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RESUMEN

Las semillas de Phaseolus vulgaris L., ecotipos: Huasca poroto Huallaguino, Allpa y
Pajatino en la region San Martin son afectados por diversos hongos que ocasionan
la pudricion y diseminacion entre localidades. Con el objetivo de determinar los
agentes causales de las enfermedades fungosas presentes en semillas de
Phaseolus vulgaris, se colectaron semillas de ocho localidades: San Roque de
Cumbaza, Aucaloma, San Antonio de Cumbaza, San José de Sisa, Juan Guerra,
Tingo de Ponaza, Saposoa y Juanjui, los cuales fueron trasladados al Laboratorio de
Sanidad Vegetal donde se realizé la descripcion de sintomas, aislamientos,
caracterizacion, prueba de patogenicidad y prueba del control quimico in vitro con
fungicidas utilizando el disefio completo al azar con 7 tratamientos (cinco fungicidas
y dos testigos) y 4 repeticiones. Los resultados determinaron que: Lasiodiplodia
theobromae, Rhizoctonia solani, Fusarium solani, Colletotrichum lindemuthianum,
Fusarium oxysporum, Aspergillus niger, Aspegillus flavus y Penicllium sp son hongos
gue producen pudriciones de semillas en Phaseolus vulgaris en los ecotipos
estudiados y segun la prueba de patogenecidad: Lasiodiplodia theobromae,
Rhizoctonia solani, Fusarium solani, Colletotrichum lindemuthianum se diseminan
por semillas en la region San Martin. De acuerdo a la escala de clasificacion, los
fungicidas Tolclofos Methil + Thiram (2g/kg), Propineb (3g/kg), Mancozeb (3g/kg) y
Metalaxil + Mancozeb (2,5g/kg) controlaron de forma Muy Bueno a Bueno a los
hongos Lasiodiplodia theobromae y Rhizoctonia solani, y el fungicida Tolclofos

Methil + Thiram (2g/kg) controlé de forma Buena al hongo Fusariun solani.

Palabras claves: Enfermedades, frejol, hongos, semillas, fungicidas y pudricion.



ABSTRACT

The seeds of Phaseolus vulgaris L; ecotypes: Huasca poroto Huallaguino; Allpa and
Pajatino in the region San Martin are affected for different mushrooms that cause the
putrescence and dissemination between locations. With the objective of determinate
the agents casual of the diseases fungus present in seeds of Phaseolus vulgaris, is
collected seeds of eight locations: San Roque de Cumbaza, Aucaloma, San Antonio
de Cumbaza, San José de Sisa, Juan Guerra, Tingo de Ponaza, Saposoa and
Juanjui, the which were transferred the laboratory of sanitation vegetable where is
perform the description of symptoms, isolation, characterization, proof of
pathogenicity and proof of control chemical in vitro with fungicide using the design
complete to random with seven processing (five fungicide and two witnesses) and
four repetitions. The results determined that: Lasiodiplodia theobromae, Rhizoctonia
solani, Fusarium solani, Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium oxysporum,
Aspergillus niger, Aspegillus flavus y Penicllium sp are mushrooms that produce
putrescence of seeds in Phaseolus vulgaris in the ecotypes studied and according
the proof of pathogenicity: Lasiodiplodia theobromae, Rhizoctonia solani, Fusarium
solani, Colletotrichum lindemuthianum is spread for seeds in the regién San Martin.
Of according to the scale of qualification, the fungicide Tolclofos Methil + Thiram
(2g/kg), Propineb (3g/kg), Mancozeb (3g/kg) y Metalaxil + Mancozeb (2,59/kg)
controlled of form Very Good to Good to the mushrooms Lasiodiplodia theobromae
and Rhizoctonia solani, and the fungicide Tolclofos Methil + Thiram (2g/kg) controlled

the form Good to mushrooms Fusariun solani.

Keywords: Diseases, bean, mushrooms, seeds, fungicides and putrescence.
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INTRODUCCION

El frejol comun (Phaseolus vulgaris L.) es la especie mas importante para el
consumo humano entre las leguminosas de grano por su alto contenido proteico,
aproximadamente 20% y minerales esenciales (Cruz et al, 2009), siendo un producto
clave en la seguridad alimentaria desde el punto de vista nutricional (Voysest, 2000).
Su produccién abarca areas muy diversas, cultivandose practicamente en todo el
mundo; América Latina es el mayor productor y consumidor con mas del 45% de la

produccion mundial (Arias et al, 2007).

El frejol en la selva peruana constituye una fuente econémica y alimenticia,
especificamente en las regiones de San Martin, Loreto y Ucayali donde se cultivan la
especie Phaseolus vulgaris de los ecotipos “Huasca Poroto Huallaguino y Ucayalino,
Allpa, Ahuisho y Pajatino”; en los mercados locales se comercializa en fresco con
cascara, llegando a costar el saco de 30 kg aproximadamente 50 soles y en granos

secos varian de 4 a 12 soles el kg.

Los granos que se utilizan como semillas son medios de diseminacion de las
enfermedades fungosas, bacterianas y virales, induciendo a muchos agricultores a
utilizar diversidad de fungicidas, lo cual representa incrementos en los costos de
produccion y contaminacion ambiental (Santana & Mahuku, 2002), porque en la
actualidad no se cuenta con semilla certificada; esta problematica se convierte en
motivo de estudio, con el objetivo de determinar las enfermedades fungosas en
semillas de tres ecotipos de Phaseolus vulgaris como el Huasca Poroto Huallaguino,
Allpa y Pajatino, asi como evaluar el efecto de fungicidas quimicos que controlen las

enfermedades identificadas.



2.1.

2.2.

2.2.1.

2.2.2.

I. OBJETIVOS

Objetivo General.
Determinar los agentes causales de las enfermedades fungosas presentes en
semillas de Phaseolus vulgaris en los ecotipos Huasca Poroto Huallaguino,

Allpa y Pajatino en la Region San Martin.

Objetivos Especificos.

Identificar los agentes causales de las enfermedades fungosas presentes en
semillas de Phaseolus vulgaris en los ecotipos Huasca Poroto Huallaguino,

Allpa y Pajatino en la Region San Martin.

Evaluar el efecto de fungicidas quimicos sobre los agentes causales de las
enfermedades fungosas presentes en semillas de Phaseolus vulgaris en la

Region San Martin.



3.1.

3.2.

[l REVISION BIBLIOGRAFICA
Importancia de los frejoles en laregién San Martin.

Los pobladores de la region San Martin consumen diversas especies de
menestras tanto locales como de otras regiones del Peru, por otra parte el
Programa Nacional de Asistencia Alimentaria — PRONAA (2011) Zonal
Tarapoto, compraba aproximadamente 300 t.afio™” de diferentes especies,
prevaleciendo Vigna unguiculata, Phaseolus vulgaris, Cajanus cajan, Pisum
sativum y otros para cubrir las necesidades de familias en extrema pobreza.
Actualmente los gobiernos provinciales compran frejoles para el programa
PANTBC de los establecimientos de salud (Micro Red Centro de Salud

Morales, 2016).

Andlisis patoldgico de semillas.

Los métodos para el andlisis patologico de las semillas segun Richardson
citado por Ainsworth (1991) corresponden a cuatro grupos generales: (1)
Observacion directa, (2) Incubacion y determinacion de la presencia de
sintomas o signos (desarrollo superficial del posible agente patoldgico), (3)
Siembra en medios de cultivos solidos de modo de asistir e identificar el
posible patégeno presente en la semilla, (4) Se puede someter a un analisis

serolégico empleando diversos procedimientos, por ejemplo ELISA.

Algunos patdgenos se pueden detectar por varios métodos, sin
embargo los resultados generalmente difieren en términos cuantitativos. El
método a seleccionar dependera del hospedero, del tiempo que demore el

analisis, de la sensibilidad y confiabilidad de los resultados. Al realizar andlisis



3.3.

3.4.

con propositos cuarentenarios, se deberia seleccionar el procedimiento mas

sensible.

Enfermedades transmitidas por semillas.

Los frejoles sufren pérdidas grandes mundialmente, y una de las razones
principales es la prevalencia de enfermedades transmitidas por las semillas
(Jara, 2006 y CIAT, 1987). Mas de la mitad de todas las enfermedades
mayores del frejol pueden ser transmitidas por la semilla; éstas incluyen la
antracnosis, las pudriciones radicales y de los tallos, los marchitamientos

bacterianos, los afiublos por bacteria y varios virus.

Las semillas certificadas y libres de enfermedades son muy dificiles de
obtener en Latinoamérica y forman menos del tres por ciento de la semilla de
frejol sembrada, esto mismo ocurre en Peru. Varios géneros de hongos han
sido citados afectando a la semilla, siendo los mas importantes: Phomopsis
spp, Colletotrichum spp, Cercospora spp, Peronospora spp, Alternaria spp,
Fusarium spp, Sclerotinia spp, Macrophomina spp, Rhizoctonia spp y Septoria

spp (Vallone et al, 2002).

Hongos de campo presentes en la semilla de frejol.

La semilla se convierte en el principal medio de dispersion de enfermedades a
grandes distancias, incluyendo paises y continentes. Hongos causantes de
antracnosis como la del frejol (Glomerella lindemuthiana) se dispersan
principalmente por semilla, por lo que el uso de semilla de calidad puede
conducir a la ausencia de esta enfermedad, aunque la variedad sea

genéticamente susceptible (Villalobos y Hernandez, 2007). De los cultivos



alimenticios de importancia econdmica, el frejol es probablemente uno de los
mas afectados por enfermedades e insectos; en la mayoria de las areas
productoras, estos dos factores constituyen la principal causa de reduccion
del rendimiento. Se han descrito mas de 200 patdgenos que afectan al frejol,
muchos de ellos con la capacidad de atacar durante todo el ciclo del cultivo y;
ademas, capaces de ser transmitidos y sobrevivir en las semillas (Araya,

2000).

Las principales enfermedades que afectan al frejol son causados por
bacterias, hongos, virus y nematodos (Danilo, 2009 y Araya, 2000), y el
complejo de enfermedades que con mas frecuencia reduce los rendimientos
del frejol en clima frio son el virus del mosaico coman, la roya, la antracnosis,
la mancha foliar angular, las pudriciones radicales y los afiublos bacterianos
(Diaz, 2002). La incidencia y la severidad depende de las épocas de siembra
de Phaseolus vulgaris en la regiéon San Martin (enero — febrero para zonas
altas no inundables y de mayo — junio en zonas altas y suelos inundables);

fuera del método de evitacion la enfermedad se incrementa.

Pachodn y Castafio-Zapata (1999) al analizar semillas almacenadas de
frejol y maiz observaron seis géneros de hongos; el hongo mas frecuente en
semillas de frejol fue Aspergillus P. Mich. Ex Link: Fr., siendo mas frecuente
en semillas provenientes de un almacén agricola con incidencia del 11%,
seguido por las semillas de frejol de un centro comercial (7%) y plaza de
mercados (3%). En maiz, Fusarium Link: Fr. fue el mas comun en esta ultima
fuente con incidencia del 12%, en menor frecuencia se detectd Rhizopus

(Ehrenb.) y Penicillium Link: Fr. Membrefio et al (2001) también identificaron



3.4.1.

seis hongos en semillas de frejol, registrando: Rhizoctonia solani, Penicillium
sp, Fusarium sp, Aspergillus flavus Link: Fr., Rhizopus nigricans Ehrenb. y

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich.

Antracnosis.

Esta enfermedad ataca en todo el mundo a las variedades susceptibles
establecidas en localidades con temperaturas moderadas a frias y con alta
humedad relativa ambiental (Atilio y Reyes, 2008); los sintomas producidos
por la infeccion ocasionada por la antracnosis pueden aparecer en cualquier
parte de la planta segin el momento de la infeccién y la fuente de in6culo, la
semilla infectada y los residuos de cosecha son las fuentes primarias de
in6bculo que originan las epidemias locales y los primeros sintomas pueden,
en efecto, aparecer en los cotiledones como lesiones pequefias de color café
oscuro a negro y es causado por el hongo Colletotrichum lindemuthianum,
este organismo produce micelio septado y ramificado, cuyo color cambia
desde hialino hasta casi negro al alcanzar la madurez (CIAT, 1994), sus

conidios son hialinas con setas oscuras.

Las temperaturas moderadas entre 13°C y 26°C, con una oOptima de
17°C y la alta humedad relativa (mayor de 92%) o ambiental favorecen la
infeccidbn ocasionada por el hongo Colletotrichum lindemuthianum y las
temperaturas mayores de 30°C limitan la infeccidbn y el desarrollo del

patdgeno (Madigan et al, 2000).

La produccion de semilla libre del patégeno se emplea en muchas

partes para controlar la enfermedad; se recomienda hacer rotacion de cultivos
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de dos o tres afios y eliminar los residuos infectados de los campos del
cultivo. Se recomienda también la aspersion foliar de maneb, zineb y captafol,
también con benomyl (0,5 g/l de agua), propineb (3 g/l de agua) y en semillas
con benomyl (2 a 8 g/kg de semilla) reduce significativamente la infeccion por

antracnosis (Tamayo y Londofio, 2001).

Marchitez por Rhizoctonia solani.

Las pudriciones radicales causadas por Rhizoctonia solani constituyen un
problema serio en regiones donde las siembras son de riego; en estado de
plantula causan pudricion o ahogamiento de las mismas, se caracteriza por
una pudricion del cuello de la raiz donde se observan lesiones hundidas o
chancros que invaden la porcién del hipocotileo y las raices; la forma de las
lesiones varia de circular a oblonga. Los suelos con temperaturas de 18°C
favorecen el desarrollo del hongo (Latorre, 2004). En medio PDA la colonia es
de borde liso, de color marrén claro, micelio de marron a verde violaceo

(Sandoval, 2008).

El hongo crece en temperaturas de 23°C a 28°C, aunque algunas
cepas logran su Optimo crecimiento en temperaturas inferiores o superiores, y
requiere pH de 5 a 7. El patdgeno penetra a través de la cuticula y epidermis
en forma mecanica, inicialmente produce un apresorio de infeccion a partir del
cual emite hifas de infeccibn o mediante hifas individuales, ademas puede
penetrar por las aberturas naturales o las heridas (Stack, 2001). El patégeno
puede diseminarse por medio del agua de riego, por el viento que arrastra
esclerocios, asi como por medio de la semilla (Martinez et al, 2008). El mismo

autor menciona que la enfermedad se puede reducir sembrando a menor
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profundidad, ya que la semilla cuando se siembra a la profundidad de 7,5 cm
es mayor el dafio del hipocotileo que cuando se siembra a 2,5 cm. También
se indica que al tratar la semilla con fungicidas se reduce la incidencia del

patdégeno.

Marchitez por Fusarium solani.

Araya y Hernandez (2006) y Martinez et al (2008) indican que la reduccién en
la emergencia de plantas puede alcanzar el 15%, y las pérdidas en
rendimiento varian entre 10% y 50%; en el campo se observan plantas
pequefias y marchitas, con las hojas inferiores amarillentas distribuidas en
focos, causa maduracion temprana de la planta y las raices presentan color
café rojizo a café oscuro. En un corte se observa el tejido interno de color café
0 rojizo oscuro. La base del tallo se puede cubrir con una felpa de color

anaranjado claro o rosado.

La planta es atacada en la segunda o tercera semana después de la
siembra, pero los sintomas se observan cerca de la floracion o el llenado de
vainas; es frecuente en zonas humedas y célidas (20°C-28°C), con suelos
arcillosos o mal drenados; las siembras continuas de frejol favorecen la
presencia de la enfermedad y el hongo sobrevive en los restos de siembras

anteriores (Latorre, 2004).

En medio PDA, presenta colonia de borde liso de color blanco sucio a
crema, con conidiéforos largos y septados, conidias unicelulares y
multicelulares de forma falcada de 10-30 micras de longitud y 1,25-2,5 micras

de didmetro (Sandoval, 2008). Para el manejo integrado usar semilla sana o
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certificada, evitar altas densidades de siembra y suelos con mucha humedad
o mal drenados; rotar con maiz, pastos, sorgo por mas de tres afios. Tratar la
semilla con fungicidas como benomyl, carboxin, Penta Cloro Nitro Benceno

(PCNB), thiram. (Tamayo y Londofio, 2001).

Lasiodiplodia theobromae.

Hongo que produce la enfermedad conocida como podredumbre del cuello,
pertenece al grupo Botryosphaeriadeae, afecta Arachis hypogaea en ramas y
frutos, Gossypium hirsutum en semillas, Phaseolus vulgaris en flores, hojas,
planta entera, raices y semilla botanica, y por ultimo a Vitis vinifera en frutos,

hojas y tronco (Alcoba et al, 2005).

Las colonias son grises a negro, con abundante micelio aéreo.
Picnidios son simple o compuesto, estromatico, ostiolado, hasta 5 mm de
ancho. Los conidioforos son hialinos, simples, a veces septadas, rara vez
ramificada cilindrica, que surgen de las capas internas de las células que
recubren la cavidad de los picnidios. Los conidios son inicialmente
unicelulares, hialinos, granulosa, subovoide a elipsoide-oblongas, de paredes
gruesas, truncado de base; conidios maduro septadas, a menudo

longitudinalmente estriado, 20-30 micras x 10-15 micras (Lucero et al, 2009).

Se ha logrado con éxito el control eficaz de varios hongos como
Lasiodiplodia theobromae, Colletotrichum gloeosporoides, Fusarium spp,
Macrophomina phaseolina, Pestalotia sp, Phoma sp y Phomopsis sp en las
semillas de Acacia auriculiformis, Albizzia spp, Gmelina arborea, Leucaena

leucocephala, diversas especies de Pinus, Pithecelobium dulce, Pterocarpus
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indicus, Cedrella odorata y Grevillea robusta, estos resultados se obtuvieron
de manera exitosa mediante el uso combinado de benomyl (0,15%) vy

mancozeb (0,15%) (Tovar et al, 2013; Aroca et al, 2008).

Control de hongos transmitidos por semillas.

CIAT (1987) refiere que muchos hongos son transmitidos sobre o dentro del
tegumento de la semilla y los tratamientos con los fungicidas convencionales
como arasan (thiram) y captan (orthocide) sirven para controlarlos. Otros
como la antracnosis se encuentran mas profundamente dentro de la semilla y
generalmente no son afectados por los tratamientos de semillas. Los
fungicidas sistémicos como el benlate (benomyl) son promisorios en estos
casos.

Las aplicaciones foliares de los fungicidas sistémicos durante la ultima
parte de la estacion de crecimiento han reducido significativamente la
incidencia de transmision de la antracnosis en la semilla cosechada, pero son
costosos. Las cosechas tardias y el contacto de la vaina con el suelo durante
el crecimiento pueden aumentar los problemas de las enfermedades llevadas

por las semillas.

Tipos de fungicidas.

Fungicidas protectantes.

Los fungicidas de proteccion no controlan los patdgenos que estan dentro de
las semillas (Adrianzen, 1996), solo protegen la parte externa de las mismas y
a las plantulas contra enfermedades causadas por hongos presentes dentro
de las semillas y provenientes del suelo tales como: Fusarium, Rhyzoctonia,

Aspergillus, Rhizopus, Penicillium (FAO, 2000).
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Es esencial que los fungicidas protectantes estén sobre las hojas de
plantulas o impregnados en la semilla antes de la siembra, este fungicida no
es facilmente lavado después de terminado de secar (Adrianzen, 1996).
Algunos ejemplos de fungicidas protectantes que se encuentran en el
mercado son captan, thiram, quintozene y tolylfluanid (Adrianzen, 1996 y

FAO, 2000).

El modo de accion de estos fungicidas generalmente es de multisitio,
un proceso bajo control multigénico, es decir, que actian en diferentes
procesos metabolicos vitales para la vida del hongo, por lo que la probabilidad
de obtener resistencia del hongo a estos fungicidas es bastante baja. En
general, los fungicidas protectantes afectan el metabolismo de las proteinas,
bloguean la oxidacion de acidos grasos, afectan la produccion de

energia/ATP y bloquean la enzima deshidrogenasa (Yaringafio, 1985).

Fungicidas sistémicos.

Estos fungicidas son especificos, tienen propiedades terapéuticas y efecto
prolongado ya que penetran en las hojas y pueden movilizarse a otros tejidos
dentro de la misma hoja o hacia otras partes de la planta (Apablaza, 1997),
los ingredientes activos penetran en la planta, traslocandose desde el sistema
radicular hasta las hojas, proporcionando una proteccion a la planta (FAO,
2000), generalmente actda en un solo paso en la fisiologia del patégeno
(monositio), lo que incrementa la posibilidad de generar resistencia del hongo
a estos fungicidas y en la actualidad se cuenta con 4 familias quimicas:
benzimidazoles, triazoles, pirimidinas y recientemente las estrobirulinas

(Apablaza, 1997).



3.7. Efecto de los fungicidas en patdgenos de semillas.

3.7.1. Efecto de fungicidas en Plukenetia volubilis (Sacha Inchi).

Los fungicidas que tuvieron excelentes resultados para el control de hongos

en semillas de Plukenetia volubilis L. (Sandoval, 2008) fueron:

Methiram, Tiofanate metil + Thiram, Metalaxil + Mancozeb y Mancozeb
para los hongos Rhizoctonia solani, Scytalidium dimidiata, Lasiodiplodia
theobromae, Fusarium oxysporum, Rosellinia sp y Fusarium solani.
Metalaxil + Mancozeb, Tebuconazole y Benomyl para los hongos
Rhizoctonia solani y Rosellinia sp.

Flutolanil + Captan para los hongos Scytalidium dimidiata, Lasiodiplodia

theobromae y Rosellinia sp.

3.7.2. Efecto de fungicidas en Zea mays (Maiz).

Los fungicidas que tuvieron excelentes resultados para el control de hongos

en semillas de Zea mays L. (Diaz, 2005) fueron:

Triadiminol para el hongo Diplodia maydis.

Tiofanate metil + Thiram, Mancozeb y Mancozeb + Benomyl para los
hongos Rhizoctonia solani, Diplodia maydis, Curvularia intermedia,
Fusarium oxysporum y Fusarium moniliforme.

Propineb, Benomyl y Flutolanil + Captan para los hongos Rhizoctonia
solani y Diplodia maydis.

Propineb, Triadiminol y Flutolanil + Captan para el hongo Curvularia
intermedia.

Benomyl, Triadiminol y Flutolanil + Captan para los hongos Fusarium

oxysporum y Fusarium moniliforme.



Ademas concluye con respecto a los efectos de los fungicidas sobre la
emergencia, que los tratamientos que presentaron un menor porcentaje con
respecto a los fungicidas antes mencionados fueron el Propineb (77,4%) vy el

testigo (77,44%), debido a la presencia de hongos en las semillas.
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V. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del experimento.

El trabajo de investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Sanidad Vegetal-
Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional
de San Martin; cuya ubicacién politica se encuentra en el distrito de Morales,
provincia y departamento de San Martin, la ubicacién geogréfica esta en la
Latitud Sur 06°29’40”, Longitud Oeste 76°27°55”, Altitud 295 m.s.n.m.m. y

zona de vida bosque seco tropical.

Metodologia.

Recoleccion de las semillas.

Se recolecto semillas de frejoles de campos de agricultores en los distritos de
Juan Guerra, San José de Sisa, Tingo de Ponaza, San Roque de Cumbaza,
San Antonio de Cumbaza, y del Centro Poblado Menor Aucaloma
perteneciente al distrito de San Roque de Cumbaza; asi como del mercado
central de los distritos de Juanjui y Saposoa (ver Figura 1). Por cada lugar se
colectdé un kilogramo de semilla de cada ecotipo. Cabe mencionar que las

semillas no tenian tratamiento por ser para el consumo.

Muestreo de las semillas.

Las semillas adquiridas de los ecotipos Huasca Poroto Huallaguino, Allpa y
Pajatino por cada lugar de colecta fueron divididas en dos muestras, una
muestra para los andlisis en el presente trabajo de investigacion, el cual se
dividio en 4 sub muestras de 100 g y otra muestra de semilla fue separada

como reserva.
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Figura 1: Mapa de distribucion de las localidades donde se colectaron las semillas en la

Region San Martin-Per.

Distribucion de las semillas.

Observacién directa.

Las muestras fueron analizadas mediante observacion directa de sintomas de
enfermedades y dafio por insectos plaga, separando semillas manchadas,
perforadas, arrugadas y pequefas, estimando en porcentaje el resultado de la
observacion, empleamos s6lo como indicador la presencia del patdogeno en

las muestras (Ainsworth, 1991).



b) Seleccion y limpieza.

De las cuatro (4) sub muestras de 100 g de
semillas, se separ6 en dos grupos: las semillas
aparentemente sanas (SAS) y las semillas
enfermas (SE) que presentaban sintomas como
manchas oscuras, arrugadas y mal formadas. De
las semillas aparentemente sanas se separaron en
dos (2) sub grupos: a) semillas aparentemente
sanas sin desinfestar (SASSD), y b) semillas
aparentemente sanas desinfestadas (SASD),
siendo este Udltimo grupo de mayor importancia
para este trabajo, por tener posiblemente el
patégeno dentro de la semilla. Estas fueron

puestas en camaras humedas de plastico

transparente de 270*170*60 mm.

SPN ANTONLO DE CuMBAZA
FTRIoL MuASca

Figura 2: Semillas de frejol
huasca poroto huallaguino. Foto
E. Mori.

Shn ANToMG DE COMBARA
TR\ JoL AL

Figura 3: Semillas de frejol
allpa. Foto E. Mori.

AULCALOMA

FRUOL PASA NG

Figura 4: Semillas de frejol
pajatino. Foto E. Mori.

Desinfestacion (Descontaminacién) de las semillas.

Las SASD se colocaron en bandejas de plastico de
70 mm en la base y 120 mm en la parte superior
conteniendo hipoclorito de sodio al 1% durante 2
minutos, pasado ese tiempo se enjuago con agua
destilada y finalmente se trasladd al papel toalla

para el secado de las mismas.

Figura 5: Secado de semillas.
Foto E. Mori.
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Preparacion de la camara humeda.
Los envases de plastico transparente de 270 [ [

mm x 170 mm x 60 mm, previamente lavada y

desinfestada con hipoclorito de sodio al 1 % y

con alcohol de 96°, fueron acondicionados con \ - , >

Figura 6: Humedeciendo las
semillas. Foto F. Mari.

papel toalla de color blanco, donde se coloco

las 100 semillas desinfestadas, ordenada en fila paralela por cada envase y
luego humedecimos el papel toalla con agua destilada esterilizada para luego
proceder a taparlos para dar condiciones favorables en el proceso de

incubacion de los hongos durante 7 dias.

Preparacion del medio de cultivo PDA.

Para la preparacion del medio de cultivo se pes6 200 g de papa sin pelar,
cortamos en cubos de 1 cm?, colocandolos en un vaso de policarbonato de
capacidad 1000 ml, adicionando 500 ml de agua, luego se coloc6 en horno
microondas donde estuvo en coccion durante 15 minutos. En otro vaso de
policarbonato se coloc6 18 g de agar agar en tiras con 500 ml de agua, se
disolvié en 10 minutos. Luego se filtro el caldo de papa a través del tamiz 60

mesh (mallas por pulgada).

El caldo de la papa se mezcl6 con el agar diluido a 100°C y al cual se adiciono
20 g de glucosa (dextrosa), se agregd agua hasta completar a 1000 ml. El
medio PDA al 2% glucosado, se distribuy6é con un embudo de plastico a razon
de 100 ml en botellas de vidrio de capacidad de 295 ml, sellamos con tapa de
algoddn y luego con tapa de papel periddico; obteniéndose 10 botellas por

litro de PDA.
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Las botellas con PDA al 2% glucosado se colocaron en el autoclave
para la esterilizaron a calor himedo a 121°C, 15 Ib/cm?® (una libra) de presién
durante 20 minutos; luego se dejo enfriar hasta que la aguja del manémetro
margue cero; se abrid la tapa del autoclave y se retir6 las botellas con el

medio de cultivo esterilizada como se muestra en las figuras 7 y 8.

' g

Figura 7: Esterilizacion de| Figura 8: Medio de cultivo PDA 2% glucosado. Foto E. Mori.

medio de cultivo PDA 2%.
Foto E. Mori.

Se dej6 enfriar hasta punto de plaqueo (50°C) y se distribuy6 el medio de
cultivo previa adicion de 50 mg del antibiético cloranfenicol en placas de Petri,

solidificado el medio se incub6 por 24 horas.

Aislamientos de hongos de las semillas de frejol.
Utilizando una pinza curvo, se extrajo las
semillas que presentaban micelio u otras

estructuras fungicas de las camaras

hamedas y fueron sembradas en el PDA al

Figura 9: Siembra de las semillas
; ] o ; de frejol en placas de Petri con
2 % glucosado, se selld, etiquetd e incubo. medio PDA. Foto E. Mori.
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Las placas de Petri sembradas pasaron por un periodo de incubacion
bajo las condiciones ambientales entre 24°C - 30°C del laboratorio, a medida
que se desarrollaban los hongos se hizo reaislamiento para purificarlos. Una
vez desarrolladas las estructuras, utilizando un sacabocado se trasladaron las
rodajas de 8 mm de diametro conteniendo el medio de cultivo con la
estructura del hongo a otra placa de Petri conteniendo PDA al 2 % y asi

obtener el cultivo del hongo puro.

Identificacion.

Después del aislamiento y repique respectivo, con la ayuda del microscopio
compuesto se procedié a la descripcibn morfolégica y biométrica de las
estructuras vegetativas, propagativas, reproductivas y de conservacion de los
hongos aislados y con las claves taxonémicas de Barnett y Hunter (1972),
Ellis (1971 y 1976), Tousson y Nelson (1968), Hanlin (1990), Campos (1991)

se procedio a la identificacion.

Prueba de patogenicidad.

En esta etapa se procedio a inocular los hongos puros previamente cultivados
y aislados en placas de Petri sobre las semillas de frejol desinfestadas con
hipoclorito de sodio al 1% por periodo de 2 minutos; la inoculacion consistio
en sumergir las semillas en 10 ml de una solucion en agua destilada estéril
conteniendo 1,3 x10° esporas del hongo durante 24 horas, para luego ser
sembradas en 20 placas de Petri a razon de 10 semillas por placa
conteniendo suelo esterilizado (en autoclave a 130 °C por un lapso de 2
horas). Para el caso de Rhizoctonia se inocularon estructuras vegetativas

(trozos de micelio).
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Reaislamiento.

Las semillas y/o plantulas que presentaban los sintomas de infeccion
causados por el hongo inoculado en la semilla fueron lavadas y cortadas en
pequefios trocitos de 2 a 3 mm, esterilizadas en hipoclorito de sodio al 1%,
secada, sembrada y aislado en cultivo puro; con esto procedimos de nuevo al
examen microscoépico de las caracteristicas morfoldgicas y luego se comparé

con las descripciones de los aislamientos iniciales.

Control quimico in vitro con fungicidas en el laboratorio.

Una vez obtenido los patdgenos puros sobre el medio de cultivo (PDA) se
procedid a preparar el indculo, que consistié en remover todo el medio con el
hongo de la placa de Petri y colocarlo en otro envase de vidrio conteniendo
100 ml de agua destilada para luego mezclarlos y asi extraer con una pipeta
2,5 ml de dicho inoculo, se agregd a cada placa de Petri de los tratamientos
en estudio, sembrando cuatro pruebas por tratamiento incluyendo al testigo y
cuatro placas con semillas desinfestadas con lejia al 1% durante 2 minutos,

gue sirvié como testigo sin inoculacion.

Cuadro 1: Fungicidas quimicos y dosis en estudio

DOSIS 0/00 (g/kg Tipo de Prueba
TRAT. NOMBRE TECNICO de semilla) TOXICIDAD | Fungicida
P.c. i. a.
T1 Testigo (sin inoculacion de hongo) 0,00 0,00 | ---mememeee- 4
T2 Testigo (con inoculacién de hongo) | 0,00 0,00 | -mmmememeee- 4
T3 | Tolclofos metil 30% + Thiram 30% | 2,00 | 0,60+0,60 L'geelzg?gigte Compuesto | 4
. Ligeramente | Protectante 4
0,
T4 Propineb 70% 3,00 2,10 peligroso
Ligeramente | Protectante 4
0,
T5 Mancozeb 80% 3,00 2,40 peligroso
. Ligeramente | Compuesto 4
0, 0,
T6 Metalaxil 4% + Mancozeb 64% 2,50 | 0,10+1,60 peligroso
Ligeramente | Sistémico 4
T7 Benomyl 50% 0,75 0,38 peligroso

* P. c.: Producto comercial *i. a.: ingrediente activo.
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Variables evaluadas.

Sintomas.

Se evalub observando las semillas de cada ecotipo segun su procedencia,
luego del proceso de desinfestado y ser incubadas en camara humeda
durante siete dias, presentaron los primeros sintomas, determinando el

porcentaje de incidencia utilizando la férmula de Van der Plank (1975):

Incidencia (i) = (N° de semillas infectadas/Total de semillas) x 100

Caracteristicas morfologicas del patégeno.
Se realizé macroscépica y microscopicamente determinando la forma y color
de la colonia, estructuras vegetativas, estructuras propagativas del hongo.

Para el color de colonias de determiné en forma directa en la placa de Petri.

Caracteristicas biométricas.
Medicion lineal de la coloniay tiempo de colonizacion.
Teniendo como punto de interseccion el centro
de la base de la placa de Petri, se procedi6 a
medir el crecimiento del hongo cada 24 horas
utilizando la regla graduada de 20 cm en las

dos dimensiones d1 y d2 y luego dividimos para

Figura 10: Medicién de Ila
colonia. Foto E. Mori.

obtener el promedio de cada dia, cesamos las

mediciones cuando la colonia del hongo llenaba la placa de Petri.

Respecto al tiempo de colonizacion, se contaron los dias desde la
siembra del micelio hasta que el hongo haya cubierto por completo la placa de

Petri con la colonia, momento en que cesamos la evaluacion.
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Medicién de la estructura del patégeno.

Con la ayuda de un estilete, se sacO una pequefia muestra del medio
conteniendo el patdégeno puro para luego ubicarlo en una lamina conteniendo
una gota de lactofenol o azul de algodon (cotton blue) para poder distinguir las
estructuras de los microorganismos aislados, después se tapo con la laminilla
de vidrio, inmediatamente se calentd en la llama del mechero de alcohol para
fijar la muestra.

Luego de analizar en el microscopio compuesto y con la ayuda de la
escala micrométrica se midieron las estructuras de los microorganismos en

estudio con un objetivo de 40x y un ocular de 16x.

Porcentaje de incidencia y grado de severidad en semillas de Phaseolus
vulgaris de la prueba de patogenicidad.

Para determinar el porcentaje de incidencia se contd el nimero de semillas
gue presentaban sintomas de enfermedad, y el grado de severidad se
determiné mediante escala denominando grado 0 como semilla sana hasta el
grado 4 como semilla con mas del 50% de dafio, esto adaptado y modificado
de Castafio-Zapata (1989) y CIAT (1987) citado por Delgado (2011) que se

observa en el cuadro 2.

Cuadro 2: Escala de evaluacion del grado de severidad de enfermedades

en semillas de Phaseolus vulgaris.

Escala Descripcion
0 Semilla Sana
1 1% al 10% de dafio en semilla.
2 11% al 25% de dafio en semilla
3 25% al 50% de dafio en semilla
4 Mas del 50% de dafio en semilla




4.3.5.

4.3.6.

Incidencia in vitro de enfermedades en semillas de Phaseolus vulgaris
con tratamiento fungicida.

Se cont6 el numero de plantas sanas emergidas de las placas de Petri con
tratamiento fungicida y las que no lograron emerger y/o germinar, el cual se
dividié por la poblacion total de semillas sembradas para su expresion en

porcentaje.

Porcentaje de emergencia en semillas de Phaseolus vulgaris con
tratamiento fungicida.

Para determinar si los fungicidas afectan el porcentaje de emergencia de las
semillas se contabiliz6 el nimero de semillas emergidas, para lo cual se
consideré cuando la radicula haya emergido y con una longitud 0,5 mm

aproximadamente.
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V.

Sintomas.

RESULTADOS

En los cuadros 3 y 4 se presentan la descripcion de los sintomas observados

en semillas de Phaseolus vulgaris de los ecotipos huasca poroto huallaguino,

pajatino y allpa.

Cuadro 3: Sintomas de los patdégenos encontrados en semillas de

Phaseolus vulgaris. Fotos E. Mori.

Agente Causante

Sintomas

Observacion

Lasiodiplodia theobromae

Pudricién oscura de semilla,
en camara himeda presenta
sobre la semilla micelio
algodonoso de color gris
oscuro.

Rhizoctonia solani

la semilla, en
camara humeda presenta
sobre la semilla micelio
algodonoso de color gris.

Pudricion de

Fusarium solani

Pudricion de semilla con
micelio de color blanco a
crema.




Cuadro 4: Sintomas de los patdgenos encontrados en semillas de

Phaseolus vulgaris. Fotos E. Mori. (Continuacién).

Agente Causante

Sintomas

Observacion

Colletotrichum
lindemuthianum

La semilla infectada puede ser
de menor tamafio, mostrar
manchas que generalmente
son pequefas, semi-redondas
y oscuras.

Fusarium oxysporum

Pudricibn de semilla con
micelio blanco a violacea.

Aspergillus niger

Aspergillus flavus

Pudriciones crema a marrén,
en camara humeda presenta
hifas en forma de alfiler con
puntos negros o verdes.

Penicillium sp

Pudriciones crema, en cadmara
hameda presenta hifas en
forma de pelo de color gris a
plomo.




5.2.

Incidencia de enfermedades fungosas de las pruebas en camara
hiumeda.

En el cuadro 5 se observa el porcentaje de incidencia de enfermedades
fungosas en semillas de Phaseolus vulgaris de los ecotipos huasca poroto
huallaguino, allpa y pajatino, en la cual se encontré que las semillas del
ecotipo huasca poroto huallaguino fue el mas susceptible al ataque de
enfermedades fungosas en las semillas aparentemente sanas desinfestadas,
siendo las localidades de San José de Sisa y Saposoa con mayor porcentaje
registrado, con promedios de 17,25% y 10,5% respectivamente. Cabe
destacar que el ecotipo pajatino solo reportd porcentaje de incidencia en las

localidades de Aucaloma (8,5%) y Juan Guerra (3%).

Cuadro 5: Incidencia de enfermedades fungosas en semillas de frejol por
ecotipo y lugares recolectados (Camara Humeda).

Expresados en porcentaje.

Incidencia de enfermedades de semillas en
. los ecotipos de frejoles
N Localidades Huasca Poroto zllpa : Pajatino
(%) (%) (%)
1 San Roque de Cumbaza 4,75 1,75 -
2 Aucaloma 6,00 5,00 8,50
3 San Antonio de Cumbaza 4,00 8,00 -
4 San José de Sisa (El Porvenir) 17,25 8,50 -
5 Juan Guerra 2,00 1,00 3,00
6 Tingo de Ponaza 4,75 - -
7 Saposoa 10,50 1,00 -
8 Juanijui (Villa Prado) 2,75 - -




5.3. Caracteristicas de los hongos aislados de semillas de los ecotipos

estudiados.

Cuadro 6: Caracteristicas morfolégicas y biométricas de los
microorganismos observados en Papa Dextrosa Agar-PDA
al 2%. Fotos E. Mori y E. Flores.

Lasiodiplodia theobromae

Caracteristicas morfolégicas y

biométricas Colonia (a) Conidio

Colonia: blanco al inicio, al final color
gris oscuro en la superficie y en el
reverso color negro.

Micelio: marrén a verde olivaceo,
acorazonado en parte basal del
micelio.

Conidias: inmaduras, hialinas vy
oscuras, pared celular gruesa, con una
septa bien engrosada, de color marrén
oscuro, de 8 a 12 micras de diametro y
20 a 22 micras de longitud.

Rhizoctonia solani

Caracteristicas morfoldgicas Colonia (a) Hifa'y (b) Micelio

Colonia: color marrén  oscuro.
Micelio: septado, ramificado en forma
de T de color marrén oscuro a claro,
carece de cuerpos de fructificacién.
Esclerotia marrén oscuro. No se
observaron conidias, ni conidiéforos.

Fusarium solani

Caracteristicas morfoldgicas y

biométricas Colonia (a) Micelio y (b) Conidio

Colonia: blanco a crema.

Micelio: septado, hialino que sostiene
fialides. Esporadoquio presente, con
fialésporas.

Conididéforo: largo, septado, hialino.
Conidia:  unicelular, bicelular vy
multicelular, forma de curvas a
falcadas de 3 a 4 septas, de 12 a 31
micras de longitud y diametro de 1,3 a
2,4 micras.




Cuadro 7: Caracteristicas morfoldgicas y biométricas de los microorganismos
observados en Papa Dextrosa Agar-PDA al 2%. Fotos E. Mori y E.

Flores. (Continuacién).

Colletotrichum lindemuthianum

Caracteristicas morfolégicas Colonia (a) Conidio y (b)Seta

Colonia: crema a oscuro, con setas.
Conidias: unicelulares claras,
rodeando las setas.

Fusarium oxysporum

Caracteristicas morfoldgicas y

biométricas Colonia (a) Micelio y (b) Conidio

Colonia: borde liso, de color blanco
crema a violaceo.

Micelio: hialino con septas uniphoro.
Conidiéforo: largo, septado, hialino,
en la parte terminal presentan fialides
de donde salen las conidias
(fialéspora).

Conidia: unicelular, bicelular vy
multicelular, tiene la forma de ovoide a
falcada de 7,4 a 13 micras de longitud
y 7 a 12 micras de didmetro.

Aspergillus niger

Caracteristicas morfolégicas y . (a) Conidioforo, (b) Fialide
. Colonia :
biométricas y (c) Fialospora

Colonia: aterciopelada negro.
Micelio: no septado hialino.
Conidiéforo: derecho, simple, con
una terminacién abultada globosa o
clavada, produciendo fidlides con
apice radiado en la superficie entera.
Conidia: fial6spora unicelular
globosa, frecuentemente  marrén
oscuro en simples y circulares, con
diametro de 2,5 micras.




Cuadro 8: Caracteristicas morfolégicas y biométricas de los
microorganismos observados en Papa Dextrosa Agar-PDA al 2%.

Fotos E. Mori y E. Flores. (Continuacion).

Aspergillus flavus

(a) Conidio6foro, (b) Fialide

Caracteristicas morfoldgicas Colonia

y (c) Fialéspora

Colonia: aterciopelada verde.
Micelio: no septado hialino.
Conidiéforo: derecho, simple,
con una terminacion abultada
globosa o clavada, produciendo
fidlides con apice radiado en la
superficie entera.

Conidia: fialéspora unicelular
globosa, frecuentemente verde
en simples.

Penicillium sp

(a) Conidio6foro, (b) Fialide

Caracteristicas morfoldgicas Colonia s
y (c) Fialéspora

Colonia: gris claro.

Conidiéforo: claro en la parte
superior, con fialides verticilada y
sobre ellas fialosporas claras.




5.3.1. Colonizacién.

Cuadro 9: Tipo y tiempo de colonizacién.

Tiempo de
Hongos Tipo de colonia
colonizacién
Lasiodiplodia theobromae Crecimiento radial 6 dias
Rhizoctonia solani Crecimiento radial 5 dias
Fusarium solani Crecimiento radial 6 dias
Colletotrichum lindemuthianum Crecimiento radial 5 dias
Aspegillus niger Crecimiento radial en colonias pequefias 4 dias
Aspergillus flavus Crecimiento radial en colonias pequefias 4 dias
Penicillium sp Crecimiento radial 4 dias

5.4.

En el cuadro 9, se presentan los resultados del tiempo de colonizacion de los
hongos identificados en las semillas de Phaseolus vulgaris, siendo el
crecimiento de los hongos: Lasiodiplodia theobromae, Rhizoctonia solani,
Fusarium solani, Colletotrichum lindemuthianum entre 5 y 6 dias con
crecimiento radial, este crecimiento también se observd en Penicillium sp;
mientras que los hongos Aspegillus niger y Aspergillus flavus tienen
crecimiento radial en colonias pequefias, estos tres ultimos hongos tuvieron

crecimiento en 4 dias.

Porcentaje de incidencia y grado de severidad en semillas de Phaseolus
vulgaris, ecotipo huasca poroto huallaguino de Ila prueba de
patogenicidad.

En el cuadro 10 se presenta los resultados de la evaluacion, para ello se

seleccioné sélo al ecotipo huasca poroto huallaguino para hacer la prueba de



patogenicidad por ser el que presentd mayores porcentajes de incidencia en
todas las zonas donde se realizaron las colectas de las semillas de Phaseolus
vulgaris, de esta prueba se determin6é que los patbgenos que causan mayor
dafio a las semillas de Phaseolus vulgaris fueron: Lasiodiplodia theobromae
(100% incidencia y 45% de las semillas en grado 2), Rhizoctonia solani (100%
incidencia y 42,5% de las semillas en grado 4), Fusarium solani (60%
incidencia y 35% de las semillas en grado 1) y Colletotrichum lindemuthianum

(82,5% incidencia y 50% de las semillas en grado 4).

Cuadro 10: Incidenciay severidad de la prueba de patogenicidad de los
hongos estudiados inoculados en semillas y sembrados en

suelo esterilizado.

Prueba de patogenia de hongos Incidencia Grado de Severidad (%)
aislados de semilla de frejol % 0 1 2 3 4
Lasiodiplodia theobromae 100,0 0 125 | 450 | 22,5 | 20,0
Rhizoctonia solani 100,0 0 75 | 275|225 | 425
Fusarium solani 60,0 40,0 | 35,0 | 25,0 | 0,0 0,0
Colletotrichum lindemuthianum 82,5 1751225 | 25 | 7,5 | 50,0
Fusarium oxysporum 0 0 0 0 0 0
Aspegillus niger 0 0 0 0 0 0
Aspergillus flavus 0 0 0 0 0 0
Penicillium sp 0 0 0 0 0 0




5.5.

Incidencia in vitro de enfermedades en semillas de Phaseolus vulgaris

con tratamiento fungicida.

Cuadro 11: ANVA para la incidencia de enfermedades en el control quimico

in vitro de Lasiodiplodia theobromae. Expresados en porcentaje.

F.de V. G.L. S.C. C.M.E. F-Valor Pr>F Signific.
Tratamientos 6 4359,33 726,56 43,99 <0.0001 *x
Error 21 346,84 16,52
TOTAL 27 4706,18
**: Altamente significativo
R?= 92,63 % CV.=14,67% X=27,71%

El analisis de varianza en el cuadro 11, nos indica que existe diferencia
altamente significativa entre los diferentes tratamientos aplicados para reducir
el porcentaje de incidencia de Lasiodiplodia theobromae en semillas de
Phaseolus vulgaris ecotipo huasca poroto huallaguino, determinado al 92,63%

con variabilidad de 14,67% y variacion de mas, menos 4,06%.
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Gréfico 1: Prueba de Duncan (0,05) para la incidencia de enfermedades en el
control quimico in vitro de Lasiodiplodia theobromae. Expresados
en porcentaje.



En el gréfico 1, de la prueba de rangos mudltiples de Duncan al 5%, nos
muestra para el porcentaje de incidencia de Lasiodiplodia theobromae en
semillas de Phaseolus vulgaris ecotipo huasca poroto huallaguino, que el T1
(Testigo sin inoculacion de hongos) ha tenido promedio de 0% en incidencia,
mientras que con los tratamientos fungicidas se ha logrado los siguientes
resultados promedios: T6: Metalaxil + Mancozeb con 17,50%, T3: Tolclofos
metil + Thiram, T4: Propineb y T5: Mancozeb, con promedios de 25%
respectivamente, siendo estos tratamientos estadisticamente iguales

superando al T7: Benomyl y T2: Testigo con inoculacion de hongos.

Cuadro 12: ANVA para la incidencia de enfermedades en el control quimico

in vitro de Rhizoctonia solani. Expresados en porcentaje.

F.de V. G.L. S.C. C.M.E. F-vValor Pr>F Signific.
Tratamientos 6 5619,33 936,55 34,06 <0.0001 b
Error 21 577,53 27,50

TOTAL 27 6196,85

**: Altamente significativo

R2= 90,68 % C.V.=20,42 % X = 25,69 %

En el cuadro 12 del andlisis de varianza del porcentaje de incidencia de
Rhizoctonia solani en semillas de Phaseolus vulgaris ecotipo huasca poroto
huallaguino, nos muestra que existe diferencia altamente significativa entre
los tratamientos estudiados, corroborado por el coeficiente de determinacion
de 90,68%, y el coeficiente de variabilidad de 20,42%, este ultimo nos indica
gue entre las repeticiones, las unidades experimentales tuvieron variaciones
marcadas en la incidencia. Por otro lado la variacion que existe entre los

promedios de los tratamientos es de mas, menos 5,24%.
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Gréfico 2: Prueba de Duncan (0,05) para la incidencia de enfermedades en el
control quimico in vitro de Rhizoctonia solani. Expresados en
porcentaje.

En el grafico 2 de la prueba de rangos multiples de Duncan al 5% para la

incidencia de Rhizoctonia solani en semillas de Phaseolus vulgaris ecotipo

huasca poroto huallaguino, nos muestra que el tratamiento quimico con mayor
efecto sobre la reducciéon de la incidencia de este patdogeno fue el T4:

Propineb con promedio de 7,5% superando a los demas tratamientos.

También se aprecia que el tratamiento T7: Benomyl obtuvo el mismo

promedio que el Testigo con inoculacion de hongos (T2), siendo de 45% de

incidencia, el cual nos muestra que este ingrediente activo no permite el

control contra Rhizoctonia solani en semillas de huasca poroto huallaguino.



Cuadro 13: ANVA para la incidencia de enfermedades en el control quimico

in vitro de Fusarium solani. Expresados en porcentaje.

F.de V. G.L. S.C. C.M.E. F-valor Pr>F Signific.
Tratamientos 6 660550 110092 80,89 <0.0001 *
Error 21 285,79 13,61

TOTAL 27 6891,29

**: Altamente significativo
R2= 95,85 % C.V.=10,56 % X =34,93 %

En el cuadro 13 del analisis de varianza para la incidencia de Fusarium solani
en semillas de Phaseolus vulgaris ecotipo huasca poroto huallaguino, indica
gue el efecto de los tratamientos es altamente significativo, el cual es
corroborado por el coeficiente de determinacion que indica 95,85%, el

coeficiente de variacion de 10,56% vy la variacion de mas, menos del 3,69 %.
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Gréfico 3: Prueba de Duncan (0,05) para la incidencia de enfermedades en el
control quimico in vitro de Fusarium solani. Expresados en
porcentaje.



En el grafico 3 de la prueba de rangos multiples de Duncan al 5% para la
incidencia de Fusarium solani en semillas de huasca poroto huallaguino
tratadas con fungicidas nos muestra que, el T1: Testigo sin inoculacién de
hongos no present6 incidencia de Fusarium solani. En cuanto a los fungicidas
aplicados, el que obtuvo menor promedio de incidencia fue el tratamiento T3:
Tolclofos metil + Thiram con promedio de 22,5% de incidencia, siendo éste el
fungicida con efecto positivo para el control de Fusarium solani superando a

los demas tratamientos.

Cuadro 14: ANVA para la incidencia de enfermedades en el control quimico

in vitro de Colletotrichum lindemuthianum. Expresados en

porcentaje.
F.de V. G.L. S.C. C.M.E. F-valor Pr>F Signific.
Tratamientos 6 6152,60 1025,43 87,35 <0.0001 o
Error 21 246,52 11,74
TOTAL 27 6399,12

**: Altamente significativo

R2= 96,15 % C.V.= 9,67 % X = 35,44 %

En el cuadro 14 del andlisis de varianza para el porcentaje de incidencia de
Colletotrichum lindemuthianum en semillas de Phaseolus vulgaris ecotipo
huasca poroto huallaguino, nos indica que existe diferencia altamente
significativa entre los tratamientos utilizados para el control quimico de dicho
hongo, el cual se demuestra ya que existe 96,15% de confiabilidad, es decir
efecto de tratamientos. En cuanto al coeficiente de variabilidad, éste fue de
9,67%, acercdndose a la homogeneidad de las unidades experimentales

segun cada tratamiento.
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Gréfico 4: Prueba de Duncan (0,05) para la incidencia de enfermedades en el
control quimico in vitro de Colletotrichum lindemuthianum.
Expresados en porcentaje.

En el grafico 4 de la prueba de rangos multiples de Duncan al 5% para la
incidencia de Colletotrichum lindemuthianum en semillas de Phaseolus
vulgaris ecotipo huasca poroto huallaguino, nos indica que el tratamiento T4:

Propineb tuvo promedio de incidencia de 32,5% siendo el mas bajo que los

demas tratamientos, pero no supera al T1: Testigo sin inoculacién de hongos,

el cual obtuvo 0% de incidencia. Los tratamientos T3, T6, T7 y T5 fueron

estadisticamente iguales mostrando promedios de 50%, 47,5%, 47,5% y 45%

respectivamente superando al Testigo con inoculacion de hongos (T2).



Cuadro 15: Efecto de los fungicidas en los cuatro hongos aislados de

semilla de Phaseolus vulgaris.

Fungicidas
Hongos
1 2 3 4 5
Lasiodiplodia theobromae B B B B R
Fusarium solani B R R R R
Rhizoctonia solani B MB B B R
Colletotrichum lindemuthianum R R R R R

Fungicidas: 1) Tolclofos metil + Thiram, 2) Propineb, 3) Mancozeb,

4) Metalaxil + Mancozeb, 5) Benomyl.

Cuadro 16: Escala de clasificacion del efecto de fungicidas.

Expresados en porcentaje.

Rango Denominacién | Abreviatura
0 Excelente E

1-10% Muy Bueno MB

10-30% Bueno B

30-60% Regular

60-90% Malo M

5.6. Porcentaje de emergencia de semillas de Phaseolus vulgaris con
tratamiento fungicida.
El grafico 5 nos muestra que los tratamientos con fungicidas quimicos
aplicados para el control de los hongos Lasiodiplodia theobromae,
Rhizoctonia solani, Fusarium solani y Colletotrichum lindemuthianum que

permitieron mejorar la emergencia de semillas de Phaseolus vulgaris del



ecotipo huasca poroto huallaguino fueron: Propineb (77,5%), Tolclofos metil +
Thiram (76,25%) y Metalaxil + Mancozeb (71,88%), siendo las medias
superiores al 70% con respecto al tratamiento Testigo con inoculacion de
hongos (63,13%). EI fungicida Benomyl disminuy6 el porcentaje de

emergencia de las semillas teniendo promedio de 52,50%.

Tto. sin Hongo 100.00
Tto. con Hongo | 63.13
3
S Tolclofos Methil 30% + Thiram 30% 76.25
£
'S
o Propineb 70% 77.50
S
= Mancozeb 80% | 66425
5
[T
Metalaxil 4% + Mancozeb 64% 71.8¢8
Benomyl 50% | | 52.50
I I
0.00 20.00 40.00 60.00 80.00 100.00 120.00
Porcentaje de Emergencia (%)

Gréfico 5: Porcentaje de emergencia de semillas de Phaseolus vulgaris

con tratamiento fungicida.



6.1.

VI. DISCUSION

Sintomas, caracteristicas morfoldgicas y biométricas de los patdégenos
encontrados.

Los sintomas observados bajo la metodologia de incubacion y determinacion
(cAmara humeda) descrita por Ainsworth (1991) en nuestro trabajo de
investigacion fue una alternativa para las determinaciones preliminares de
semillas infestadas e infectadas de diferentes localidades de nuestra region;
donde se observaron presencia de micelios y esporas de hongos en las
semillas de Phaseolus vulgaris aparentemente sanas después de 7 dias de
incubacion con alta humedad y temperaturas normales del ambiente del
laboratorio (20 — 32°C). Los resultados estan descritos en los cuadros 3 y 4,
gue pertenecen a los patdégenos encontrados como Lasiodiplodia theobromae,
Rhizoctonia solani, Fusarium solani, Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium
oxysporum, Aspergillus niger, Aspergillus flavus y Penicillium sp. Estos
resultados son corroborados por Jara (2006) y CIAT (1987) cuando
mencionan que los frejoles sufren de enfermedades transmitidas por semillas

tales como la antracnosis, las pudriciones radiculares y de los tallos.

Asi mismo tiene relacién con los hongos Colletotrichum spp, Fusarium
spp, Rhizoctonia spp descritos por Vallone et al (2002); pero no se han
encontrado Phomopsis spp, Cercospora spp, Peronospora spp, Alternaria
spp, Sclerotinia spp, Macrophomina spp y Septoria también descritos por el
mismo autor en las semillas estudiadas de nuestra region San Martin.
También tiene relacion con Villalobos y Hernandez (2007) en cuanto a

Glomerella lindemuthianum, ya que Colletotrichum lindemuthianum es fase



anamorfo (asexual) de este hongo y que se encontré en las semillas

evaluadas.

La pudricion de semilla de frejol causado por los hongos del género
Aspergillus, Fusarium y Penicillium tienen relacion con los estudios de Pachoén
y Castafo-Zapata (1999) y Membrefio et al (2001). Del mismo modo con
Rhizoctonia solani descrita por Membrefio et al (2001). No se han encontrado
Rhizopus y Macrophomina (Pachon y Castafio-Zapata, 1999 y Membrefio et

al, 2001) en nuestra region.

Con respecto a la presencia de Lasiodiplodia theobromae en semillas,
segun Sandoval (2008) menciona que afecta semillas y plantulas de
Plukenetia volubilis, esto nos indica que este hongo tiene otros hospedantes
en la region San Martin, tal es el caso que ataca mazorca de cacao. Muchos
de estos hongos estudiados también fueron encontrados en semillas de maiz

(Diaz 2005).

Estos patdégenos por su medio de transporte (por semilla) se
encontraron en las 8 localidades donde se realizo la colecta, especialmente
en el ecotipo huasca poroto huallaguino que presenté mas semillas enfermas
como se aprecia en el cuadro 5, esto corrobora lo mencionado por Villalobos y
Hernandez (2007), Jara (2006) y CIAT (1987), que la semilla es el principal
medio de dispersidon de enfermedades a grandes distancias, incluyendo
paises y continentes. Segun este cuadro se puede apreciar que el frejol
Huasca Poroto Huallaguino es el mas difundido en la selva peruana, seguido
del frejol allpa y en tercer lugar el pajatino; estos dos ultimos ecotipo al

parecer estan en peligro de extincion.



Los patdgenos observados en las semillas de los diferentes ecotipos de
frejoles comunes de la region San Martin son infectados o contaminados a
nivel de campo agricola; al no existir semilla certificada se convierten en un
potencial importante para la diseminacion a otros campos agricolas o se
convierten en fuente de inéculo en las nuevas camparfias agricolas, esto tiene
relacion cuando CIAT (1987) menciona que mas de la mitad de las
enfermedades mayores de frejol pueden ser transmitidos por semillas, similar
a lo mencionado por Araya y Hernandez (2006) y Martinez et al (2008)
cuando indican que la reduccion en la emergencia de la planta puede

alcanzar el 15%.

En cuanto a las caracteristicas morfolégicas y colonizacién de cada
uno de los patdgenos encontrados en los aislamientos puros en medio Papa
Dextrosa Agar - PDA al 2% glucosado y observaciones en el microscopio que
se describieron basados en las claves taxonOmicas de Barnett y Hunter
(1972), Ellis (1971 y 1976), Tousson y Nelson (1968), Hanlin (1990), Campos
(1991), Diaz (2005) y Lucero et al (2009), nos reafirman la identificacion de
patdgenos encontrados en semillas de Phaseolus vulgaris y asi mismo que
estos tienen otros hospederos como maiz (Zea mays) y Sacha Inchi
(Plukenetia volubilis) en la regiéon San Martin. Segun la clave de Phillips et al
(2008) para las especies que pueden ser diferenciadas en base a la
morfologia de su conidia (especialmente dimensiones) y morfologia de las

parafisas corresponden al género Lasiodiplodia theobromae.

Los factores que pueden estar influenciando en la incidencia de las

semillas serian el tiempo y tipo de almacenaje, las condiciones ambientales



de cada localidad como la temperatura y humedad relativa alta entre 80% —
100%, y probablemente las mezclas que hacen los comerciantes de frejoles
almacenados de mucho periodo con las semillas del afio, puesto que las
semillas de frejoles colectados en San Roque de Cumbaza, Aucaloma, San
Antonio de Cumbaza, San José de Sisa, Juan Guerra, Tingo de Ponaza,
Saposoa y Juanjui fueron directamente del agricultor. Tal como menciona
Madigan et al (2000) sobre los requerimientos de Colletotrichum
lindemuthianum, mostrando que para favorecer la infeccion necesita
temperatura Optima de 17°C, pero puede variar entre 13°C a 26°C con alta
humedad relativa, este resultado tiene relacion con lo afirmado por Latorre et
al (2004) cuando sostiene que los suelos con 18°C favorecen el desarrollo de

los hongos.

Estos hongos encontrados en granos de frejol, es probable que fueron
infestados e infectados durante la cosecha y el almacenamiento, pero que no
mostraron evidencias de signos cuando son almacenados en lugares
ventilados a pesar de contener humedad entre 14 a 16% por la falta de
presencia de agua libre; pero cuando se colocaron en las camaras humedas
donde se le adicioné agua libre y tiene humedad relativa entre 90-100% han
evidenciado su presencia efloreciendo las estructuras vegetativas como las
hifas y los micelios, dias después la formacion de estructuras reproductivas
en la mayoria de los hongos que produjeron conidias. Es asi que cada uno de
los hongos de granos de frejol tiene un limite de humedad y temperatura entre

el minimo y el maximo, bajo el cual no pueden crecer.
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La humedad del ambiente y agua libre cumplen un papel importante en

el crecimiento de los hongos de granos de frejoles.

Los hongos Aspergillus y Penicillium sobreviven con frecuencia en
granos que tienen alto contenido de humedad, debido a que estan con alta
respiracion, el cual emite calor que favorecen a estos hongos. Pero si los
granos de frejol son separados y tienen buena aireacion como ocurrié en la
siembra de la prueba in vitro donde se observd que estos hongos no causaron

dafio alguno a los granos del frejol huasca poroto huallaguino.

Porcentaje de incidencia y grado de severidad en semillas de Phaseolus
vulgaris, ecotipo huasca poroto huallaguino de la prueba de
patogenicidad.
En base a los resultados obtenidos en el cuadro 5, donde se aprecia al
ecotipo huasca poroto huallaguino como el mas susceptible por presentar
semillas enfermas en las 8 localidades de colecta, se decidi6 realizar la
prueba de patogenicidad para determinar los patégenos de mayor importancia
gue estan afectando a las semillas de Phaseolus vulgaris, encontrando que
Lasiodiplodia theobromae, Rhizoctonia solani, Fusarium solani vy
Colletotrichum lindemuthianum presentan mayor porcentaje de incidencia y
mayor grado de severidad (cuadro 10) segun escala modificado de Castafio-
Zapata (1989) y CIAT (1987) citado por Delgado (2011), bajo las condiciones
de la Regidn San Martin estos patdégenos estan afectando a las semillas de
Phaseolus vulgaris, por lo tanto serian los de mayor importancia.

Los hongos fitopatdgenos mencionados anteriormente también fueron

reportados por Alcoba et al (2005) encontrando Lasiodiplodia theobromae en
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Phaseolus vulgaris, como también en Arachis hypogaea, Gossypium hirsutum
y Vitis vinifera; del mismo modo Araya y Hernandez (2006) y Martinez et al
(2008), Latorre (2004) encontraron Fusarium solani y lo describen como un
hongo que causa pérdidas en el rendimiento debido a que existe 15% de
promedio de incidencia con respecto a la emergencia de las semillas, ya que
la enfermedad sobrevive en restos de siembra y en la semilla. Asi mismo
Martinez et al (2008) menciona que se puede reducir la incidencia y severidad
de la enfermedad causada por Rhizoctonia solani sembrando a menor
profundidad; finalmente Atilio y Reyes (2008) mencionan que Colletotrichum
lindemuthianum es un hongo que ataca a las variedades mas susceptibles, tal
es el caso del ecotipo huasca poroto huallaguino que reporté mayor incidencia
en todas las localidades; reforzando los resultados al describirlos como
hongos que afectan a las semillas y planta de Phaseolus vulgaris. Los demas
hongos causan pudricion de semillas por mal almacenaje y no afectan en la
emergencia a pesar de ser inoculados debido a que es infestado el tegumento
externo y no los cotiledones.

Incidencia in vitro de enfermedades en semillas de Phaseolus vulgaris
con tratamiento fungicida.

Los resultados obtenidos en el porcentaje de incidencia en el control quimico
de Lasiodiplodia theobromae (cuadro 11 y grafico 1), nos muestran que el
tratamiento T6 (Metalaxil + Mancozeb) a dosis de 2,5 g/kg de semilla de
Phaseolus vulgaris, el cual es un fungicida compuesto (protector-sistémico)
(cuadro 1), reportd6 menor promedio de porcentaje de incidencia siendo

17,50% calificado como bueno (cuadro 16), pero a la vez es estadisticamente



igual al tratamiento T5 (Mancozeb - protectante), tratamiento T4 (Propineb -
protectante) y tratamiento T3 (Tolclofos metil + Thiram - compuesto), por lo
tanto estos fungicidas controlan el ataque del hongo cuando no esta dentro de
la semilla protegiendo la parte externa como lo menciona Adrianzen (1996) al
describir a los fungicidas protectantes. Estos resultados también corroboran lo
mencionado por Tovar et al (2013) y Aroca et al (2008) quienes al aplicar
Mancozeb (0,15%) lograron controlar de forma eficaz hongos como
Lasiodiplodia theobromae; asi mismo Sandoval (2008) aplicando Mancozeb
logro excelentes resultados, es decir ninguna planta afectada. En este estudio
se logré buenos resultados (10% - 30% de planta afectada) para el control de
Lasiodiplodia theobromae con la aplicacion de Mancozeb (T5) combinado con
otro fungicida Metalaxil + Mancozeb (T6), este ultimo fue utilizado por
Sandoval (2008) para el control de este patégeno en semillas de Sacha Inchi
(Plukenetia volubilis) teniendo muy buenos resultados; no sucediendo lo
mismo con Benomyl (T7) el cual se obtuvo regular resultado (30% - 60% de
planta afectada) debido a que el fungicida es de accion sistémica y es
probable que no haya actuado durante la emergencia de la semilla porque no
alcanzé la tubulina a tiempo y ademas la dosis que se utilizé fue de
concentracion baja, ya que este fungicida es recomendado de 0,75 g/kg, 1,0
o/kg, y 1,5 g/kg de semilla; mientras que Sandoval (2008) utilizando dosis de

0,75 g/kg obtuvo muy buenos resultados.

Los resultados obtenidos en el porcentaje de incidencia en el control
guimico de Rhizoctonia solani (cuadro 12 y gréafico 2) nos muestran que el

tratamiento T4 (Propineb) a dosis de 3 g/kg de semilla de Phaseolus vulgaris,



el cual es un fungicida de protecciéon (cuadro 1), reporté menor promedio de
porcentaje de incidencia siendo 7,50% calificado como muy bueno (cuadro
16), por lo tanto este fungicida controla el ataque del hongo cuando no esta
dentro de la semilla protegiendo la parte externa como lo menciona Adrianzen
(1996) al describir a los fungicidas protectantes. Estos resultados también
tienen relacion con lo mencionado por Diaz (2005), que con la aplicacién de
Propineb logré controlar en forma eficaz Rhizoctonia solani en semillas de
maiz (Zea mays) de la variedad Marginal 28-Tropical en condiciones de
laboratorio como se desarroll6 en el presente estudio, por lo tanto este
fungicida puede ser utilizado para controlar este patégeno en semillas de

Phaseolus vulgaris en condiciones de San Martin.

Los resultados obtenidos en el porcentaje de incidencia en el control
guimico de Fusarium solani en laboratorio (cuadro 13 y grafico 3), nos
muestran que el menor promedio de incidencia se obtuvo con el tratamiento
T3 (Tolclofos metil + Thiram) a dosis de 2 g/kg de semilla de Phaseolus
vulgaris, el cual es un fungicida compuesto (protector-sistémico) (cuadro 1),
siendo este resultado de 22,50% calificado como bueno (cuadro 16), por lo
tanto este fungicida controla el ataque del hongo cuando no esta dentro de la
semilla protegiendo la parte externa como lo menciona Adrianzen (1996) al
describir a los fungicidas protectantes. Estos resultados son corroborados por
Adrianzen, (1996), CIAT (1987) y FAO, (2000), que mencionan que el
fungicida Thiram es protectante para el control de enfermedades en semillas
como Fusarium, Rhyzoctonia, entre otros, esto debido a que el modo de

accion de estos fungicidas generalmente es de multisitio, un proceso bajo



control multigénico, ya que actuan en diferentes procesos metabolicos vitales
para la vida del hongo, por lo que la probabilidad de obtener resistencia del

hongo a estos fungicidas es bastante baja.

En general, los fungicidas protectantes afectan el metabolismo de las
proteinas, bloquean la oxidacion de &cidos grasos, afectan la producciéon de
energia/ATP y bloquean la enzima deshidrogenasa como lo describe
Yaringafio, (1985). Estudios realizados en San Martin por Diaz (2005) y
Sandoval (2008), reafirman este resultado en semillas de Phaseolus vulgaris,
mencionando que el uso de fungicidas que contiene Thiram lograron controlar
a Fusarium solani de manera excelente en semillas de Plukenetia volubilis y
Zea Mays en laboratorio bajo las mismas condiciones en que se desarrollo el

presente estudio.

Los resultados obtenidos en el porcentaje de incidencia en el control
guimico de Colletotrichum lindemuthianum en laboratorio (cuadro 14 y grafico
4), nos muestran que el menor promedio de incidencia se obtuvo con el
tratamiento T4 (Propineb - protectante) a dosis de 2 g/kg de semilla de
Phaseolus vulgaris, siendo este resultado de 32,50% calificado como regular
(cuadro 16), por lo tanto este fungicida redujo el ataque del hongo pero no
logra resultados satisfactorios, al ser de proteccion estaria controlando al
hongo cuando no esta dentro de la semilla protegiendo la parte externa como

lo menciona Adrianzen (1996) al describir a los fungicidas protectantes.

Estos resultados nos indican que los fungicidas ensayados no tienen

efecto fungico ante el hongo estudiado, por lo que es necesario buscar
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nuevas alternativas de control bajo las mismas condiciones en que se

desarrollo la investigacion.

Porcentaje de emergencia en semillas de Phaseolus vulgaris con
tratamiento fungicida.

Los resultados obtenidos en el grafico 5 que muestran mejor porcentaje de
emergencia en semillas de Phaseolus vulgaris del ecotipo huasca poroto
huallaguino fueron: Propineb (77,5%) a la dosis 3 g/kg, Tolclofos metil +
Thiram (76,25%) a la dosis 2 g/kg y Metalaxil + Mancozeb (71,88%) a la dosis
2,5 g/kg, siendo las medias superiores al 70% con respecto al tratamiento
Testigo con inoculacion de hongos (63,13%) y Mancozeb (66,25%) a la dosis

3 g/kg.

Mientras que el fungicida Benomyl a la dosis 0,75 g/kg tuvo menor
porcentaje de emergencia teniendo como promedio 52,5%, esto debido a
efectos fitotoxicos y la presencia de patégenos que estan afectando a las
semillas. Similares resultados fueron encontrados por Diaz (2005) en semillas
de maiz (Zea mays) observandose porcentajes del 77,00% para Propineb a la
dosis 2 g/kg, 79,04% para Mancozeb a la dosis 3 g/kg, 79,32% para Benomyl
a la dosis 1 g/kg, y 77,06 % para el Testigo, esto indica que el uso de
fungicidas en el tratamiento de semillas de maiz con las dosis empleadas no

influenciaron de manera fitotoxica en la emergencia de éstas.
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VIl.  CONCLUSIONES

Los hongos aislados e identificados presentes en las semillas de frejol en las
localidades de la region San Martin fueron: Lasiodiplodia theobromae,
Rhizoctonia solani, Fusarium solani, Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium

oxysporum, Aspergillus niger, Aspergillus flavus y Penicillium sp.

La prueba de patogenicidad realizado a los hongos encontrados determinaron
que: Lasiodiplodia theobromae, Rhizoctonia solani, Fusarium solani y
Colletotrichum lindemuthianum son patégenos de semillas de frejol en San

Martin que se pueden diseminar a campos de cultivos.

El hongo Lasiodiplodia theobromae es un nuevo agente de chupadera

fungosa de alto riesgo patoldgico en frejoles.

La prueba del control quimico in vitro determiné que el fungicida Propineb
tuvo menor incidencia de la enfermedad, controlé6 de forma muy buena al

hongo Rhizoctonia solani.

Los fungicidas Metalaxil + Mancozeb y Tolclofos metil + Thiram para los
hongos Lasiodiplodia theobromae y Fusarium solani respectivamente,
permitieron la baja incidencia de la enfermedad demostrando asi su buen

efecto de control.



VIll. RECOMENDACIONES

Considerando que existen hongos que pudren las semillas, y muchos de estos se
diseminan en la region por este medio y al no existir semilla certificado se

recomienda:

8.1. Seleccionar las semillas sanas para erradicar las enfermas, de tal manera que

se disminuya la fuente de indculo para evitar epidemias en campo.

8.2. Considerar como nuevo agente de chupadera fungosa a Lasiodiplodia

theobromae.

8.3. Aplicar el fungicida Propineb a la dosis 3 g/kg para el control de Rhizoctonia
solani, los fungicidas Metalaxil + Mancozeb a la dosis 2,5 g/kg y Tolclofos
metil + Thiram a la dosis 2 g/kg para controlar Lasiodiplodia theobromae y

Fusarium solani respectivamente.

8.4. Finalmente se recomienda investigar temas referentes a control bioldgico,
control cultural y control con extractos vegetales en semillas de frejol como

buenas practicas agricolas para la agricultura sostenible.
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ANEXOS



ANEXO 1: Costos de Identificacién y Andlisis.

Rubros Unidad |Cantidad | Costo Unitario S/. | Costo S/.
Identificacion Unidad 1 50 50
Agar Agar Kg 0.1 320 32
Glucosa Kg 0.1 200 20
Papas Kg 0.25 2 0.5
Agua destilada I 1 10 10
Algodon g 1 3 3
Lejia I 1 8 8
Alcohol I 0.5 10 5
Papel Rollos 2 4 8
Regla Unidad 1 2
Antibiético Céapsula 2 15 3
Mano calificada Unidad 1 150 150

TOTAL COSTO

291.5




ANEXO 2: Datos originales del porcentaje de incidencia de enfermedades con

tratamientos fangicos.

Lasiodiplodia Fusarium Rhizoctonia Colletotrichum
theobromae solani solani lindemuthianum

Fungicidas T | P Incidencia Incidencia Incidencia Incidencia

| % | % | % | %

L ., 1 1 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
;Lon'gsc')z inoculacion de 12| o 000 | 0 | 000 | 0 | 0.0 0 0.00
1 3 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00

1 4 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00

. ., 2 1 3 30.00 5 50.00 4 40.00 4 40.00

;gon'gcoosn inoculacion de 22| 5 50.00 | 4 | 40.00 | 4 | 40.00 | 4 40.00
2 3 5 50.00 4 40.00 5 50.00 3 30.00

2 4 4 40.00 3 30.00 5 50.00 5 50.00

Tolclofos  Methil  30% + 3 1 2 20.00 2 20.00 2 20.00 5 50.00
Thiram 30% 3 2 3 30.00 3 30.00 1 10.00 5 50.00
3 3 3 30.00 2 20.00 2 20.00 6 60.00

3 4 2 20.00 2 20.00 1 10.00 4 40.00

4 1 2 20.00 5 50.00 1 10.00 3 30.00

. 4 2 3 30.00 4 40.00 1 10.00 3 30.00
Propineb 70% 43| 2 | 2000 | 5 |5000| 1 |1000]| 4 40.00
4 4 3 30.00 4 40.00 0 0.00 3 30.00

5 1 3 30.00 5 50.00 3 30.00 5 50.00

Mancozeb 80% 5 2 2 20.00 4 40.00 4 40.00 5 50.00
5 3 3 30.00 5 50.00 2 20.00 4 40.00

5 4 2 20.00 5 50.00 3 30.00 4 40.00

Metalaxil 4% + Mancozeb 6 1 2 20.00 6 60.00 1 10.00 5 50.00
64% 6 2 1 10.00 4 40.00 2 20.00 5 50.00
6 3 2 20.00 5 50.00 2 20.00 4 40.00

6 4 2 20.00 4 40.00 3 30.00 5 50.00

7 1 4 40.00 5 50.00 4 40.00 5 50.00

Benomyl 50% 7 2 4 40.00 5 50.00 4 40.00 5 50.00
7 3 3 30.00 6 60.00 5 50.00 5 50.00

7 4 5 50.00 6 60.00 5 50.00 4 40.00

*T: Tratamientos
*P: Pruebas




ANEXO 3: Porcentaje de emergencia de la semilla de frejol con tratamientos
fungicos.

Lasiodiplodia Fusarium Rhizoctonia Colletotrichum
theobromae solani solani lindemuthianum
Fungicidas T|P E %E E %E E %E E %E
Tto. sin inoculacion de 1 1] 10 100.00 | 7 [100.00| 9 100.00 9 100.00
hongos 112] 10 100.00 | 7 |100.00| 9 100.00 6 100.00
113] 10 100.00 | 9 |[100.00| 10 100.00 6 100.00
1 4] 10 100.00 | 9 [100.00| 9 100.00 7 100.00
. B 2 |1 8 80.00 3 | 30.00 6 60.00 10 100.00
Igon'gcoos”'”o‘:“'ac'on e =127 s 6000 | 7 | 70.00 | 7 70.00 5 50.00
2 3 6 60.00 | 10 | 100.00| 5 50.00 8 80.00
2 |4 7 70.00 8 | 80.00 4 40.00 1 10.00
Tolclofos Methil 30% + 31 9 90.00 9 | 90.00 7 70.00 5 50.00
Thiram 30% 3|2 8 80.00 8 | 80.00 9 90.00 2 20.00
33 8 80.00 9 | 90.00 8 80.00 4 40.00
3[4 9 90.00 9 | 90.00 | 10 100.00 8 80.00
4 1 9 90.00 5 | 50.00 9 90.00 7 70.00
_ 412 8 80.00 7 | 70.00 9 90.00 9 90.00
Propineb 70% 4 3] o 90.00 | 5 | 50.00 | 9 90.00 3 30.00
4| 4 8 80.00 9 | 90.00 | 10 100.00 8 80.00
51 8 80.00 6 | 60.00 9 90.00 2 20.00
Mancozeb 80% 52 9 100.00 | 9 | 90.00 4 40.00 4 40.00
5|3 6 60.00 4 | 40.00 8 80.00 6 60.00
54 9 90.00 6 | 60.00 7 70.00 8 80.00
Metalaxil 4% + 6 |1 9 90.00 5 | 50.00 9 90.00 9 90.00
6 | 2| 10 100.00 | 4 | 40.00 8 80.00 2 20.00

Mancozeb 64%
6 |3 9 90.00 6 | 60.00 8 80.00 7 70.00
6 | 4 9 90.00 | 10 |100.00 | 7 70.00 3 30.00
71 5 50.00 5 | 50.00 7 70.00 6 60.00
7121 10 100.00 | 4 | 40.00 8 80.00 4 40.00

Benomyl 50%
713 8 80.00 2 | 20.00 1 10.00 5 50.00
714 5 50.00 5 | 50.00 5 50.00 4 40.00

*T: Tratamientos

*P: Pruebas

*E: Emergencia

*0%E: Porcentaje de Emergencia




