tinciéon
Gram (Anexo 1) y forma, al microscopio se observé la presencia de bacilos, en
cepas A y C, ademas de cocos en la cepa B; coincidiendo con De La Cruz
(2014) que aisl6 bacilos largos en suelos agricolas de género Bacilllus spp. como
predominante; y con Guzman (2011) que del aislamiento de 100 bacterias de

suelos, el 80 % presentaron forma bacilar.

Coincidiendo también con Flores et al. (2007) que del aislamiento de
bacterias de la rizésfera de palto sin sintomas de Phytophthora cinnamomi,
encontré6 Pseudomonas que produjeron vacuolizacion y desintegracion de hifas y
otras inhibieron el crecimiento de Phytophthora cinnamomi Rands, como ocurrié

en nuestro trabajo de investigacion.

5.3. Efecto de los factores fisicoquimicos sobre el halo de Phytophthora

cinnamomi Rands

Segun la Tabla 12 se puede apreciar el efecto de los factores fisicoquimicos

(pH y °T) sobre el halo de Phytophthora cinnamomi en medio PDA.
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5.3.1.Efecto del pH (6,5; 8,0y 9,5) sobre el halo de Phytophthora cinnamomi

Rands

En la Figura 8 se muestra que los tres pH (6,5; 8,0 y 9,5) provocaron el
crecimiento del halo de Phytophthora cinnamomi a diferentes medidas, siendo el

pH 9,5 que inhibié mejor su crecimiento y el pH 8,0 acelerd su desarrollo.

Al respecto Boccas y Laville (1976) sefiala que el rango permisible para el
cultivo in vitro de Phytophthora cinnamomi se encuentra entre 3,5y 10, siendo el
crecimiento 6ptimo especifico entre 45 y 55 a temperaturas de 25°C.
Concordando con nuestros resultados, al estar dentro del rango especificado
(3,5 -10), sin embargo no se asemeja al pH Optimo, que podria haber sido
influenciado por la temperatura de incubacion a 30°C que acelera la velocidad de

crecimiento.

Segun Zamora y Casin (1986) indica que el pH 6ptimo estad comprendido
entre 5 y 7, aunque a valores de pH de 3 y 9 también se ha producido
germinacion de las clamidosporas, siendo mayor el pH 9,5 de nuestro trabajo de
investigacion mas alcalino, redujo el crecimiento de Phytophthora cinnamomi
debido a la poca presencia de iones de hidrégeno que influyan en solubilidad de

nutrientes (Holt et al., 1994).
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Ezziyyani et al. (2004) los microorganismos crecen a pH entre 5y 8, puesto
que la acidificacion del interior celular conduce a la pérdida del transporte de
nutrientes, los microorganismos no pueden generar mas energia de
mantenimiento y, a una velocidad variable, se produce la muerte celular, de esta
manera concuerda con nuestros resultados obtenidos que tiene como valor
O6ptimo a pH 8,0 durante todo el periodo de evaluacion (Ver figura 9); por lo

contrario el pH 9,5 redujo el crecimiento del halo de Phytophthora cinnamomi.

5.3.2.Efecto de la temperatura (10 °C, 20 °C, 30 °C) sobre el halo de P.

cinnamomi Rands

La influencia del factor Temperatura (10 °C, 20 °C y 30 °C) se muestra en la
figura 10 que estimularon el crecimiento del halo de Phytophthora cinnamomi a
diferentes medidas, siendo el de mayor influencia la temperatura de 30 °C y la
de menor de 10 °C, concordando asi con Mora et al. (1994) cuando la
temperatura se eleva y existe humedad excesiva, las clamidosporas germinan y
dan origen al micelio. El micelio origina los esporangios donde se formaran

posteriormente las zoosporas.

Y con Boccas y Laville (1976) la temperatura para el crecimiento del micelio
va desde 1 °C como minima hasta los 37 °C como maxima temperatura de
crecimiento activo, incluyendo a Hardham et al. (1991) que indica que el micelio

se desarrolla entre 7,5 y 28 °C con un 6ptimo entre 17,5y 19,5 °C. De acuerdo
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con este trabajo de investigacidn se observa el desarrollo del micelio de P.
cinnamomi desde 10 °C, temperatura que si bien ralentiz6 su crecimiento,
observamos su pequefo crecimiento desde el segundo dia de evaluacion en

algunos tratamientos (ver figura 11).

Zamora y Casin (1986) plantea un rango de temperatura Optima de 18 —
30 °C para la germinacién de las clamidosporas, coincidiendo con Zentmyer
(1985) que indica temperaturas fuera del rango 6ptimo, probablemente sean
inhibitorias a la produccion de zoosporas y esporangios, sumandose asi
Hardham et al. (1991) que indica que los esporangios se producen a
temperaturas de 12 a 30 °C, las zoosporas se producen a temperaturas mayores
de 18 °C. Concordando asi con los resultados de nuestro trabajo de
investigacion donde identificamos clamidosporas y esporangios a una

temperatura 6ptima de crecimiento de 30 °C.

Zentmyer (1985) cita que al elevar la temperatura del suelo superior a 34 °C
se elimina el hongo P. cinnamomi, coincide con Vidales F. J. (2002) que seiala
mediante la solarizacién con el plastico cristalino la temperatura rebasa el punto
critico de 34 °C, lo cual causa la reduccién de la densidad de la poblacion P.
cinnamomi en el suelo de rizésfera, nuestro trabajo de investigacion tubo como
temperatura maxima a 30 °C, no presentando alguna dificultad de desarrollo por
lo contrario fue la temperatura éptima que desarrollé el micelio de P. cinnamomi

rapidamente en 10 dias a comparacion de las otras temperaturas (10, 20 °C).
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5.4. Efecto de la actividad bacteriana sobre el % inhibicion del halo de

Phytophthora cinnamomi Rands

Segln la Tabla 13 se puede apreciar el efecto de los factores biol6gicos
(bacteria-dilucién) en el % inhibicién de Phytophthora cinnamomi en medio PDA,

que influyen en el crecimiento del halo del patégeno.

5.4.1.Efecto de Cepas Bacterianas (A, B, C) en el % inhibicion de

Phytophthora cinnamomi Rands

Para el factor de Cepas de Bacterias se observa en la Figura 14 que las tres
cepas (A, B, C) inhibieron el crecimiento del halo de Phytophthora cinnamomi a
diferentes porcentajes, siendo el de mayor % inhibicion la cepa A, y la de menor
% inhibicion la cepa B, siendo asi Eveleigh et al. (1986) explica que las bacterias
excretan metabolitos en la rizésfera, como enzimas que participan en la lisis de

la pared celular de las hifas de microorganismos fitopatdégenos.

De La Cruz (2014) aislé bacterias con caracteristicas antagonicas en suelos
agricolas, bacilos largos de género Bacilllus spp. como predominante,
concordando con la identificacion de forma de las bacterias predominantes de
nuestro trabajo de investigacion; coincidiendo también con Guzman (2011) que
realizé el aislamiento de 100 bacterias de suelos y el 80 % presentaron forma

bacilar y relativamente altas solubilizadoras de fosforo en los suelos agricolas.
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Asimismo nuestros resultados indicaron que la cepa de bacteria A, de forma
bacilar y Gram negativa, tuvo un mayor % inhibicién hasta el dia 7 de la
evaluacion (Ver figura 15), que podria ser por tres razones, segun Ezziyyani et
al. (2003) las bacterias desplazan los fitopatégenos por: competicion directa de
espacio o por los nutrientes, produccion de metabolitos antibidticos y parasitismo

directo sobre los hongos fitopatdgenos.

5.4.2.Efecto de las diluciones de bacterias en el % inhibicion de

Phytophthora cinnamomi Rands

La influencia del factor Dilucién (10,102, 10°) se muestra en la figura 16
que inhibieron el crecimiento del halo de Phytophthora cinnamomi a diferentes
medidas, siendo la de mayor % inhibicion la dilucién10™y la de menor inhibicion

1073,

De La Cruz (2014) realiz6 una mezcla de bacterias (MIX) con porcentajes de
inhibicion del 88 % en la concentracion 1x10° UFC/ML, ya que a una
concentracion 1x10® todas tuvieron similar actividad. Comparando con nuestros
resultados, el mayor % inhibiciébn se dio a una dilucion de 10! durante todo el
periodo de evaluacion (Ver figura 17), la mas concentrada, es decir, a mayor
concentracion de bacterias el efecto sobre los hongos es mas visible, esto se
debe a la competencia por espacio y la mayor rapidez de crecimiento de las

bacterias. Esta es una de las ventajas de estos organismos en el control
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biolégico, entre otras cualidades que presentan es la rapidez en el

aprovechamiento de nutrientes, produccion de
(bacteriocinas), produccion de endosporas que

condiciones adversas, etc.

sustancias inhibidoras

le permiten persistir

en
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

e Se aisl6 un total de 54 colonias donde todas fueron P. Cinnamomi
provenientes de sectores agricolas del distrito de Moquegua: Charsagua, El

Rayo, Escapalaque, Asociacion Siglo XXl y la Asociacion Cambrune.

e La evaluacion de los factores fisicoquimicos, concluyeron que la temperatura
y pH que evidenciaron mayor crecimiento sobre el halo de P. cinnamomi fue
pH 8,00 a 30 °C. Sin embargo los factores de pH 9,5 a 10 °C retardaron el

crecimiento del halo de P. cinnamomi.

e La evaluaciéon de los factores bioldgicos demostré que la cepa A (bacilo,
Gram negativa) y una dilucién de 10™ provocé un mayor % inhibicion sobre
el halo de P. cinnamomi; y contrariamente, la cepa B (Cocos, Gram
negativa) y una dilucion de 10 produjo el menor % inhibicién sobre el halo

de P. cinnamomi.
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6.2. Recomendaciones

e Se recomienda ampliar el &rea de muestreo para conocer la problematica de

cinnamomi en los cultivos de palto de toda la region Moquegua.

e Aislar P. cinnamomi de otras partes del palto, como hojas, tallos y/o frutos.

e Aislar bacterias y hongos de la rizésfera de cultivos de paltos sanos, para
identificar microorganismos que mantienen al cultivo sin la presencia de P.

cinnamomi.

o Realizar la identificacibn molecular de cada bacteria antagénica aislada de

los suelos.

e Realizar un control biolégico in vitro, con las bacterias antagdnicas

identificadas, para comprobar su efectividad.

e Trabajar en una Camara de flujo Laminar para evitar toda contaminacion

durante el proceso del trabajo de investigacion.

e Realizar una mezcla adicional de todas las bacterias benéficas, cuando se

decide realizar una formulacion biolégica, por las diferentes caracteristicas
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ambientales de donde fueron aisladas lo que brindaria una mejor accion por

su buena adaptacion.

Brindar mayor acceso a tesistas y alumnos con trabajos de investigacion a

los laboratorios de la escuela profesional de Ingenieria Agroindustrial.
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ANEXOS



Anexo 1

Bacterias aisladas para % inhibicién P. cinnamomi Rands

Foto 03: Cepa de bacteria C, bacilo Gram negativo
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Anexo 2

Resultados del efecto del pH, °T y dias

Tabla 1A: Efecto del pH y °T en el desarrollo del halo de la Phytophthora

cinnamomi Rands durante 10 dias, aislada de cultivo de palto del distrito de

Moquegua.

, °T | Radio del halo | _, °T | Radio del halo

Pl P leal  em [P P" o] (em)
1 6.5 10 0,00 2 | 65| 10 0,05
1 6,5 10 0,00 2 | 65| 10 0,03
1 6,5 | 10 0,00 2 |65 10 0,03
1 6,5 20 0,12 2 | 65| 20 0,70
1 6,5 20 0,25 2 | 65| 20 0,70
1 6,5 20 0,25 2 | 65| 20 0,70
1 6,5 30 0,35 2 | 65| 30 0,78
1 6,5 30 0,40 2 | 65| 30 0,80
1 6,5 30 0,35 2 | 65| 30 0,78
1 8,0 10 0,00 2 | 80 | 10 0,03
1 8,0 10 0,00 2 | 80 | 10 0,00
1 8,0 10 0,00 2 | 80 | 10 0,00
1 8,0 20 0,12 2 | 80 | 20 0,58
1 8,0 | 20 0,20 2 80| 20 0,63
1 8,0 20 0,10 2 | 80 | 20 0,60
1 8,0 30 0,25 2 | 80 | 30 0,45
1 8,0 30 0,30 2 | 80 | 30 0,65
1 8,0 30 0,25 2 | 80 | 30 0,70
1 95 | 10 0,00 2 | 95| 10 0,00
1 9,5 10 0,00 2 | 95| 10 0,00
1 9,5 10 0,00 2 | 95| 10 0,00
1 9,5 | 20 0,05 2 | 95| 20 0,35
1 9,5 | 20 0,02 2 | 95| 20 0,35
1 9,5 | 20 0,10 2 | 95| 20 0,45
1 9,5 | 30 0,20 2 |95 30 0,53
1 9,5 | 30 0,30 2 | 95| 30 0,73
1 9,5 | 30 0,20 2 | 95| 30 0,45

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 1B: Efecto del pH y °T en el desarrollo del halo de la Phytophthora

cinnamomi Rands durante 10 dias, aislada de cultivo de palto del distrito de

Moquegua.

, or 7o Radio del halo , °T | Radio del halo

Dia pH |[°T(°C) (cm) Dia | pH °C) (cm)
3 6,5 10 0,28 4 | 65| 10 0,50
3 6,5 10 0,20 4 | 65| 10 0,35
3 6,5 10 0,16 4 | 65| 10 0,30
3 6,5 20 1,15 4 | 65| 20 1,40
3 6,5 20 1,10 4 | 65| 20 1,40
3 6,5 20 1,08 4 | 65| 20 1,50
3 6,5 30 1,28 4 | 65| 30 1,65
3 6,5 30 1,33 4 | 65| 30 1,65
3 6,5 30 1,35 4 | 6,5 | 30 1,70
3 8,0 10 0,25 4 | 80| 10 0,35
3 8,0 10 0,13 4 | 8,0 | 10 0,15
3 8,0 10 0,13 4 | 80| 10 0,20
3 8,0 20 1,05 4 | 80| 20 1,40
3 8,0 20 1,10 4 | 80| 20 1,45
3 8,0 20 1,03 4 | 80| 20 1,60
3 8,0 30 1,05 4 | 80| 30 1,50
3 8,0 30 1,10 4 | 80| 30 1,60
3 8,0 30 1,18 4 | 80| 30 1,70
3 9,5 10 0,15 4 | 95| 10 0,22
3 9,5 10 0,13 4 | 95| 10 0,20
3 9,5 10 0,10 4 | 95| 10 0,20
3 9,5 20 0,68 4 | 95| 20 090
3 9,5 20 0,55 4 | 95| 20 0,80
3 9,5 20 0,80 4 | 95| 20 1,10
3 9,5 30 0,95 4 | 95| 30 1,40
3 9,5 30 1,28 4 | 95| 30 1,75
3 9,5 30 0,80 4 | 95| 30 1,40

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 1C: Efecto del pH y °T en el desarrollo del halo de la Phytophthora
cinnamomi Rands durante 10 dias, aislada de cultivo de palto del distrito de

Moquegua.

Dia | pH °T | Radio del Dia | pH °T | Radio del Dia | pH °T |Radio del
(°C) | halo (cm) (°C) | halo (cm) (°C) | halo (cm)
6,5| 10 0,80 6,5 10 1,05 6,5| 10 1,28
6,5| 10 0,63 6,5| 10 0,85 6,5/ 10 1,28
6,5| 10 0,46 6,5| 10 0,78 6,5/ 10 0,98
6,5 20 2,08 6,5| 20 2,43 6,5| 20 2,63
6,5| 20 1,85 6,5 20 2,20 6,5| 20 2,55
6,5| 20 2,00 6,5 20 2,40 6,5| 20 2,76
6,5| 30 2,05 6,5 30 2,28 6,5 30 2,58
6,5 30 2,05 6,5 30 2,44 6,5/ 30 2,83
6,5 30 2,20 6,5 30 2,53 6,5/ 30 2,70
8,0| 10 0,64 8,0/ 10 0,85 8,0| 10 1,03
8,0| 10 0,38 8,0/ 10 0,63 8,0| 10 0,75
8,0| 10 0,30 8,0/ 10 0,59 8,0| 10 0,70
8,0| 20 2,03 8,0/ 20 2,50 8,0| 20 3,00
8,0| 20 1,88 8,0/ 20 2,29 8,0| 20 2,71
8,0| 20 2,15 8,0/ 20 2,48 8,0| 20 2,93
8,0| 30 2,05 8,0/ 30 2,45 8,0| 30 2,98
8,0| 30 2,09 8,0/ 30 2,53 8,0| 30 2,95
8,0/ 30 2,23 8,0/ 30 2,63 8,0/ 30 3,08
9,5| 10 0,38 9,5| 10 0,65 9,5| 10 0,84
9,5| 10 0,36 9,5| 10 0,58 9,5| 10 0,75
9,5| 10 0,33 9,5| 10 0,45 9,5| 10 0,60
9,5| 20 1,10 9,5| 20 1,30 9,5 20 1,55
9,5| 20 1,05 9,5| 20 1,23 9,5 20 1,45
9,5| 20 1,58 9,5| 20 1,90 9,5 20 2,35
9,5| 30 1,90 9,5| 30 2,38 9,5| 30 2,83
9,5| 30 2,28 9,5 30 2,75 9,5 30 3,10
9,5 30 2,33

5 19,5| 30 1,78 9,5| 30 2,10
Fuente: Elaboracion propia.

(2 1 I T O O T I T O T O T O O O O O O O I O B (O R O B (O RO N
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Tabla 1D: Efecto del pH y °T en el desarrollo del halo de la Phytophthora

cinnamomi Rands durante 10 dias, aislada de cultivo de palto del distrito de

Moquegua.
°T | Radio del °T | Radio del °T | Radio del
Dia | PH | o) [ halo (cm) | @ | PH | (ec)| halo (em) | P | PP | (°¢) | halo (cm)
8 |65/ 10| 141 | 9 | 65|10| 160 | 10 |65 |10| 172
8 |65 10| 121 | 9 | 65|10| 138 | 10 | 65 10| 150
8 |65 10| 115 | 9 | 65|10| 125 | 10 | 65|10 150
8 |65/ 20| 270 | 9 | 65|20| 300 | 10 |65]|20| 300
8 |65/ 20| 270 | 9 | 65|20| 295 | 10 |65]|20| 330
8 |65/ 20| 303 |9 |65|20| 33 |10 |65]|20| 360
8 |65/ 30| 295 |9 |65|30| 300 |10 |65]|30| 300
8 |65 30| 325 | 9 | 65|30 358 | 10 |65 30| 3,90
8 |65 30| 335 | 9 | 65|30 370 | 10 |65 30| 3,90
8 (8010 121 | 9 | 80|10| 138 | 10 |80 |10| 150
8 (80 10| 078 | 9 | 80|10| o095 | 10 |80 |10| 110
8 (80 10| 08 | 9 |80|10| o093 |10 |80]|10| 110
8 (80|20 335 | 9 |80 |20| 390 | 10 |80 20| 405
8 (80 20| 320 | 9 |80|20| 368 | 10 |80 ]|20| 400
8 |80/ 20| 325 | 9 |80|20| 355 | 10]|80]|20]| 355
8 |80/30| 340 | 9 |80|30]| 370 | 10|80 |30]| 3,75
8 (8030 338 |9 |80|30| 38 | 10| 8 |30| 400
8 (80/30| 346 | 9 |80|30| 38 | 10 |80]|30| 400
8 |95/ 10| 100 | 9 |95 |10| 113 | 10 |95 |10| 120
8 |95/ 10| 093 | 9 |95|10| 105 | 10|95 |10]| 115
8 |95/ 10| 068 | 9 |95|10| o073 | 10 |95]|10| 100
8 |95/20| 173 | 9 |95|20| 1905 | 10|95 |20]| 215
8 |95/ 20| 166 | 9 |95 |20| 1903 | 10|95 |20| 215
8 |95/20| 268 | 9 |95]|20| 313 | 10 | 95 |20| 340
8 |95/30| 345 | 9 |95|30]| 375 | 10|95 |30]| 395
8 195/30| 353 | 9 |95|30| 360 |10 |95 30| 360
8 |95/30| 278 | 9 |95|30| 313 | 10 | 95 |30| 350

Fuente: Elaboracion propia (2015).
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Anexo 3

Resultados de los efectos de bacterias, diluciones y dias

Tabla 2A: Efecto de bacterias y diluciones en el desarrollo del halo de la

Phytophthora cinnamomi Rands durante 10 dias.

DIAS | CEPA | DILUCION | % INHIBICION | DiAS | CEPA | DILUCION | % INHIBICION
1 A 10™ 0 2 A 10 0
1 A 10™ 0 2 A 10 0
1 A 10* 0 2 A 10 0
1 A 10 0 2 A 10 0
1 A 10 0 2 A 107 0
1 A 10 0 2 A 102 0
1 A 10° 0 2 A 103 0
1 A 1073 0 2 A 10 0
1 A 1073 0 2 A 10 0
1 B 10™ 0 2 B 10 0
1 B 10™ 0 2 B 10 0
1 B 10* 0 2 B 10 0
1 B 102 0 2 B 10 0
1 B 102 0 2 B 102 0
1 B 10 0 2 B 10 0
1 B 10° 0 2 B 103 0
1 B 10 0 2 B 103 0
1 B 103 0 2 B 103 0
1 C 10* 0 2 C 10* 0
1 C 10™ 0 2 C 10 0
1 C 10™ 0 2 C 10 0
1 C 10 0 2 C 10 0
1 C 10 0 2 C 10 0
1 C 10 0 2 C 10 0
1 C 1073 0 2 C 103 0
1 C 1073 0 2 C 103 0
1 C 1073 0 2 C 103 0

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 2B: Efecto de bacterias y diluciones en el desarrollo del halo de

Phytophthora cinnamomi Rands durante 10 dias.

DIAS | CEPA | DILUCION | % INHIBICION | DIiAS | CEPA | DILUCION | % INHIBICION
3 A 10" 0,00 4 A 10 1,56
3 A 10t 0,00 4 A 10 9,60
3 A 10" 0,00 4 A 10 1,56
3 A 102 0,00 4 A 102 8,04
3 A 102 9,09 4 A 102 6,47
3 A 10° 0,00 4 A 10 3,13
3 A 103 0,00 4 A 10 0,00
3 A 107 9,09 4 A 10 22,99
3 A 1073 0,00 4 A 10 16,29
3 B 10 0,00 4 B 10 4,69
3 B 10" 0,00 4 B 10 0,00
3 B 10" 0,00 4 B 10 3,13
3 B 102 0,00 4 B 10 0,00
3 B 102 0,00 4 B 102 0,00
3 B 102 0,00 4 B 102 0,00
3 | B 10° 9,09 4 B 10° 4,91
3 B 103 9,09 4 B 103 15,85
3 B 10 0,00 4 B 1073 0,00
3 C 10* 0,00 4 C 10* 6,25
3 C 10 0,00 4 C 10 9,60
3 C 10 9,09 4 C 10 12,23
3 C 102 0,00 4 C 10 3,13
3 C 102 9,09 4 C 102 6,25
3 C 102 0,00 4 C 102 6,25
3 C 103 0,00 4 C 103 12,95
3 C 103 9,09 4 C 10 3,57
3 C 103 4,55 4 C 10 0,00

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 2C: Efecto de bacterias y diluciones en el desarrollo del halo de la

Phytophthora cinnamomi Rands durante 10 dias.

DIAS | CEPA | DILUCION | % INHIBICION | DIAS | CEPA | DILUCION | % INHIBICION
5 A 10" 27,87 6 A 10" 38,13
5 A 10" 25,65 6 A 10t 2,29
5 A 10t 27,87 6 A 10t 38,13
5 | A 102 34,85 6 A 102 44,12
5 A 10 32,52 6 A 107 42,12
5 A 10 30,19 6 A 107 40,12
5 A 103 22,81 6 A 103 25,20
5 | A 103 46,48 6 A 103 54,10
5 | A 10°® 41,83 6 A 103 38,22
5 B 10" 32,52 6 B 10 40,21
5 B 10" 25,54 6 B 10 36,13
5 B 10" 30,19 6 B 10" 40,12
5 B 102 23,27 6 B 102 22,25
5 B 102 16,23 6 B 102 28,15
5 B 102 9,31 6 B 1072 14,18
5 B 103 20,89 6 B 103 28,24
5 B 10 25,54 6 B 103 26,24
5 B 10°® 20,94 6 B 10® 11,32
5 C 10" 34,85 6 C 10t 42,21
5 C 10 37,18 6 C 10 45,16
5 C 10 39,50 6 C 10 43,25
5 C 102 30,19 6 C 102 40,12
5 C 10? 34,85 6 C 102 35,18
5 C 102 34,85 6 C 10 40,30
5 C 103 30,41 6 C 103 22,16
5 C 103 23,21 6 C 103 30,14
5 C 103 19,75 6 C 103 22,25

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 2D: Efecto de bacterias y diluciones en el desarrollo del halo de la

Phytophthora cinnamomi Rands durante 10 dias.

DIAS | CEPA | DILUCION | % INHIBICION | DiAS | CEPA | DILUCION | % INHIBICION
7 A 10t 47,40 8 A 10 57,36
7 A 10t 2,66 8 A 10 11,73
7 A 10t 42,36 8 A 10t 46,34
7 A 102 52,49 8 A 102 49,29
7 A 102 37,27 8 A 102 41,21
7 A 1072 44,00 8 A 1072 41,21
7 A 10 22,12 8 A 103 12,49
7 A 103 60,97 8 A 103 61,73
7 A 10°® 33,88 8 A 103 26,49
7 B 10t 40,67 8 B 10t 27,25
7 B 10t 33,06 8 B 10t 20,61
7 B 10" 49,09 8 B 10t 49,96
7 B 102 30,43 8 B 102 19,81
7 B 102 30,49 8 B 102 25,02
7 B 102 13,57 8 B 102 13,96
7 B 10°® 31,36 8 B 10°® 13,96
7 B 103 23,64 8 B 103 13,20
7 B 103 13,75 8 B 103 13,20
7 C 10 41,49 8 C 10 27,29
7 C 10" 41,60 8 C 10t 30,19
7 C 101 44,06 8 C 10 31,67
7 C 102 49,09 8 C 102 55,84
7 C 102 37,27 8 C 102 26,54
7 C 102 38,97 8 C 102 34,57
7 C 103 32,18 8 C 108 25,74
7 C 10°® 31,36 8 C 10°® 16,62
7 C 103 26,22 8 C 103 19,85

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 2E: Efecto de bacterias y diluciones en el desarrollo del halo de la

Phytophthora cinnamomi Rands durante 10 dias.

DIAS | CEPA | DILUCION | % INHIBICION | DIAS | CEPA | DILUCION | % INHIBICION
9 A 10" 58,90 10 A 10" 62,50
9 A 10" 15,03 10 A 10t 18,75
9 A 10" 43,88 10 A 10" 25,00
9 A 107 46,58 10 A 1072 47,50
9 A 107 30,14 10 A 1072 31,25
9 A 102 17,91 10 A 10? 7,00
9 A 103 1,11 10 A 103 2,50
9 A 103 63,01 10 A 10 61,25
9 A 103 10,34 10 A 10°® 12,50
9 B 10 14,43 10 B 10t 11,25
9 B 10 17,81 10 B 10t 16,25
9 B 10" 28,89 10 B 10t 8,75
9 B 10 4,13 10 B 10 7,50
9 B 102 15,09 10 B 102 8,75
9 B 1072 11,64 10 B 1072 10,00
9 B 103 8,24 10 B 103 8,75
9 B 103 7,55 10 B 103 7,50
9 B 10 12,33 10 B 10°® 12,50
9 C 10* 17,85 10 C 10 17,50
9 C 10 13,70 10 C 10 10,00
9 C 10™ 17,85 10 C 10 18,75
9 C 102 45,38 10 C 102 58,75
9 C 102 17,15 10 C 102 7,50
9 C 10 19,95 10 C 10 12,50
9 C 103 17,83 10 C 10 15,00
9 C 103 5,52 10 C 103 6,25
9 C 103 6,89 10 C 103 3,75

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 4

e ANVA de los factores fisicoquimicos (pH, °T y dias)

Con los datos del radio de halo de P. cinnamomi Rands evaluados durante
10 dias (Anexo 2) se realiz6 el andlisis de varianza que se muestra a
continuacién, que indica una diferencia estadistica significativa entre los valores

de pH, Temperaturas y dias con un 95 % de confiabilidad.

Tabla 3A: ANVA para los Factores Fisicoquimicos (pH, °T y dias)

Suma de Cuadrado

F | . |Razén-F|Valor-P

uente Cuadrados = Medio azon alor
EFECTOS
PRINCIPALES
A:pH 6,39625 2| 3,19812 69,80 *0,0000
B:Temperatura 120,442 2| 60,2212| 1314,31| *0,0000
C:Dias 206,218 9| 22,9131| 500,07 *0,0000
INTERACCIONES
AB 5,5545 4| 1,38863 30,31| *0,0000
AC 1,72436| 18|0,0957977 2,09| *0,0078
BC 25,1655| 18| 1,39808 30,51| *0,0000
ABC 2,63676| 36|/0,0732432 1,60| *0,0249
RESIDUOS 8,24753| 180|0,0458196
TOTAL
(CORREGIDO) 376,385 269

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual.

* Significativo
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Y la interaccién entre la temperatura — pH, dias — pH, temperatura — dias y pH,
temperatura y dias son significativamente diferentes, es decir cada una de ellas
si influye en el desarrollo (radio) del halo de P. cinnamomi Rands, con un 95 %

de confiabilidad.

e Pruebas de Multiple Rango de Tukey para el pH

La Prueba de rango Mdltiple de Tukey (0,05) para la evaluacién de pH (6,5;

8,0 y 9,5), el cual indica que el pH 6,5 y 8,0 son estadisticamente iguales, pero

significativamente diferentes del pH 9,5.

Tabla 3B: Prueba de rango Mdltiple de Tukey para pH

Grupos
Homogéneos
9,5 90 1,31089 |0,0225634| a
6,5 90 1,62522 |0,0225634| b

8,0 90 1,64833 |0,0225634| b
Fuente: Elaboracion propia.

pH |Casos|Media LS |SigmalLS

e Pruebas de Mdltiple Rangos Tukey para temperatura

La Prueba de rango Multiple de Tukey (0,05) para la evaluacion de
temperatura (10 °C, 20 °C y 30 °C) el cual indica que las tres temperaturas son

estadisticamente diferentes entre si.
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Tabla 3C: Prueba de rango Multiple de Tukey para temperatura

Temperatura| casos | Media LS | Sigma LS Grupos
(°C) Homogeneos
10 90 0,604444/0,0225634| a
20 90 1,81911|0,0225634 b
30 90 2,16089|0,0225634 c

Fuente: Elaboracion propia.

e Pruebas de Mdltiple Rangos para los dias

La Prueba de rango Multiple de Tukey (0,05) para la evaluacién de los dias

el cual indica que los dias 9 y 10 son iguales.

Tabla 3D: Prueba de rango Multiple de Tukey para los dias

Dias| Casos | MedialLS Sigma LS Grup,os
Homogéneos
1 27 ]0,141111 0,0411949 |a
2 27 (0,41 0,0411949 b
3 27 |0,755185 0,0411949 c
4 27 1,05074 0,0411949 d
5 27 1,43074 0,0411949 e
6 27 1,75 0,0411949 f
7 27 2,0563 0,0411949 g
8 27 2,33741 0,0411949 h
9 27 2,58815 0,0411949 [
10 27 2,76185 0,0411949 i

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 5

e ANVA de los factores biologicos (Cepa, dilucién y dias)

Con los datos del % inhibicion de halo de P. cinnamomi Rands evaluados
durante 10 dias (Ver Anexo 3) se realiz6 el analisis de varianza que se muestra a
continuacién, que indica una diferencia estadisticamente significativa en todos

los factores, con un 95 % de confiabilidad.

Tabla 4A: ANVA para los factores biol6gicos (cepas, dilucién y dias)

Fuente Sumade Gl Cuadrfado Razon-F|Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS
PRINCIPALES
A:CEPA 3356,04 2 1678,02 15,58 *0,0000
B:DILUCION 779,33 2 389,665 3,62 *0,0288
C:DIAS 49377,1 9 5486,35 |50,93 *0,0000
INTERACCIONES
AB 1602,19 4 400,548 3,72 *0,0062
AC 2866,02 18 159,223 1,48 0,1022
BC 1624,39 18 (90,2437 0,84 0,6540
ABC 2641,13 36 |73,3648 0,68 0,9135
RESIDUOS 19389,1 180 (107,717
TOTAL
(CORREGIDO) 81635,4 269

Fuente: Elaboracion propia.

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

* Significativo
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La interaccibn Cepa- Dilucion tiene estadisticamente una diferencia
significativa, es decir, esta interaccion influye mas sobre el % inhibicion de P.

cinnamomi Rands.
e Pruebas de Multiple Rangos de Tukey para cepa de bacterias
La Prueba de rango Mdltiple Tukey (0,05) para la evaluacion de % inhibicién

del halo por Cepa de Bacterias (A, B y C) el cual indica que las cepas C y A de

bacterias son estadisticamente iguales, pero a la vez son diferentes de la Cepa

B.

Tabla 4B: Prueba de rango Mdltiple de Tukey para cepas

Grupos
CEPA | Casos | Media LS |Sigma LS | Homogéneos
B 90 13,0269 |1,09401 a

C 90 18,0031 |1,09401 b

A 90 21,6274 1,09401 b

Fuente: Elaboracion propia.

e Pruebas de Mdltiple Rangos de Tukey para las diluciones

La Prueba de rango Mdltiple de Tukey (0,05) para las Diluciones de Cepa de
las Bacterias indica que las Diluciones 102y 10 son estadisticamente iguales,

asimismo las diluciones 102y 10 son iguales, pero la dilucién 10™ es diferente

de 103
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Tabla 4C: Prueba de rango Multiple de Tukey para las diluciones

Grupos
Homogéneos
10° |90 15,2087 |1,09401 a
102 a0 18,2667 |1,09401 ab
10* a0 19,1821 |1,09401 b

Fuente: Elaboracion propia.

DILUCION | Casos | Media LS | Sigma LS

e Pruebas de Multiple Rangos Tukey para los dias

La Prueba de rango Mdltiple de Tukey (0,05) para los dias indica que los

dias 5, 8, 6, y 7 son iguales y donde se tuvieron los mayores porcentajes de

inhibicion del halo de P. cinnamomi Rands.

Tabla 4D: Prueba de rango Multiple de Tukey para los dias

DIAS | Casos |Media LS |Sigma LS GrUp,OS
Homogéneos

2 27 0 1,99738 a
1 27 0 1,99738 a
3 27 2,52519 |1,99738 a
4 27 5,86852 |1,99738 a
10 27 18,8704 [1,99738 b
9 27 21,0789 |1,99738 bc
5 27 28,8626 |1,99738 cd
8 27 30,1159 |1,99738 cd
6 27 32,9644 |1,99738 d
7 27 35,2389 [1,99738 d

Fuente: Elaboracion propia.
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Anexo 6

Galeria fotogréfica

Foto 04: Muestreo de raicillas en seis sectores de cultivo de palto
(Charsagua, El Rayo, Escapalaque, Asoc. Cambrune, Asoc.
Siglo XXI) que presentaban sintomatologia de Phytophthora

cinnamomi.

Foto 05: Se tomaron muestras de raicillas por triplicado de 3 paltos
representativos de cada sector de cultivo, colocandolas en un

envase para evitar la contaminacion o variacion de resultados.
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Foto 06: Raices necroéticas muestreadas de los paltos se cogieron con
guantes para preservar todas las caracteristicas y con una

porcién de suelo para su conservacion.

Foto 07: Para la siembra de raices muestreadas en PDA, se
desinfestaron con alcohol (70 %), luego con NaClO (0,05 %)

y se enjuagaron con ADE durante 3 minutos por triplicado.
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Foto 08: Las raices desinfestadas se cortaron y se sembraron en

placas Petri con PDA en cuatro puntos, luego se incubaron.

Foto 09: Los aislamientos de P. cinnamomi mostrados tiene 7 dias de

crecimiento y presentaron color blanquecino caracteristico.
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Foto 10: Para la identificacion de P. cinnamomi se utilizé
un Microscopio y Software (Motic Images Plush

2.0).

Foto 11: Para la obtencion de bacterias, se diluyé muestra
de suelo con AD y se agitaron vigorosamente,

que se tratd como muestra madre.
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Foto 12: Las diluciones de bacterias fueron sembradas en AN, y
dieron resultado a las siguientes cepas, que se identificaron

por su forma y tincion Gram.

827 pHlab

Metrohm

e

{:)

Foto 13: Se acondicionaron los medios de PDA a tres pH (6,5; 8,0;
9,5) con Hidroxido de sodio 1N, luego se llevaron a la

autoclave.
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Foto 14: La siembra de P. cinnamomi se realiz6 con el borde de un
tubo de ensayo para obtener un disco perfecto de 1 cm que
luego se sembr6é en los medios de PDA acondicionados a

diferentes pH.

Foto 15: El crecimiento del halo de Phytophthora cinnamomi en pH 6,5

a 20 °C se fue midiendo durante un periodo de 10 dias.
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Foto 16: Se sumergid papel filtro esterilizado en las diluciones de las
cepas de bacteria y luego se sembraron al contorno del disco

de P. cinnamomi para inhibir su crecimiento.

Foto 17: La inhibicién del halo de P. cinnamomi con la Cepa de
bacteriana B a una diluciéon de 10 en el sexto dia, vista del

reverso.
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Foto 18: Crecimiento del halo de Phytophthora cinnamomi al séptimo
dia del tratamiento testigo, que no tuvo la intervencién o

inhibicién de ningan factor.
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