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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizd en las instalaciones de Ia
Facultad de Ciencias Agrarias Tropicales (UNSAAC - sede Quillabamba),
localizado en la provincia de La Convencion (Cusco), entre enero y marzo del
2014, se estudié el efecto de tres cepas de Trichoderma harzianum, T. viride, T.
lignorum y seis fungicidas (Mancozeb, Tebuconazole, Difenoconazol, Prochloraz,
Propineb, Propdleo) en el control de la pudricién seca de frijol (Phaseolus vulgaris
L.) en condiciones in vitro e invernadero.

Se evaluaron fungicidas de contacto (Procloraz 450 g/l CE, Mancozeb 80%
WP y Propineb 70% WP) y sistémicos (Difenoconazole 250 g/l CE y Tebuconazole
250 g/l EW), a fin de determinar la eficacia de cada uno de ellos en el control de
Sclerotium sp. aislado de plantulas de frijol. Para este experimento se utilizé la
Técnica del Medio de Cultivo Envenenado (French y Herbert, 1980), empleandose
diferentes dosis baja (0.5), media (2.5) y alta (4.5) (%).

El aislamiento del agente causal de las plantas enfermas de frijol y de los
esclerotes encontrados en el suelo, sembradas en medio PDA en condiciones in
vitro a 28°C. Cuyos resultados son: Al cumplirse los cuatro principios del postulado
de Koch, el agente causal es Sclerotium sp.

A nivel in vitro, los mejores fungicidas que inhibieron completamente el
crecimiento de Sclerotium sp. fueron tres: Tebuconazole, Difenoconazole y
Procloraz controlan en sus 3 dosis baja (0.5), media (2.5),alta (4.5) y se recomienda
usar la dosis baja por ahorro de ingrediente activo y el mejor biocontrolador es T.
viride ya que presenta un 18% de la inhibicién del crecimiento.

A nivel de invernadero, el porcentaje de control de los biocontroladores
y fungicidas sobre Sclerotium sp. fueron para: T. viride y T. lignorum de 98% de
plantas vivas por maceta y el mejor fungicida fue el Difenoconazole obtuvo 98%

de las plantas vivas por maceta.



I. INTRODUCCION

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el control de pudricién
seca de frijol (Phaseolus vulgaris L.) donde se comparé la incidencia del agente
causal con 3 tipos de trichodermas spp. y 6 fungicidas dando como resultado

en las pruebas in vitro, el porcentaje de antagonismo de los biocontroladores.

Este trabajo de investigacion se realiz6 Facultad de Ciencias Agrarias
Tropicales — UNSAAC.se trabajo con el método de Koch, en la fase de
invernadero con el método inoculacién y evaluacion incidencia. Mostraron para
T. viride 18% de la inhibicion del crecimiento seguido de T. lignorum con 13.7% y
T. harzianum con 6.1% respecto a Sclerotium sp.

El aislamiento del agente causal de la pudricion seca del frijol, fue
obtenido a partir de plantas afectadas de frijol y de suelo infestado provenientes
del campo experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias Tropicales —
UNSAAC. Para obtener y saber cual es agente causal, después de obtener el
agente causal se realizé pruebas a nivel in vitro e invernadero.

Primeramente se realizé la Prueba in vitro de fungicidas para el control de
Sclerotium sp. para saber cual de los fungicidas controlo mejor al agente causal
donde se evaluaron fungicidas de contacto (Procloraz 450 g/l CE, Mancozeb
80% WP y Propineb 70% WP) y sistémicos (Difenoconazole 250 g/l CE y
Tebuconazole 250 g/l EW), a fin de determinar la eficacia de cada uno de ellos
en el control de Sclerotium sp. aislado de plantulas de frijol. Para este
experimento se utilizdé la Técnica del Medio de Cultivo Envenenado (French y
Herbert, 1980), empleandose diferentes dosis baja (0.5), media (2.5) y alta (4.5)
(%) segun lo recomendado por la casa comercial.

Oftra de las pruebas que se realizo fue determinacion del porcentaje de
antagonismo de los biocontroladores (T. harzianum, T. viride y T. lignorum)
frente a Sclerofium sp. en la prueba de enfrentamiento a nivel in vitro para



saber cual de los 3 Tprichodermas controlan mas al Sclerotium sp. para lo cual
se realiz6.

Evaluar la actividad antagénica de las cepas de los biocontroladores se
realizo la técnica del enfrentamiento en placas petri con medio PDAO. También
se realiz6 la determinacién del porcentaje de control de los biocontroladores (7.
harzianum, T. viride y T. lignorum) y fungicidas sobre Sclerotium sp. en
condiciones de invernadero.

En esta fase de invernadero se probaron los biocontroladores (T.
harzianum, T. viride y T. lignorum) y fungicidas (Difeconazole, Tebuconazole y
Prochloraz). Bayer (2009), indica seleccionar la dosis baja porque las dosis
media y alta presentaron el mismo efecto de control que la dosis baja

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) es el de mayor importancia debido a su
adaptabilidad a los diferentes climas y suelos de nuestro pais. Constituye una
fuente proteica de alta digestibilidad, constituida por varios aminoacidos
esenciales para el metabolismo humano entre ellos isoleucina, leucina,
fenilalanina, metionina, triptéfano y varia entre 20 y 30%. Ademas, puede
considerarse también como alimento de alto valor energético, ya que contiene de
45 a 70% de carbohidratos totales por aportar cantidades importantes de
minerales. En las distintas variedades no existen diferencias notables de estos
contenidos.

A su vez este cultivo es importante en la provincia de convencién debido
es un cultivo de pan llevar, con un alto contenido de proteinas ayudando a
mejorar la nutricion de la poblacion, asi mismo genera recursos econémicos al
agricultor ya que es un cultivo econémicamente rentable y adaptable a diferentes
zonas del pais.

Su produccién agricola al mes de abril del 2013 se incrementé en 11.2 %
principalmente en los cultivos de papa, maiz choclo y frijol grano seco. La
produccién acumulada de frijol grano seco se incrementé en 191.1 % en
comparacion o similar al periodo del afio anterior, principalmente en los distritos
de: Mollepata se incrementé en 172.5 % (690 t), en Echarate se incrementd en
73 % (292 t), en Chinchaypuijio se increment6 en 560 % (168 t) y en Limatambo
se increment6 en 196.3 % (106 t).



Los problemas fitosanitarios que presenta este cultivo son a nivel pre y
post emergente ya que la convencién favorece con su clima calido y alta
humedad dentro de las enfermedades que presenta este cultivar son los hongos
como sclerotium sp. es considerada como enfermedad importante en Brasil,
Chile, Colombia, México, Pert, Uruguay y Venezuela. En Chile, durante 1987 S.
rolfsii estuvo afectando 150 ha de cultivo de frijol provocando dafios de alta
maghnitud, anteriormente habia sido detectada en otros cultivos. Asi mismo
menciona que en 1892 Rolfs observo al hongo causando el tizén de tomate en
Florida. En el Perti se continta registrando su presencia en cultivos de cebada,
frijol, arroz, papa, etc. Durante 1987 en los meses de mayo a junio, afect6 hasta
un 30 % de plantas de cebada al estado de macollamiento y encafiado en la

zona de Carhuaz (Huaraz).



1.1 Planteamiento del problema objeto de investigacion.

a. ldentificacion del problema

En la actualidad se dispone de suficiente informacién sobre los factores
climaticos, edaficos y biolégicos involucrados en la produccién del frijol, pero
existe una agobiante falta de informacién sobre los métodos de control Bioldgico
y con fungicidas de la pudricion seca del frijol Sclerotium sp. En la Provincia de
La Convencion.

b. Descripcion del problema.

Segin la Estadistica Agraria del Per del Ministerio de Agricultura del
Peru; para el 2013 llego a ocupar una extensién de 84 mil hectareas de frijol
comun grano seco, conté con una producciéon de 98 mil toneladas y el promedio
nacional fue 1116 kilogramos por hectarea.

La mayor superficie se encuentra concentrada en departamento de
Cajamarca, seguido de Amazonas, Arequipa, Ancash, Cusco y Apurimac son
principales departamentos productores. En el cusco se siembra 1700 ha en las
provincias de La Convenciéon, Acomayo, Paruro Paucartambo, Urubamba y
Quispicanchis no se tiene reportes de los niveles de produccion, pero se viene

trabajando de forma sostenida.

Sclerotium sp. causa la pudricién seca del frijol, pudiendo también atacar
las hojas y vainas, atacando especialmente en plantulas adultas y en proceso de

crecimiento.

La presencia del hongo Sclerotium sp, se ve reflejada en la disminucién
considerable de los niveles de produccién, causando grandes pérdidas
econémicas al agricultor; es debido a esto que nos planteamos comparar
biocontroladores y fungicidas a nivel de laboratorio e invernadero con la
finalidad de recomendar el uso mas adecuado para el control del agente causal

-4 -



de la pudricion seca del frejol y asi solucionar este problema que agobia a la
agricultura de La Convencién que en % de incidencia es el 25 %. (CIAT, 1988)

La alta incidencia reduce la produccién, el beneficio econémico y por lo
tanto el interés del agricultor por el cultivo.

c. Formulacion del problema.

¢ Cual sera el efecto del uso de tres cepas de Trichoderma spp. y seis fungicidas
en el control de la pudricion seca del frijol (Sclerotium sp.)?



1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de tres cepas de Trichoderma spp. y seis fungicidas
sobre el agente causal de la pudricién seca del frijol (Phaseolus vulgaris L.).

1.2.2. Objetivos Especificos

» Realizar el aislamiento, purificacién y mantenimiento del agente causal de
la pudricién seca del frijol.

> Determinacion del porcentaje de antagonismo de los biocontroladores (7.
harzianum, T. viride y T. lignorum) frente a Sclerotium sp. en pruebas in

vitro.
» Evaluar el comportamiento de Sclerotium sp frente a seis fungicidas.

> Determinacién del porcentaje de control de los biocontroladores (7.
harzianum, T. viride y T. lignorum) y fungicidas sobre Sclerotium sp. a

nivel de invernadero.

1.3. Justificacion

El presente trabajo de investigacion aportara con la generacion de
informacién que contribuira a la reduccion de la incidencia de Sclerotium sp. en
el cultivo del frijol que se ve afectado en una disminucion de la produccién y
calidad que genera pérdidas hasta del 50 % de los costos de produccién. CIAT
1988. Incidencia es la proporcion o porcentaje de unidades enfermas, es una
medida cualitativa. Y severidad se refiere al nivel promedio de enfermedad de
una unidad se expresa como el area o volumen de tejido vegetal que esta

enfermo.



En el marco de la agricultura organica es necesario demostrar la eficiencia
de los biocontroladores frente al uso de los fungicidas o establecer el uso
combinado de estos con fines de reducir el uso indiscriminado de productos
quimicos en bienestar del ambiente y la mejora de las utilidades generadas por
la actividad agricola dedicada a la produccion del frijol.

Ademas el control biologico se presenta como una alternativa eficaz,
esperanzadora y libre de riesgo frente a los numerosos y crecientes problemas
derivados del uso de los productos quimicos biocidas. El control biolégico por
definicion, consiste en la aplicacion de técnicas compatibles con la conservaciéon
del medio ambiente mediante el uso de los enemigos naturales, que actuando de
un modo natural, controlan el nivel poblacional de las distintas enfermedades y
plagas sin ocasionar problemas de contaminacién ni de residuos quimicos.

1.4. HIPOTESIS

Ho.- Las tres cepas de Trichoderma y seis fungicidas tienen efecto controladores
sobre Sclerotium sp. a nivel in vitro e invernadero.

Ha.- Las tres cepas de Trichoderma y seis fungicidas no tienen efecto
controladores sobre Sclerotium sp. a nivel in vitro e invernadero.



Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes.

Paricoto. (2008), evalué el efecto del control bioldgico de 3 especies de
Trichoderma spp. sobre el patégeno Sclerotinia sclerotiorum (Lib) de Bary en el
cultivo de Frijol (Phaseolus vulgaris L.). Busco ademas conocer el efecto de
aplicacion de los biocontroladores (T. harzianum, T. viride y T. lignorum) sobre el
rendimiento del frijol y concluye que T. harzianum tuvo un desarrollo micelial
superior a Sclerotinia sclerotiorum a nivel in vitro, por tanto copara la rizosfera
por competencia antes que Sclerotinia sclerotiorum; La cepa de T. viride
demostré un alto nivel de antagonismo hacia Sclerotinia sclerotiorum (in vitro),
con un 12,05 % de inhibicidn, seguido del efecto observado de T. harzianum con
un 10,86 %. Ademas que T. viride y T. lignorum, brindaron un nimero de plantas
sanas de 94 % y 92 %. T. virnde mostré ser un mejor biocontrolador para
Sclerotinia sclerotiorum en condiciones de invernadero.

Carhuavilca. (2011), evalué el efecto de especies de Trichoderma spp en
el control del Ojo de Pollo (Mycena citricolor (Berk. & Curtis) Sacc) del café.
Busco determinar el porcentaje de incidencia de ojo de pollo Mycena citricolor
(Berk. & Curtis) Sacc y su comportamiento frente a las especies de Trichoderma
spp. Ademas determinar la especie de Trichoderma spp mas eficaz sobre el
patégeno y concluyo que Trichoderma viride presentd el mejor resultado con el
menor incremento de la incidencia o inéculo de Mycena citricolor igual a 5.88%.
Ademas que las especies mas eficaces para el control del ojo de pollo Mycena
citricolor (Berk. & Curtis) Sacc, esta dada por una combinacion de Trichoderma

harzianum y Trichoderma viride.



Olivos (1989), menciona que la en la evaluacion en el cultivo de cebolla
logrando determinar que esta especie afecta a aliaceas, ademas evalué el
control biol6gico del Sclerotium cepivorum en cebolla amarilla logrando como
resultado que los Trichoderma controlan significativamente dicho agente causal.

Matos y Higaona (1993), mencionan que Sclerotium rolfsii ataca al género
aliaceas (cebollas) lechuga y leguminosas 40% de incidencia a nivel de cultivos
agro exportacion en la Costa. En la region Cusco los horticultores son afectados
en un 50 % por la enfermedad conocido como la pudricion blanca (Sclerotinia
sclerotiorum) afectando al tomate, lechuga, frijoles. \

2.2. Phaseolus vulgaris “FRIJOL”
2.2.1. Origen

Bolkam (1980), menciona que las poblaciones silvestres de Phaseolus
vulgaris se encuentran desde el centro de México hasta el norte de Argentina,
particularmente en regiones de niveles meso térmicos, vegetacién baja y
estaciones alternas. En cuanto al area y origen o domesticacién la evidencia
arqueologica no es muy clara; frijoles cultivados han sido encontrados en México
y la sierra de Per( de hace 7000 afios y frijoles silvestre en Oaxaca, México, de
9000 afios.

Valladolid (1993), menciona que las leguminosas se cultivaron desde
tiempos prehistéricos, aproximadamente 10 000 afios a.C., actualmente se
encuentran un nimero de especies que estan distribuidas en los diferentes

paises del mundo.

Bolkam (1980), sefiala que las investigaciones arqueoldgicas han
permitido ubicar restos en diversos sitios de EEUU, México y Peru. En la region
suroeste de los EEUU, se han encontrado restos cuya antigiiedad se remonta a
unos 2300, 1500 y 1000 afios a.c.



En México los restos arqueolégicos de frijol se encuentran en el Rio Zape
y Durango, tienen la misma antigiedad de 1300 afios a.C.; los de la Regi6n
Ocampo y Tamaulipas fluctiGan entre los 6000 y 4300 a.C; mientras los de la
Cueva de Coexcatlan que se sitGan en el Valle de Tehuacén, Puebla 7000 arios
a.C. En el Pera se ha encontrado restos con antigiiedad de12000 afos a.C. en la
Huaca Prieta, de 2500 afios a.C. en el Valle de Nazca y ejemplo de frijoles
completamente domesticados en la Cueva de Guitarrero, en el Callejon de
Huaylas-Ancash, a los cuales segtn la prueba del Carbono 14 se les atribuye
una antigiedad de 768+/-280 a 1000+/-300 a.C. Los frijoles encontrados en el
Callejon de Huaylas, aproximadamente 30 especimenes, corresponden a granos
rojo, marrén oscuro y rojo oscuro, también habia granos moteados, algunos de
forma redonda, otros planos y otros alargados o arrifionados.

El Centro Internacional de Agricultura Tropical — CIAT (1984), para
explicar el proceso de domesticacion y variabilidad existente en el frijol cultivado
y aquella que se qued6 en estado silvestre, empleando la electroforésis de
faseolina (proteina principal de la semilla de frijol) con apoyo de la Universidad
de Wisconsin en un estudio sistematico de las formas silvestres y cultivadas de
Phaseolus wvulgaris L. en Meso-América y los Andes, pudo establecer
poblaciones silvestres de origenes distintos por su faseolina. En el Norte de los
Andes y América Central se encontré faseolina tipo T y en México del tipo S que
es mas frecuente; en 1989 se hallaron 7 tipos de faseolina en 25 genotipos
silvestres de Per( y Bolivia. Estos resultados aclaran el papel de los Andes del
Sur como uno de los centros de domesticacion.
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2.2.2. Taxonomia del frijol
Camarena et al, (2009) sefialan la siguiente clasificacién taxonémica:
Propuesta por Cronquist.

Reino : Vegetal
Divisién : Magnoliophyta
Clase : Magnopiopsida
Subclase : Rosidae
Orden : Fabales
Familia : Fabaceae
Subfamilia : Faboides
Género : Paseolus
Especie : Phaseolus vulgaris L.
NV : Frijol

2.3.- MORFOLOGIA
2.3.1. Raiz

Singh (1999), menciona que la raiz pivotante se ramifica en distinto grado,
desde unas pocas raices hasta un sistema fibroso muy complejo. Su profundidad
varia desde pocos centimetros hasta un metro. La nodulacién se concentra en
las raices superiores, los nodulos, esféricos o poliédricos, miden hasta 5 mm de
ancho. El desarrollo de la planta de Phaseolus vulgaris se inicia con la
germinacidén epigea, en la que el hipocétiio emite raiz primaria y varias
secundarias y termina en los cotiledones, que al desprenderse dejan cicatrices

permanentes.

Valladolid (1993), menciona que la etapa inicial estd formada por la
radicula del embrién que luego se transforma en raiz principal. De ella salen las
raices secundarias y de estas la terciario y asi sucesivamente. El mayor volumen
del sistema radical se concentra en los primeros 20 cm de profundidad del suelo. -
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Las raices con frecuencia presentan nédulos de forma poliédrica, de 2 a 5 mm
de diametro, colonizados por bacterias del género Rhizobium.

Camarena et al. (2009), mencionan que la raiz es profunda y pivotante
(hasta 1.95 m.), tiene abundantes ramificaciones laterales, pudiendo alcanzar
una longitud de 1.40 m., por lo que las plantas pueden absorber mayor cantidad
de agua y nutrientes en comparacién a los frijoles comunes. En sus raices
crecen los nédulos, que son protuberancias donde viven las bacterias del género
Rhizobium que son las encargadas de fijar el nitrégeno del aire y que la planta

utiliza para su nutricién.
2.3.2, Tallo

Singh (1999), indica que la planta de frijol se ramifica a partir del eje
central en ramas primarias, secundarias y hasta terciarias; la forma de
ramificacion es caracteristica hereditaria del cultivar. Tanto el tallo como las
ramas se forman de entrenudos cilindros o aristados que se engruesa\n en la
parte superior para constituir el nudo; en este el tallo cambia de direccion de
crecimiento y por eso la planta de frijol parece estar formada por tallos y ramas

en zig-zag.

En cada nudo hay una estipula aguda caediza, en la axila formada por la
insercion de la hoja y el tallo, hay tres yemas que se desarrollan en ejes florales

o vegetativos.

Valladolid (1993), menciona que la primera parte del tallo comprendida
entre la insercion de las raices y el primer nudo se denomina hipocétilo. El
primer nudo es el punto de insercién de los cotiledones. Entre el nudo cotiledonal
y el segundo donde van insertadas las hojas primarias es el epicétilo. El tallo
puede ser erecto, semi postrado y postrado. Elio depende del habito de

crecimiento de la variedad.
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CIAT (1988), sostiene que el habito de crecimiento del tallo es un caracter
morfo agronémico, esta relacionado al manejo del cultivo y el potencial de
rendimiento de la variedad. Se consideran 4 tipos de habito de crecimiento:

Tipo |: Habito de crecimiento arbustivo determinado

Tipo ll: Habito de crecimiento arbustivo indeterminado
Tipo Iil: Habito de crecimiento postrado indeterminado
Tipo IV: Habito de crecimiento indeterminado trepador

Camarena et al. (2009), mencionan que el tipo |, tipo lI, tipo i, tipos de
habito de crecimiento son comunes en la Costa. En tanto que el tipo IV lo es mas
en la sierra y en la selva, por la predominancia de los sistemas de cultivos

asociados, principalmente con maiz.
2.3.3. Ramas y Complejos axilares

Valladolid (1993), indica que las ramas se desarrollan a partir del complejo
de tres yemas ubicadas en las axilas. Los complejos axilares estan constituidos
por tres yemas denominadas triadas. El desarrollo de las triadas puede ser de 3
tipos: completamente vegetativo, floral y vegetativo, completamente floral.

1.- Desarrollo completamente vegetativo.- En este caso la yema central se
desarrolla primero y produce una rama. De las dos yemas laterales, solo una
tiende a desarrollarse. Este tipo de desarrollo de las yemas sucede en el tercio
inferior de la planta.

2.- Desarrollo floral y vegetativo.- En este caso la yema central produce una
inflorescencia y las laterales al menos una rama.

3.- Desarrollo completamente floral.- En este caso, solo las yemas laterales se
desarrollan convirtiéndose en botones florales. La yema central permanece en
estado latente. Este tipo de desarrollo se presenta en el ultimo nudo de las

plantas de habito I.
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Camarena et al. (2009), menciona que el nimero de entrenudos y guias o
ramas laterales es variado y en los tipos indeterminados al crecer las ramas
laterales tienden a enrollarse y entrelazarse. La ramificacion se origina en la
parte basal del tallo y comienza a los 15 o0 20 dias después de la emergencia. La
planta presenta diferentes habitos de crecimiento: erecto, semierecto, postrado y
semipostrado. El tamario de las planta varia entre 25 cm. (tipos erectos) y 80 cm.
(tipos semierectos). En los postrados, no se registra altura de planta.

2.3.4 Hojas

Singh (1999), menciona que las hojas del primer par que aparecen arriba
de los cotiledones son opuestas, simples y acorazonadas. Las superiores
alternas se forman de tres foliolos: el central obovado y simétrico, los laterales
asimétricos. El peciolo tiene una base engrosada, el pulvinulo, debajo del cual
hay una estipula, el tamafio y forma de los peciolos varian considerablemente
segun el cultivar y los factores ambientales. Debajo de la insercién de los foliolos
laterales hay un par de estipelas; el peciolo se contintia en el raquis a cuyo final
es otro par de estipelas y la insercion del foliolo estan articulados al raquis por

peciolulos diminutos.

Valladolid (1993), menciona que las hojas primarias o embrionarias son
unifoliadas y crecen de manera opuesta y las hojas verdaderas son trifoliadas.
La forma de los foliolos puede ser lineal, lanceolada u ovalada. La orientacion de
las hojas es de tipo plano en las variedades cultivadas y erectas en las
variedades silvestres. El area foliar se incrementa con la edad de la planta. El
namero de hojas producido por cada planta es alto, de ahi que el frijol caupi
pueda usarse como forraje o abono verde. En la etapa de fructificacién las hojas

caen, este proceso se acenttia cuando existe déficit de agua.
Camarena et al., (2009) mencionan que la planta tiene dos tipos de hojas:

simples y compuestas. Las hojas simples opuestas, son las hojas primarias
insertadas en el segundo nudo y caen antes que alcance su maximo desarrollo.
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Las hojas compuestas, son trifoliadas. El foliolo central es simétrico, en tanto que
los dos laterales son asimétricos.

2.3.5 Inflorescencia

Singh (1999), menciona que la inflorescencia es un racimo axilar con
pedinculo cilindrico o aplanado hasta de 10 cm de largo; el raquis, donde
emergen las flores, de 1 - 8 cm, esta generalmente cubierto de pubescencia fina.
En los nudos del raquis, encima de un bractea, aparecen tres primordios florales;
los dos laterales se desarrollan en flores y el central permanece latente; por esto
las flores del frijol surgen en pares que se abren simultineamente o, como es
mas corriente, con un dia de diferencia; en algunos casos la yema central puede
dar origen a un eje floral secundario o una flor terminal. La flor del frijol es
tipicamente de simetria bilateral, o sea que solo se puede dividir en dos partes

iguales si se corta por un plano vertical o a lo largo de la flor.

Valladolid (1993), indica que las inflorescencias pueden ser terminales o
axilares. En la inflorescencia puede distinguirse tres componentes: el eje de la
inflorescencia que se compone de pedinculo y raquis, las bractéolas primarias y
los botones florales. Antes de abrirse las primeras flores, el pedinculo se alarga
rapidamente. El raquis es una sucesion de nudos. Los nudos se distinguen por
que en ellos se localizan las bracteas primarias. Asi mismo, la axila formada
entre la bractea y el raquis existe un complejo de tres yemas (triada floral). De
cada triada floral, generaimente las dos yemas laterales se transforman en

flores.

Camarena et al. (2009), mencionan que el primer tallo floral se origina en
la axila, entre las hojas y el tallo, se desarrolla en la parte media de las plantas; a
partir de esta, la floracion progresa hacia arriba y hacia abajo. Las flores se dan
en pequefios racimos y dependiendo de la variedad, son: blancas, blancas con
manchas moradas, moradas o amarillas. Presentan 5 pétalos que reciben

nombres especificos, un estandarte, dos alas y dos pétalos soldados que forman
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la :quilla. Las flores son hermafroditas, por lo que son preferentemente
autogamas.

2.3.6 Flor

Camarena et al. (2009), sostienen que la flor es una tipica papilionacea.
La flor consta de 4 partes: caliz, corola, androceo y gineceo. El caliz, es de forma
acampanulada, con 5 dientes triangulares dispuestos en dos grupos: 2
completamente soldados y 3 visibles en la parte baja. En la base del caliz hay 2
bractéolas ovoides, de tamafio casi dos veces mayor al del caliz.

La corola, como en la mayoria de las papilionaceas, se forma de cinco
pétalos diferentes y libres, el superior “estandarte” de los pétalos libres, el mas
sobresaliente se denomina estandarte; los dos restantes corresponden a las
alas. Los dos pétalos soldados corresponden a la quilla que envuelve al
androceo y al gineceo. La corola puede ser de color blanco, rosado o purpura. El
androceo, esta formado por 9 estambres soldados por su base y uno libre frente
al estandarte. El gineceo, incluye el ovario comprimido, el estilo encorvado y el
estigma lateral terminal con agrupaciones de pelos en forma de brochas.

2.3.7 Fruto

Singh (1999), menciona que la legumbre del frijol comin es falcada o
curva, aplanada y con apice encorvado o recto. Un gen dominante determina el
color verde de la vaina tierna, que puede ser modificado por una serie de alelos
dando la coloracién rojiza a morada, uniforme en manchas. Los tipos

comerciales de vainas incoloras.

Valladolid (1993), indica que es una vaina con dos valvas provenientes
del ovario comprimido, las valvas unidas conforman dos suturas. La sutura
placental o dorsal a la que estan unidas las semillas y la sutura ventral. La
presencia de fibra en las suturas y en la parte interna de las valvas determina la
dehiscencia, caracter morfo agronémico importante que sirve para clasificar las
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variedades. Vainas con mucha fibra en las suturas y en las valvas tienden a
abrirse a la madurez de cosecha.

Camarena et al. (2009), mencionan que es una tipica flor papilionacea en
€l pueden distinguirse 2 procesos boton floral y flor completamente abierta, el
botén floral, bien sea que se origine en las inserciones del racimo o en desarrollo
completamente floral de las yemas de axilas, en su estado inicial esta envuelto
por las bractéolas que tienen forma ovalada o redonda en su estado final, la
corola que aln esta cerrada sobresale y las bractéolas cubren solo el céliz.

2.3.8 Semilla

Singh (1999), los 6vulos en dos lineas, segin sus conexiones vasculares,
estan unidos a la placenta por un funiculo grueso que al madurar la semilla
forma una superficie de separaciéon generalmente hundida, en la semilla de las
leguminosas provistas de una testa impermeable, la funcién del hilo es equilibrar
la humedad de la semilla con el ambiente, expandiéndose si el aire esta seco o
cerrandose si estd himedo, la semilla propiamente dicha esta constituida
principalmente por cotiledones formados de parénquima con alto contenido en

almidoén y proteinas.

Valladolid (1993), menciona que se origina del ovulo fecundado. Puede
tener varios colores y formas: ovoides, esféricos, arrifionados, etc. Internamente
la semilla esta constituida solamente por el embrion, el cual esta formado por la
plimula, las dos hojas primarias, el hipocétilo, los dos cotiledones que
concentran las reservas nutritivas y la radicula.

Camarena et al. (2009), mencionan que la semilla del frijol es una
exalbuminosa es decir que posee un albumen, por tano las reservas
nutritivas se contraen en los cotiledones se origina de un ovulo campilotropo
pueden tener varias formas: cilindrica, de rifién, esférica u otras formas.
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2.4 IMPORTANCIA DEL FRIJOL

Singh (1999), indica que el frijol comin Phaseolus vulgaris es una de las
legumbres mas importantes en el mundo que por sus caracteristicas
nutricionales y agronémicas es una fuente importante de proteinas, fibra
dietética, minerales y vitaminas (tiamina, riboflavina, niacina, calcio, hierro y
magnesio) para millones de personas a nivel mundial.

Valladolid (1993), menciona que el género Phaseolus comprende 50
especies, de las cuales cuatro son de importancia econdémica: Phaseolus
vulgaris, Phaseolus lunatus, Phaseolus coccineus y Phaseolus acuitifolius;
siendo el frijol Phaseolus vulgaris L. el de mayor interés econémico por ser

cultivado en regiones templadas y tropicales.
2.4.1 Produccioén a nivel mundial

FAO (2012), menciona segun cifras estimadas que la produccién a nivel
mundial ha venido en aumento, tanto en América Latina y el resto del mundo. La
produccién mundial de frijol grano seco el afio 2012 alcanzo 21.6 millones de
toneladas con una superficie cosechada que varia de 28.5 a 30.2 millones de
hectareas, destacando como principales productores Brasil con 3.4 millones de
toneladas, India con 3.2 millones de toneladas, China con 2.0 millones de
toneladas y los paises que destacan con las mayores superficies cosechadas
son India y Brasil cuyos registros observados muestran que el primer pais tiene
incrementos de superficie que van de 5.8 millones de hectareas en el afio 2009 y

el afio 2011 con 8.0 millones de hectareas.
2.4.2 Produccion a nivel nacional

El Ministerio de Agricultura y Riego - MINAGRI (2014), indica que la
superficie cosechada de menestras ha ido incrementandose sostenidamente en
nuestro pais; siendo el frijol castilla, el caupi, el frijol de palo, el pallar, el haba y

la arveja los cultivos con mayor crecimiento; ubicandose el frijol comin grano
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seco dentro de los diez principales cultivos. El PerG en 2013 ocupé una
extension de 84 mil hectareas de frijol comin grano seco, conto con una
produccion de 98 mil toneladas y el rendimiento promedio nacional fue 1116
kilogramos por hectarea. Asi mismo la mayor superficie se encuentra
concentrada en el departamento de Cajamarca, con 17 839 hectareas seguido
de Amazonas con 7 553 hectareas y Arequipa con 6 583 hectareas. Cajamarca
destaca en la superficie cosechada y representa el 24 % del total nacional,
siendo las provincias andinas con mayores areas sembradas, Cajamarca,
Celendin, San Marcos y Amazonas que ocupa el segundo lugar y representa el
10 % en superficie cosechada sembradas en Ceja de Selva. En Arequipa, se
cosechan menores areas que Amazonas pero la produccion es mayor por el alto
rendimiento promedio (0.9 t/ha), esto debido al uso de semillas certificadas y al

manejo adecuado del cultivo.

Camarena et al. (2009), mencionan que en el Pert el cultivo de frijol, esta
ampliamente difundido con cultivares que se adaptan a las diferentes regiones
del pais y la produccion proviene en su gran mayoria de pequefios productores.
El frijol se siembra mayormente en la regién de la sierra, como un cultivo
secundario, en lotes pequefios en asociacién con otros cultivos o después de
un cultivo principal, se le considera como un cultivo de subsistencia para
autoconsumo y su venta se realiza mayormente en las ferias que son muy
usuales en la mayoria del territorio. Sin embargo, hay agricultores que han
introducido las variedades arbustivas y precoces de frijol que alcanzan mayores
volimenes de produccion y tienen acceso al mercado nacional e internacional.

2.4.3 Produccion a nivel regional

La Direccion Regional de Agricultura Cusco - DRAC (2013), indica que la
produccion agricola al mes de abril del 2013 se incrementé en 11.2 %
principalmente en los cultivos de papa, maiz choclo y frijol grano seco. La
produccién acumulada de frijol grano seco se incrementd en 191.1 % en
comparacion o similar al periodo del afio anterior, principalmente en los distritos
de: Mollepata se incrementd en 172.5 % (690 t), en Echarate se increment6 en
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73 % (292 t), en Chinchaypujio se incremento en 560 % (168 t) y en Limatambo
se incrementé en 196.3 % (106 t).

2.4.4 Produccion a nivel local

La produccién a nivel local en la provincia La Convencién es la que se

muestra en el siguiente cuadro:

Cuadro N° 01. Superficie de frijol grano seco (ha); campana 2012-2013

SUPERFICIE S.COSECHADA PRODUCCION ANUAL
RENDIMIENTO | PRECIO
DISTRITO SEMBRADA GRANO SECO (ENE-DIC)
(Kg/ ha) (s/. KG)
(ha) (ha) (tm)

ECHARATE 195 195 292 1483 2.6
HUAYOPATA 12 12 12 1000 245
MARANURA 4 4 4 1000 235
OCOBAMBA 6 6 8.6 1500 2.35
QUELLOUNO 65 65 97 1495 23
SANTA ANA 9 9 10 1250 2.23

| SANTA TERESA 5 5 5 1000 23
VILCABAMBA 35 35 35 1000 2.28

Fuente: Informes Anuales DRAC -2013

La produccion de frijol segin DRAC-2013 en la Provincia de la Convencion a

nivel local el distrito con la mayor produccion es el distrito de Echarate 292 tm

seguido por el distrito de Quellouno con 97 tm, luego esta el distrito de

Vilcabamba con una produccién de 35 tm, en Huayopata con 12 tm, en Santa

Ana con 10 tm seguido por Ocobamba, Santa Teresa y Maranura.
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2.5. PUDRICION SECA DEL FRIJOL Sclerotium rolfsii

2.5.1. Descripcion

Aycock (1966), indica que S. sp. se caracteriza por presentar micelio
blanco y sedoso con abundante micelio aéreo, crece sobre substratos
conteniendo azucares simples. Las colonias crecen radialmente y el micelio se
presenta denso y disperso en manojos concéntricos. EI micelio en algunos
aislamientos se presenta como cordones rizomorficos. Las hifas son hialinas, de
pared delgada cuando jévenes septadas y con dos clampas de conexién en los
bordes, a veces desarrollan ramas. Ademas, los esclerotes constituyen un
conjunto de hifas que se unen en forma paralela en nimero de tres a doce,
luego toman la forma esférica. Estas estructuras pueden desarrollarse en cuatro
dias, pero los esclerotes se forman solo cuando el micelio esta completamente
cubierto por el hongo o cuando el desarrollo se encuentra limitado.

Reyes et. al. (2002), mencionan que Sclerotium rolfsii es un hongo
fitopatogeno que infecta plantas cultivadas y silvestres, incluyendo en su rango
de hospedantes especies cultivadas como el tomate, pimiento, mani, zanahoria y
otros cultivos de importancia econdémica. Este hongo causa la pudricién de las
pasturas (damping-off) en semilleros y de las plantas jévenes en siembras
directas; esta distribuido en regiones tropicales y subtropicales.

Reyes et al (2002), mencionan que Sclerotium rolfsii es el hongo
causante de la enfermedad conocida como pudricién seca. Este hongo patégeno
habita en el suelo y hace su aparicion, principaimente en las épocas liuviosas del

afio cuando la temperatura es alta.
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Figura N° 01. (A) Micelio blanco y los esclerocios en formacién. (B) Semilla
gue ha germinado y es atacada por el hongo

2.5.2 Antecedentes y distribucion de Sclerotium rolfsii

Aycock (1966), afirma que este patégeno es comun en el sur de los
Estados Unidos, América Central, la regiéon del Caribe, América del Sur, Africa,

Asia, Filipinas y varios paises Europeos.

Olivos (1989), indica que en América Latina es considerada como
enfermedad importante en Brasil, Chile, Colombia, México, Pert, Uruguay y
Venezuela. En Chile, durante 1987 S. rolfsii estuvo afectando 150 ha de cultivo
de frijol provocando darios de alta magnitud, anteriormente habia sido detectada
en otros cultivos. Asi mismo menciona que en 1892 Rolfs observo al hongo

causando el tizon de tomate en Florida.

Vallejos (1988), comenta que en el Perl, en 1929 Abbott, lo reporté como
uno de los causantes de pudriciones radiculares de frijol. Olivos (1989) menciona

que en 1933, Garcia Rada lo reporta afectando Capsicum frutescens L.

Olivos y Mont (1993), mencionan que S. rolfsii fue observado en

plantaciones de cebada en las localidades de Piura, Ayacucho y La Molina
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durante las campafias 1971-72 y 1977-78, con una incidencia del 50 al 60 %. Asi
mismo en Lambayeque a partir de 1974 ha sido observado en el cultivo de frijol.
Vallejos (1988), en 1980 indica que la presencia de la pudricién del cuello se ha
hecho més notoria debido a que se ha ido incrementando el area sembrada,
convirtiéndose en una amenaza potencial para el cultivo.

Olivos (1989), dice en el Perli se continlia registrando su presencia en
cultivos de cebada, frijol, arroz, papa, etc. Durante 1987 en los meses de mayo a
junio, afect6 hasta un 30 % de plantas de cebada al estado de macollamiento y
encafiado en la zona de Carhuaz (Huaraz).

2.5.3. Sintomatologia

Reyes et. al. (2002), dicen los sintomas que ocasiona este patégeno en
los tejidos afectados son: Los sintomas caracteristicos de la enfermedad se
observan en el cuello de la raiz de la plantula de frijol; luego la enfermedad se
extiende por el tallo. Cuando el ataque del hongo es muy fuerte, en el cuello de
la raiz se ve su micelio blanco y los esclerocios en formacién, lo que indica la
muerte proxima de la plantula.

Amarillamiento en las hojas inferiores, lesiones en las bases de los
hipocotilos de las plantas, caracterizada por hundimientos, ablandamientos y
decoloraciones de la corteza, justamente debajo de la linea del suelo. A medida
que la enfermedad avanza, las hojas de las ramas superiores pueden
marchitarse y al final toda la planta cae y se quiebra por la base del tallo. Los
esclerocios del hongo generalmente aparecen en grandes cantidades, adheridos
a la base de los tallos de las plantas afectadas junto con masas de micelio de
color blanco, caracteristico de esta especie. Cuando ataca a las plantulas, el
hongo invade todas sus partes hasta que ocasione su muerte, la cual ocurre con

gran rapidez.
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Cuando ataca a las plantulas que ya hayan formado algun tejido lefioso,
el hongo no las invade totaimente, pero se desarrollan en la corteza y répida o
lentamente cubre a las plantas, las cuales finalmente mueren.

Agrios (1996), menciona que por lo comun, la infeccién empieza como
una lesion café oscura que aparece sobre el tallo suculento justo por debajo de
la superficie del suelo. Los primeros sintomas observables se manifiestan en un
amarillamiento o marchitez de las hojas inferiores o bien en muerte descendente
de las hojas desde su punta hasta su peciolo. Dichos sintomas avanzan
posteriormente hasta las hojas de la parte superior de la planta. Al mismo
tiempo, el hongo avanza hacia la parte superior de la planta y finalmente
destruye el sistema radicular. Su micelio blanco aparece siempre en los tejidos
gue ha infectado y desde ahi avanza sobre el suelo hasta las plantas vecinas,
produciendo nuevas infecciones. El hongo Sclerotium spp, produce un micelio
abundante de color blanco, velloso y ramificado y forma numerosos esclerocios
pero estériles, es decir, no produce esporas. Su fase perfecta es Athelia
(Pellicularia) rolfsii. Al parecer el hongo inverna principalmente en forma de
esclerocios, pero también en forma de micelios en los tejidos infectados o en los

restos de las plantas.
2.5.4. Ciclo de la enfermedad

Agrios (1996), menciona que muchas de las pudriciones de raiz,
marchitamientos vasculares y otras enfermedades ocasionadas por patégenos
de origen en el suelo también producen un solo ciclo de infeccion por ciclo de
cultivo. El inoculo generalmente es algun tipo de estructura de supervivencia
resistente al desecamiento o congelacién, tales como esclerotios,
clamidosporas, u oosporas en el suelo o el micelio en residuos del cultivo. Este
inoculo se dispersa en el suelo al arar y cultivar la tierra e incorporar los residuos
del cultivo. Cuando las raices del nuevo cultivo crecen por el suelo, encuentran
los propagulos del patégeno implantados en la matriz de suelo y se infectan. La
epidemia progresa con nuevas infecciones, pero debido a que el nuevo inéculo
se dispersara hasta que el suelo sea cultivado nuevamente, habra un solo ciclo
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completo de infeccidn por ciclo del cultivo. Por supuesto, no todos los patégenos
de origen de suelo producen epidemias monociclicas y se debe tener mucho
cuidado a comprender el ciclo de vida de cada patégeno antes de sacar
conclusiones sobre su epidemiologia.

PLANTA INFECTADA
AL NIVEL DEL TALLO
INOGULO SECUNDARIO

INOCULO PRIMARIO

INOCULO TERCEARIO
ESTRUCTURAS DE
CONSERVACION

iyt

ESTADO DE DORMANCIA

Figura N° 02. Ciclo del Sclerotium rolfsii
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2.5.5. Taxonomia de Sclerotium rolfsii
Seglin Agrios (1996):

Reino : Fungi
Divisién : Basidiomycota
Clase : Basidiomycetes
Subclase :Agaricomycetidae
Orden : Polyporales
Familia : Corticiaceae

Género : Sclerotium
Especie : Sclerotium sp.
N.V : Pudricion seca

2.5.6. Mecanismo de accién

Agrios (1996), dice el proceso de descomposicion del hospedante
desarrollado por el hongo es complejo y responde a interpretaciones
fisicoquimicas y bioquimicas. El hongo al establecerse en el hospedante
desarrolla hifas de 1 a2 (um).de didmetro, colonizando rapidamente las paredes
y limenes celulares, produciendo una transformaciéon bioquimica con proyeccién
fisica.

Es posible establecer una secuencia en el mecanismo de accién: la
pudricion empieza cuando la hifa o el hongo penetran al hospedante, inicia la
colonizacion, y libera las enzimas. En esta fase de colonizacién el dafio es
limitado y aun no hay evidencias visibles. Esta etapa es llamada incipiente.

A medida que se desarrolla el proceso de pudricién aparecen pequefios
cambios en el color, en la textura del hospedante, y pueden parecer fibras
quebradizas; estos cambios constituyen la fase temprana, cuando la pudricién es
detectable, pero no obvia.
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A medida que el proceso de pudricion continta la fase intermedia, hay
evidentes cambios de color y textura del hospedante, pero el grosor de Iia
esfructura permanece aun intacto.

La fase tardia es cuando hay rompimiento total de la estructura. El
hospedante consiste principalmente de tres componentes, lignina, celulosa y
hemicelulosa. La celulosa es un polimero de anhidrido glucosa. La hemicelulosa
consiste de polimeros similares de glucosa con otras uniones o polimeros de
monosacaridos diferentes a la glucosa. La lignina es un polimero compiejo de
unidades fendlicas.

Los hongos de pudricién seca tienen un sistema de enzimas celulosa y
lignasa que le permiten degradar todos los componentes de las paredes
celulares del hospedante. Algunos, sin embargo remueve lignina mas rapido.
Los hongos de pudricion seca producen fenol-oxidasas extracelulares vy
generalmente dan positivo en los ensayos de oxidasas sobre medios con acido
tanico o galico y con goma de guayaco. Los hongos de pudricion seca
eventualmente pudren al hospedante completamente y los residuos de la
pudricién seca no son componentes muy estables de los suelos

La pudricién seca ataca tanto a la lignina como a la celulosa, en la misma
proporciébn sus enzimas remueven los extremos de las cadenas de los
carbohidratos con lo que el grado de polimerizacion se reduce lentamente. Al
mirar la fibra atacada al microscopio, él ataque de esta pudricién se caracteriza
por un progresivo adelgazamiento de! espesor de la pared de la fibra atacada,

desde el lumen hacia afuera.
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2.5.7 Sintomas

Agrios (1996), menciona que por lo comin, la infeccién empieza como
una lesion café oscura que aparece sobre el tallo suculento justo por debajo de
la superficie del suelo. Los primeros sintomas observables se manifiestan en un
amarillamiento o marchitez de las hojas inferiores o bien en muerte descendente
de las hojas desde su punta hasta su peciolo. Dichos sintomas avanzan
posteriormente hasta las hojas de la parte superior de la planta. Al mismo
tiempo, el hongo avanza hacia la parte superior de la planta y finaimente
destruye el sistema radicular. Su micelio blanco aparece siempre en los tejidos
que ha infectado y desde ahi avanza sobre el suelo hasta las plantas vecinas,
produciendo nuevas infecciones. El hongo Sclerotium spp, produce un micelio
abundante de color blanco, velloso y ramificado y forma numerosos esclerocios
pero estériles, es decir, no produce esporas. Su fase perfecta es Athelia
(Pellicularia) rolfsii .Al parecer el hongo inverna principalmente en forma de
esclerocios, pero también en forma de micelios en los tejidos infectados o en los

restos de las plantas.

Agrios (1996), menciona que los sintomas que ocasiona este patégeno en
los tejidos afectados son: amarillamiento en las hojas inferiores, lesiones en las
bases de los hipocétiios de las plantas, caracterizadas por hundimientos,
ablandamientos y decoloraciones de la corteza, justamente debajo de la linea
del suelo. A medida que la enfermedad avanza, las hojas de las ramas
superiores pueden marchitarse y al final toda la planta cae y se quiebra por la
base del tallo. Asi mismo, cuando ataca a las plantulas, el hongo invade todas
sus partes hasta que ocasiona su muerte, la cual ocurre con gran rapidez.
Cuando ataca a las plantulas que ya han formado algin tejido lefioso, el hongo
no las invade totalmente, pero se desarrolla en la corteza y rapida o lentamente
cubre a las plantas, las cuales finalmente mueren. Por lo comin, la infeccion
empieza como una lesién café oscura que aparece sobre el tallo suculento y
justo por debajo de la superficie del suelo. Los primeros sintomas observables
se manifiestan en un amarillamiento o marchitez de las hojas inferiores o bien en
muerte descendente de las hojas desde su punta hasta el peciolo. Dichos
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sintomas avanzan posteriormente hasta las hojas de la parte superior de la
planta. Al mismo tiempo, el hongo avanza hacia la parte superior de la planta y
finalmente destruye el sistema radicular. Su micelio bianco aparece siempre en
los tejidos que ha infectado y desde ahi avanza sobre el suelo hasta las
plantas vecinas, produciendo nuevas infecciones. Ademas, S. rolfsii produce los
sintomas que se describieron anteriormente en la mayoria de los hospedantes,
en ocasiones produce basidiosporas en los bordes de las lesiones cuando el
clima es humedo, es decir su fase perfecta es Athelia rolfsii.

Bolkam (1980), sostienen que el hongo produce diversos sintomas,
incluyendo el damping-off de pre y post emergencia, la podredumbre de la base
del tallo y manchas foliares. En las plantulas y en el tallo, el hongo produce un
crecimiento micelial blanco y algodonoso, sobre la superficie del tallo. Las
plantulas infectadas mueren, en general, prematuramente.

2.5.8 Signos

Reyes et al. (2002), mencionan inmediatamente se produce un micelio
abundante de color blanco velloso y ramificado, se presenta la formacion de
esclerotes que aparecen en grandes cantidades, adheridos a la base de los
tallos de las plantas afectadas, los cuales son esféricos y pequefios, blancos a
cremas y posteriormente se tornan pardos de 1 a 2 mm de diametro, los cuales
finalmente se vuelven de color café cuando maduran, y es caracteristico de esta

especie.

El hongo produce abundantes esclerocios redondeados, de color canela a
marrén-rojizo o marrén oscuro, de un tamaio semejante al de las semillas de
mostaza. Los esclerocios estan unidos al micelio en la superficie de la planta. La
infeccion de la hoja es poco comin. Las manchas foliares son circulares y de
color marrén a pajizo, y generalmente concéntricas con un borde angosto y
oscuro. Asi mismo cuando el patégeno penetra el tejido, produce una masa
considerable de micelio en la superficie de la planta. Es un habitante tipico del
suelo, ejerce su maxima agresividad a temperaturas préximas a los 30 °C. Su
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ataque es favorecido por acumulaciéon superficial de residuos organicos en el
suelo. Coloniza la materia organica y si ésta esta cerca de las plantas
susceptibles, le servirA de puente para iniciar la accién patégena. Los
esclerocios son importantes para la persistencia del patégeno en el suelo, en la
ausencia de plantas susceptibles o en condiciones desfavorables puede
sobrevivir como micelio en los tejidos infectados o en desechos de plantas. Los
esclerocios se diseminan por practicas culturales (suelos infestados 0o
herramientas contaminadas), plantulas infestadas, agua de irrigacién, vientos y
posiblemente semillas.

2.5.8.1 Epidemiologia

Agrios (1996), el indculo de S. rolfsii estd compuesto de esclerocios,
micelio y basidiosporas. Los esclerocios son las estructuras principales de
supervivencia. Para el crecimiento 6ptimo del hongo se requiéren temperatura y
humedad alta; el fitopatégeno no se adapta muy bien a las condiciones de baja
temperatura. Asi mismo, la germinacion de los esclerotes disminuye al ser mayor
la profundidad del suelo a la que se encuentren, debido a la reduccién de la

aireacion.

Aycock (1966); Krups y Dominguez (1978); y Punja (1985), mencionan
que la enfermedad se disemina en el campo por medio de micelio, esclerotes,
basidiosporas, dispersion de rastrojos con estructuras del hongo, por suelo
infestado, por el agua de riego, particulas de suelo adheridas a los implementos
agricolés y animales, a través de la semilla o por efecto del drenaje superficial

provocado por las lluvias.

Montealegre (1990), refiere que el desarrollo de S. roffsii se ve favorecido
por temperaturas entre 28-35°C, creciendo entre los 8 y los 40°C, del mismo
modo crece en un rango de pH entre 1.4 - 8.6 siendo su 6ptimo de 3.0 -65y
una humedad relativa superior a 80 %. Este microorganismo se encuentra como

parasito facultativo, pudiendo desarrollarse saprofiticamente en el suelo.
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Aycock (19669, menciona si no se presentan condiciones de temperatura,
aireacion y humedad favorables. La sobrevivencia de S. rolfsii se da en forma de
esclerotes, los cuales estan por largos periodos en los residuos de cultivos
enfermos o en el suelo.

2.5.8.2 Distribucion de la enfermedad

Aycock (1966), menciona que este patégeno es comun en el sur de los
Estados Unidos, América Central, la Regién del Caribe, América del Sur, Africa,
Asia, Filipinas y varios paises Europeos.

2.5.9 Dainos

Olivos (1989), indica que en América Latina es considerada como
enfermedad importante en Brasil, Chile, Colombia, México, Pert, Uruguay y
Venezuela. En Chile, durante 1987 S. rolfsii estuvo afectando 150 ha de cuitivo
de frijol provocando darios de alta magnitud, anteriormente habia sido detectada
en otros cultivos. Ademas ese mismo afio en Pert lo reportan afectando a
Capsicum frutescens L., y se continGa registrando su presencia en cultivos de
cebada, frijol, arroz, papa, etc. Asi mismo, en el afio 1987 se reporté que en los
meses de mayo a junio, afecté hasta un 30% de plantas de cebada al estado de

macollamiento y encafiado en la zona de Carhuaz.
2.5.9.1 Método de Koch

a). Primer postulado.- El aislamiento del agente causal de la pudricion seca del
frijol, fue obtenido a partir de plantas afectadas de frijol y de suelo infestado
provenientes del campo experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias
Tropicales — UNSAAC. Los esclerotes del suelo fueron extraidos por el método
de flotamiento y se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1% por 5 minutos

para luego ser sembrados en medio PDAO.
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b). Segundo postulado: En placas conteniendo PDAO, se colocd un esclerote
por placa. Las placas sembradas se mantuvieron en incubacién a 28°C durante
7 dias, luego del crecimiento de la colonia estas se repicaron, purificaron y
entubaron para ser conservados.

c). Tercer postulado: Una vez obtenido el micelio de Sclerotium sp. fue
cultivado en 2 placas petri conteniendo PDAO e incubados a 28°C por 7 dias
mas. De estas placas se procedié la extraccion de rodajas de agar de 0,5 cm de
diametro conteniendo micelio y esporas del hongo, las que fuero.n colocadas en
trigo pre cocido y estéril que estaban dentro de bolsas de polipropileno (7x10

cm) previamente.

Las bolsas sembradas con Sclerotium sp. Se incubo a temperatura del
medio ambiente (28°C) bajo luz artificial (fluorescente de 40 watts) durante 7
dias para que llene la bolsa de trigo con Sclerotium sp., quedando asi listo para
inocular al sustrato de la maceta donde se sembraron las semillas de frijol.

La inoculacién se realizé por el método mezcla y pullado, donde se
incorporé 5g. de Sclerotium sp. y se mezclé6 homogéneamente con el suelo
cbnteniendo en la maceta cuatro semillas de frijol que fueron colocadas en forma
equidistante y a 1 cm de profundidad. Las macetas sembradas fueron cubiertas
con una bolsa polipropileno para originar humedad y a los 10 dias se empez6 a
observar los mismos sintomas y signos de la enfermedad generado por
Sclerotium sp. que presento la planta de donde se aislé inicialmente.

d). Cuarto postulado: Sclerotium sp. se aislé por segunda vez de la nueva
planta enferma y se compar6 sus caracteres (sintomas y signo) con aquel que
fue aislado anteriormente por primera vez y se establecié que son cepas de
Sclerotium sp. por la observacion del signo.
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2.5.10 CONTROL QUIMICO

2.5.10.1 Fungicidas

Latorre (1988), indica que los fungicidas son sustancias quimicas que,
aplicados a las plantas, las protegen de la penetracién y/o posterior desarrollo de
hongos patégenos en sus tejidos es decir, es un compuesto que mata o inhibe el
crecimiento del hongo dependiendo de su modo de accién y al grupo quimico

que pertenecen.

2.5.10.1.1 Fungicidas protectores

Latorre (1988), indica que los fungicidas protectores o también llamados
de contacto, se aplican antes de que lleguen las esporas de los hongos. Acttan
solamente en la superficie de la planta donde el fungicida ha sido depositado y
evitan que los esporangios germinen y penetren las células. Por ello se
recomienda cubrir la mayor parte de la planta con este tipo de productos. Aqui
tenemos a los fungicidas: Propineb 70 % WP, Mancozeb 80 % WP y Procloraz
450 g/t CE.

Latorre (1988), indica que los fungicidas de proteccién no controlan los
patégenos que estan dentro de las semillas, solo protegen la parte externa de la
semilla y las plantulas contra una amplia variedad de enfermedades causadas
por hongos presentes dentro de la semilla y provenientes del suelo tales como:
Fusarium sp., Rhyzoctonia sp., Aspergillus sp. , Rhizopus sp. y, Penicillium sp.
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Cuadro 03. Caracteristicas de los Fungicidas de Contacto

MODO DE NOMBRE
SITO DE ACCION NOMBRE DEL GRUPO | GRUPO QUIMICO
ACCION COMUN

C14- demetilizacion | Fungicidas inhibidores
Biosintesis de

en biosintesis de de la biosintesis de Imidazoles Procloraz

membrana

esteroles: Clase | esteroles
Accidn
Accion de contacto Mancozeb
contacto En estudio Ditiocarbamatos

muiti-sitio Propineb

Multi-sitio

Fuente: Latorre (1988)

2.5.10.1.2 Mecanismo de accion de los fungicidas

a.- Fungicidas de contacto

Latorre (1988) Este tipo de fungicidas no penetran el tejido vegetal son de
multiple sitio de accion tienen menor grado residual a su vez de clasifican en:
> Inorganicos, compuesto por azufres, cipricos.
> Orgéanicos, compuesto de ditiocarbamatos, phtalimidas, nitrobencenos,

dicarboximida.

Olivos y Mont (1993), mencionan los fungicidas de contacto que tienen
otro mecanismo de accién llamado multi-sitio que actian solo en la superficie de
la planta evitando que los esporangios penetren a las células y al pasar los dias
pierden su capacidad de residualidad. Y el biofungicida Propdleo (T7) tuvo
mayor desarrollo de Sclerotium sp., Pert no tiene reportes con este biofungicida
pero Cortes (2008) menciona su actividad fiingica para Alternaria solani que es
un hongo de suelo y dio buenos resultados a nivel in vitro. Por itimo el Testigo
(T1) tuvo un desarrolio total del patogeno.
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b.- Fungicidas sistémicos

Latorre (1988), indica que los fungicidas erradicadores o también
llamados sistémicos, se aplican para el tratamiento de la pianta ya enferma
por hongos. Son absorbidos a través del follaje o de las raices y se movilizan
por toda la planta. Otros productos sistémicos, conocidos como fungicidas
translaminares tienen la capacidad de moverse del lado superior de la hoja al
inferior, pero no de hoja a hoja. Los fungicidas sistémicos afectan varias etapas
de la vida del hongo, inhibiendo su desarrollo. Aqui tenemos los fungicidas:
Tebuconazole 250 g/l EW, Difenoconazole 250g/l CE. Indica que tratamientos
con fungicidas sistémicos como el benomil, carboxina, dicloran, folicur,
carbendazima, propiconazol y otros inhibidores de la biosintesis de esteroles,
aplicados después del transplante y dirigidos a la base de las plantas pueden
reducir la incidencia de esta enfermedad inhibiendo el desarrollo del patégeno.

Aycock (1966), senala que al trabajar con fungicidas como Campogram,
Calixin 75, Captafol y Benodamil, en diferentes dosis dan proteccion efectiva a
semillas de trigo y frijol; es asi que recomiendan trabajar con dosis bajas porque

se obtienen el mismo resultado.

Cuadro 04. Caracteristicas de los Fungicidas Sistémicos

MODO DE NOMBRE DEL GRUPO
SITO DE ACION NOMBRE COMUN
ACCION GRUPO QUIMICO
C14- Fungicidas
Biosintesis
demetilizacion inhibidores de la Difenoconazole,
de Triazoles
en biosintesis de biosintesis de Tebuconazole
membrana
esteroles:Clase | esteroles

Fuente: Latorre (1988)

' Latorre (1998), menciona que el fungicida sistémico es un fungicida a
base de propamocarb, que actua de forma preventiva y curativa contra un amplio
espectro de hongos causantes de podredumbres en raices y cuellos de las
plantas, asi como en otras partes aéreas de los cultivos.
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Se caracteriza también por tener un efecto estimulador del desarrollo de
las plantas en semillero y por estimular el sistema radicular y desarrollo aéreo.
Aplicado al suelo es absorbido por las raices y distribuido por toda la planta.
Estos fungicidas tienen un movimiento apoplastico, simplastico se clasifican en;
benzimedazoles, phenilamidas, inhibidores de sintesis de ergosterol,

dicarboximidas, anilinopyrimidinas, antibiéticos érgano fosforado anilidas, otros.

Bayer (2011), mencionan que los fungicidas sistémicos tienen el mismo
modo de acciébn en la biosintesis de las membranas, atacando el C14-
demetilacién en la biosintesis de esteroles y de la misma manera pertenecen al
grupo de los inhibidores de la biosintesis de esteroles, por mas que sean de
grupos quimicos diferentes cumplen el mismo propésito.

2.5.10.2 Modo de accion de los fungicidas

Bayer (2011), indica el Propineb es un fungicida que pertenece al grupo
de los ditiocarbamatos, es preventivo y curativo de amplio espectro, actia dando
muerte a las conidias cuando entran en contacto porque su mecanismo de
accion es de actividad multi-sitio. Controla eficazmente Alternaria sp.,
Phytophthora sp., Royas, Cercospora sp. y Botritis sp. en hortalizas, frutales,
manzano, algodon, aji, paprika, vid, citricos. En citricos controla el acaro del
tostado y en arroz se utiliza como desinfectante de semillas. Contiene zinc que
es tomado faciimente por la planta. Se recomienda de 1.5 a 2.5 kg/ha.
Clasificacion Toxicolégica: IV (no téxico) y Banda Toxicoldgica: verde, Toxicidad
aguda: oral DL 50.

Bayer (2011), indica el Mancozeb es un fungicida que pertenece al grupo
de los ditiocarbamatos, es preventivo y de contacto. Se caracteriza por tener una
gran micronizacion, lo que le permite aumentar su accién de cobertura sobre el
area foliar. Puede ser utilizado en diversas condiciones climaticas. Debido a su
buena adherencia, aun después de llover, continia controlando las
enfermedades eficazmente. Clasificacion Toxicolégica: IV (no téxico) y Banda
Toxicolégica: verde, Toxicidad aguda: oral DL 50.
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Bayer (2009), indica el Procloraz es un fungicida de amplio espectro
perteneciente al grupo de los Imidazoles, tiene efecto preventivo, curativo y
erradicativo. Actua inhibiendo la biosintesis del ergosterol. Se recomienda para
desinfeccién de semillas, coronas, bulbos, tubérculos, esquejes y otros érganos
de propagacién. Controla eficientemente Fusarium en esparrago y claveles,
Alternaria en tomate y papa. Se recomienda su uso para el tratamiento post
cosecha en mango. Para frijol se recomienda dosis de 70 a 150 ml/cilindro.
Clasificacion Toxicoldgica: Ill y Banda Toxicoldgica: azul (poco tdxico), Toxicidad
aguda: oral DL 50.

Barahona (2001), menciona Difenoconazole es un fungicida sistémico,
pertenece al grupo de los Triazoles, recomendado para el control de venturia,
oidio y otras enfermedades en pomaceas (manzana, pera, membrillo), oidio y
accion complementaria en Botrytis en vides y berries (arandano, frutilla,
frambuesa, mora), oidio y tizon temprano en papa y Tizon temprano,
Alternariosis, Oidios y Fulvia en tomate y enfermedades en tomate de
invernadero, pimiento, ajo, cebolla, meldn, pepino, sandia, zapallo, zapallo
italiano, alcachofa, apio, esparrago, repolio, brécoli, colifior, lechuga, zanahoria y
otras hortalizas. Clasificacion Toxicolégica: |l (moderadamente téxico) y Banda

Toxicolégica: amarillo, Toxicidad aguda: oral DL 50.

Bayer (2011), mencionan que Tebuconazole pertenece al grupo de los
Triazoles, con accién preventiva, curativa y erradicativa. El ingrediente activo es
transportado en direccion acropétala (de abajo hacia arriba por el xilema),
interfiiendo en el metabolismo de los hongos, inhibiendo la sintesis de
ergosterol en mas de un punto. La eficacia del fungicida a base de
Tebuconazole, estd ampliamente comprobada por la gran cantidad de especies
fungosas controladas. Es muy eficiente para el control de Oidium, Roya,
Cercospora, Botritis, Alternaria, Monilia, Piricularia, Helminthosporium en
esparrago, manzano, vid, leguminosas, cucurbitaceas, ajo, cebolla, tomate, arroz
y cebada. Se recomienda 0.75% a 1L/ha. Clasificacién Toxicologica: IV (no
téxico) y Banda Toxicologica: verde, Toxicidad aguda: oral DL 50.
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2.5.10.3 Caracteristicas de los fungicidas

a.- Procloraz

Modo de Acciéon: Sportak EC es un fungicida que actia en forma
preventiva o en forma curativa, también tiene accion translamina.
Mecanismo de Accién: Sportak EC actla inhibiendo la biosintesis del ergosterol.
Procloraz: N-propil-N-{2-(2, 4,6-triclorofenoxi) etil] imidazol-1-carboxamida

Identidad:

Nombre técnico.-Spotak

Nombre comtin.-Procloraz.

Grupo quimico.- Imidazoles.

Modo de accion.- Acttia en la planta por contacto y translaminarmente.
Toxicidad.- IV Normalmente no ofrece peligro.

b.- Propinet

Fungicida foliar de acciéon preventiva, que se debe aplicar antes que
aparezcan los sintomas y signos de las enfermedades. Tiene una actividad de
contacto multi sitio, accidon que minimiza la aparicion de cepas resistentes.
Especialmente recomendado para el control de enfermedades en hortalizas y

papas.

Identidad:

Nombre técnico.- Antracol.

Nombre comin.- Propinet.

Grupo quimico.- Alquilenbis (ditiocarbamatos)

Modo de accién.- Fungicida de contacto que actia de forma preventiva.
Toxicidad.- [V Normalmente no ofrece peligro.
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¢.- Mancozeb

Fungicida preventivo de amplio espectro, con accién de contacto para el
control de enfermedades fungosas en hortalizas, frutales, vid, cucurbitaceas y
tratamiento de semillas.

Identidad:

Nombre técnico.- Dithane.
Nombre comiin.- Mancozeb.
Grupo quimico.- Diticarbamato.
Modo de accidn.- Contacto.
Toxicidad.- V.

d.- Tebuconazole

Es un fungicida sistémico con propiedades preventivas y curativas.Es
rapidamente absorbido a las partes vegetativas de la planta con translocacion
acropetala. Inhibe la sintesis del ergosterol del hongo parasito, impidiendo la

multiplicacién de los hongos.

Identidad:

Nombre técnico.- Folicur

Nombre comutin.- Tebuconazole.

Grupo quimico.- Triazoles.

Modo de accion.- Sistémico.

Toxicidad.- IV Producto que normalmente no ofrece peligro.

e.- Difeconazole

Tiene un efecto preventivo y curativo sobre un amplio rango de
enfermedades fungosas. Inhibe la biosintesis del ergosterol mediante Ila
inhibicion de la enzima esterol-1,4-a-dimetilisa. Difeconazole interfiere en la

biosintesis del ergosterol de las membranas celulares, deteniendo el desarrolio
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de los patégenos. Penetra a la planta principalmente por 6rganos verde se
trasloca acropetalamente. Inhibe la demetilizacion de los esteroles (DMI).

Identidad:

Nombre técnico.- Score.

Nombre comiin.- Difeconazole.

Grupo quimico.- Triazoles.

Toxicidad.- Il Moderadamente toxico.

Modo de accion.- Presenta accion sistémica, penetra a las hojas de las plantas,
donde se trasloca en forma acropetala. Su accion preventiva y curativa, controla

los hongos patégenos evitando que estos penetren en las plantas.

2.5.11 CONTROL BIOLOGICO: HONGOS ANTAGONISTAS

2.5.11.1. Trichoderma spp.

Punja (1985), indica que el género Trichoderma tiene diversas ventajas
como agente de control biolégico, pues posee un rapido crecimiento y desarrollo,
también produce una gran cantidad de enzimas, inducibles con la presencia de
hongos fitopatdgenos. Puede desarrollarse en una amplia gama de sustratos, lo
cual facilita su produccién masiva para uso en la agricultura. Su gran tolerancia a
condiciones ambientales extremas y habitat, donde los hongos son causantes de
diversas enfermedades, se desarrolian de mejor manera a temperaturas de 25 a
30 °C y una humedad relativa de 70 a 80 % que le permiten ser eficiente agente
de control; de igual forma pueden sobrevivir en medios con contenidos
significativos de pesticidas y otros quimicos. Ademas su gran variabilidad se
constituye en un reservorio de posibilidades de control biolégico bajo diferentes
sistemas de producciéon y cultivos. Asi mismo reporto como un antibidtico
reciente a la trichodermina, causante de la lisis de las paredes celulares de los
hongos de suelo (Rizoctonia sp y Sclerotium sp.) que parasita Trichoderma spp.
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Olivos (1989), sostiene que Trichoderma, toma nutrientes de los hongos
(@ los cuales degrada) y de materiales organicos ayudando a su
descomposicion, por lo cual las incorporaciones de materia orgéanica y
compostaje lo favorecen; también requiere de humedad para poder germinar, la
velocidad de crecimiento de este organismo es bastante alta, por esto es capaz
de establecerse en el suelo y controlar enfermedades. Ademas Trichoderma
probablemente sea el hongo beneficioso, mas versatil y polifacético que abunda
en los suelos. No se conoce hasta el momento que dicho microorganismo sea
patégeno de ninguna planta; sin embargo, es capaz de parasitar, controlar y
destruir muchos hongos, nematodos y otros fitopatdgenos, que atacan y
destruyen muchos cultivos; debido a ello, muchos investigadores le llaman el
hongo hiperparasito. Ello convierte al Trichoderma en un microorganismo de
imprescindible presencia en los suelos y cultivos, y de un incalculable valor

agricola.

Elad et al., (1982), mencionan que el género Trichoderma posee buenas
cualidades para el control de enfermedades en plantas causadas por
patdégenos fungicos del suelo, principalmente de los géneros Phytophthora,
Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium y Fusarium entre otros. Las especies de
Trichoderma actian como hiperparasitos competitivos que producen
metabolitos antifiingicos y enzimas hidroliticas a los que se les atribuyen
los cambios estructurales a nivel celular, tales como vacuolizacién,
granulacion, desintegraciéon del citoplasma y lisis celular, encontrados en los

organismos con los que interactua.

Cejas (1998), mencionan que las especies del género Trichoderma son
los antagonistas mas utilizados para el control de enfermedades de plantas
producidos por hongos, debido a su ubicuidad, a su facilidad para ser aisladas y
cultivadas, a su crecimiento rapido en un gran nimero de sustratos y a que no
atacan a plantas superiores. Asi mismo, los mecanismos por los que las cepas
del género Trichoderma desplazan al fitopatégeno son fundamentaimente de
tres tipos: Competiciéon directa por el espacio o los nutrientes, produccién de
- metabolitos y/o antibiéticos, ya sea de naturaleza volatil o no volatil y parasitismo
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directo de determinadas especies de Trichoderma sobre los hongos
fitopatégenos.

Fernandez (2001), indica que se determinaron los hongos mas frecuentes
causantes de enfermedades en frutos de post cosecha de Carica papaya L.
‘papaya amarilla”, procedentes de las zonas de distribucion del distrito de
Trujillo, utilizando 220 frutos enfermos atacados por hongos, en el periodo
comprendido entre enero a noviembre.se investigo el efecto antagénico de
Trichoderma harzianum Rifai sobre los hongos patégenos de frutos de
postcosecha de papaya los hongos fitopatégenos determinados fueron:
Rhizopus nigricans Ehr., Colletotrichum gloeosporioides, Trichoderma
harzianum, demostrd realizar en efectivo control biolégico sobre los hongos

patégenos de frutos de post cosecha de Carica papaya “papaya’.

Beebe (1983), evalu6 el efecto de inductores quimicos y biologicos de
resistencia para el control de Phytopthora infestans (Mont) De Bary, en papa
cultivar Yungay. El experimento fue instalado en Choten, Cajamarca los
tratamientos comprendieron aplicaciones de Trhichoderma harzianum sobre los
tubérculos al momento de siembra y dos aplicaciones foliares con fosfitos de Ca,
Ky Mg que se iniciaron 49 dias después de la siembra y con una frecuencia de
10 dias.

Olivo y Mont (1993), indican que T. viride ejercid mayor biocontrol sobre
S. rolfsii, caracterizandose por su facil cultivo “in vitro”, alta  densidad
reproductiva, por parasitar internamente micelio y esclerotes mediante
estaquillas o clavijas que matan al patégeno.

Beebe (1983), menciona que el género Trichoderma es un tipo de hongo
anaerobio facultativo que se encuentra de manera natural en un ndamero
importante de suelos agricolas y otros tipos de medios. De este microorganismo
existen mas de 30 especies, todas con efectos benéficos para la agricultura y

otras ramas.
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Beebe (1983), menciona que este género Trichoderma se encuentra
ampliamente distribuido en el mundo y se presenta en diferentes zonas y habitat,
especialmente en aquellos que contienen materia organica o desechos
vegetales en descomposicién, asi mismo en residuos de cultivos, especialmente
en aquellos que son atacados por otros hongos. Su desarrollo se ve favorecido
por la presencia de altas densidades de raices, las cuales son colonizadas
rapidamente por estos microorganismos. Esta capacidad de adaptacién a
diversas condiciones medioambientales y sustratos confiere a Trichoderma viride
la posibilidad de ser utilizado en diferentes suelos, cultivos, climas y procesos
tecnolégicos. Estudios realizados en La Molina - Lima indican, que el mejor
tratamiento en invernadero fue con T. viride aplicado al suelo, porque impidi6 la
germinacion de los esclerotes y el desarrollo micelial de S. rolfsii, asimismo la
aplicacion de T. viride s6lo y en forma simultdnea con fungicidas, permite
disminuir significativamente el ataque de S. roffsii. Y el fungicida solo que mejor
control6 la enfermedad de S. rolffsii fue Moncut.

Vallejos (1988), indica que estudios realizados en Lambayeque, el T.
viride controla eficientemente varias especies de Pythium sp., R. solani y S.
rolfsii; este biocontrolador puede ser usado para ejercer un efecto antagonico
sobre Armillaria mellea que afecta las raices de los citricos.

Beebe (1983), en estudios realizados en Colombia, menciona que T.
viride, parasita micelio de S. rolfsii actuando por medio de clavijas alrededor de
la hifa de su hospedero y luego penetra por lisis enzimatica de la pared celular,
parasitando internamente las células hifales o invadiendo la capa melanica y el
tejido pseudo- parenquimatico del esclerote por medio de la B-(1-3) gluconasa y
quitinasa o por aglutininas presentes en S. rolfsii y que se consideran como
posibles sustancias para el reconocimiento de la interacciéon del fenémeno del
micoparasitismo entre Trichodermay S. rolfsii.

Safiudo et al. (1976), mencionan que en estudios realizados en el
departamento de Narifio — Colombia, se utilizé cepas de T. viride y B. subtilis
donde encontré6 que T. viride ejercié antagonismo hacia S. rolfsii. En trabajos
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realizados en invernadero en cultivos de frijol comprueban que Trichoderma
tiene mayor efectividad y permite un alto porcentaje de germinacion y
mayor nimero de plantas vivas.

Matos y Higaona (1993), indican al realizar estudios en La Molina — Lima,
indica que T. viride controlé a P. capsici en condiciones de laboratorio, asi
mismo para estas condiciones los fungicidas que se usaron fueron:
Propiconazole, Thiabendazelo, Propineb-Cymoxanil, Clorolatonil, Metalaxil,
Triadimenol a dosis de 1/ 1000 donde no permitié el desarrollo de P. capsici y
a nivel de invernadero el fungicida Metalaxil a dosis 1/1000 fue efectivo contra

P. capsici.

Olivos y Mont (1993), mencionan que especies de Trichodermas spp
estan siendo estudiados recientemente por tener dentro de sus mecanismos de
supresion la produccién de enzimas quitinoliticas, actuaimente se ha reportado
la purificacion y caracterizacién de quitinasas y beta 1,3 glucanasas jugando un
rol importante en el control de S. rolfsii, R. solani y Fusarium sp. Asi mismo en
La Molina — Lima reporto que el producto comercial Custom GP a base de
Trichoderma sp. bajo condiciones in vitro e invernadero tuvo un efecto inhibidor
sobre el desarrollo de L. Theobromae. Asi mismo probo diferentes dosis (0.05%,
0.1% y 0.15%) del producto comercial Custom GP donde se observé que
estimulo el crecimiento de las plantas y los mejores crecimientos fueron a dosis
de 0.1% y 0.15%.

Paricoto (2008), reporto en un estudio realizado en el distrito de Santa
Ana que la Cepa de T. viride mostré un alto nivel de antagonismo hacia S.
sclerotiorum con un 12.05 % de inhibicion, seguido de T. harzianum con un
10.86 % a nivel in vitro. Asi mismo la cepa de T. viride mostré ser mejor
biocontrolador para S. sclerotiorum seguido de la cepa de T. lignorum en
condiciones de invernadero y a nivel de campo fue T. viride quien produjo
plantas de mayor altura y con mayor cantidad de vainas y granos en

comparacion a T. lignorum, T. harzianum y al testigo.
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Carhuavilca (2011), al realizar estudios en la provincia de la Convencién
indica que con T. viride y T. harzianum solos o en combinacién; el mejor
resultado lo obtuvo con la combinacion de T. viride + T. harzianum; por lo
tanto recomienda aplicar con una frecuencia de 7 dias, debido a que esta nos
ayudara a romper el ciclo biolégico de Mycena citricolor (Berk. & Curtis) Sacc.
que es de 8 dias.

2.5.11.1.1 Taxonomia de los biocontroladores.
Segun Barron (1972):

Reino : Fungi
Division : Ascomycota
Subdivisién : Deuteromycetes

Clase : Hypomycetes
Orden : Hypocreales

Familia : Hypocreaceae
Género : Trichoderma

Especies : T. harzianum, T. viride, T. lignorum

2.5.11.1.2 Especies de Trichodermas spp.
a. Trichoderma harzianum Rifai.

Olivos y Mont (1993), mencionan que a Trichoderma harzianum Rifai, se
le puede encontrar en diferentes materiales organicos y suelos, estan adaptados
a diferentes condiciones ambientales lo que facilita su amplia distribucion.
Algunas especies prefieren localidades secas, templadas y otras frias. Estos
hongos son ampliamente conocidos por su produccién de toxinas y antibiéticos.
Se encuentran diferentes especies y cepas de T. harzianum (Rifai). Asi mismo,
en estadios tempranos T. harzianum (Rifai), tiene micelio de color blanco y
eventualmente desarrolla un color verde oscuro después de la esporulacion. Las
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colonias de T. harzianum (Rifai), crecen y maduran rapidamente a los cinco dias
de incubacién en medio de cultivo agar de dextrosa y papa (PDA) a 25°C.

Posee conidi6foros que sostienen en la parte apical a las células
- conidiégenas tipo fidlides. Estas van a dar origen a las colonias o fialosporas; las
cuales son verdes, subglobosas a obovoides, de 2.4 — 3.2 um de longitud x 2.2 -
2.8 um de diametro.

b. Trichoderma viride Pers.

Montealegre (1990), mencionan que T. viride Pers. es la especie tipo de
este geénero. Tiene amplia diseminacién en el suelo; por ello las conidias de T.
viride Pers. al entrar en contacto con el suelo y detectar la presencia del hongo
fitopatégeno, genera hifas o hilos que crecen paralelamente a la hifa del hongo
dafino, después de reconocerlo se adhieren y lo penetran enrollandolo hasta
estrangularlo, consumiéndolo (parasitismo) y compitiendo con él por el espacio,
energia y luz. La produccion de antibiéticos por parte de T. viride hace que el
area donde se desarrolla este hongo esté libre de otros hongos dafinos al

cultivo.

Ademas, las colonias son de rapido desarrollo en el medio de cultivo
malta agar o agar dextrosa (PDA), las cuales cubren las placas petri en 5 dias a
30°C. Y se caracteriza por presentar: colonias algodonosas al inicio y luego se
compactan y esporulan tomando color verde- amarillentio de textura granular
formando parches concéntricos. Presenta hifas hialinas septadas, conidiéforos,
fidlides y conidios. Los conidiéforos son hialinos, ramificados y pueden
ocasionalmente disponerse en forma piramidal. Las fialides son en forma de
botella unidas a los conidiéforos en angulo recto. Las fialides pueden
encontrarse solitarias o en dispuestas en grupo. Las conidias miden 3 pm de
diametro aproximadamente de forma redonda u ovalada.
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c. Trichoderma lignorum.

Montealegre (1990), mencionan a Trichoderma lignorum como una
especie anaerdbica facultativa cosmopolita. Es un habitante natural de suelos
agricolas y otros medios, especialmente aquéllos que contienen materia
organica, desechos vegetales en descomposiciéon o residuos de cultivos. Su
desarrollo es favorecido en presencia de altas densidades de raices, a las cuales
coloniza para establecer relaciones simbidticas con varias especies de plantas.
Ademas, esta especie parasita, controla y destruye hongos, nematodos y otros
fitopatogenos. No produce dafios en las plantas; por el contrario, produce
sustancias que estimulan el desarrolio vegetal. Su mecanismo de accion se basa
en la produccién de toxinas (antibiéticos) y de enzimas liticas que destruyen la
pared celular de los esclerocios (estructuras de resistencia) de varios hongos
fitopatégenos. Asimismo, T. lignorum compite por los nutrientes y la dormancia

de la rizsfera con dichos fitopatogenos.

Smith (1960), menciona las especies de T. lignorum y T. viride, se
diferencian por el color y tamafio de las colonias, conidias; por ello, cuando se
examinaron un gran nimero de aislamientos las diferencias eran minimas

considerandose a T. viride como la especie tipo.
2.5.11.2 Mecanismos de control biolégico

Montealegre (1990), menciona numerosos aislamientos de este género
conocidos como “‘competidores de la rizésfera”, son capaces de degradar
hidrocarbonos, compuestos clorofenélicos, polisacaridos y pesticidas
xenobioticos usados en la agricultura. Los principales mecanismos de biocontrol
que utiliza el género Trichoderma en confrontaciones directas con patégenos

fungales son el micoparasitismo, antibiosis y competencia.
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> Antibiosis

Olivos y Mont (1993), mencionan el género Trichoderma produce una
abundancia de metabolitos secundarios con actividad biolégica. El termino
metabolito secundario incluye un grupo heterogéneo de compuestos naturales y
quimicamente diferentes que posiblemente estan relacionados a funciones de
supervivencia para el organismo productor como: la competencia contra otros
micro y macro organismos, simbiosis, transportadores de metales,
diferenciacion, etc. Dentro de este grupo los antibiéticos son productos naturales

capaces de inhibir el crecimiento microbial.

Olivos y Mont (1993), mencionan que la produccion de antibiéticos esta
frecuentemente correlacionada con la habilidad de biocontrol; la aplicacién de
antibidticos purificados muestra efectos sobre el patégeno hospedante similares
a los obtenidos cuando se usd el correspondiente microorganismo que los
produce. La produccidon de metabolitos secundarios por las especies de
Trichoderma spp. depende del aislamiento. Se incluyen sustancias antifingicas
pertenecientes a una gran variedad de compuestos quimicos clasificados en tres
categorias: i. Antibidticos volatiles, ii. Compuestos solubles al agua, y iii.
Peptaibols. La estructura quimica de los antibiéticos de Trichoderma puede
sugerir dos diferentes mecanismos de accién. La producciéon de compuestos de
bajo peso molecular, no polares y volatiles, que conllevan a una alta
concentracion de antibioticos en el medioambiente del suelo, tiene un efecto
de larga duracién sobre la comunidad microbial. Mientras que, se puede dar
un efecto de corta duracion por los antibiéticos polares y peptaibols debido a los
que actdan en cercana proximidad a la hifa que los produce.

» Competencia

Fernandez (2001), indica que la competencia por el carbono, nitrégeno y
otros factores de crecimiento, junto con la competencia por el espacio o sitios de
infeccion especifico, pueden ser también usados por los agentes de biocontrol
para reducir la actividad de patégenos de plantas. Se ha demostrado que la
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competencia por nutrientes es el principal mecanismo usado por las especies de
Trichoderma spp. porque tienen una gran capacidad para movilizar y absorber
(capturar) nutrientes del suelo. Esto lo hace mas eficiente y competitivo que
muchos otros organismos del suelo. Los componentes biéticos del
medioambiente del suelo tienen efectos relevantes en la actividad de biocontrol
dé Trichoderma como patégenos de planta. Este efecto puede ser asociado con
un fendbmeno conocido como fungistasis del suelo, el cual es gfandemente
dependiente de la composicién de la comunidad microbial del suelo.

> Micoparasitismo

Fernandez (2001), indica el micoparasitismo es un proceso complejo que
consiste de varios eventos como: reconocimiento, penetracion y muerte del
hospedante. Asi mismo Howell (2003) menciona que durante este proceso
Trichoderma secreta enzimas que hidrolizan la pared celular del hongo
hospedante (patéogeno), de donde se liberan oligdbmeros. Se cree que
Trichoderma secreta enzimas hidroliticas a un nivel constitutivo y detecta la
presencia de otro hongo, percibiendo las moléculas liberadas del hospedante por

la degradacién enzimatica.

> Propoéleo

Bankova ef al. (2000), mencionan que el propéleo es un biofungicida
compuesto por un conjunto de sustancias resinosas, gomosas y balsamicas de
consistencia viscosa que es recolectado por las abejas de mas de 15
dias, con sus mandibulas, toman las particulas resinosas que hay sobre
las yemas de diferentes plantas, arboles y arbustos, principaimente: alamo,
sauce, abedul, aliso, castafio silvestre, pino, encina, y algunas plantas
herbaceas. Estas resinas poseen diversidad de metabolitos secundarios téxicos
que algunas plantas pueden producir para proteger las partes mas activas de
crecimiento, y que antagonizan, asi con posibles patdgenos bidticos y plagas.
Prueba de laboratorio han demostrado su efectividad contrastando sus
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propiedades bacteriostaticas, bactericidas y fungicidas, aparte de las
propiedades anestésicas, antiflamatorias y cicatrizantes. Ademas el producto no
presenta ninguna fitotoxicidad como tal. Es biol6gico, siendo un fungicida natural
que controla microorganismos patégenos en una accion obstaculizante que evita
que se reproduzcan al tiempo que induce a la planta al aumento de sus defensas

naturales.

Fernandez (2001), indica que el extracto etandlico de prépolis (EEP)
obtenido a partir de una maceracion alcohdlica de propolis bruto, aplicado a una
concentracion de 50ml (EPP) por cada 1L de agua, ha presentado actividad
fungicida frente a Alternaria solani, tanto en condiciones de campo sobre el
cultivo de tomate, como en condiciones in vitro. Propiedad antibacteriana, ha
sido probablemente la mas estudiada, habiéndose comprobado su doble version,
bactericida y bacteriostatica. Avalan esta importante propiedad el analisis de
algunos de sus componentes como el acido benzoico asi como de sus derivados
activos oxi y metoxibenzodicos. Mencionaremos también su contenido de acidos p

- cumarinico, cafeico y fertlico, todos ellos de reconocida accién antibacteriana.

Chumbiauca y Munive (1993), mencionan que presentan accion
antibiética los sexquiterpenos, especialmente el bisabolol. A otro de sus
componentes, la galangina, se le atribuye una gran actividad antibacteriana
estas sustancias son mas asimilables que los antibiéticos convencionales y
ademas su mecanismo de accién no solo estd dado por sus propiedades
antibacterianas sino también por mejorar la reaccién inmunolégica del

organismo.

En cuanto a su actividad antiviral, esta demostrada en la practica por su
accion sobre varios virus patégenos dada por una serie de componentes de
naturaleza flavonoide, como acacetinas y pectolanarigenos. Diversos estudios,
han comprobado cantidad de compuestos oxidados presentes en las células
afectadas por virosis, reaccién que parece fundamental para su metabolismo.
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Las propiedades antioxidantes de los propoleos, pueden estar
relacionadas con la inhibicién del desarrollo de los virus. La propiedad
antimicética estaria determinada por la presencia de sacranetina, perostibeno y
estalibdenos que son probados agentes anti flngicos, actividad que también
presenta el acido benzoico. Su actividad como anticolesterolémica,
antihipertensiva y preventiva de accidentes cardio-circulatorios, esta relacionada
y determinada por la presencia de acidos grasos no saturados, en su
composicion, que inhiben la oxidacién del colesterol. También pude influir en
esta actividad terapéutica, Ilas micros concentraciones de zinc.
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IIl. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en dos fases, la primera
fase fue realizada en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de
Ciencias Agrarias Tropicales y la segunda fase fue ejecutada en el vivero de la

misma facultad.
3.1. Ubicacién del Experimento
El trabajo experimental se llevé a cabo en el campo experimental de la

Facultad de Ciencias Agrarias Tropicales de la carrera profesional de Agronomia
Tropical — UNSAAC, cuya ubicacion es la siguiente:

Regién : Cusco

Departamento : Cusco

Provincia : La Convencién

Distrito : Santa Ana

Lugar : Facultad de Ciencias Agrarias Tropicales -
Q.UNSAAC (El Arenal-Quillabambay)

Laboratorio X Fitopatologia

3.1.1 Ubicacion geografica y climatica

Altitud : 990 msnm
Coordenadas UTM : 0758657
8581528
Latitud :12° 51" 217
Longitud :72° 41’ 30”
Zona de vida : Bosque seco sub tropical (Bs-St)
Temperatura :23°C
Humedad Relativa : 89%
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3.2. Materiales

3.2.1 Fase de Laboratorio
a. Insumos
> Cepas de biocontroladores, procedentes de la Clinica de Diagnosis
de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM)
v’ Trichoderma viride.
v Trichoderma lignorum
v Trichoderma harzianum
> Biofungicidas

v" Propéleo
» Fungicidas:

v" Mancozeb,
v" Difenoconazole,
v Propineb,

v Prochloraz,
v

Tebuconazol.

b. Materiales
- Bolsas de polipropileno
- Plumones indelebles
- Dextrosa
- Regla
- Agar — agar
- Algodén
- Papa
- Sacabocado
- Alcohol 96°
- Probeta graduada 100 ml.
- Agua destilada
- Placas petri descartables
- Espatulas

-53 -



- Ligas

- Parafilm

- Tubos de énsayo

- Trigo

- Vaso de precipitacion

- Botellas

c. Equipo de Laboratorio
- Microvoid

- Esterilizador

- Microscopio

- Estereoscopio

- Horno microondas

- Estufa

3.2.2 Fase de Invernadero

- Suelo estéril

- Semillas de frijol

- Botellas

- Placas petri con biocontroladores
- Sacabocado

- Maceteros

- Agua estéril
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3.3. Métodos

La fase de laboratorio se trabajoé con el método de Koch, en la fase de
invernadero con el método inoculacién y evaluacién incidencia, dicho trabajo se
realizé en la Facultad de Ciencias Agrarias Tropicales — UNSAAC.

3.3.1 Fase de laboratorio
Método de postulado de Koch.

3.3.1.1 Aislamiento, purificacion y mantenimiento de Sclerotium sp.

a.- El aislamiento.- El agente causal de la pudricion seca del frijol, fue obtenido a
partir de plantas afectadas de frijol y de suelo infestado provenientes del campo
experimental de la Facultad de Ciencias Agrarias Tropicales — UNSAAC. El
procedimiento seguido se describe a continuacion:

1.- En las plantas de frijol y en el suelo se encontraron esclerotes los cuales fueron
extraidos, los esclerotes se lavaron con abundante agua potable, luego se
sumergieron a una solucién de hipoclorito de sodio al 1% por 5 minutos y
posteriormente se lavaron con agua destilada estéril.

2.- Los esclerotes desinfectados se dejaron secar dentro del microboit, los cuales
fueron sembrados en placas petri conteniendo el medio de cuitivo Papa Dextrosa
Agar (PDA).

3.- La siembra se realizé, poniendo un esclerote al medio de la placa.

4.- Las placas petri se incubaron a 28°C por cinco dias para permitir el crecimiento

del hongo.
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5.- Una vez desarrollado el hongo, se efectuaron repiques hasta obtener el cultivo
puro, el cual fue sembrado en seis tubos de ensayo con PDA, para posteriormente
unos almacenario en refrigeracioén y otros para enviarlo a la Clinica de Diagnosis
de la Universidad Nacional Agraria la Molina.

6.- A partir de este cultivo se efectuaron los repiques necesarios para las diversas

pruebas que se realizaron en el estudio.

La identificacion se ha realizado a cabo en la Clinica de Diagnosis (UNALM)

para esto se ha enviado cultivos puros en placas petri, del agente causal.

b.- La prueba de patogenicidad.- Se realiz6 de acuerdo a los postulados de
Koch, para verificar si el agente causal aislado reproducia la sintomatologia de la
pudricion seca. Se realizé en plantulas de frijol sanas. Se procedioé de la siguiente

manera:
1.- El hongo aislado anteriormente se multiplicé en placas petri conteniendo PDA.

2.- De estas placas con ayuda del sacabocado se procedio a la extracion de
rodajas de agar de 0,5 cm de diametro conteniendo micelio y esporas del hongo.

3.-Estas rodajas sembradas en trigo precocido y estéril dentro de bolsas de

polipropileno (7x10 cm) previamente.

4.-Se incubo a temperatura del medio ambiente (28°C) bajo luz artificial se dej6 7
dias para que liene la bolsa de trigo con el agente causal, quedando asi listo para

inocular al sustrato de la maceta donde se sembraran las semillas de frijol.

5.- Inoculacion del agente causal, al sustrato de macetas realizd por el método del
pullado, donde se incorporé 5 g. del agente causal y se mezclé homogéneamente
con el suelo para luego sembrar las cuatro semillas de frijol que fueron colocadas

en forma equidistante y a 1 cm de profundidad.
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6.- Las macetas sembradas fueron cubiertas con una bolsa polipropileno para
originar humedad. A los 7 dias se empez6 a observar los sintomas y signos
(esclerotes y micelio) de la enfermedad generada por el agente causal.

7.- Finalmente, se procedié a realizar el reaislamiento y la reidentificacion del
agente causal, a partir de estas plantas inoculadas las cuales fueron comparadas
con el primer aislamiento.

Siembra proliferacion de Trichoderma spp.

Los aislamientos de las cepas de T. viride, T. lignorum y T. harzianum fue
obtenido de la Clinica de Diagnosis de Fitopatologia de la UNALM. La propagacion
de estos biocontroladores fue realizado en placas petri conteniendo medio PDAO
(papa-dextrosa-agar-oxitetraciclina) e incubadas a 28 °C. French and Herbert
(1980) y CIMMYT (2005) indican el medio PDAO permite el crecimiento y
desarrollo de los Trichodermas spp. por ser un medio sdlido y oxitetraciclina evita
el crecimiento de otros patdégenos secundarios. De esta manera se asegura un
cultivo puro.

Esta etapa de siembra comprendié la formulacién del medio de cultivo y la

inoculacion de la cepa.

Medio de cultivo: PDA (Papa Dextrosa Agar)

Para 1 litro de PDA, se utiliz6 la siguiente formulacion:
e 250 g de papa en un litro de agua
¢ 18 g de glucosa (dextrosa)
e 18gdeagar

Preparacion: Para obtener un litro de PDA se utilizd 250 g de papa, se hacen
hervir en 500 ml de agua destilada por 15 minutos, se filtra el caldo de papa
utilizando un colador, luego en un vaso precipitado, se derrite 18g de Agar en 500
ml de agua destilada, utilizando horno microondas. Se mezcla las dos
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preparaciones, luego se agrega y disuelve 18 g de glucosa (dextrosa),
completando todo el preparado a un litro adicionando agua destilada.

Esterilizacién: Se distribuye el litro de PDA en frascos de vidrio de 250 ml que
luego se envuelve con papel crac y se sujeta con hilo pabilo para ser esterilizados
utilizando autoclave durante 15 minutos a 15 Ib de presién y una temperatura de
121 °C.

Plaqueo: Los frascos contenidos con PDA se derriten en horno microondas se le
agrega un gramo oxitetraciclina (antibiético) para evitar el crecimiento de bacterias,
luego se agita el medio hasta conseguir la dilucion completa del antibiético.
Posteriormente se vierte el PDA de los envases de vidrio a las placas petri un
espesor de 2-4 mm, se deja durante 1 hora para que enfrié y se solidifique el medio
de cultivo PDA.

Inoculacion: La inoculacién se llevd a cabo por el método de escision micelial,
proveniente de la UNALM; el micelio del hongo fue repicado en las placas petri
conteniendo medio PDA con la ayuda de un sacabocado, pinza, previamente

desinfectados en alcohol y flameado en mechero.

3.3.1.2 Prueba in vitro de fungicidas para el control de Sclerotium sp.

Evaluacién.- Se evaluaron fungicidas de contacto (Procloraz 450 g/l CE,
Mancozeb 80% WP y Propineb 70% WP) y sistémicos (Difenoconazole 250 g/l CE
y Tebuconazole 250 g/l EW), a fin de determinar la eficacia de cada uno de ellos en
el control de Sclerotium sp. aislado de plantulas de frijol. Para este experimento se
utilizé la Técnica del Medio de Cultivo Envenenado (French y Herbert, 1980),
empleandose diferentes dosis baja (0.5), media (2.5) y alta (4.5) (%) segin lo
recomendado por la casa comercial. El procedimiento fue el siguiente:

1.- Se prepar6 el medio de cultivo envenenado: para lo cual, previo al plaqueo, se
pesé (Propineb 70% WP, Mancozeb 80% WP y Difenoconazole 250 g/l CE) y se
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estim6 el volumen (Tebuconazole 250 g/l EW, Procloraz 450 g/l CE) de cada uno
de los cinco fungicidas y también se estimé el volumen para el biofungicida
Propéleo, en dosis diferentes recomendada por la casa comercial.

2.- Se prepar6 erlenmeyers conteniendo 100 mi de medio PDA para cada fungicida
respectivamente, luego se esterilizo antes fue mezclado y homogenizado con cada
uno de los fungicidas.

3.- Se procedi6 al plaqueo y se esperd que se solidifique y enfrié para la siembra
del hongo.

4.- A las placas petri que contiene medio de cultivo envenenado se colocé una
rodaja con crecimiento micelial del hongo (Sclerotium sp.) al centro de la placa
extraida con un sacabocado de 0.5 cm de diametro. La rodaja se colocé al centro
de la placa.

5.- Encima de la placa petri, se marcaron dos rayas perpendiculares entre si,
siendo estas AB y CD, siendo dos diametros que dividieron a la placa en cuatro

cuadrantes iguales (Figura 03).

Figura N° 03. Placa petri luego de ser marcada para su evaluacién de fungicidas a nivel in
vitro
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6.- El testigo fue sembrado de la misma forma, pero en placas petri con medio PDA
sin fungicida.

7 .- Las placas petri fueron incubadas a 28°C.

8.- Todos los dias se procedi6 a medir el crecimiento micelial del hongo en los
diametros AB y CD de las placas petri, para lo cual se utilizé una regla milimétrica.
La evaluacién terminé cuando el hongo sembrado en la placa petri sin fungicida
(testigo) cubrié completamente el medio de cultivo.

9.- Los mejores fungicidasy dosis seran seleccionados para la prueba en
invernadero.

La eficacia de los fungicidas evaluados fue determinado por calculo del
porcentaje de inhibicién en el crecimiento radial de colonia usando la siguiente
formula (Cruz et al. 2000):

PI=C-Tx100
c

Dénde:
Pl = Porcentaje de inhibicion %

C = Crecimiento radial en el testigo (mm o cm)
T = Crecimiento radial en cada tratamiento (mm o cm)
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a. Diseno estadistico

E! disefio estadistico utilizado en el ensayo experimental a nivel in vitro es el
Disefio Completamente al Azar (DCA) y la Prueba de Tukey para la comparacion
de medias, con 7 tratamientos y 5 repeticiones cada uno a un nivel de
significacion de 0.05.

Cuadro N° 05. Prueba in vitro de fungicidas para el control de Sclerotium sp.

Tratamientos Descripcion Dosis

Baja Media Alta
T1 Sclerotium sp. (testigo) 0.0 0.0 0.0
T2 Propineb 05¢ 25¢g 45¢g
T3 Mancozeb 05¢ 25¢g 45¢g
T4 Tebuconazole 0.5 ml 2.5mi 4.5 mi
T5 Difenoconazole 05¢ 25¢ 45¢g
T6 Prochloraz 0.5ml 2.5mi 4.5 mi
T7 Propoleo 4 ml 8ml 12 ml

Cuadro N° 06. Distribucion fisica de los tratamientos de fungicidas a nivel in
vitro usados para el control de Sclerotium sp.

Tratemientos| T3 T4 Tl 11 T T6 75
G REA BT LS BER GIE DFR TN AUE RS BER AN 29 AR LR bR bR AN R -l A b
S T lese
Repetcion 3| ¢ CRCRY
Repeticion{ | * " ORe) el
Repetciond | 1 D [} @00
Repetcion 2 || ! @06
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Donde:

T1: PDA + Sclerotium sp. (testigo)
T2: Propineb + Sclerotium sp.

T3: Mancozeb + Sclerotium sp.

T4: Tebuconazole + Sclerotium sp.
T5: Difenoconazole + Sclerotium sp.
T6: Procloraz + Sclerotium sp.

T7: Propéleo + Sclerotium sp.

D.B: Dosis baja
D.M: Dosis media
D.A: Dosis alta

3.3.1.3 Determinacion del porcentaje de antagonismo de los biocontroladores
(T. harzianum, T. viride y T. lignorum) frente a Sclerotium sp. en la prueba de
enfrentamiento a nivel in vitro

a. Evaluacion.

A fin de evaluar la actividad antagénica de las cepas de los biocontroladores
se realiz6 la técnica del enfrentamiento en placas petri con medio PDAO. El
procedimiento se describe a continuacién:

1.- Se prepar6 el medio PDA y se plaqueé.
2.- Se tomaron placas petri con el aislamiento del agente causal y

biocontroladores, los cuales se colocaron dentro de un Microvoid, para su
respectiva siembra.
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3.- La siembra consistié en poner rodajas de 0.5 cm de diametro de manera
equidistante y en forma opuesta al patdgeno-patdégeno, biocontrolador-
biocontrolador (testigos) y patégeno- biocontrolador.

4.- Las placas se sellaron con parafilm y se incubaron a 28 °C para su crecimiento.

5.- Encima de la placa petri, se marcé una linea horizontal para su respectiva
evaluacion de testigos (patégeno-patégeno/biocontrolador- biocontrolador) y
biocontrolador-patégeno (Figura 04).

Thrichoderma harzianum — Thrichoderma harzianum
Thrichoderma viride — Thrichoderma viride
Trhichoderma lignorum - Trhichoderma lignorum
Thrichoderma harzianum — patégeno

Thrichoderma viride - patégeno

Trhichoderma lignorum - patégeno

o T e e
™, 4 N
?. \;‘L '1,1 ??\
N . : . |
Al ‘ ~B A i —B
| / ' /
Y Ay
%, / %, 4
g ’ % #
\%‘x . -‘j h T, 27 ~

Figura N° 04. Placa petri luego de ser marcada para su evaluacién in vitro en la
determinacién del porcentaje de antagonismo.

6.- Todos los dias se procedié6 a medir el crecimiento de los hongos en la linea
horizontal de la placa petri, para lo cual se utiliz6 una regla milimétrica. La
evaluacién terminé cuando los testigos (biocontrolador - biocontrolador y patégeno-
patégeno) sembrados equidistantes y opuestos llegaron a la mitad de la placa petri,
esto para obtener el porcentaje de inhibicion con respecto a los biocontroladores-
patégeno.
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Con los resultados obtenidos, se determin6 el porcentaje de inhibicién
de crecimiento radial (ICR) mediante la férmula de Cruz.et.al (2000):
ICR (%) = (R1-R2) 100/R1

Dénde:
R1: es la distancia mas lejana recorrida por el patégeno.
R2: es la distancia recorrida por el patégeno hacia el antagonista.

b. Diseno estadistico

El disefio estadistico utilizado en el ensayo experimental en la prueba de
enfrentamiento biocontroladores y agente causal fue un Disefio Completamente al
Azar (DCA) y la Prueba de Tukey para la comparaciéon de medias, con 7
tratamientos y 5 repeticiones cada uno a un nivel de significaciéon de 0.05.

Cuadro N° 07. Tratamientos in vitro utilizados para determinar la capacidad
antagoénica de los biocontroladores sobre el agente causal.

. Biocontroladores frente a N° de
Trata:;uento Sclerotium sp. En la prueba de | Caracteristicas | Clave | repeticié
) enfrentamiento a nivel in vitro n

T Trichoderma harzianum vs Biocontrolador- T.hx 5
Sclerotium sp. patégeno S.sp.

T2 Trichoderma viride vs Biocontrolador- T.vx 5
Sclerotium sp. patégeno S.sp.

T3 Trichoderma lignorum vs Biocontrolador- T.Ix 5
Sclerotium sp. patégeno S.sp.
Trichoderma harzianum vs .

T4 Trichoderma harzianum E;gggg::g::gg:’ ThxTh 5
(Testigo)

Trichoderma viride vs Biocontrolador-

5 Trichoderma viride (Testigo) biocontrolador | "VXTV| 5

T6 Trichoderma lignorum vs Biocontrolador- TIxT 5
Trichoderma lignorum (Testigo) | biocontrolador T

T7 Sclerotium sp. vs Sclerotium sp. | Patégeno- S.sp. x 5
(Testigo) patégeno S.sp.
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Cuadro N° 08. Distribucion fisica de los tratamientos a nivel in vitro utilizados
para determinar la capacidad antagénica de los biocontroladores sobre el

agente causal.

Tratamientos| T3 T4 T! T T2 T6 15
Repetsitns) & ) | () | &) | &9 | ()| &9 | O
Repetisin3| @ ) | () | &) | @ e | O
| Repeticiont| & ) | () | @) T @ a9 | (O
Repeticién4| = ) ’/ ' @) fE '& ol s9 | O
Repeticion2) & ) | () | 6) | ae | () [ | ()

Dénde:

T1: Trichoderma harzianum vs Sclerotium sp.

T2: Trichoderma viride vs Sclerotium sp.

T3: Trichoderma lignorum vs Sclerotium sp.

T4: Trichoderma harzianum vs Trichoderma harzianum (testigo)
T5: Trichoderma viride vs Trichoderma viride (testigo)

T6: Trichoderma lignorum vs Trichoderma lignorum (testigo)
T7: Sclerotium sp. vs Sclerotium sp. (testigo)
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3.3.2. Fase de Invernadero

En esta fase se probaron los fungicidas y dosis seleccionados en la fase in
vitro con la finalidad de evaluar su efecto de control del agente causal pudricién
seca del frijol.

3.3.2.1 Determinacién del porcentaje de control de los biocontroladores (T.
harzianum, T. viride y T. lignorum) y fungicidas sobre Sclerotium sp. en
condiciones de invernadero.

a. Evaluaciép.

En esta fase de invernadero se probaron los biocontroladores (T. harzianum,
T. viride y T. lignorum) y fungicidas (Difeconazole, Tebuconazole y Prochloraz).
Bayer (2009), indica seleccionar la dosis baja porque las dosis media y alta
presentaron el mismo efecto de control que la dosis baja. El procedimiento se
describe a continuacion:

1.-Propagaciéon en placas petri de biocontroladores (T. harzianum, T. viride, T.
lignorum) y agente causal (Sclerotium sp.), fueron propagados en 30 placas petri
estériles conteniendo medio PDA e incubados a 28°C por siete dias para que
llenen el total de la placas y de esta manera obtener el mayor nimero de rodajas
para la siembra en cada una de las macetas segtn los tratamientos dispuestos.

2.-La siembra de cada uno de los biocontroladores, del agente causal y del testigo
se realiz6 en macetas de acuerdo a los tratamientos conteniendo suelo estéril (se

desinfecto al vapor durante 2 horas).
3.- Las macetas de 1 kilo de capacidad luego de ser de desinfectadas en una

solucion de hipoclorito de sodio al 2% fueron llenadas con el suelo estéril;
posteriormente y de acuerdo a los tratamientos se colocaron en forma homogénea
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y con ayuda de una pinza estéril las 15 rodajas de agar con micelio y esporas de
cada biocontrolador y del patdgeno segtin los tratamientos.

4.- Una vez que se incorpordé cada uno de los biocontroladores y el patégeno se
mezclé homogéneamente el contenido del suelo estéril en la maceta y se procedié
a sembrar 4 semillas de frijol tratadas con los fungicidas y fueron colocados en
forma equidistante y a 1cm de profundidad. Por cada tratamiento se dispuso un
total de 10 macetas.

5.- Se utiliz6 50 semillas de frijol para cada fungicida (Difenoconazole,
Tebuconazole y Procloraz), los cuales se remojaron en una concentraciéon de 0.1%
para ser sembradas y posteriormente los tratamientos solo con estos fungicidas
fueron regados.

6.- Una vez tratadas las semillas incluyendo las del testigo, se sembraron en las
macetas ubicadas en invernadero, las macetas sembradas fueron regadas
diariamente. La primera observacion se realizé a los 15 dias de la siembra,
anotando el porcentaje de plantas muertas y si habia plantas afectadas por S.
rolfsii. '

7.- Finalmente porciones de tejido afectadas por S. roffsii fueron sembrados en
medio PDAO con la finalidad de reaislar al patégeno y comparar su
presencia en dichos tejidos con las muestras y la identificacion que se realizé en la
Clinica de Diagnosis de la UNALM.

b. Diseiio estadistico

El disefio estadistico utilizado en el ensayo experimental es un Disefio
Completamente al Azar (DCA) y la Prueba de Tukey para la comparacion de
medias, con 14 tratamientos y 10 repeticiones cada uno a un nivel de significacion
de 0.05. Para esta fase se registr6 un nimero de plantas vivas que fueron
transformados por la formula Vx para su analisis estadistico.
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Cuadro N° 09. Tratamientos de los biocontroladores (T. harzianum, T. viride y
T. lignorum) y fungicidas sobre Sclerotium sp en condiciones de invernadero.

Tratamiento | Clave Prueba de control de fungicidas y N°
biocontroladores repeticiones

T1 Ssp Sclerotium s.p (testigo) 10
T2 TA Testigo absoluto 10
T3 Th Trichoderma harzianum (testigo) 10
T4 Tv Trichoderma viride (testigo) 10
T5 Tl Trichoderma lignorum (testigo) 10
T6 Di Difenoconazole (testigo) 10
T7 Te Tebuconazole (testigo) 10
T8 Pro Prochloraz (testigo) 10
T9 Pro+S.sp | Prochloraz + Sclerotium sp. 10
T10 Te+S.sp. | Tebuconazole + Sclerotium sp. 10
T11 Di+S.sp. |Difenoconazole + Sclerotium sp. 10
T12 Th+S.sp. | Trichoderma harzianum + Sclerotium sp. 10
T13 Tv+S.s.p | Trichoderma viride + Sclerotium sp. 10
T14 THS.sp. | Trichoderma lignorum + Sclerotium sp. 10
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Cuadro N° 10. Distribucion fisica de los biocontroladores (T. harzianum, T.
viride y T. lignorum) y fungicidas sobre Sclerotium sp. en condiciones de

invernadero.

Tratamientos.
MIB|G|CI|F|I |JIL|E|D|HI|LL{AIK
X | X | % | % | X 1% [ %X | X |X | % |H|X| X
X | X | X | X | X|X[|X|X |[X|X |X |X|%X|X
x | x [ x|x [x|x|x|[x|x|x|x|x|x|x
X [X | X | X [X|X|X|X|X|X | X | X|X|X
X [ X | % | % |X|X | X|X | X|X |X |X|X|X
x| x [ x % [x|x x| x|x|x | x|x|{x| x
X [ X | X |x | X |X|X|X |[X|X|%X |X|X|X
\ J

¥
X: plantas a evaluar por maceta
Doénde:

A = Te x Sr= semillas de frijol remojadas con tebuconazole + Sclerotium sp.

B = T.h= semillas de frijol + micelio de T. harzianum

C = T.I= semillas de frijol + micelio de T. lignorum

D = Te= semillas de frijol remojadas con fungicida tebuconazole

E = Di= semilias de frijol remojadas con fungicida difenoconazole.

F = Th x Sr= semillas de frijol+ micelio de T. harziahum + micelio de Sclerotium sp.
G = T.v=semillas de frijol + micelio de T. viride

H = Pro= semillas de frijol remojadas con fungicida procloraz.

| = Tv x S.sp.= semillas de frijol+ micelio de T. viride + micelio de Sclerotium sp.

J = Tl x S.sp.= semillas de frijol+ micelio de T. lignorum + micelio de Sclerotium sp.

K = Pro x S.sp.= semillas de frijol remojadas con fungicida procloraz + Sclerotium
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L = S.sp.= semillas de frijol + micelio de Sclerotium sp.
LL = Di x S.sp.= semilla de frijol remojada con difenoconazole + Sclerotium sp.
M = T.A= semillas de frijol
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Resultados

4.1.1. Aislamiento, purificacién y mantenimiento del agente causal de la
pudricion seca del frijol.

» Aislamiento
Los aislamientos de Sclerotium sp. obtenidos de las plantas enfermas de
frijol y de suelo infestado presentaron caracteristicas similares.

Los esclerotes se caracterizaron por su forma redonda, color pardo a café y
con un tamafio de 1 a 2 mm. Los esclerotes cultivados en medio PDA estéril e
incubados a 28°C iniciaron la germinacion a las 24 horas, el micelio desarrollé
radialmente sobre el medio de cultivo y al quinto dia cubrié toda la superficie de la
placa y comenzaron a formarse los primeros esclerotes de tamafio muy pequefios
de color blanco y a partir del noveno dia se observé los esclerotes maduros de
mayor tamarfio y de color marrén oscuro. Se comprob6 que la temperatura éptima
de Sclerotium sp. fue de 28°C por el rapido desarrolio que tuvo.

> Identificacion
Los resultados de identificacion fueron obtenidos en la Clinica de Diagnosis
de Fitopatologia y Nematologia de la Universidad Agraria la Molina dan como
resultado la presencia del hongo Sclerotium sp. Anexo N° 01.

> Prueba de patogenicidad
La prueba de patogenicidad confirmé que al inocular Sclerofium sp.
obtenidas de las plantas enfermas y de los esclerotes a las plantas sanas de frijol
se produjé la misma sintomatologia, observandose hundimientos en la base de los
hipocétilos de las plantas, marchitamiento y crecimiento de micelio y al pasar unos
dias se observo los esclerotes, lo que confirma que se trata de Sclerotium sp.

-71 -



La propagacion de cada uno de los biocontroladores en medio PDA a 28°C
presentd un rapido crecimiento radial del micelio, las colonias hialinas se iban
tornando de verde claro a uno mas intenso para el caso de T. harzianum y T.
lignorum en formas concéntricas bien definidas; y para el caso de T. viride las
colonias hialinas se iban tornando verde-amarillento con formas concéntricas. Los
biocontroladores llenaron la placa petri totalmente a los 4 dias de la siembra,
fueron facilmente cultivados.

4.1.2. Prueba in vitro de fungicidas para el control de Sclerotium sp.

Los resultados del analisis de variancia (Cuadro 12) indican diferencias
estadisticamente significativas entre los promedios de los tratamientos, fungicidas,
dosis e interaccion a un nivel de confianza de 0.05. Se tuvo un coeficiente de
variabilidad es de 8.29 %, debido a que se trabaj6é bajo condiciones controladas

(asepsia) y un promedio de 21.73.

Las placas de los diferentes tratamientos con fungicidas se mantuvieron por
dos semanas mas, a fin de observar si se producia desarrollo micelial de
Sclerotium sp. para verificar el periodo de residualidad del fungicida.

Los fungicidas Propineb, Mancozeb y el biofungicida Propéleo, por su poca

efectividad para la inhibicion del desarrollo de Sclerotium sp. a nivel in vitro, sera

descartado para las pruebas posteriores.
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Cuadro N° 11. Cuadro ordenado de resultados del desarrollo micelial de

Sclerotium sp. con diferentes fungicidas a nivel in vitro
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Cuadro N° 12. Analisis de variancia del desarrollo micelial promedio de

Sclerotium sp. con diferentes fungicidas a nivel in vitro.

Fuente de F tedrico
G.L. S.C. C.M. F calculado Sig.
variacion 5%
Tratamiento 20 | 104251.6583 | 5212.5829 1605.34 1.7 *
Fungicidas 6 103971.825 | 17328.638 5336.78 2.21 *
Dosis 2 93.7476 46.8738 14.44 3.1 *
Fungicidas*dosis | 12 186.0857 15.5071 4.78 1.87 *
Error 84 272.75 3.247
Total 104 | 104524.4083
CV (%) 8.29
Promedio 21.73

En el Cuadro 13 y Figura 05, se observan los resultados de la prueba de

Tukey de la prueba del alimento envenenado donde los fungicidas utilizados como:

Tebuconazole (triazoles) (T4),

Difenoconazole (triazoles) (T5) y Procloraz

(imidazoles) (T6) inhibieron completamente el desarrollo micelial de Sclerotium sp.
Pero los fungicidas: Propineb (T2) y Mancozeb (T3) no inhibieron el crecimiento de
Sclerotium sp. (no son recomendable para estos patégenos) porque al tercer dia

-73 -




empez6 a crecer el micelio. El biofungicida Propéleo tampoco inhibié el
crecimiento, este crecié desde el segundo dia de realizada la siembra de
Sclerotium sp. Se observé un réapido desarrollo radial del tratamiento Testigo (T1),
al sexto dia el micelio habia cubierto toda la superficie de la placa a diferencia de
los otros tratamientos.

Cuadro N° 13. Prueba de Tukey (0.05) para el desarrollo micelial de
Sclerotium sp. en medio envenenado con diferentes fungicidas.

Desarrollo
Tratamiento Ingrediente activo Fungicida | micelial promedio | Significacion
(mm)
T4 TEBUCONAZOLE FOLICUR 0 a
T5 DIFENOCONAZOLE |SCORE 0 a
T6 PROCHLORAZ SPORTAK 0 a
T2 PROPINEB ANTRACOL 5.78
T3 MANCOZEB DITHANE 7.25
T7 PROPOLEO PROPOLEO 54.1 c
™ TESTIGO 85 d
90.00 85.00
2 gooo
o
a 7000
|5X)
% = 60.00 54.10
£ £ s0.00
§ & 40.00
=] § 30.00
= 8 o
g ‘§ 10 22 5.78 7.25
O ' 0.00 0.00 0.00 v
2 o000 —m [
=L <, <q A <5 e} (@] O
i §§V Q#j' Sl é§§‘ ¢§? €§& ,<§©
& X Koy & & < S
S S < N <
&8 & ?
Q\

Figura N° 05. Desarrollo micelial promedio de Sclerofium sp. (mm) en los diferentes

fungicidas
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En el Cuadro 14 se observa la prueba de comparacion Tukey para el
desarrollo micelial promedio de Sclerotium sp. para los tratamientos con diferentes
dosis; donde la mejor dosis que logré inhibir completamente el desarrollo de
Sclerotium sp., es la dosis alta (D3), seguido de las dosis media (D2) y dosis baja
(D1). Es una interaccién de dosis de fungicidas.

Cuadro N° 14. Prueba de Tukey (0.05) para el desarrollo micelial promedio de
Sclerotium sp. en tratamientos con diferentes dosis.

] . Desarrollo micelial
Tratamientos Dosis Significacion
promedio (mm)
D3 Alta(4,5 g) 20.58 a
D2 Media (2,5 g) 21.71 b
D1 Baja (0.5 g) 22.90 c

En el Cuadro 12, se observé la interaccion entre fungicidas y dosis la cual
fue significativa, esto indica que se debe realizar un ANVA de efectos simples. Por
tanto en el Cuadro 15, se observa que los fungicidas Mancozeb (T3), Propineb (T2)
y el biofungicida Propéleo (T7) estadisticamente son “significativos”, esto nos
indica que a una dosis baja, media y alta la inhibicién del desarrollo de Sclerotium
sp. es diferente; es decir tuvo diferente desarrollo micelial tanto a dosis aita,
media y baja. Mientras los fungicidas Tebuconazole (T4), Difenoconazole (T5) y
Prochloraz (T6) estadisticamente son “no significativos”; quiere decir que el
desarrollio de Sclerotium sp. es inhibido completamente por estos fungicidas, tanto
a dosis baja, media y alta.

Por lo tanto las diferentes dosis de estos fungicidas en estudio inhibieron
completamente el desarrollo de Sclerotium sp. Por ello de acuerdo a estos
resultados se seleccionaron para las pruebas posteriores los tratamientos con
dosis bajas de los fungicidas Tebuconazole (T4), Difenoconazole (T5) y Prochloraz
(T6) porque al igual que las dosis altas controlan a Sclerotium sp.
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Cuadro N° 15. Anadlisis de variancia del desarrollo micelial promedio por

efectos de la interaccion (fungicidas x dosis) a nivel in vitro

F. F. i
FUENTE DE VARIACION |G.L.| S.C. C.M. Sig
CALCULADO | TEORICO | 5%
Tebuconazole en dosis | 2 0.0000 0.0000 0.0000 3.1 n.s.
Mancozeb en dosis 94.375 47.1875 14.53 3.1 *
Difenoconazole en
. 2 0.0000 0.0000 0.0000 3.11 n.s.
dosis
Testigo en dosis 2 0.0000 0.0000 0.0000 3.1 n.s.
Propineb en dosis 2 |14.658333| 7.329167 12.26 3.1 *
Propoleo en dosis 2 0.0000 0.0000 0.0000 3.1 *
Procloraz en dosis 2 0.0000 0.0000 0.0000 3.1 n.s.
Dosis baja en
. 6 35332 5888.6 1813.54 2.21 *
fungicidas
Dosis media en
. 6 34961 |5826.84048 1794.52 2.21 *
fungicida
Dosis aita en fungicidas | 6 33865 |5644.20714 1738.27 2.21 *
Error 84 | 27275 3.247

4.1.3. Determinacion del porcentaje de antagonismo de los biocontroladores
(T. harzianum, T. viride y T. lignorum) frente a Sclerotium sp. a nivel in Vitro.

Los resultados correspondientes a esta prueba se observan en el Cuadro 16
donde a los 12 dias de la incubacién de los enfrentamientos, los biocontroladores
T. viride (T2), T. lignorum (T3) y T. harzianum (T1) alcanzaron un 18, 13.7y 6.1 %
de control sobre Sclerotium sp. El andlisis de variancia (Cuadro 17), indica
diferencias significativas entre promedios para la inhibicion micelial a un nivel de
confianza de 0.05 con un coeficiente de variacion de 2.8; es por ello que se

realizara la prueba de Tukey (Cuadro 19).
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Cuadro 16. Crecimiento del desarrollo micelial de Sclerotium sp. en
presencia de los biocontroladores (T. viride, T. lignorum y T. harzianum) a

nivel in vitro.

Crecimiento del desarrollo micelial de Sclerotium sp. en presencia de los
biocontroladores T.viride, T lignorum y T. harzianum

R Testigos (mm) creclmlentso. :‘l,cellal (mm)

ThxTh. | TvxTwv | TIxTd (SrxS.r| T.h Tv Tl
T4 T5 T6 17 ™ T2 T3

1 43 42 41 42 39.98 35.99 38.01

2 44 42 43 43 39.00 34.01 35.99

3 42 44 43 43 40.98 35.99 35.00

4 40 42 41 41 38.99 33.01 36.00

5 43 43 43 42 39.02 34.02 37.00

PROM. 424 42.6 42.2 42,2 39.60 34.60 36.40

Cuadro N° 17. Porcentaje de crecimiento del desarrollo micelial de
Sclerotium sp. en presencia de T. harzianum, T. viride y T. lignorum a nivel in

vitro.

Porcentaje de crecimiento del desarrollo de Sclerotium sp. en presencia de los

biocontroladores (T. harzianum, T. viride y T. ligrorum)

% de crecimiento micelial
Testigos (mm)
REP S.r

ThxTh. | TvxTwv | TIxTd | SarxS.r| T.h Tv - Tl

T4 T5 T6 T7 T1 T2 T3

1 43 42 41 42 4.8 14.3 9.5
2 44 42 43 43 9.3 20.9 16.3
3 42 44 43 43 4.7 16.3 18.6
4 40 42 41 41 4.9 19.5 12.2
5 43 43 43 42 7.1 19 11.9
PROM. 42.4 42.6 42.2 42.2 6.1 18 13.7
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Asi mismo en el Cuadro 17 se observa, la inhibicion de Sclerotium sp.
enfrentados a los biocontroladores: T. viride, T. lignorum'y T. harzianum lograrén
una inhibicién de 34.6, 36.4 y 39.6 mm con respecto al Testigo (T7) con 42.2 mm
de desarrollo micelial alcanzado por Sclerotium sp. Esto demuestra la capacidad
antagonista de los diferentes biocontroladores sobre Sclerotium sp., porque afecté
el desarrollo micelial y la formacion de esclerotes en forma significativa aunque no
lo impidié totalmente, pero tampoco lo dejo avanzar, lo rodeo y al pasar los dias
los biocontroladores: T. viride y T. lignorum invadieron y crecieron encima de
Sclerotium sp. y posteriormente colonizaron toda la superficie de la placa,
mientras T. harzianum fue lento al invadir y crecer sobre Sclerotium sp.

La mayoria de las especie de Trichoderma presentaron zona de
interseccion visible con las hifas del patégeno Sclerotium sp. y entre mayor es el
area de contacto y/o sobrecrecimiento, mayor es la agresividad por parte del
hongo antagénico.

Cuadro N° 18. Analisis de variancia de la inhibicion del desarrollo micelial
de Sclerotium sp. en presencia de los biocontroladores T. viride, T.
lignorumy T. harzianum.

FUENTE DE F F Sig.
G.L. S.C. C.M.
VARIACION CALCULADO | TEORICO| 5%
Tratamiento 6 3224 |53.733 42.26 245 *
Error 28 35.6 1.271
Total 34 358
CV (%) 2.81
Promedio 40

Realizando la prueba de comparacion de Tukey en el parametro inhibicion
del desarrollo micelial, se observa el Cuadro 19 y Figura 06, que T. viride y
T. lignorum presentaron mayor porcentaje de antagonismo frente a Sclerotium sp.
Por lo tanto se recomienda usar una de estas dos cepas.
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Cuadro 19. Prueba Tukey del desarrollo micelial de Sclerotium sp. en

presencia de los biocontroladores T. viride, T. lignorumy T. harzianum.

Desarrollo micelial
Tratamientos Significacion
promedio (mm)
Tvx S. sp. 34.60 a
Th x S. sp. 36.40 a
TIx S. sp. 39.60 b
S.sp. x S. sp. 42.20 c
ThxTh 42.40 c
TIxTI 42.20 c
TvxTv 42.60 c

20 -
18 18 %
16
14
12

10

6.1%

% DE INHIBICION

QO KN kO 0

TusTv ThxTh TixTI S.5p % S.5p ThxS.5p TixS.sp TvxS.ap
1 2 3 4 5 3] 7

TRATAMIENTOS

Figura N° 06. Inhibicion del desarrollo micelial promedio (mm) de Sclerotium sp. en

presencia de T. viride, T. lignorumy T. harzianum.
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4.1.4. Determinacién del porcentaje de control de los biocontroladores (T.
harzianum, T. viride y T. lignorum) y fungicidas sobre el agente causal de la
pudricién seca del frijol en condiciones de invernadero

En el Cuadro 20 se observan los resultados de los tratamientos llevados a
la transformacién Vx para hallar el porcentaje de control de los biocontroladores: T.
harzianum, T. viride y T. lignorum y fungicidas sobre Sclerotium rolfsii. E| analisis
de variancia (Cuadro 18) indica diferencias significativas entre los tratamientos, es
por ello que se realizara la prueba de comparacion Tukey a un nivel de
significancia de 0.05.

En el Cuadro 20 y Figura 07, se observa que a los 15 dias de la evaluacion
el tratamiento con fungicida Difenoconazole (T6) y los biocontroladores T. viride
(T4), T. lignorum (T5) son estadisticamente iguales con un 98% de plantas sanas
por maceta. Seguido del testigo absoluto (T2), el biocontrolador T. harzianum (T3),
y los fungicidas Tebuconazole (T7), Procloraz (T8) que son estadisticamente
iguales con 95% de plantas sanas, para estos tratamientos se observé que las
semillas que no germinaron fueron porque estaban podridas. A todos estos
tratamientos se les considero testigos.

El tratamiento del biocontrolador T. viride + Sclerotium sp. (T13) con 63%
de plantas sanas y el tratamiento con fungicida Difenoconazole + Sclerotium sp.
(T11) con 61% de plantas sanas, fueron diferentes a los demas tratamientos y los
mejores en cuanto a la inhibicién del desarrollo micelial de Sclerotium sp.

Asi mismo los tratamientos con fungicidas Tebuconazole + Sclerotium sp.
(T10) y Procloraz + Sclerotium sp. (T9) son significativamente iguales con 58 y
53% de plantas sanas por maceta. Y los tratamientos con biocontroladores T.
lignorum + Sclerotium sp. (T14) y T. harzianum + Sclerotium sp. (T12) son
estadisticamente iguales, pero en algunas macetas con T. harzianum se observo
un poco desarrollo micelial en las plantas con sintomas de marchitamiento con
tan solo 51 y 48% de las plantas sanas, respecto a los testigos solos sea de los
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biocontroladores o fungicidas que obtuvieron un 98 y 95% de las plantas sanas.

Esto confirma que las diferentes especies de Trichodermas spp. no matan a las

plantas y son hongos antagonistas de este patégeno. Asi mismo, el tratamiento

Testigo (T1) al cuarto dia se observé mayor desarrollo de micelio, necrosis en las

semillas y la aparicion de esclerotes en la parte superficial.

Cuadro N° 20. Nimero de plantas de frijol sanas por maceta transformadas a Vx

en el control de Sclerotium sp. por medio de los biocontroladores T. viride, T.

harzianum, T. lignorum y los fungicidas Difenoconazole, Tebuconazole y

Procloraz a nivel de invernadero.

N° DE PLANTAS GERMINADAS POR MACETA

T2 | T3 | Ta | 15| T3 |T14 | T12 |T1| T6 | T7 | T8 [T11| T10 | T9

Repeticion| TA |T.h.|Tv. | TL Tg’r" T;rx Tg‘rx s.r| Di | Te |Pro %‘:‘ Tg'r x| Prox
1 2 2 | 2 1 2| 2 |17 1711 ]| 2 2 [17(17] 17 | 14

2 2 2 | 2 [17] 17 |16 |14 0| 2 |17 2 |14 14 | 14

3 2 2 | 2 | 2 | 14 |17 |17 [12[17] 2 | 2 [16] 14 | 1

4 17 |17 2 | 2 | 17 [1a]1al0| 2 2 |2 1] 17 | 14

5 17 | 2 |17 2 | 17 [17] 1 1| 2| 2 |2 [14] 17 | 17

6 2 2 1 2| 2 ] 17 |14 170 2| 2 2 14] 14 | 14

7 2 2 | 2 | 2| 14 |17 1 1] 22 |2 14| 0 | 14

8 2 2 1 2 1 2114 | 1 1711 ] 2 172 [17] 14 | 17

9 2 2 | 2 | 2| 14 |17 14|14l 2 |2 |2 1] 14| o
10 2 [17] 2121 1 14171 2 2 [17]14] 14 | 14
Promedio | 19 |19 | 2 | 2 | 16 | 15 | 15 (08| 2 | 19 |19 |14 14 | 1.3

Para inocular los Trichoderma tengo que incrementar el inoculo lo hago

atravez de trigo pre cocido previamente lavado pre cocido luego se orea se

embolsa se cierra con algodén y una liga luego se autoclava a 121 C como tengo

placas Petri con Trichoderma saco en rodajitas y lo siembro en el trigo entonces

empieza a desarrollar el hongo a cada maceta voy a echarle 5 gr de Trichoderma

o patdégeno y en caso de los fungicidas desinfestar la semillas con los

tratamientos antes de la siembra.
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Cuadro N° 21. Andlisis de variancia para el nimero de plantas de frijol sanas por
macetas, previa transformacion a Vx.

Fuente de F F Sig.
variacion G.L S.C. C.M. Calculado | Teérico 5‘%
Tratamiento | 13 | 14.9554286 | 1.8429011 24.46 1.81 *
Error 126 |10.0900000010.07534921
Total 139 | 25.0454286
CV (%) 17.09
Promedio 1.65

Cuadro N° 22. Prueba Tukey para el nimero de plantas de frijol sanas por
macetas, en el control de Sclerotium sp. por medio de los biocontroladores T.
viride, T. harzianum, T. lignorum y los fungicidas Difenoconazole, Tebuconazole y
Procloraz a nivel de invernadero.

N° plantas sanas % de plantas ) ..
Tratamientos Significacion
por maceta por maceta

Di 1.97 98 a

Tv 1.97 | 98 a

Tl 1.97 98 a

Ta 1.94 95 a b

Te 1.94 95 a b

Th 1.94 95 a b

Pro 1.94 95 a b
Tv x S.sp. 1.54 63 a b ¢
Di x S.sp. 1.63 61 b ¢
Te x S.sp. 1.47 58 c
Pro x S.sp. 1.40 53 c
Tl x S.sp. 1.35 51 c d
Th x S.sp. 1.28 48 c d

S.sp. 0.84 21 d
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Figura N° 07. Porcentaje de plantas vivas por macetas.

4.2. Discusiones
a.- ldentificacion

La identificacion realizada por la Clinica de Diagnosis de Fitopatologia de la
UNALM de las muestras enviadas concuerda con los sintomas descritos por
Agrios (1996). Y al realizar la prueba de patogenicidad, cumpliendo los postulados
de Koch descritos por Agrios (1996) se confirma que el agente causal de la

pudricion seca del frijol es Sclerotium sp.
b.- Fungicidas

A nivel in vitro, los fungicidas sistémicos: Tebuconazole (T4) vy
Difenoconazole (T5) y el fungicida de contacto: Procloraz (T6) inhibieron el
desarrollo del patégeno durante la prueba del alimento envenenado, lo cual indica
que son igualmente efectivos; porque impiden o inhiben el desarrollo del

patdgeno.
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Esto concuerda con Rivera (1995) y Bayer (2009) porque tienen el mismo
modo de accidon en la biosintesis de las membranas, atacando el C14-
demetilacion en la biosintesis de esteroles y de la misma manera pertenecen al
grupo de los inhibidores de la biosintesis de esteroles, por mas que sean de
grupos quimicos diferentes cumplen el mismo propdsito. Por otro lado tenemos a
los fungicidas Mancozeb (T3) y Propineb (T2) quienes redujeron significativamente
el desarrollo del patégeno, aunque no lo impidié totalmente, a diferencia de los
otros fungicidas; esto debido a que son fungicidas de contacto que tienen otro
mecanismo de accion llamado multi-sitio que actian solo en la superficie de la
planta evitando que los esporangios penetren a las células y al pasar los dias
pierden su capacidad de residualidad. Y el biofungicida Propéleo (T7) tuvo mayor
desarrollo de Sclerotium sp., Pert no tiene reportes con este biofungicida pero
Latorre (1988) menciona su actividad flingica para Alfernaria solani que es un
hongo de suelo y dio buenos resultados a nivel in vitro. Por ultimo el Testigo (T1)

tuvo un desarrollo total del patégeno.
c.- Antagonismo

A nivel in vitro, en la prueba de porcentaje de antagonismo de los diferentes
biocontroladores frente al agente causal de la pudricion seca del frijol los
resultados obtenidos fueron que T. viride presenté un area de desarrollo mayor
con un 18% de inhibicion del crecimiento del patégeno, seguido de T. lignorum
con 13.7% de inhibicion del crecimiento del patégeno, esto coincide con los
estudios realizados por Paricoto (2008) quien también menciona que T. viride
mostré un alto nivel de antagonismo hacia Sclerotium sp. con un 12.05 % de
inhibicién, seguido de T. harzianum con un 10.86 % a nivel in vitro, debido a que
estas especies de Trichoderma spp. poseen un rapido crecimiento y desarrollo, al
producir metabolitos antifangicos y diferentes enzimas hidroliticas que lo hacen
agresivos; ademas la mayoria presentan zona de interseccién con las hifas del
patogeno; es decir hacen contacto a diferentes tiempos y mientras menor sea el
tiempo de contacto, mayor es la inhibicién por parte del hongo antagoénico, esto

debido a los mecanismos de competencia por espacio y nutrientes.
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A nivel de invernadero, Sclerotium sp. afecto la germinaciéon del frijol. El
micelio cubrié la semilla y hubo formacion de esclerotes proximos y en contacto a
las semillas que impidieron la germinacion y causé la muerte de éstas. En las
plantas de frijol se observaron sintomas de amarillamiento, marchitez y muerte. Al
extraer estas plantas también se observo a nivel de cuello una lesion de color café

y en algunos casos micelio y esclerotes, lo cual concuerda con Agrios (1996).

En invernadero al trabajar sélo con fungicidas inhibidores de la biosintesis
de esteroles (ergosterol) dieron buenos resultados entre 95 y 98 % de plantas
sanas y demuestran que no afectan algiin mecanismo de la fisiologia del frijol
como indica Bayer (2011), salvo las observaciones de algunas semillas podridas
por ser sembrarlas a mucha profundidad. En cuanto a las diferentes dosis usadas
se escoge la dosis baja para evitar fitotoxicidad, asi como lo sefialan Aycock
(1966) y Beebe (1983). Asi mismo, los biocontroladores T. viride, T. lignorumy T.
harzianum al actuar solos dieron también un 98 % de las plantas sanas, lo que
indica que Trichoderma no mata a las plantas como menciona Olivos (1989).

El mayor porcentaje de plantas sanas se observé al trabajar los fungicidas
Difenoconazole, Tebuconazole y Procloraz con respecto a Sclerotium sp. fue de
61, 58 y 53 % debido al modo de accion de estos fungicidas como indica Latorre
(1988), para el caso de los biocontroladores respecto a Sclerofium sp. fue el T.
viride con 63 % de plantas sanas, seguido de T. lignorumy T. harzianum con 51y
48 % en comparacién con los testigos solos; es decir Trichoderma de una u otra
manera es un hongo antagonista del suelo, y se concuerda con Paricoto (2008)
donde, T. viride mostr6 ser mejor biocontrolador para Sclerotium sp. seguido de
la cepa de T. lignorum en condiciones de invernadero y a nivel de campo
también fue T. viride quien produjo plantas de mayor altura y con mayor cantidad
de vainas y granos en comparacion a T. lignorum, T. harzianum y al testigo. Por
otro lado, Carhuavilca (2011) indica que al trabajar con T. viride y T. harzianum
solos 0 en combinacién; el mejor resultado lo obtuvo con la combinacién de T.
viride + T. harzianum; lo que indica que al trabajar con las diferentes especies de
Trichoderma solas o en combinacién, se obtienen buenos resultados.
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V. CONCLUSIONES

> Al cumplirse los cuatro principios del postulado de Koch, el agente causal
principal identificado de las plantulas de frijol colectados de Santa Ana -
La Convencion es Sclerotium sp.

> Trichoderma viride demostr6é ser el mejor biocontrolador para Sclerotium
sp. presentando 18% de la inhibicion del crecimiento seguido de
Trichoderma lignorum  con 13.7% Yy Trichoderma harzianum con
6.1% respecto a Sclerofium sp. de aqui podemos decir que T. viride
mostro ser el mejor biocontrolador para Sclerotium sp. frente a T. lignorum
y T. harzianum.

> A nivel in vitro, los mejores fungicidas que inhibieron completamente el
crecimiento de Sclerotium sp. fueron tres: Tebuconazole, Difenoconazole y
Procloraz que controlan en sus 3 dosis baja (0.5), media (2.5), alta (4.5)
(%).

> En las pruebas a nivel de invernadero, el porcentaje de plantas vivas
de los biocontroladores y fungicidas sobre Sclerotium sp. fueron para: T.
viride x Sclerotium sp. con 63%, T. lignorum x Sclerotium sp. con 51%
y T. harzianum x Sclerotium sp. con 48% de plantas vivas por maceta.
Asimismo, para los fungicidas Tebuconazole y Procloraz con 95%,
Difenoconazole x Sclerotium sp. con 61%, Tebuconazole x Sclerotium sp.
con 58% y Procloraz x Sclerotium sp con 53% de plantas vivas por
maceta. También se observa que el tratamiento absoluto con 95% de
plantas vivas por maceta respecto del testigo con 21%, obteniendo el
mayor nimero de plantas muertas. Por ello el mejor fungicida y
biocontrolador a nivel invernadero es Difenoconazole y T. viride porque
permite disminuir el ataque de Sclerofium sp. con respecto de los otros

tratamientos.
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VI. RECOMENDACIONES

Buscar biocontroladores que controlen Sclerotium sp. en condiciones de
laboratorio y campo.

Seria conveniente seguir realizando ofros experimentos con
biocontroladores y fungicidas en otras condiciones de suelo y diferentes
épocas de afio, asi como a diferentes dosis y frecuencias de aplicacién
para poder visualizar cuales son los factores esenciales y criticos que
hacen que tengan un deficiente o excelente efecto sobre el patégeno.

Desarrollar una metodologia para realizar un control integrado de
Sclerotium sp. en base a los datos existentes y trabajos en estudio
realizados en la zona.

Probar dosis mas altas de concentracion del biofungicida Propdleo a
nivel in vitro e invernadero y asi generar mas informacion.
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ANEXOS



ANEXO 01. Resultados obtenidos de las muestras de frijol enviadas a la
Clinica de Diagnosis de Fitopatologia y Nematologia de la Universidad
Nacional Agraria la Molina.

UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

Clinica de Diagnasis de Fitopatologia y Nematologia
S, Lo Unleeesidod of/n - La Moling Apdo, 856 L. 12
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ANEXO 02. Datos y caracteristicas climaticas del Lugar del Experimento

Cuadro N° 2.1. Datos climaticos durante el Experimento

ESTACION QUILLABAMBA

latd  12°5120°°  Regién CUSCO ) )

Longitud ~ 72°41"30” _ Provincia LACONVENCION i

Altitud 990.00 msnm Distrito  SANTAANA

A0 - 2013 )

MES ENE | FEB | MAR | ABR | MAY | JUN | JUL | AGO | SEP | OCT | NOV | DIC
PRECIPTACION MAXMAEN {mm) 220 300) 2180| 2100| 1840] 660 38| 1450| 1400| 1920| 28%0| 2000
TEMPERATURAMEDIAMENSUALEN(’C]  2520(  2390| 2380 2420| 2460 2400 2270| 2430 2370 2540  2510] 2440
HUVEDAD RELATVAEN (%) 7600| 7600| 7500 7400| 7700 7800 8400 8000 7900) 7800 8100 8000
FUENTE SENAVH| QUILLABAMBA . ’ .

90,00
80,00 H\‘_\A/‘—-"’{ /‘\‘-\t\(lk&-‘w
70,00
60,00
50,00
—<¢— PRECIPITACION (mm)
40,00 —O—TEMPERATURA (°C)

—&— HUMEDAD RELATIVA (%)

30,00

20,00

10,00

0,00 T T T T T r T T r - T T
ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC
MESES - 2013

Figura N° 2.1. Caracteristicas climaticas durante el Experimento
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CLAVE DE TRATAMIENTOS

Di = Difeconazole

T.v =T. viride

T.1 =T. lignorum

T.a = Testigo absoluto

Te. = Tebuconazole

T.h = T.harzianum

Pro.= Prochloraz
T.v. x S.sp = T.viride x sclerotium sp.

Di. x S.sp. = Difeconazole x Sclerotium sp.
Te. x S.sp. = Tebuconazole x Sclerofium sp.
Pro.x 8.sp. = Prochloraz x Sclerotium sp.
T.I. x S.sp. =T. lignorum x Sclerotium sp.
T.h x §,sp. = T.harzianum x Sclerotium sp.

S.sp .= Sclerotium sp.
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FICHAS TECNICAS DE FUNGICIDAS

(/(/l Dow AgroSciences

Dithane’ 60 oF

Fungicida Agricola | Suspension Concentrada en Aceite OF

COMPOSICION GARANTIZADA: C
INGREDIENTE ACTIVO: -

IMANGCOZEB: .....ccooitiiiriecetiinsace e ieres st s et aaa st e e taseetaaamsaasbanesebesseesss o ssensbmssararasssesnsesn 600 gi
Producto de coordinacion del idn zinc y el etilenbisditiocarbamato de manganeso

de formulacidn a 20°C.

INGREDIENTES ADITIVOS: ...ttt e e e nasseene c.s.p. 1 litro

Registro de Venta ICA No. 3252

= " Titular del Registro: Dow AgroSciences de Colombia S.A. oL G

& St e
J
FABRIéADO POR: ( :
Dow A roSciences de Colombla S.A.
T’%nsvcrsai 18-No.96-41 Piso 7°. . I
Bogota (081) 219 6000/ ’ {
_Soledad - Allantico (095§ 375 93000 & Ve

e
e

,f/ ’ (") Marca Registrada de Dow AgroSciences LLC

CATEGOR?A TOXIGOLOGICA 1l - MEDIANAMENTE 'romco
' CUIDADO
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INSTRUCCIONES DE USO Y MANEJO
“CONSULTE CON UN INGENIERO AGRONOMO”

BANANO:

Dithane® 60 OF formulado. como suspensidn concentrada diluible en aceite, se recomienda para el
control de Sigatoka Negra, causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis var difformis en el cultivo
de banano. Se puede aplicar sdlo 0 en mezcla con un fungicida sistémico, en aceite agricola, cuando
sea necesario por incremento de presion de la enfermedad, debido a condiciones climaticas favorables
{(época de lluvias).

RECOMENDACIONES PARA LA PREPARACION DE LA MEZCLA CON Dithane* 60 OF:
Agite muy bien el producto en su envase antes de realizar la mezcla. Aseglrese de medir bien la dosis
a utilizar.

1. EMULSION: -
Siga estrictamente el siguiente orden en la preparacion de la-mezcla: &E‘“ !
A. Acelte e
B. Emulsificante: 1.5% del volumen del aceite. Agitacion durante 2 minutos. O

C. Dithane* 60 OF, mezclar suavemente hasla homogenizar durante 2 minutos,
D. Hacer la emulsion con el 25% del agua. Agite la mezcla por 2 minutos.
E. Adicionar el resto del agua. Agite la mezcla hasta tener homogenizacion total.

2. SUSPENSION:
Se prepara en el siguiente orden:
A. Aceite
B. Dithane* 60 OF. Agite hasta homogenizar.
A la cantidad requerida del-Dithane* 60 OF se le adiciona el aceite a utilizar agitdndose durante dos
(2) minutos. Si se usa un sistémico, adicionarlo a la primera mezcla y agitarta nuevamente durante
quince (15) minutos.

3. MEZCLA PARA PAPAY TOMATE DE ARBOL:
Siga estrictamente ‘el siguienté orden en la preparacian de la mezcla:
A Lle( e Lin cuarto de caneca con agua.

NOTA AGITACICN PROLONGADAY DE ALTA” VELOCIDAD PUEDE PERJUDICAR LAESTABILIDAD
_FISICA Y ACCION BIOLOGICA DEL PRODUGwTO +
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$ po_rtaké450 CE

Formulacion : Concanirado Emulsionable (EC).

Modo de Accién : Fungicida sistémico con efecto proventivo, curativo y arradicativo.
Mecanisimo de Accién : Inhibidor de la biostnlesis del ergesteral.

Toxicidad : Ligeramenie Peligroso.

Grupo Quimico : Imidazoles

PRINCIPALES CARACTERISTICAS

Fungicida de. amplio especlra, con aplicaciones para desinfeccion de semillas, coronas, bulbos, tubércules, esquejes y otros
érganos de propagscion. Controla eficientemsnte Fusardum en espdrrago y claveles, Alternaria en tomate y papa. Se
recomlends su uso para el tratamienio post coseche en mango.

Indicaciones de Uso

Mozclar 1a cantidad del fungicida recomendada en Indicaciones para el médico: Observar el
ta mitad de agua, agltar fuertemante, luego agregar sistema respiralorio. Si ha Ingerida. so debe
fa canlidad de agua faltante hasla lograr una practicar lavado estomacal. Seguir Llrataricnlo
mezcla uniforme. sintorndtico

Es compatible con | mayoria de producios quimices
de uso agricofa, sin embarga as conveniente hacer
una mezcla  previa para conoborar ia
compalibitidad entre ambos produclos. No se
recomienda mezclarlo con productos de fuerte
reaccién alcalina.

So puede usar en tratamienlo de érganos de de
propagacién, aplicaciones follares y en posl
cosecha.

Primeros Auxilios

En caso de intoxicacién llame al medico
inmedialamente o llove al paciente al medico Yy
muostrele 1a etiqueta.

Quilar la ropa y lavar las pates del cuerpoe
contaminadas con agua y Jabdn. Mantenar al
pacienie en reposo. Si ol producto ha caldo a los
ojos, enjuagarlos con un chorre suave do agua
pura duranio 10 a 15 minuios.

o] ]
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Sportak® 450 CE

Prochioraz 450 glitro

Recomendaciones de Uso

ENFERMEDAD Dosls " UAC™ | LMR™
CULTIVOS NONBRE COMUN AGENTE CAUSAL mifeil {elas) | (epm)
Mango Antracrosis Collsiotricnum gloespooides 70-150 - nd 2
Papaya \ancha foliar Cevrcospora spp. 70 - 150 - od {
Erijcl Roya Uramyces phaseol 70 - 150 - n/d -
Tomate Anernariosis Atternaria solani 70-150 - nd -
Clavel Cladosporium Cladasporium echinuatum 100 - 200 - nfd -
Espérrago Fusarium Fusarium spp. 100 - 200 - n'd -
Gladiclo Fusarium Fusarium spp. 100 - 200 - g -
Rosa Mildiv povozo Sphigerotheca paanasa 150 - 200 - nid -
Psito Lasiodiploda Laslodiplodia theobromsse - 0.1 nid 5
*UAC=Unima aplicacion aries dela cosecha (dlas
**LMR=LImite Maximo de Resxiuos (ppm)
TRATAMIENTO POST-COSECHA

Penicidum spp

Alernaria spp N
tAango Complejo de rongos de | Aspergitusspp 560 - 100 mir100 o 2

putricion en post-cosecha Rhizopus spp litros da agua tiene
Botryooiplodia theobromae
Envases : Frasco x 250 ml

Numero de Registro

Frasco x 1

: 367-97-AG-SENASA
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FOLICUR ® 250 EW

Fungicida agricola

Dispersion (emulsion aceite en agua)
Reg.: RSCO-FUNG-0394-302-015-025
COMPOSICION PORCENTUAL:

Porcentaje en peso
Ingredientes activos
Tebuconazole; {(RS)-1-p-clorofenil-4,4-dimetil-3-{(1H-1,2,4-Triazol}- 1-ilmetil}-pentan-3-ol
No menos de 25.00%
(Equivalente 3 250 g de L.A./L)
Ingredientes inertes
Solvente, emulsificante y compuestos relacionados
No mds de 75.00%
Total 100.00%
PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS DE USQ: Personas menores de 18 afios no deben manejar ni aplicar el producto.

Manéjelo con equipo de proteccion completo: mascarilla, guantes y ropa protectora.

No coma, beba o fume durante su aplicacion. Después de aplicarlo, bafiese o |dvese bien con agua y jabén y cambiese de
ropa.

Advertencias sobre riesgos: Folicur® 250 EW es un producto ligeramente toxico para humanos y animales.
Evite la ingestion e inhalacién vy el contacto con piel y/u ojos.

Guardelo bajo llave, No se transporte ni almacene junto.a productos alimenticios, ropa o forrajes. Manténgase fuera del
alcance de los nifios y animales domésticos.

No almacenar en casas habitacion. No deben exponerse ni manejar este producto Ias mujeres embarazadas, en lactacién
ni personas menores de 18 anios. No se reutilice el envase, destriyase,

ALTO, LEA LA ETIQUETA ANTES DE USAR EL PRODUCTO

METODO PARA PREPARAR Y APLICAR EL PRODUCTO: Para abrir e} envase utifice la tapa, colocandola de forma invertida
sobre el recipiente y girandola para que la pestafia corte el sello de sequridad. Caiibrar el equipo de aplicacién.
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CONTRAINDICACIONES: No debe aplicarse sin el equipo de proteccion personal adecuado.

Procure aplicar por la mafiana, cuando las temperaturas sean bajas. No aplicar con temperaturas arriba de los 35°C ni con
vientos mayores a 15 km/h.

FITOTOXICIDAD:
Folicur® 250 EW.no es fitotdxico a las dosis y en los cultivos recomendados en la etiqueta.

INCOMPATIBILIDAD: Sélo deberd mezclarse con productos registrados y para la combinacién cultivo-enfermedad-ante la
autoridad competente, ’

Se recomienda realizar pruebas preliminares de compatibilidad. No mezclar con productos de fuerte reaccién alcalina.
EN CASO DE INTOXICACIC)N, LLEVE AL PACIENTE CON EL MEDICO Y MUESTRELE La ETIQUETA

PRIMERQS AUXILIOS: Si la intoxicacion fue por ingestién y la persona esta consciente, induzca el vamito Introduciendo un
dedo en la garganta.

Si fue por contacto, quite las ropas impregnadas y ldvelo; abriguelo y recuédstelo en un lugar ventilado. Si estd
inconsciente, no administre nada por (3 boca y vigile que respire sin dificultad.

RECOMENDACIONES AL MEDICO: El producto pertenece al grupo quimico de los triazoles.

Sintomas y signos de intoxicacion: No son especificos; por lo general se presentan como hiperactividad seguida de
una sedacion. ’

Tratamiento: Debe ser sintomatico. Checar tensién arterial v frecuencia cardiaca. Si aparecen signos de paralisis dar
respiracion artificial.

Aplicar medidas terapéuticas para eliminacion de la sustancia del cuerpo (lavado gdstrico, laxantes salinos). La terapia en
nifos debe supervisarla un médico.

MEDIDAS DE PROTECCION AL AMBIENTE: Durante el manejo del producto, evitese contaminar con los envases o
excedentes de la aplicacion. el aire, suelo, rios, lagos, presas o depdsitos de agua.

Aplique el procedimiento del triple lavado:al enyase vacio .y deposite ef agua de enjuague en el deposito o contenedor
donde preparé la mezcla (salve por incompatibilidad quimica o si el envase lo impide). En caso de derrames {usando equipo
de proteccion personal), recupere el material absorbiéndolo con arcilla o arena, colecte los desechos en un recipiente
hermético y envielos a un sitio autorizado para su disposicién final. Maneje el envase vacio y sus residuos conforme lo
establece la Ley General para la Prevencion y Gestién Integral de los Residuos, su reglamento o al Plan de tanejo de
Envases Vacios de Plaguicidas. El producto es toxico para peces y abejas.

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE: Transporte y almacene el producto en su envase original,
debidamente cerrado v etiquetado, en un lugar seguro, lejos del calor o fiego directo. Nunca junto con alimentos, ropa o
forrajes.

GARANTIA: Bayer de México, S.A. de C.V., divisién Bayer Cropscience, garantiza que e! contenido de ingrediente activo y
contenido neto del producto corresponden a lo indicado en la etiqueta,

Como el manejo, transporte, almacenaje, dosificacién y aplicacion del producto estdn fuera de nuestro control, Bayer de
México, S.A. de C.V., division Bayer CropScience, no se hace responsable del uso vy resultados del producto. En casc de
duda, consulte las publicaciones respectivas o al técnico de la region.

URGENCIAS: En caso de intoxicaciom por nuestros productos, llame al Servicio de Informacién Toxicolégica
{SINTOX/AMIFAC) las 24 horas del dia, Area metropolitana: 5598-6659, 5611-2634, LADA sin costo: 01-800-009-2800.

INSTRUCCIONES DE USO:

Siempre calibre el equipo de aplicacion
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USESE EXCLUSIVAMENTE EN LOS CULTIVOS Y CONTRA LAS ENFERMEDADES AQUI RECOMENDADOS

Cebada (35)

Trigo (35}

Piatano (0}

Cempasuchil tancha foliar

(0}

Sorgo para
semilla * (0)

Vid (14)

Chile

Jitomate

Cultivo [l Enfermedades ||| Dosis (Llhu)} Qbservaciones
Roya amarilla
{Puccinia 03205
stediformis)

Iancha reticulada
(Fyrenophora
teres)

05a0.7
Escaldadura de las
hojas
(Rhynchasporium
secalis)

Roya dela hoja
(Puccinia recondita
i 8¢ triici

0.4a086
Carbon parcial
(Tibletia indica}
Sigatoka negra
(Mycosphaerelia
fifiensis, var.
difformis)

04+5a6L
Sigatoka amarilla  de aceite
(hycosphaereiia  agricola +
musicola) adherente
Cladosporium
{Cladosporium
musae)
(Alternaria sp) 0.521.0
Ergot (Sphacelia
sorghi} 04208
Cenicilla de la vid 05a075

(Uncinuia necator}

Aplicar al observar los primeros sintomas o cuando 1as condiciones ambientales
sean favorables para el desarrollo de la enfermedad. Repelir 1a aplicacion en caso
de reinfeccion.

Aplicar al obsenvar los primeros sintomas o cuando las condiciones ambientales
sean favorables para el desarrollo de la enfermedad. Repetir la aplicacion en caso
de reinfaccion.

Aplicar al-obsefvar los primeros sintomas o cuando las condiciones ambientales
sean favorables para el desarrollo de {a enfermedad. Repetir la aplicacion en caso
de reinfeccion.

Aplicar al abservar los primeros sintomas durante el espigamiento-floracion ¥ en
caso de ser necesario aplicar nuevamente 10 dias después.

Realizar un maximo de & aplicaciones en un periodo de 12 meses, en bloques de
2 aplicaciones entre 14 y 21 dias, alternando con 1 0 2 aplicaciones de productos
de diferente imodo de accion.

Realizar fa primera aplicacion al inicio de la formacion de hotones. La dosis
dependera de las condicionas ambientales que favorezcan la infaccion. Es
recomendable hacer las aplicaciones en forma preventiva.

Iniciar aplicaciones al observar los primeros sintormas de la enfermedad; repetir en
caso necesario a intervalos de 7 dias. Realizar un maximo de 4 aplicaciones.

Realizar las aplicaciones cuando las condiciones ambientales sean favorables
para el desarrollo de la eniermedad. Repetir Ia aplicacion en caso de reinfeccidn.
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INGREDIENTE ACTIVO
Difenoconazol

CARACTERISTICAS

El difenoco nazol es un fungicida p erteneciente al grupo de los triazoles, efectivo
conira un amplio rango de enfermedades pertenecientes a las familias de
Ascomycetos, Basidiomycetos y De uteromycetos. No tiene actividad co ntra hongos

del orden de los peronosporales.

FORMULACION
Concentrado Emulsionable (EC): Contiene 250 gramos de ingredie  nte activo por

Litro de producto formulado

MODO DE ACCION
En relacién a la planta : Difenocon azol tiene propiedades sistémicas locales y alt a

translaminaridad.

En relacién al hongo: Difenoconazol tiene accio n protectante (preventiva), curafiva y
erradicante. Inhibe significativamente el de sarrollo del cre cimiento su beuticular d el
micelio del hongo y de esa manera previene el desarrollo de la enfermedad. Se ha
observado también en algunos hongos excelente actividad antlesporula nte luego de

tratamientos protectivos y curativos
El difenoconazol interfiere en la sintesis del ergo sterol en el hongo, por inhibicién de

demetilacién de los e sterolesde | C ™, lo cu al produce cambios morfoldgicos y

funcionales en la membrana de la célula del hongo.
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Consulte con un Ingeniero Agrénomo

: g
syngenta.

N ENFERMEDADES DOSIS
CULTIVO  "JiO1IBRE COMUN|] NOMBRE CIENTIFICO wLihs | mLi200L
Ajl paprika Oldium Leveillula taurice 250-375| 100- 150
' Altemariosis Allernaria spp. 300-375 | 200-290
Ajo Alternaria Allernaria porri 150 - 200
Alcachofa Oidium Leveillula laurica 250-375| 100-150
Apio dancha foliar Cercospora spiicola 156 - 200
Arveja Oidio Erysiphe polygoni 150 - 200
Alternaria Alternariz porri 150 - 200
Cebolla Tizén {ollar Stemphylium vesicarium 200 - 250
Clavel Raya Uromyces dignthi 200 - 300
- Col Oldium Erysiphe polygoni 150'- 200
Esparrago Raoya Putcinia asparagui 350 - 500
Frijol Roya Uromyces appendiculalus 15:0 -200
. Qidium Erysiphe polygoni 150 - 200
Marigold Allernaria Allernaria sp. 150 - 200
Manzano. Oidio Podosphaera leucotncha 80
Mango Antracnosls | Collefoldchum gloesparoides | 125
Melén Oidium’ Erysiphe cichoracearum 150 - 200
Rosa Oldium | Sphaeroteca panniosa v. rosae 200 - 300
Sandia Qidium Erysiphe cichoracearum’ 150-200
Tomate Aliernaria Alternaria solani 150 - 200
- Roya Uromyces appendiculatiis
Vainita 5 dit‘{m ErJ]//sr'p f:ep ppo Ton 150 - 200
Vid Qidium Uncinula necalor 50- 100 (1)
Zapallo Oidium Erysiphe cichoracearum 150 - 200 {2}
(1) En variedades sin pepa  (2) En variedades con pepa k

MOMENTO DE APLICACION

Preferiblemente de manera prevantiva; para

dliamente recomendable lo siguiante:

- Utllizar 1a dosis recomendada que aparece cn fa ctigueta

avitar ol dosarrolio do rosisiencia es

. Sequir una estrategia basada en la adapcién de programas de rotacién, con

aplicaclones intercatadas o en blogues, con fungicidas de difurenta mado de

accion. Siempre es recomendabie no aplicarlo mas de ires vaces consecutivas.

. A. pesar do que Score 250 EC puede ser utilizado como - curativo vo

emadicante es altamente racomendable utilizarlo de manera preventiva.

CATEGORIA TOXICOLOGICA

Moderadamente Peligroso (Calego{ia li de.ta OMMS)

REGISTRO

N 566-98-AG-SENASA
TITULAR DE REGISTRO
Syngenta Crop proteciion SA.
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TOLERANCIAS {ppm)
Espaha

Esparrago 0.02
Ajo 0.02
Cebolla 0.02
Apio 0.02*

Cal 0.02
Frijol / Vainita’ 0.02
Zapallo 0.02
Sandia 0.02
tdelén 0.02
Tomato 0.50
Vid 0.02

Doscargo do Responsabliidad.

. (o
syngenta.

La Informacion sobre Hmites midximos de rasiducs conitenida en esta hoja ha sido

extraida de la base de datos sobro limites maximos de residuos de Syngenta, gue

comprende aquelios notificados a Syngenta por las autaridades regulatorias de iodo

¢! mundo con raspecto a los productos de Synganta. En vista de que todas las

autoridades regulatorias tienen ol pader de modificar los niveles maximos de

residuos en cualquiar momento:

«  Es pasible qua los limites maximos de residuos notificados a Syngenta sean

luego modificados sin que se notifigue a Syngenta al respecto;

+  Syngenta no puede garantizar quo Ia Informacién contenida en este folléio no ha

skdo modificada de asta manera;

- Porlo fanio, ustedas no deben basarse unicamenie an la informacién contenida

en oste folleto, sino debon ademads revisar los datos con las autoridades

regulatorias competentes dal pais al que exporta;

+  Syngenta no lendra responsabilidad alguna por ninguna pérdida, incluyendo, sin

limitaclon alguna, pérdidas diroctas, indirectas o consecuantes, lucro cesante,

interrupcién de negoctos, pérdida de Ingresos; demandas, reclamos, acciones,

pracedimientos, danes y perjuicios, pagos, gastos u otras obligaclones

ocasionadas o suiridas por cualquier. persona que tome cualguier accén o se

abstenga de tomar cualquler accién debido a fa Informacién contonida en esta

hoja.
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FOTOGRAIFIAS



FOTO 01.1. Aislamiento de Sclerotium sp.de plantulas de frijol y de suelo
infestado provenientes del campo experimental de la Facultad de Ciencias
Agrarias Tropicales — UNSAAC.

FOTO 01.2. Siembra de plantulas de frijol con Sclerotium sp.en medio PDAO.

FOTO 02:1. Crecimiento de micelio de Sclerotium sp.en placas con PDAO.
FOTO 02.2. Cultivo puro de Sclerotium sp. en placas petri y tubos con medio
PDAO para su traslado a la Clinica de Diagnosis de Fitopatologia vy
Nematologia de la UNALM.
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FOTO 03. A y B Aislamiento y Crecimiento de los biocontroladores
Trichoderma lignorumy T. viride en medio PDAO.
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FOTO 04. Prueba de alimento envenenado con diferentes fungicidas y

diferentes dosis para Sclerotium sp.a los 5 dias.
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FOTO 05. Crecimiento y medicion micelial de Sclerotium sp.en alimento

envenenado “Propdleo” en diferentes dias.

FOTO 06. Crecimiento y medicién micelial de Sclerotium sp. en PDAO como

testigo.
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FOTO 08. Prueba de enfrentamiento

harzianum.
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FOTO 09. Prueba de enfrentamiento entre Sclerotium sp.vsTrichoderma viride.

FOTO 10. Prueba de enfrentamiento entre Sclerotium sp.vsTrichoderma

lignorum.
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FOTO 11. Esterilizacion del sustrato.
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FOTO 12. Distribucion de los tratamientos en invernadero.
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FOTO 13. Senalizacidon de los traamientos en invernadero.

FOTO 14. Preparacién de rodajas de 0.5 cm con sacabocado de Sclerotium

sp.yTrichoderma harzianum, T. viride y T. lignorum.
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FOTO 16. Vista de todos los tratamientos en estudio en el invernadero de la

Facultad de Agronomia Tropical.

- 115



FOTO 17. Vista de algunos tratamientos en estudio en invernadero.
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