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I. INTRODUCCION

La uva es una fruta que presenta aita concentracién de vitamina C, que mantiene ios
tejidos sanos a través del tiempo; hoy en dia esta fruta es protagonista de las dietas
saludables. En la Costa peruana se siembra la Vitis vinifera, mientras que en San

Martin la que predomina es la Vitis fabrusca con vida productiva méas 30 afios.

En {a regién San Martin, se cultiva mas de 210 hectareas de uva y se produce en
promedio 1350 toneladas por afio (Oficina de informacién Agraria de {a Direccion
Regional Agraria San Martin 2012). La fruta de la vid es el producto emblematico de
San Antonio, San Roque de Cumbaza y San Martin, del cual se elaboran varios

productos como el uvachado, vino seco, semi seco y refrescos.

Trabajos de investigacion realizados hasta el 2014, en la region San Martin,
mencionan que las enfermedades de mayor importancia son el Mildiu (Plasmopara

viticola) y la roya (Phackopsora euvitis).

En estos ultimos afos se ha venido observando la muerte de plantas por
pudriciones radiculares, causando bajas en el ingreso econémico del viticultor. Por
estas razones realizamos nuestro trabajo de investigacion con la finalidad de hacer el
diagnéstico y el control in vitro del agente causal y dar alternativas de manejo integrado

a los viticultores de la region.



il. OBJETIVOS

1. Objetivo general.
Diagnosticar al agente causal de la podredumbre de raices de la uva Isabela

(Vitis labrusca) e iniciar trabajos de manejo de la enfermedad.
2. Objetivos Especificos

21. Aislar y describir las caracteristicas morfolégicas y biomeétricas para
identificar la especie o especies de hongos que estan causando la

enfermedad de la “Pudricion de las raices” del cuitivo de {a uva.

2.2. Realizar y evaluar métodos de control cultural, quimico y biolégico para
establecer los lineamientos méas importantes en el manejo integrado de la

enfermedad.



3.1.
3.1.1.

lil. REVISION DE LITERATURA

Aspecto del cuitivo

Origen y evolucion histérica

La uva Isabella es una uva hibrida que se originé en el sur de Estados Unidos
(Carolina del Sur) antes de 1800, derivada de la cepa nativa Vitis labrusca y una
variedad vinifera desconocida. Probablemenie fue creada por polinizaciéon
aleatoria como resultado de los intentos realizados en el siglo X\VHH para

implantar vides Europeas en los Estados Unidos (Duran y Hernandez, 2007).

En la década de 1850, desperté el interés de los viticultores europeos
debido a su resistencia a la enfermedad del oidic (Hernandez et al, 2011). El
cultivo de la uva Isabella es de facil expansién, por su buena adaptacion a
condiciones edafoclimaticas variables, elevada productividad, longevidad y
relativa rusticidad (Grigoletti y Sonego, 1993 y Zanuz, 1991). Cabe destacar que
a partir de finales del siglo XiX, {a Vitis fabrusca fue l1a solucién mas usada para
la erradicaciéon de la plaga de la filoxera de las plantaciones de Vitis vinifera,
debido a que sus raices son tolerantes a este insecto. La solucién consistia en
hacer porta injertos en base a fabrusca e injertar Vitis vinifera y de esta forma
conseguir que la planta fuera précticaménte inmune a {a plaga. De todos los
cultivares de labrusca, la vid “Isabella” es la mas difundida fuera de Estados

Unidos.



3.1.2.

3.1.3.

En América Latina, ademas de Argentina, la vid Isabella es cultivada en
Brasil (Rio Grande do Sul, Santa Catarina), Colombia (Valle del Cauca), Uruguay
y Peru (Valle de Canete en Lima); en este ultimo pais se le utiliza para efaborar
el popular, pero mal llamado vino Borgofia (Duran y Hernandez, 2007). Asi
mismo se cultiva en la region San Martin y se consume en jugos de fruta,
uvachado (Etanol 45 %, azticar, canela y uvas), coctel, vino y como fruta fresca
y se presume que su ingreso a esta region fue entre los afo 1950 a 1960, por

via fluvial por 1a ciudad de Yurimaguas.
Taxonomia

La clasificacion de la vid reportada por Salazar y Melgarejo (2005), es la
siguiente:  division: espermatofita, subdivision: angiosperma, clase:
dicotiledoneas, subclase: archiclamideas, orden: ramnales, familia:

vitaceae, género: Vitis, especie fabrusca.
Morfologia

La Vitis labrusca es una planta lefiosa de vida muy larga, tiene periodo juvenil
(3 — 5 afios), durante el cual no es capaz de producir flores; en general, las
yemas que se forman durante un afio no se abren hasta el afio siguiente; puede
producir alrededor de 5 kilogramos por cosecha cuando el cultivo no esta en
plena produccién. Después de los 5 afios comienza la produccién en pleno; del
momento de la poda al tiempo de cosecha transcurren cuatro meses, serian seis

meses con el descanso que es un tiempo que se fe da a fa planta para que se



fortalezca (Lozano et al., 2007). En San Martin se puede cosechar entre 110 a
130 dias con descanso de 28 a 35 dias (Chota y Tello 2015)

La vid tiene sistema radicular que se hace imponente con los afios, pero
se desarrolla y explora el terreno con menos minuciosidad que el de una hierba
es denso, de crecimiento rapido y que se hace importante con los afos, de alli
que la raiz tiene un periodo inicial de extension o colonizacién del suelo (7 a 10
anos), luego sigue periodo de explotacion del suelo (10 a 40 afios), y finaimente
el periodo de decadencia a partir de fos 50 afios; asimismo cumple las funciones
basicas de anclaje, absorcion de agua y elementos minerales y por ser un
érgano de acumulacién de reservas en sus tejidos se depositan numerosas
sustancias de reserva, principalmente aimidén, que sirve para asegurar la
brotacién después del reposo (Martinez de Toda, 1991).

El tallo, en estado espontaneo es una liana, gracias a sus tallos
sarmentosos y a sus zarcillos que cuando encuentran un soporte o tutor se
enroscan en él y trepan en busca de la luz, es de aspecto retorcido, sinuoso y
agrietado, recubierto exteriormente por una corteza que se desprende en tiras
longitudinales llamado ritidomas; junto con las hojas, flores, zarcillos y frutos

conforman la parte aérea de la vid. (Martinez de Toda, 1991).

Las hojas son simples, alternas, disticas con angulo de 180°, con borde
dentado, color verde mas intenso en el haz que en el envés, presenta también
vellosidad mas intensa aunque hay variedades con hojas glabras y divergencia
normal de media compuestas por peciolo y limbo. Ei peciolo, esta inserto en el
pampano, envainado o ensanchado en la base, con dos estipulas que caen

5 .



prematuramente y el limbo, generalmente lobulado (cinco nervaduras que parten
del peciolo y se ramifican), formando lébulos mas o menos marcados
dependiendo de la variedad; pueden tener varias formas: cuneiformes,

cordiformes, pentagonal, orbicular, reniforme (Mullins ef af., 1992).

Los zarcillos y las inflorescencias son estructuras comparables a los tallos
y disponen sobre los nudos en el lado opuesto al punto de insercion de las hojas;
pero no todos los nudos ilevan zarcillos o inflorescencias (Martinez de Toda,
1991), tienen un origen semejante por 1o que es frecuente encontrar estados
intermedios (zarcillos con algunos frutos) y pueden ser bifurcados, trifurcados o

polifurcados (Mullins et al., 1992).

La inflorescencia de la vid se conoce con el nombre de racimo que es de
tipo compuesto (Martinez de Toda, 1991). Las flores son hermafroditas,
pentameras, pequenas (2 mm), de color verde y poco llamativas, se agrupan
como inflorescencias en racimos, conformadas desde yemas fértiles en el

pampano (Ryugo, 1993).

El racimo es un 6rgano opositifolio, es decir, se sitia opuesto a la hoja y
esta formado por un tallo principal llamado pedinculo hasta la primera
ramificacién; la vid cultivada lleva de uno a tres racimos por pampano fértil, lo

normat son dos racimos y rara vez salen cuatro (Martinez de Toda, 1991).

La fructibilidad de las yemas esta condicionado por varios factores en los
que podemos seialar algunos: Climaticos, como luz, demostrando que existe

una correlacion de 0,77 entre la cantidad de horas fuz durante el periodo de

6.



diferentes yemas fructiferas, ademas se encontr6 mayor efecto sobre la
fructibilidad de yemas de la cantidad de horas luz sobre la intensidad de ésta,;
otro factor importante de gran influencia es la temperatura 6ptima, para
diferenciacion se encuentra entre 30 y 35 °C y temperaturas mayores reducen la

diferenciacién (Almanza, 2008).

El fruto, es una baya carnosa de forma y tamafio variable, mas o menos
esférico u ovalado, de sabor. De acuerdo con la variedad, contiene de una a
cuatro semillas, aunque hay variedades sin semilla. La cascara esta cubierta de
una capa de células cerosas llamada pruina que protege el fruto de dafios de
insectos, pérdida de agua y le da buena apariencia. La cascara contiene la
mayor parte de los constituyentes del color, aroma y sabor de las uvas y es mas

rica en vitamina C que la pulpa (Morales y Morales, 1995).

La poda equilibra el reparto de los frutos sobre las diferentes partes de la
planta, provocando una mejor alimentacion de estos y limitando los excesos de
cosecha (Bretaudeau, 1978). La definicion de carga que trata del conjunto de
yemas dejadas en la poda, es decir, que si dejamos 10 yemas, la carga sera 10;
y si dejamos 25 la carga sera 25 y que el hombre puede hacer infinitas
variaciones con fa carga, desde dejar todas las yemas en un solo sarmiento
hasta dejar una yema en cada pulgar que queda después de hecha la poda

(Larrea, 1981).

La época de poda y sus consecuencias, estan en una serie de datos,

suficientemente contrastados por diferentes zonas viticolas que permiten extraer



conclusiones generales a cualquier region y variedad (Martinez, 1999); sin
embargo, dentro del periodo de reposo comprendido entre la caida de ia hoja y
el desborre, las distintas experiencias de época de poda, ha dado resuitados
contradictorios, dependiendo, fundamentaimente de la regién y de la vinifera
estudiada, pero, con bastante frecuencia se observa que la poda tardia tiende a
aumentar la fertilidad de las yemas. Las podas menores de dos semanas
después de la cosecha reduce la fertilidad de fas yemas de la Vitis labrusca,
mientras que las podas después de fos 28 dias de la cosecha incrementan la

fertilidad de las yemas.

El nimero de pulgares y/o yemas que se deje, debe guardar relacion con
{a capacidad productiva de la Vid, y al tamafio de los sarmientos de los cuales
ellos son las partes basales, los pulgares deben estar distribuidos de tal manera
que la planta mejore su forma y los frutos estén expuestos uniformemente. La
poda constituye el medio principal para regular la cosecha, significa la remocién
de ciertas partes de la planta para modificar y utilizar sus habitos naturales, con
miras a lograr una mayor produccién y mejor calidad de fruta; a menor costo y
por un largo periodo. El espesor de la rama de la Vitis labrusca, para la poda
esta entre 5§ a 7 mm de diametro y no tiene similitud con las ramas de la Vitis

vinifera que sostienen el grosor de un dedo (Rodriguez, 1996).



3.2.

3.2.1.

Patégenos que causan pudricion de raices en la vid.

Rosellinia spp.

La pudricion negra de la raiz causada por el hongo del género Rosellinia, es una
enfermedad fungosa importante porque produce dafios severos en el cultivo de
la Vid (Welliman, 1953). Esta enfermedad es muy frecuente en zonas tropicales y
subtropicales. Afecta a la vid y otros cultivos como el café, té, lima, aji, cacao,
palto (Bazan, 1965).

La enfermedad en el mundo esta distribuida geogréficamente en regiones
con alta temperatura y humedad como Israel, Espafia, Estados Unidos
(California), Europa, Norte y Sud América, Africa, Australia, New Zeland, India,
La Union Soviética y Japon (Fresa, 1975).

Rosellinia spp presenta ascomata, simple o agregada, libre o sobre un
subiculo hifal o inmerso en el tejido del hospedante y cubierto por un Clipius
(Mdller, 1973), los peritecios son ostiolados, globosos, ensanchados a piriforme,
glabros y frecuentemente sentado sobre un hipostroma de compuestos por
células de pared gruesa. Cuelfo ostiolar papilado o cdnico compuesto por capas
de células lisas y células de pared gruesa marrén oscuro, internamente las
células son sub hialinas o hialinas. Ascas unitunicadas, cilindricas, pie alargado,
con estructura apical amiloide y en el interior se encuentran 8 ascosporas. Las
Ascosporas son unicelulares, marrén oscuro, elipsoide, con una hendidura
longitudinalmente y ceptada (Hanlen 1989). Existen mas de 100 especies de
Rosellinia causantes de pudriciones radiculares en diversos hospedantes
lefiosos y sub lefiosos (Ferndndez, 1978).
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3.2.2. Armillaria mellea
Es un hongo Basidiomicete que pertenece al orden Agaricales y a la familia
Tricholomataceae. El micelio, los rizomorfos, los cuerpos fructiferos y las
basidiosporas caracteristicos del genero Armillaria, lo diferencian de otros
géneros incluidos dentro del mismo orden (Pegler, 2000). Este hongo es
causante de la podredumbre o mal blanco de la raiz en especies lefiosas.

El micelio de A. meflea generalimente crece entre la corteza y el cilindro
vasctular de las plantas infectadas, aunque también puede crecer sobre la misma
corteza y dispersarse hasta el sistema radicular, en un principio son de color
blanco, y después pasan a ser de color miel.

Este hongo es capaz de producir rizomorfos, que son agregaciones
miceliares filamentosas de 1 a 3 mm de didmetro con una capa externa negra y
melanizada (Garraway, 1991). Pueden ser de dos tipos: subterraneos, que son
los que estan en el suelo y extienden la infecciéon por el terreno, subcorticales,
que aparecen debajo de la corteza inmersos en las placas del micelio. Cuando el
apice de crecimiento del rizomorfo entra en contacto con una raiz susceptible
cercana, se adhiere y penetra a través de la corteza a la zona del cambium. Ahi
se desarrolla el tipico micelio en abanico de A. mellea, quedando asi invadida y
parasitada la raiz. (O’'Reilly 1963).

Los sintomas especificos que permiten diagnosticar la podredumbre
blanca de raiz se situan en el sistema radical y en el cuello de la planta, ya que la
infeccion de A. mellea afecta sobre todo a las partes subterraneas de las plantas

susceptibles, y a menudo se extiende a mas de un metro de profundidad. £l
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3.2.3.

patégeno produce zonas necréticas en las raices gruesas y en la base del
tronco, por debajo de la corteza. Las enzimas hidroliticas que produce el
patégeno destruyen el cambium y el floema, y como consecuencia de ia infeccion
se observa un flujo de resina 0 goma en las plantas (Agrios, 2005).

La infeccibn de este hongo causa marchitez, clorosis y pérdida de
turgencia en las hojas, que se desarrollan tarde y caen pronto. Los sintomas
aéreos pueden aparecer en un periodo que varia de varios meses a afios, pero
una vez que se observan los primero sintomas de marchitez, la muerte de la
planta ocurre en pocas semanas (Agrios, 2005).

Hasta el momento no se ha encontrado ningtin método para combatir A.
mellea, y no existes variedades o porta injertos de vid resistentes. Por lo tanto el
méjor método de control frente a A. mellea, es la prevencién haciendo
eliminacién de los restos vegetales infectados del area de cultivo para reducir el

inoculo del patégeno (Mwenje, 1998).

Lasiodiplodia spp.

Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griff. & Maubl., Bull. Soc Mycol. Fr. 25 67. 1909
citado por Phillips et al (2013), es un hongo fitopatégeno inespecifico, habitante
comtin del suelo, cosmopolita y causante de enfermedades en varios especies
vegetales, que incluyen a mango (Khanzada et al.,2004; Tavares y Menesses,
1991), palto (Alama et al., 2006), vid (Kuhn, 1981; Ribeiro et al., 1992), citricos
(Fischer et al., 2009), manzano (Covey, 1967) y eucalipto (Sharma et al., 1984),

entre otras. Debido al amplio rango de hospedantes, los sintomas que causa en
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ellos son diversos como, muerte regresiva, pudriciéon del peddnculo del fruto,
gomosis, muerte subita de ramas y ramillas, pudricién del cuello, pudricién de
raices, marchitez y defoliacién. En el PerG se ha reportado a este patégeno
afectando manzano, mango y palto (Alama et al., 2006; Rodriguez y Mattos,
1988), bananos (Llontop, 2011).

Lasiodiplodia theobromae, esta actualmente ubicado en la division
ascomycota, clase deuteromycetes y orden sphaeropsidales, los miembros de
este orden se caracterizan por formar conidios en un cuerpo fructifero lamado
picnidio. Esté puede ser redondeado o piriforme de paredes claras o marrén
oscuro y con unas abertura apical Hamado ostiolo. Los conidios se forman sobre
conidioforos cortos y se agrupan en masas mucilaginosas que, en condiciones
de alta humedad relativa o en presencia de fluvia, pueden salir al exterior a
traves del ostiolo, unidas unas a otras formando cadenas. Dentro de la
morfologia en si, las hifas son septadas y de color marrén oscuro al madurar y
forman estructuras de fructificacion flamadas Picnidios, estos piriformes con
paredes de color marrén oscuro y presentan una cavidad u ostiolo ubicado en la
parte apical, por donde son expulsadas los conidios, éstas, son de color claro,
hialinas aceptadas cuando son inmaduras, en cambio cuando maduran son de
color marrén oscuras, uniseptadas y con estrias longituinales en la superficie
(Bémer—, 2009).

Lasiodiplodia parva segun Phillips, Alves y Crous (2007) citado Phillips et
al 2013, No forma ascomas. conidioma estromatico, de color marrén oscuro a

negro ,. Parafisas hialinas, cilindrica, extremos redondeados, hasta 105 micras
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de largo, 3.4 micras de ancho que surja entre las células conidibgenas.
Conidioforos ausente. Células conidiégenas hialina, liso, cilindrico, hinchado
ligeramente en la base, o la proliferacion en el mismo nivel que da lugar a
periclinal engrosamientos. Los conidios ovoide, el apice ampliamente
redondeado, base redondeada, mas ancho en el tercio medio o superior , de
paredes gruesas , en un principio hialina y permanece asi por mucho tiempo ,
convirtiéndose en 1 - septa y solo paredes oscuras, después de la liberacion de
la conidiomas, con depésitos de melanina en la superficie interior de la pared
dispuestas longitudinalmente dando una apariencia estriada de los conidios |,
(15.5-) 16-23.5 (-24,5) x ( 10 ) 10,5-13 ( -14,5 ) micras , de confianza del 95 %
limites = 19,8-20,5x 11.04a11.07m(av.+SD=202+19%x11,5+08m, L/
W ratio = 1,8). Esta especie se pueden separar de su mas cercano parientes, L.
citricola, L. egypticae, L. hormozganensis y L. pseudotheobromae basado en las
dimensiones de conidios y Parafisas. En términos de morfologia es similar a L.
iraniensis y los dos especies pueden ser separados sélo en la anchura media de

conidios, pero filogenéticamente son claramente distintas.

Lasiodiplodia viticola segin Urbez-Torres, Peduto & Gubler, Fungal
Divers. 52: 183. 2011, citado por Phillips et al (2013). No forma ascomas,
conidiomas estromaticos, solitario, formada en PDA dentro de 3-4 semanas,
negro, cubierto moderadamente con micelio, hasta 900 m de ancho, globoso a
ovoide, de paredes gruesas, unilocular, con un ostiolo central. Parafisas hialina,
cilindrica, aseptados, no ramificado, redondo en el apice, 60 micras de largo, 2-3

micras de ancho. Conidiéforos ausente. Células conidiégenas, hialina, liso,
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3.24.

cilindrico. Los conidios producidos en la medio de cultivo inicialmente hialinas,
unicelulares, elipsoidal, base redondeada, de paredes gruesas (1-2 micras),
contenido granular, convirtiéndose marréon oscuro, 1 - septa, cbn estrias
longitudinales mientras que aln dentro de la conidiomas, (16.5-) 18-20.5 (-23) x
(8-)9-10.1 (-10.5) um (av. de 60 conidia = 19.5 x 9.5 ym, L/A ratio = 2.05). Las
colonias en PDA con micelio denso aéreo, micelio inicialmente blanco se vuelve
palida aficionado en 7 d y girando hierro gris a negro verdoso internamente 28 d,
revertir azul pizarra oscura después de 28 d, alcanzando 90 mmen PDA a las 48
h en la oscuridad a 25 ° C. Temperaturas cardinales para el crecimiento: minimo

10 ° C, maximo 35 ° C, optima 25-30 ° C.

Pythium sp.
Pythium sp., llega a ocasionar marchitamiento en la planta, pudricién de las
raices, lo conlleva a la perdida de vigor, retraso en el crecimiento, clorosis, caida
de hojas y ademas, se inhibe el crecimiento de raices y estas se ennegrecen,
comenzando asi la pudricién de la raiz central (Bruehl, 1987). Distintas especies
de Pythium, tienden a ser muy inespecificos y generalistas en su gama de
huéspedes. Cada especie puede infectar a una amplia gama de huéspedes. Por
esta razon, las especies de Pythium, son mas devastadores en las cosechas,
puesto que la rotaciéon de cultivos por si sola a menudo no puede erradicar al
agente patégeno.

El barbecho tampoco erradica al patégeno puesto es un saprofito

facultativo y sobrevive mucho tiempo en materia vegetal en descomposicién
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3.3.

(Owen-Going, 2002). Sin embargo, los dafios ocasionados por Pythium sp., se
limitan a una area de los cultivos. Esto se debe a la poca movilidad de las
zoosporas, que necesitan una superficie de agua para trasladarse y la
capilaridad de las particulas del suelo, que tienden a actuar como un filtro natural
(Hodges y Coleman, 1985).

En los sistemas hidroponicos en invernaderos, donde las plantas de
extensos monocultivos se mantienen el soluciébn nutritiva (que contienen
nitrégeno, potasio, fosfato y micronutrientes) que se recircula continuamente en
los cultivos, donde Pythium sp,. Causa una extensa y devastadora podredumbre
de las raices (Brito, 2001). Pythium sp., produce enfermedad en todo el mundo,
especialmente en regiones calidas y los invernaderos, preﬁeré temperaturas
entre 27 y 34 °C y condiciones de humedad (potencial hidrico 0 a -0,01 bares)

(Martin, 1992).

Hongos endofitos.

Son organismos que viven dentro de los tejidos de las plantas, sin causar
sintomas o dafios aparentes (Carroll y Petrini 1983; Carroll, 1988; Bandara ef al.,
2006; Shi et al., 2009). Ellos colonizan la mayoria de plantas sanas;
considerados como simbiontes y mutualistas omnipresentes (Hata et al., 2002),
se pueden encontrar en varios tejidos, semitlas, raices, tallos y hojas (Bandara et
al., 2006; Shi et al., 2009). Pueden ser extraidos del interior de las plantas o
aislados desde la superficie estéril de los tejidos de las plantas (Bandara ef al.,

2006; Shi et al., 2009).
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Las plantas se benefician ampliamente por la proteccion de estos
organismos endofiticos, promoviendo el crecimiento de la planta (Compant ef al.,
2005) y otorgando un incremento en ia resistencia a varios patégenos, por la
produccion de varios antibiéticos y metabolitos secundarios. Esto sugiere que
hay presencia de hongos endofiticos mutualistas que actian como detonantes
biol6gicos para activar los sistemas de defensa ante condiciones adversas
bidticas y/o abidticas (Bandara ef al., 2006; Shi et al., 2009). La mayoria de los
hongos endofiticos son ascomicetos y estan presentes en gran parte de su ciclo
de vida dentro del tejido de la planta, generando un beneficio de protecciéon y

promocion de crecimiento (Sikora, 1992; Pocasangre, 2000).

Trichoderma spp.

El género Trichoderma generalmente se aisla del suelo y se reproduce
asexualmente, es filamentoso, anamérfico, heterétrofo, aerobio, con pared
celular compuesta de quitina, de rapido crecimiento que puede utilizar gran
variedad de sustratos complejos como celulosa, quitina, pectina y almidén como
fuente de carbono. Muchas cepas crecen eficientemente en medios sélidos o
liquidos, en suelos acidos y en amplio rango de temperaturas, ademas son
relativamente tolerantes a humedades bajas; crece en los medios de cuitivo con
desarrollo difuso que cubre toda la superficie del agar como un césped amarilio o
amarillo verdoso, la superficie de la colonia es granular o plumosa. (Samuels,

2004).
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En las caracteristicas microscopicas sobresalen las hifas hialinas y
septadas, conidiéforos generalmente cortos que dan origen a esterigmas romos
con puntas. Las conidias son esféricas y mantenidas en racimos compactos
~ mediante una ligera secrecion mucilaginosa (Samuels, 2004; Trigozo y Flores

2012). En la selva Peruana existen varias especies (Rodriguez y Flores 2011).

La poblacion de Trichoderma decrece especiaimente cuando la humedad
del ambiente desciende por largos periodos. Otros estudios han determinado que
el pH, la concentracion de CO,, HCO;, sales y el contenido de materia organica
son factores fisicos y quimicos determinantes para la variacion poblacional de
Trichoderma, ademas de la presencia o0 ausencia de otros microorganismos en el
ambiente (Fonseca, 1998). Es un hongo saprofito y exigente en su crecimiento,
utilizando fuentes de carbono, nitrégeno (purinas, pirimidinas y aminoacidos),
azucares (monosacaridos, polisacaridos), taninos, aldehidos, acidos grasos de
cadena farga, metanol, etc. Este hongo es fotosensible que germina
rapidamente, produce clamidosporas, las cuales juegan un papel importante en
el biocontrol y sobreviven en el suelo mejor que las conidias. Trichoderma
produce algunos metabolitos que son importantes en el biocontrol. Dentro de las
especies mas importantes de Trichoderma estan: T. koningii. T. hamatum, T.

harzianum. T. viride. T. lignarum. T. virens y T. polysporum (Papavizas, 1985).

Se ha encontrado que cepas especificas del hongo del género
Trichoderma pueden colonizar y penetrar los tejidos de las raices de las plantas,

¢ inician una serie de cambios morfoldgicos y bioquimicos en las piantas, lo cual
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3.3.2

conlleva a la resistencia sistematica inducida de la planta (ISR), (Fonseca, 1998).
La clasificacion taxonémica del género Trichoderma es la siguiente (Papavizas,

1985). stper reino: eucariota, reino: fungi, filum: ascomycota, subfilum:

pezizomycotina, clase: sordariomycetes, subclase: hypocreomycetidae, orden:

hipocreales, familia: hypocreaceae, género: Trichoderma

Mecanismos de accion de Trichoderma sp.

a) Competencia

La competencia constituye un mecanismo de antagonismo muy importante.
Se define como el comportamiento desigual de dos 0 mas organismos ante un
mismo requerimiento (sustrato, nutrientes), siempre y cuando fa utilizacién de
este por uno de los organismos reduzca la cantidad o espacio disponible para
los demas. Este tipo de antagonismo se ve favorecido por las caracteristicas
del agente control biolégico como plasticidad ecolégica, velocidad de
crecimiento y desarrolio, y por otro fado por factores externos como tipo de

suelo, pH, temperatura, humedad, entre otros (Ahmad y Baker, 1987).

La competencia por nutrientes puede ser por nitrogeno, carbohidratos no .
estructurales (azicares y polisacaridos como almidén, celulosa, quitina,

laminarina, y pectinas, entre otros) (Stefanova y Leiva, 1999).

La competencia por sustrato o espacio depende de si el mismo esta libre de
patégenos (sustrato estéril) o si hay una micobiota natural. En el primer caso,
la velocidad de crecimiento del antagonista no determina fa colonizacion

efectiva de los nichos, sino la aplicacion uniforme del mismo en todo el
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sustrato. Un ejemplo fehaciente de estas interacciones es el notificado por
(Durman et al. 2003) quienes encontraron una disminucion del crecimiento de
R. solani y de la viabilidad de los esclerocios por la accion de diferentes

aislamientos de Trichoderma spp.
b) Micoparasitismo

Es definido como una simbiosis antagénica entre organismos, en el que
generalmente estan implicadas enzimas extracelulares tales como quitinasas,
celulasas, y que se corresponden con la composiciéon y estructura de las

paredes celulares de los hongos parasitados (Diaz, 1994).

Las especies de Trichoderma durante el proceso de micoparasitismo
crecen quimiotrépicamente hacia el hospedante, se adhieren a las hifas del
mismo, se enrollan en ellas frecuentemente y las penetran en ocasiones. La
degradacién de las paredes celulares del hospedante se observa en los
estados tardios del proceso parasitico (Carsolio. et al. 1999), que conlleva al
debilitamiento casi total del fitopatogeno. El micoparasitismo como mecanismo
de accion antagénica en Trichoderma spp. Ha sido ampliamente estudiado
(Chet y Benhamou, 1998). Diferentes autores han informado para
Trichoderma diferentes tipos de interaccion hifal como parasitismo,
considerandolos una potencialidad para su uso como biorreguladores de
hongos del suelo, encontré enrollamiento y penetracion de hifas de
Trichoderma en hifas de F. oxysporum f. sp. cubense (Bernal, et al. 2007),

encontré penetracién en hifas de Pythium sp. y R. solani.(Rivero. et al. 2008)
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C)Antibiosis

La antibiosié es la accion directa de antibiéticos o metabolitos téxicos
producidos por un microorganismo sobre otro sensible a estos. Algunos
autores opinan que la antibiosis no debe ser el principal mecanismo de accién
de un antagonista, ya que existe el riesgo de apariciéon de cepas del patégeno

resistentes al antibiético (Vero y Mondino, 1999).

Muchas cepas de Trichoderma producen metabolitos secundarios
volatiles y no volatiles, algunos de los cuales inhiben el desarrolio de otros
microorganismos con los que no hacen contacto fisico. Tales sustancias

inhibidoras son consideradas "antibiéticos" (Tronsmo, 1998).

Posteriormente (Dennis y Webster, 1971), detectaron que la actividad
antibiética de algunos aislamientos se debia también a la produccion de
compuestos volatiles, y notaron que los aislamientos mas activos poseian un
fuerte olor a coco, posiblemente relacionado con la actividad antagonista. Los
antibiéticos volatiles tienen un efecto esencialmente fungistatico, debilitando al
patégeno y lo hacen mas sensible a los antibidticos no volatiles, lo que se
conoce como un "hiperparasitismo” de origeh enzimatico (Martinez. et al.

1994).

La produccion metabdlica de los aislamientos de 7richoderma presenta, al

igual que el micoparasitismo, determinada especificidad. (Samuels, 1996),
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3.4.

3.4.1.

informa sobre un grupo de cepas de Trichoderma que produjeron gliotoxina y

fueron efectivas frente a R. solani, pero no frente a Pythium sp.

Tipos de Fungicidas.

Fungicidas de contacto o protectores.

Los fungicidas de proteccion no controlan los patégenos que estan dentro de las
semillas (Adrianzen, 1996), solo protegen la parte externa de las semilla y las
plantulas contra una amplia variedad de enfermedades causadas por hongos
presentes dentro de las semilla y provenientes del suelo tales como: Fusarium,
Rhyzoctonia, Aspergillus, Rhizopus, Penicillium (FAO, 2000). Es esencial que los
fungicidas protectantes estén sobre las hojas de plantulas o impregnados en ia
semilla, antes de la siembra, este fungicida no es facilmente lavado después de
terminado de secar (Adrianzen, 1996). Algunos ejemplos de fungicidas de
contacto que se encuentran en el mercado son Captan, Thiram, Quintozene y
Tolylfluanid (Adrianzen, 1996 y FAO, 2000). Estos fungicidas afectan el
metabolismo de las proteinas, bloquean la oxidacién de acidos grasos, afectan la
produccién de energia / ATP y bloquean la enzima deshidrogenasa (Yaringafio,
1985). El modo de accion de estos productos es de multisitio, tiene control
multigénico, es decir, que actian en diferentes procesos metabélicos vitales para
la vida del hongo, por lo que la probabilidad de obtener resistencia del hongo a

estos fungicidas es bastante baja (Mont, 2002).
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3.4.2. Fungicidas sistémicos.
Estos productos 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 o0 hacia otras partes de la planta (Apablaza, 1997), los
ingredientes activos penetran en la planta, trasladandose desde el sistema
radicular hasta las hojas, proporcionando una proteccion a la planta (FAO, 2000),
generalmente actiia en un solo sitio en la fisiologia del patégeno (monositio), lo
que incrementa la posibilidad de generar resistencia del hongo a estos productos
y en la actualidad se cuenta con 4 familias quimicas: Benzimidazoles, Triazoles,

Pirimidinas y recientemente las Estrobirulinas (Apablaza, 1997).
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion de la investigacion

El trabajo de investigacioén tiene dos fases: laboratorio y campo. La primera fase
lo realizamos en Laboratorio de Sanidad Vegetal — Fitopatologia de la Facultad
de Ciencias Agrarias de {a Universidad Nacional de San Martin; ubicado en la
Ciudad Universitaria, distrito de Morales, provincia y departamento de San
Martin, tiene la siguiente ubicacion geografica Latitud Sur 06° 29’ 40”, Longitud
Oeste 76° 27’ 65 y Altitud 295 m.s.n.m.m y la segunda fase lo realizamos en
campo en el Distrito San Roque de Cumbaza, provincia de Lamas ubicado en ia
Latitud Sur 06° 20' 63,5, Longitud Oeste 76° 21' 21,3" y Altitud 850 m.s.n.m.m.

del departamento de San Martin.

4.2 Metodologia

4.2.1 Diagnéstico de la enfermedad.

Evaluamos plantaciones de la vid en San Roque de Cumbaza (Localidad de

Aucaloma).
4.21.1 Descripcion de los sintomas de la enfermedad

El diagnéstico de los sintomas de la enfermedad de la planta de vid se

realiz6 de acuerdo a French & Hebert, 1980.
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42.1.2 Recoleccion de las muestras.

4.21.3

Se recolectaron las muestras de la vid variedad borgofia la “Isabela”, con
sintomas visibles de la “pudricién de la raiz’, luego se colocé en bolsa de
papel, se etiqueté y trasportdé al laboratorio de Sanidad Vegetal -
Fitopatologia de la UNSM - Tarapoto, para su procesamiento. Se lavé a cada
muestra con abundante agua de cafio, luego seleccionamos fa parte basal a

fin de ponerlo en camara himeda y simultaneamente en medio de cultivo.
Camara himeda.

Las camaras humedas se
prepararon utilizando placas de
Petri, previamente lavados y
desinfectados con hipoclorito
de sodio al 1% y luego con
alcohol al 96°, en cuya parte
interna colocamos papel toalla

de color blanco, sobre este se

coloc6 una lamina portaobjetos

Yy encima de ello la muestra [ RSN
Figura 1: camara humeda en placas de Petri. W.il

Uriarte, 2015.

enferma, finalmente
humedecimos el papel toalla con agua destilada esterilizada con la finalidad
de dar condiciones ambientales favorables en el proceso de incubacion de los

hongos para que eflorezcan y poder aislarlas. Después de 8 dias se observo
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las caracteristicas morfolégicas de los hongos que eflorecian en cada muestra

y se paso a realizar el aislamiento respectivo.
Preparacién del medio de cuitivo papa-dextrosa-agar (PDA).

Para la preparacion del medio de cultivo se pes6 200 g de papa sin pelar y se
cortd en pequefios cubitos 1 cm?, colocamos en un vaso de policarbonato de
capacidad 1000 ml, se adicion6 600 ml de agua, luego se colocé en fa cocina
microondas donde cocinamos la papa durante 15 minutos; para obtener el
caldo de papa, tamizamos en tamiz de 60 mesh/pulg’. En otro vaso se
colocd 18 g de agar agar y adicionamos 500 ml de agua potable, se disolvio

en 10 minutos.

El caldo de la papa con el agar fundido se mezclé y adicioné 20 g de glucosa
(dextrosa), para completar a 1000 ml adicionamos agua, obteniéndose el
medio de cuitivo PDA al 2 % giucosado. Utilizando un embudo de plastico, se
distribuyé 100 ml del medio de cultivo en botellas de vidrio de capacidad de
295 ml se sellé6 con tapa de algodén y luego con tapa de papel periddico;

obteniéndose 10 botellas por litro.

Las botellas conteniendo el medio de cultivo PDA al 2 %, se colocaron en el
autoclave, sellamos la tapa y esterilizamos a calor humedo a 121 °C, 15
Ib/cm® de presion equivalente a 1 atm durante 20 minutos; luego se dejo a
enfriar hasta que la aguja del manémetro marque cero; abrimos la tapa del
autoclave, retiramos las botellas con el PDA al 2 % esterilizadas y

almacenamos bajos condiciones ambientales del laboratorio (20 a 32 °C).
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Figura 2: preparacion de medio de cultivo Fuente: LSV-UNSM 2015.

L _ . . -

4.2.1.5 Siembra en medio de cuitivo.

Con la ayuda de wuna pinza
esterilizada, pequefias secciones (2 -

3 mm) de tejido enfermo se sembrd en

placas de Petri conteniendo medio de

cultivo PDA al 2%, luego estas placas

se incubaron a 25 °C. Una vez

desarroliada las colonias del hongo se
examinaron al microscopio,
estereoscopio para determinar el
agente causal de la enfermedad. Las

colonias que correspondieron al

género en estudio fueron transferidas a

. - Figura 3. Plagueo y siembra del hongo en
placas conteniendo el mismo agar a fin | ;22c 4e petri con el medio PDA 2%. W.

Uriarte. 2015. .

N

R T
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4.2.1.6

4.2.1.7

de obtener aislamientos puros mediante técnica de punta de chifa (French, &
Hebert, 1980). El cultivo puro fue almacenado a 4°C para su posterior uso en

las diferentes pruebas por realizarse.

Prueba de patogenicidad.

Se realiz6 inoculaciones en 20 estacas de uva para cada patégeno, 10 dias
después de la siembra para su enraizamiento y formacion de hojas; otras 20
estacas de uva colocamos suelos desinfestados, en donde sembramos

estacas de uva previamente desinfestadas.

Reaistamiento.

Las plantulas, que presentaban los sintomas de infeccién causados por el
patéogeno inoculado en las estacas de vid, fueron lavadas, cortadas en
pequefios trozos de 2 a 3 cm, esterilizadas en hipoclorito de sodio al 1 %,
secada y se hicieron camaras humedas y posteriormente con esto
procedimos de nuevo al examen microscépico de las caracteristicas

morfolégicas y luego se compard con las descripciones de los aislamientos

iniciales.
°\\ /i
e Pythivm s Botryodieteda s i
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Figura 4: a) Secado de muestras, b) Camara hiimeda, c) Examen microscopico. W. Uriarte, 2015.
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4.2.2. Manejo integrado de las enfermedades.Control quimico con fungicidas.

Una vez obtenido los patégenos puros sobre el medio de cuitivo (PDA) se
procedio a realizar las siguientes pruebas:

Prueba de fungicidas in vitro en el laboratorio:

En 100 ml de PDA al 2 % previamente disuelta en el horno microondas ya
temperatura 50 °C +/- 2 °C (punto plaqueo) se adicioné el fungicida, segun el
tratamiento y la dosis en estudios, luego se homogenizé y procedimos a
distribuirlo 20ml! por cada placa de Petri y una vez que el medio ha solidificado,
se realizd la siembra colécando discos de 0,8 cm de diametro contenido PDA al
2 % y micelios de los agentes causales de la enfermedad en el centro de la
placa Petri. Por dosis de fungicida y testigo (con alimento envenenado) se hizo

5 repeticiones. Todos los tratamientos y testigos lo incubamos a 25°c.

La figura 5 muestra el desarrolio de la prueba de fungicidas in vitro:

Figura 5: Plaqueo y siembra del hongo con dosis de fungicida. W. Uriarte, 2015.
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Cuadro 1: Prueba de Fungicidas y dosis en 100 ml de PDA al 2 %.

El cuadro 1 muestra los fungicidas con sus respectivas dosis en 100 mi de PDA
al 2%.

Dosis en P.C Tipo
Fungicidas
N. comercial N. técnico {(g/l de agua) ")
Amistar 50 WG Azoxystrobin {560%) 0,35 S
Benlate 50 WP Benomyl (50%) 1,00 S
Hieloxil Mix 72 Metalaxil (8%) + Mancoceb (64%) 3,00 CS
Rizolex “Tolclofos- Methyl (30%) + Thiram (30%) 3,00 CS
Cupravit OB 21 Oxicloruro de cobre (85%) ) 3,00 CS
Homai S50W.P. Thiophanate methyl (50%) + Thiram (30%) 2,00 CS
Testigo - - -

(*) C: Fungicida de contacto, S: Fungicida Sistémico, CS: Fungicida compuesto

Prueba de fungicidas en invernadero:

Los fungicidas que tuvieron control a los agentes

causales de la enfermedad in vitro fueron

seleccionados para la prueba de invernadero. Luego

en el vivero se seleccioné plantulas de vid variedad
borgona la isabella de 45 dias de haber emergido el | SE—
Figura 6: Cémara de%
brote. Procedimientos (French y Hebert, 1980) Neubauer  vista  al
microscopio.  (40X).,

. A una colonia del hongo Lasiodiplodia parva multiplicado en 20 g PDA al 2 %,
agregamos 1000 ml de agua, luego licuamos por 2 minutos y agregamos 5

gotas de Tween 20 %.

. Con una pipeta Pasteur llenar la camara con la suspensién de conidias y

cubrimos con el cubre objeto.
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c. Observar al microscopio utilizando el aumento conveniente de acuerdo al
tamaiio de la estructura (40x es el aumento adecuado)

d. Contamos las conidias presentes en 5 campos principales como se muestra en
la figura 6.

e. Determinar el nimero de conidias por mi y el nimero total de conidias utilizando
la siguiente férmula: Conidias / ml = suma de esporas 5 CP x 2 000 = conidias /
ml.

Por cada tratamiento se tuvo tres pruebas y a cada prueba se inoculo 80 ml de la
solucién que contenia 4.2 x10* conidias/ml de Lasiodiplodia parva, y para el
caso del stramenopila Pythium oligandrum se siguié la misma metodologia,
luego de 48 horas de inoculado se aplicaron los fungicidas que fueron
seleccionadas para los ensayos respectivos.

Se establecieron dos ensayos: el primero para control quimico de Lasiodiplodia
parva con cinco tratamientos y segundo con para el control quimico de Pythium
oligandrum con cuatro tratamientos, ambos bajo el disefio completamente al
azar — DCA y los resultados fueron analizados con statistical analysis system -

SAS; a continuacién se presenta los cuadros de cada ensayo.
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El cuadro 2 muestra los tratamientos y dosis que se aplico para el control
quimico del hongo Lasiodiplodia parva en vivero.

Cuadro 2: Control Quimico de Lasiodiplodia parva en vivero.

Dosis Pruebas
N° Tratamientos giP.C.
N. comercial N. técnico 1 2 3

1 Hieloxil Mix 72 Metalaxil 8% + Mancozeb 64% 3,00 11 12 113
2 Benlate 50WP Benomy! 50% 1,00 21 |22 123
3 Homai 50 WP Thiophanate methyt 50% + Thiram 30% 2,00 31 [32 133
4 Testigo inocuiado con conidios del hongo - 41 142 |43
5 Testigo absoluto - 51 |52 |53

Los tratamientos uno, dos, tres y cuatro fueron inoculados con la suspension de
conidios del hongo Lasiodiplodia parva a la concentracion de 4.2 x 10
conidias/ml, después de 48 horas se aplicaron los fungicidas. Los tratamientos
uno dos y tres fueron aplicados los fungicidas a la dosis establecidas (cuadro 2)
en drench (empapado de raices) a razén 80 mi/planta, el tratamiento cuatro
quedo como testigo inoculado sin aplicacién de fungicidas y el tratamiento cinco

no se inoculo con el hongo, por lo tanto es el testigo absoluto.

El cuadro 2 muestra los tratamientos y dosis que se aplico para el control

quimico del stramenophyla Pythium oligandum en vivero.

Cuadro 3: Control Quimico de Pythium oligandum en vivero.

Dosis Pruebas
Tratamientos giPC.
NO
N. comercial N. técnico 1 2 3

1 Hieloxil Mix 72 Metalaxil 8% + Mancozeb 64% 3,00 11 |12 {13
2 Homai 50 WP Thiophanate methyl 50% + Thiram 30% 2,00 21 [22 |23
3 Testigo inoculado con conidios del hongo - 31 132 [33
4 Testigo absoluto - 41 (42 |43
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Los tratamientos uno, dos y tres fueron inoculados con la suspension de
zoosporas del estramenopila Pythium oligandum a la concentracién de 3.2x10°
esporas/ml, 48 horas antes de la aplicacion los fungicidas. Los tratamientos uno
y dos fueron aplicados los fungicidas a la dosis establecidas (cuadro 3) en
drench (empapado de raices) a razé6n 80 ml/planta, el tratamiento tres quedo
como testigo inoculado sin aplicacién de fungicidas y el tratamiento cuatro no se

inoculo con el hongo, por lo tanto es el testigo absoluto.

La figura 7 muestra la aplicacion de fungicidas en drench:

e e rv ) .;,\s-s.gé;ii» ) M‘t s, il hay AN A X
¢) Aplicacion de

Figura 7: Establecimiento del ensayo a) Inoculacion con el hongo; b y
Uriarte, 2015.

fungicidas. W. ]

L.

C——r = -l L e L. i e v e — = e = v = e = -

4.2.2.1 Métodos culturales.

La instalacion del experimento se realiz6 en el Sector Sanango propiedad del
sefior Julio Vasquez en una plantacion de tres afios de edad que fue afectado
por la enfermedad. El ensayo se ha instalado en tres bloques en sentido

contrario de la pendiente del terreno, con cinco tratamientos cada uno. En cada
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tratamiento se hicieron hoyos de 50 x 40 x 30 cm y luego de conformidad con
los tratamientos se llenaron los sustratos y fertilizantes mas el suelo infestado
en forma natural, se humedecié y se sembré con un angulo de insercion de
30° y finalmente se circulé cada hoyo con un plastico para evitar la invasién de
animales domésticos, el riego se aplicd tres veces por semana durante dos

meses.

El cuadro 4 muestra los tratamientos y dosis que se aplicé para el control

cultural en campo:

Cuadro 4: control cultural en campo

N Bloques
° Tratamientos
1 2 3
1 1| Suelo sin restos vegetales (limpio) 1 12 {13
2 | Con maleza + materia organica 21 (22 |23
3 | Roca fosférica 284 g + humus de lombriz 500 g/hoyo 31 132 133
4 | Suelo de bosque 41 142 143
5 | Cloruro de potasio 100 g + humus de lombriz 500 g+ roca fosférica 51 |52 |63
284 g/ hoyo
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La figura 8 muestra como se realizd el control cultural en la Localidad de

Aucaloma:

" Vs et o

Figura 8: a) Cavado de los hoyos; b y c) pesado y agregado de sustratos; d) sembrado de estacas; ey
circulacion de los tratamientos por cada bloque. W. Uriarte, 2015.

4.2.2.2 Métodos bilégicos.
Después de la identificacion de los hongos, se realiz6 la prueba de
antagonismo de cepas de Trichoderma sp la cual consistié en sembrar en los
medios de cultivo de PDA al 2 % el micelio desarrollado del agente causante en
el extremo de una placa de Petri y en el otro extremo con micelio del hongo
Trichoderma sp de tal forma que sean equidistantes. Todas las siembras se
realizé dentro de la camara de aislamiento, y luego las placas sembradas

fueron incubadas en condiciones del ambiente.
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4.3 Variables evaluadas

4.3.1.

4.3.2

Descripcién de los sintomas de la enfermedad.

En el campo se observ6é detenidamente toda la plantacién y se describi6 los

sintomas de las plantas enfermas.
Caracterizacion de los aislamientos del agente causal.

Se observo el crecimiento lineal, color, apariencia y borde de la colonia. También
se observé en el microscopio, estereoscopio para identificar sus caracteristicas
morfolégicas y determinar la especie a la cual corresponde, para esto hicimos
uso de claves y descriptores (Phillips et al, 2013). Asi mismo se conté con la
presencia del Ing. Eybis José Flores Garcia, asesor de mi tesis y especialista en

fitopatologia de la UNSM-T para la identificaciéon de los hongos.

a. Caracteristicas biométricas.
Medicion lineal de la colonia (French & Hebert, 1980) y 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 una regla

graduada de 20 cm, en las dos

dimensiones d1 y d2 y luego
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dividimos para obtener el promedio de cada dia, cesamos las mediciones

cuando la colonia del hongo lienaba la placa de Petri.

Respecto al tiempo de colonizacion, se contd 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.

Medicién de la estructura del patégeno.

Con la ayuda de un estilete, se sacé una pequefia muestra del medio
conteniendo el patégeno puro para luego ubicarlo en lamina porta objeto
conteniendo una gota de lactofenol o azul de algodén (cotton blue) y luego
cubierto por lamina cubre objeto, inmediatamente se calent6 en la llama del
mechero de aicohol para fijar la muestra. Luego de analizar en el microscopio
compuesto y con la ayuda de la escala micrométrica medimos las estructuras

de los microorganismos en estudio con un objetivo de 40x y ocular de 16x.
b. Caracteristicas morfolégicas del patégeno.

Se realiz6 macroscopica y microscopica determinando la forma y color de la
estructura del hongo. Para el color de colonias de determiné en forma directa

en la placa Petri.

4.3.3 Evaluacion de la prueba de patogenicidad
Después de 45 dias se extrajo las estacas, lavamos con agua de cafio
posteriormente cortamos en trozos la parte enferma se desinfecté con lejia al 1%

y se preparé camaras himedas a cada uno de las muestras para el crecimiento
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4.3.4

4.3.5

de los hongos. Posteriormente se observé al microscopio estereoscopico para
ver si hubo infeccion.
Evaluacién de los reaislamientos
Cada reaislamiento fue comparada con los resultados de los alineamientos
iniciales y las referencias bibliograficas.
Control Quimico
Evaluacion de la prueba de fungicidas in vitro
Se evalu6 el crecimiento de colonia del hongo cada 24 horas, mediante el
método de medicién lineal de colonias (French & Hebert, 1980), concluimos el
ensayo cuando el hongo se desarrollé sobre toda la superficie del cultivo en las
placas de Petri que no contenia fungicida (testigo).
Prueba de fungicidas en invernadero:
Después de 50 dias de aplicada los fungicidas evaluamos las variables
siguientes:
— Altura de la planta:
Con una regla graduada en centimetros se midi6 la altura de tres plantas por
tratamiento, iniciando desde la insercion del brote en la estaca hasta el apice
principal.
-~ Longitud de la nervadura central:
Con una regla graduada en centimetros se midié desde la interseccion de
peciolo hasta la punta del apice de la hoja, en total se midieron tres piantas
por tratamiento de fungicidas y lo testigos, se midieron tres hojas de la parte

media de cada brote.
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— Medicién del ancho de la hoja:
Con una regla graduada en centimetros se midié nueve hojas en la parte
central para obtener el ancho promedio y luego comparar con cada uno de

los tratamientos.

4.3.6 Métodos bioldgicos

En esta prueba evaluamos el tipo de relacion antagdnica (French & Hebert,

1980).

4.3.7 Meétodos culturales

A los dos meses se evaluaron las estacas de cada tratamiento por blogue.
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V. RESULTADOS

5.1 Descripcion de los sintomas de {a enfermedad.

5.1.1 Pudricién seca y carbonosa del tallo

Sintomas.

La figura 10 muestra los sintomas de la pudricién seca y carbonosa del tallo de

Figura 10: a) Marchitez, b) Hojas secas, ¢) Cancros o lesiones con grietas, d) Raices con
pudricién seca y costras negras, e) Planta erradicada y f) Aclareo de parra. W.
Uriarte, 2015. La enfermedad se ha observado en plantaciones de vid en San
Roque de Cumbaza - Centro Poblado de Aucaloma Sector Sanango, afectando
en diversos estadios de desarrolio de la planta y durante la produccion mostraron

frutos pequefios.

— e )
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5.2. Caracterizacion de los aislamientos del agente causal.
El cuadro 5 muestra las caracteristicas biométricas y morfolégicas del patégeno

que causa la pudricién de seca y carbonosa del tallo.

Cuadro 5: Caracteristicas biométricas y morfolégicas del hongo aislado de la
Pudricion seca y carbonosa del tallo

Caracteristicas Resultados
Tiempo 6 dias
Colonia Medicién lineal 90,00 mm
Color Gris oscuro
Micelio Color Marrén oscuro
Largo 11,3 ym
Ancho 5,43 um
Conidia Color Marrén oscuro
Septas 1
Forma Ovoide

La figura 11 muestra la estructura del agente causal de la pudricién seca y
carbonosa del tallo en la vid.

Figura 11: a) Colonia, b) Picnidio con masa de conidios en la base y el ostiolo, ¢) Conidias
maduras. W. Uriarte, 2015. Seglin los sintomas causados y descripcion de las

caracteristicas morfologicas y biométricas corresponden al hongo Lasiodiplodia
parva.
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Evaluacién de la prueba de patogenicidad.

El cuadro 6 muestra la prueba de patogenicidad del hongo Lasiodipladia parva en el

invernadero.

Cuadro 6: Prueba de patogenicidad del hongo aislado Lasiodipladia parva en el

invernadero.
N° Tratamiento Numero de plantas | Plantas Infectadas | incidencia %
1 | Testigo 20 0 0
2 | Lasiodiplodia parva 20 15 75

La figura 12 muestra los sintomas de la enfermedad causado por el hongo

Lasiodipladia parva en el invernadero.

Figura 12: Plantas 1, 2, 3 inoculadas con el hongo
Lasiodiplodia parva y 4 testigo. W. Uriarte, 2015.

En el cuadro 6, se presenta los resultados de la prueba de patogenicidad de 20 plantas
inoculada con 4,2X10* conidias/ml, resulté 75 % infectados cbmparada con el testigo vy
en la Foto 12, se observa que la planta uno, muestra la muerta por causa de [a
pudricion seca; las plantas dos y tres presentaron brotes débiles y hojas pequefias a
diferencia de la planta cuatro que muestra caracteristicas propias de una planta sana.
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5.4 Evaluacion de la prueba de fungicidas in vitro.

El cuadro 7 y el grafico 1 muestran el analisis de varianza y la prueba de Duncan

del crecimiento lineal de la colonia del hongo Lasiodiplodia parva en la prueba in

vitro de fungicidas.

Cuadro 7: Andlisis de varianza para el crecimiento lineal de la colonia del hongo

Lasiodiplodia parva en la prueba in vitro de fungicidas.

F.deV. | G.L. S.C. C.M.E. F-Valor Pr>F | Signific.
TTOS 6 |50323,44 | 8387,240 | 288,640 | < 0,0001 b
ERROR | 28 | 813,63 29,060
TOTAL 34 | 51137,07

**: Altamente significativo.

R*= 98,41 % CV.=1292% Promedio = 41,71 mm

Crecimiento de la colonia en mm

TRATAMIENTOS

Grafico 1: Prueba de Duncan (0,05) para del crecimiento lineal de la colonia

del hongo Lasiodiplodia parva en la prueba in vitro de fungicidas.
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5.5 Evaluacion de la prueba de fungicidas en invernadero.

5.5.1.

Medicién de la altura de planta

El cuadro 8 y el grafico 2 muestran el analisis de varianza y la prueba de
Duncan para Ila medicion de la altura de planta (cm) de la prueba de fungicidas
del hongo Lasiodiplodia parva en vivero.

Cuadro 8: Analisis de varianza para la medicién de la altura de planta (cm) de

la prueba de fungicidas del hongo Lasiodiplodia parva en vivero.

F.de V. G.L. S.C. C.M.E. F-Valor | Pr>F | Signific.
TTOS 4 427,4333 | 106,6083 14,12 | <0,0001 *
ERROR 10 75,5000 7,5500 - - -
TOTAL 14 | 501,9333 - - - -

**. Altamente significativo.

R?= 84,95% C.V.=11,83% Promedio = 23,23 cm

27,167 ab 245 ab

Altura de planta en cm.

TRATAMIENTOS

Grafico 2: Prueba de Duncan (0,05) para la medicién de altura de planta
(cm) en el control quimico del hongo Lasiodiplodia parva en vivero.
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5.5.2 Medicién de longitud de la nervadura central de la hoja
El cuadro 9 y el grafico 3 muestran el andlisis de varianza y la prueba de

Duncan para la medicion de longitud de nervadura central de ia hoja (cm) en la
prueba de control quimico del hongo Lasiodiplodia parva en vivero.
Cuadro 9: Andlisis de varianza para la medicion de longitud de nervadura

central de la hoja (cm) en la prueba de control quimico del hongo

Lasiodiplodia parva en vivero.

F.deV. G.L. S.C. C.M.E. F-Valor | Pr>F | Signific.
TTOS 4 34,8780 8,7195 11,33 | <0,0001 >
ERROR 25 19,2367 0,7695 - - -
TOTAL 29 54,1147 - - - -

**. Altamente significativo.
R’= 64,45% C.V.=10,63 % Promedio = 8,2467 cm
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TRATAMIENTOS

Grafico 3: Prueba de Duncan (0,05) para la medicion de longitud de
nervadura central (cm) en la prueba de fungicidas del hongo
Lasiodiplodia parva en vivero.
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5.5.3 Medicion del ancho de la hoja
El cuadro 10 y el grafico 4 muestran el analisis de varianza y la prueba de

Duncan para medicién del ancho de la hoja (cm) en la prueba de fungicidas del

hongo Lasiodiplodia parva en vivero.

Cuadro 10: Analisis de varianza para medicién del ancho de la hoja (cm) en la

prueba de fungicidas del hongo Lasiodiplodia parva en vivero.

Pr>F

F.de V. G.L. S.C. C.M.E. F-Valor Signific.
TTOS 4 50,4913 | 12,6228 13,88 | 0,0001 o
ERROR 25 | 22,7387 0,9095 - - -
TOTAL 29 73,2297 - - - -

**: Altamente significativo.
R?= 68,95% C.V.=10,52% Promedio = 9,06 cm
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Gréfico 4: Prueba de Duncan (0,05) para medicién del ancho de la hoja
(cm) en la prueba de fungicidas del hongo Lasiodiplodia parva en vivero.
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La figura 13 muestra los resultados del control quimico del hongo Lasiodiplodia
parva observandose efecto fitotoxico de los fungicidas aplicados a la vid en

vivero.

N\

Flgura 13: Comparatxvos de los Testlgo moculado con L parva T4 y el Testigo sin inocular TS con

cada uno de los tratamientos con fungicidas T1, T2, T3. W. Uriarte, 2015.
- S
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Las plantas de vid después de 15 dias de aplicaciéon del tratamiento presentaron
efecto fitotoxico leve que se muestra en la foto 13, en el tratamiento T1
(Metalaxil + Mancozeb al 3 g/l) se observé hojas con puntos cloréticos y
necréticos en toda la superficie, mientras que las plantas del T2 (Benomyl 1.0
g/l), presentaban clorosis internerval y las plantas del T3 (Tiophanate metil +
thiram a 2 g/l), presentaron las hojas con muerte celular a nivel de los hidatodos

y formando manchas necréticas en los bordes debido a la acumulacioén toxica.
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5.6 Control bilégico in vitro de Lasiodiplodia parva con cepas de Trichoderma
spp.

Las figuras 14 y 15 muestran el efecto de los 7richodermas sobre el hongo

Lasiodiplodia parva causante de la enfermedad pudricién negra y carbonosa del

tallo de ia vid.

Figura 15: Prueba dual entre Trichoderma virens (aislado de suelos de Ucayali) con Lasiodiplodia parva.
W. Uriarte, 2015.

Los Trichodermas Cepa AC3 (foto 14) y Trichoderma virens (foto 15) dieron
buenos resultados al enfrentarse al hongo Lasiodiplodia parva, lo cual pueden

considerarse buenos antagonistas.
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5.7 Descripcién de los sintomas de la enfermedad.

5.7.1 Pudriciéon humeda de raices.

Sintomas.

La figura 16 muestra los sintomas de la pudricién humeda de raices de la vid:

. S5 R v Y N wn e el 2 RS
Figura 16: a) pudricién humeda de raices, b) Marchitez, ¢) Secado y caida de hojas, d) ’
i planta erradicada y e) aclareo de parra. W. Uriarte, 2015. La enfermedad se ha observado en
' plantaciones de vid en San Roque de Cumbaza - Centro Poblado de Aucaloma Sector

Sanango, afectando en diversos estadios de desarrolto de la planta causando la muerta y
durante la produccién mostraron momificacién de frutos por falta de agua y nutrientes.




5.8 Caracterizacion de los aislamientos del agente causal.

El cuadro 11 muestra las caracteristicas biométricas y morfol6gicas del patégeno

que causa fa pudricién humeda de raices de la vid.

Cuadro 11: Caracteristicas biométricas y morfolégicas.

Caracteristicas Resultados
Tiempo 10 dias
) Medicion lineal 90,00 mm
Colonia
Color Blanco crema
Color Claro o hialinos
Micelio
Hifas Sin septas en forma de tubo
Eporangiéforo Claros en forma de tubo sin septas
Esporangio Sub globoso o limoniforme de pared
delgada
Qospora Pared gruesa y ornamentada
Oogonio En forma esfera
Anteridio En forma de una
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La figura 17 muestra la estructura del agente causal de la enfermedad pudricion

himeda de raices de la vid.

A -

. L
Figura 17: Estructuras a) colonia, b) Hifa no septada, c) Esporangiéforo y esporangio, d)

Fecundacion (unién del oogonio y anteridio), €) Oospora inmadura y la f) Oospora madura. W.
Uriarte, 2015.

-

Segun los sintomas causados y descripcion de las caracteristicas morfologicas y
biométricas pertenecen al stramenopila Pythium oligandrum.

- e i m e e e
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5.9 Evaluacion de la prueba de patogenicidad.

El cuadro 12 muestra la prueba de patogenicidad de la stramenophyla Pythium

oligandrum en invernadero.

Cuadro 12: Prueba de patogenicidad del stramenopila aislado Pythium

oligandrum en vivero.

N° Tratamiento Nuamero de Plantas incidencia %
plantas Infectadas
Testigo 20 0 (0]
2 | Pythium oligandrum 20 19 95

*: Prueba realizada en los ambientes dei Laboratorio de Sanidad Vegetal.

| Figura 18: a) Planta 1,2 inoculada con Pythium
| ofigandrum y 3 testigo. W. Uriarte, 2015.

En la figura 18, se observa que la planta uno se muestra muerto por causa
de la pudricion huimeda; la planta dos presentd brotes débiles con hojas

pequeiias a diferencia de la planta tres que muestra caracteristicas propias
de una planta sana.
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5.10 Evaluacion de la prueba de fungicidas in vitro.

El cuadro 13 y el grafico 5 muestran el analisis de varianza y la prueba de Duncan

para el crecimiento lineal de la colonia del stramenopila Pythium ofigandrum en la

prueba in vitro de fungicidas.

Cuadro 13: Andlisis de varianza para el crecimiento lineal de la colonia del

stramenopila Pythium oligandrum en la prueba in vitro de fungicidas.

F.deV.| G.L. S.C. C.M.E. F-Valor Pr>F Signific.
TTOS 6 27277,30 452955 738,23 0,0001 **
ERROR| 28 171,80 6,14
TOTAL 34 27349,10
**: Altamente significativo.
R?= 99,37 % C.V.=66,41 % Promedio = 37,30 mm
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Grafico 5: Prueba de Duncan (0,05) para del crecimiento lineal de la colonia del
stramenopila Pythium oligandrum en la prueba in vitro de fungicidas.
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5.11 Evaluacién de la prueba de fungicidas en invernadero.

5.11.1 Medicién de altura de planta.
El cuadro 14 y el grafico 6 muestran el anadlisis de varianza y la prueba de

Duncan para altura de planta (cm) en la prueba del control quimico del

stramenopila Pythium oligandrum en vivero.

Cuadro 14: Analisis de varianza para altura de planta (cm) en fa prueba del

control quimico del stramenopila Pythium oligandrum en vivero.

F.de V. G.L. S.C. C.M.E. F-vValor | Pr>F | Signific.
TTOS 3 397,2567 | 132,4189 | 30,46 0,0001 >
ERROR 8 34,7733 4,3467 - - -
TOTAL 11 | 432,0300 - - - -

**. Altamente significativo.
R*= 91,95% C.V.=10,19 % Promedio = 20,45 cm
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Grafico 6: Prueba de Duncan (0,05) para altura de planta (cm) en la prueba
de fungicidas del stramenopila Pythium oligandrum en vivero.
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5.11.2 Medicién de nervadura central de la hoja

El cuadro 15 y el gréfico 7 muestran el andlisis de varianza y ia prueba de

Duncan para Ia longitud de nervadura central de la hoja (cm) en la prueba del

control quimico del stramenopila Pythium oligandrum en vivero.

Cuadro 15: Analisis de varianza para la longitud de nervadura central de la

hoja (cm) en la prueba del control quimico del stramenopila Pythium oligandrum

en vivero.

F.de V. G.L. S.C. C.M.E. F-Valor | Pr>F | Signific.
TTOS 3 28,2846 9,4282 283,35 | 0,0001 b
ERROR 20 0,6650 0,0332 - - -
TOTAL 23 28,9495 - - - -

**: Altamente significativo.
R%*=97,70% CV.=228% Promedio = 8,004 cm

Longitud de nervadura central en
cm

[
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Grafico 7: Prueba de Duncan (0,05) para para la longitud de
nervadura central de la hoja (cm) en la prueba de fungicidas del
stramenopila Pythium oligandrum en vivero.
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5.11.3 Medicion del ancho de la hoja

El cuadro 16 y el grafico 8 muestran el andlisis de varianza y la prueba de

Duncan para el ancho de la hoja (cm) en {a prueba de control quimico del

stramenopila Pythium oligandrum en vivero.

Cuadro 16: Analisis de varianza para el ancho de la hoja (cm) en la prueba de
control quimico del stramenopila Pythium oligandrum en vivero.

F.deV. G.L. S.C. C.M.E. F-valor | Pr>F | Signific.
TTOS 3 51,0833 | 17,0278 75,74 | 0,0001 >
ERROR 20 | 4,49670 0,2248 - - -
TOTAL 23 | 55,5800 - - - -

**. Altamente significativo.

R?*=91,91% CV.=542% Promedio = 8,75 cm
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Grafico 8: Prueba de Duncan (0,05) para el ancho de la hoja (cm) en la
prueba de fungicidas de Pythium oligandrum en vivero.
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La figura 19: muestra los resultados del control quimico de Stramenopila
Pythium oligandrum observandose efecto fitotoéxico de los fungicidas aplicados a
la vid en vivero.

cada uno de los tratamientos con fungicidas T1 y T2 inoculados. W. Uriarte, 2015.

R X e e — _
Las plantas vid después de 15 dias de aplicacion del tratamiento presentaron

efecto fitotoxico leve que se muestra en la foto 18, en el tratamiento T1 (Metalaxil
+ Mancozeb al 3 g/l) se observé hojas con puntos cloréticos y necréticos en toda
la superficie y en las plantas del T3 (Tiophanate metil + thiram a 2 g/l),
presentaron las hojas con muerte celular a nivel de los hidatodos y formando

manchas necroéticas en los bordes debido a la acumulacion toxica.
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5.12 Control bilégico in vitro de Pythium oligandrum con cepas de Trichoderma
spp.
Las figuras 20 y 21 muestran el efecto de los Trichodermas sobre fa Stramenopila
Pythium oligandrum causante de la enfermedad pudricién himeda de raices de la

vid.

Figura 21: Prueba dual entre Trichoderma virens (aislado de suelos de Ucayali) con Pythium ofigandrum. W.
L Uriarte, 2015.

Los "Tn'chodenné_s Cepa AC3 (ﬁguré 19)- 'y Trichoderma virens (ﬁguratv'—20) dierdn
buenos resultados al enfrentarse al stramenopila Pythium oligandrum, lo cual

pueden considerarse buenos antagonistas.
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5.13 Determinacién de la incidencia y pérdida econémica

Cuadro 17: incidencia causado por las pudriciones de raices y tallo.

Plantas | Plantas ] CIne Planta
N. Parcela_| total Afectada | Incidencia Planta/ | afectada/ Rdto/ Perdida | Perdida
1 Lugar Parcela | m? Parcela Parcela % ha ha Rdto/ha planta Kg/ha S/.

San Roque 1 864 54 12 22,22 625,0 139 7000 11,2 1555,4 2333,10
2 5016 313 59 18,82 624,0 117 7000 11,2 1317,4 11976,10
3 896 56 15 26,7 625,0 167 7000 11,2 |1869  |2803,50

4 960 60 12 20 625,0 125 7000 11,2 1400 2100,00

] 5 384 24 9 375 625,0 | 234 7000 11,2 | 2625 3937,50
i::onio 1 1232 77 19 24,68 625,0 154 7000 11,2 1727,6 {2591,40
2 720 45 16 35,56 625,0 222 7000 11,2 12489,2 ]3733,80

3 896 56 5 8,9 625,0 | 56 7000 11,2 623 . 934,50

4 2048 128 31 24,2 625,0 151 7000 11,2 1694 2541,00

5 1872 117 24 20,51 625,0 128 7600 11,2 1435,7 12153,55

25104,4

23,91 16736,3 (5

11673,63 | 2510,45 |
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Vl. DISCUSIONES

6.1 De la Enfermedad pudriciéon seca y carbonosa de raices y talios de vid.

6.1.1

6.1.2

De los Sintomas.

Segtn los sintomas observado en las plantaciones vid en los distritos de San
Antonio y San Roque de Cumbaza, como la marchitez y {a seca de la hojas
debido interfencia del agua y minerales del suelo por la pudricion seca de raices
y tallos; con lesiones y costras negras o carbonosas que se levanta hacia la
superficie (Figura 10); en plantaciones en fructifcacion se observé la falta de
envero, frutos pequefios momificados. Estos sintomas descritas corresponden a

una nueva enfermedad de la vid en las plantaciones de la Region San Martin.
De las caracteristicas del Aislamiento del hongo

La descripcién de las caracteristicas morfologicas de los aislamientos muestran
colonia de color marrén oscuro, picnidio con masa de conidias en la base y en
el ostiolo formando cirrus, y las conidias inmaduras hialina y las maduras de color
marréon de forma ovoide, bicelulares con una septa bien pronuciada de color
marréon oscuro (Figura 11) y la caracteristica biométrica del conidio 5,43 ym x
11,3 um; corresponden al hongo Lasiodiplodia parva, descritas por A.J.L. Phillips
, A. Alves y Crous 2007 citado por Phillips ef al, (2013). Pero no coincide con las
caracteristicas biométricas de los conidios de la especies L. theobromae y L.
viticola. Por lo tanto se considera una nueva especie de Lasiodiplodia presente

en fa vid en San Martin.
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6.1.3 De la Prueba de Patogenecidad

6.14

Con la prueba de patogenicidad se comprobé que el hongo Lasiodiplodia parva
es el agente causante de la pudricion seca y carbonosa raiz y el tallo porque en
las plantas inoculadas mostraron incidencia del 75% de infeccién, comparada
con el testigo sin inoculacién de conidios del hongo que el 100 % de las plantas
fueron sanas. Ademas, los sintomas observados en las inoculaciones fueron
similares a los observados a nivel de las plantaciones vid; este pariativo de los
postulados uno y tres de Koch descritas por Agrios 2005, nos explica que la
enfermedad es causada por el mencionado hongo.

De los Reaislamientos

Los reaslamiento realizados de las muestras de planta inoculadas con el hongo
Lasidiplodia parva, nos mostraron la presencia de estructuras vegetativas y
estructuras propagativas similares a los aislamiento obtenidas de las muestra de
campo por lo tanto al tener similitud estructuras, se comprueba que el agente
causante de la enfermedad es el hongo Lasiodiplodia parva.

Este reporte es el primero en la region San Martin en el cultivo de la vid,
debiendo considerarse la tercera enfermedad de importancia de la Vitis labrusca,
después del mildiu causado por estremenopila Plasmopara viticola y la roya
cusado por el hongo Phackopsora euvitis que fueron reportados desde afio 1991
en San Martin por Amasifuen en su tesis sobre control quimico del mildiu y esto
fue corroborado por Chota, 2014 cuando raeliz6 sus tesis sobre control quimico

con fungicidas para dos enférmedades mencionadas y Tello 2014, cuando
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raeliz6 su tesis sobre control con extractos vegetales en busca de control de las
mismas enfermedades.

Se tiene reporte que este hongo afecta a varios cultivos como lo sostiene
Khanzada et al 2004, Tavarez y Menesses, 1991, en el caso de vid es
mencionado por Kuhn, 1981 y Ribeiro et al., 1992. Especificamente en la Costa
norte del Perd, se ha reportado este hongo causando enfermedades Manzano,
mango, palto por Alarma et al 2006; Rodriguez y Mattos 1988, en bananos por
Liontop 2011, En San Martin se ha reportado en semillas de frijbl huasca, Allpa,
Pajatino por Mori 2015. En nuestro trabajo de investigaciéon encontramos que la
cafa brava fresca y seca que se usan en las parras esta infectada por este
hongo, convirti€éndose en un agente intermediario de la enfermedad para el caso

del cultivo de la vid.

6.1.5 Del Manejo Integrado de la Pudricion seca y carbonosa de las raices y tallo

de la vid.

6.1.5.1. Evaluacién de la prueba de fungicidas in vitro para el control de

Lasiodiplodia parva.

Los resultados del analisis de varianza para el crecimiento lineal de la colonia
del hongo Lasiodiplodia parva causante de la enfermedad pudricion seca de
raices y tallo de la vid en la prueba de control quimico in vitro (cuadro 7), se
observa que hay diferencia aitamente significativa. Su coeficiente de

determinacién de 98,41% nos explica que los fungicidas aplicados han
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influenciado en el crecimiento del hongo y su coeficiente de variabilidad de

12,92% esta dentro del calificativo muy bueno segun Kalzada, 1989

Los resultados de la prueba de Duncan a nivel de significancia de (0,05)
para el crecimiento lineal del hongo Lasiodiplodia parva en la prueba in vitro de
fungicidas (Grafico 1), se observa que existe diferencia estadistica significativa
entre los tratamientos estudiados. Los fungicidas T; Metalaxil (8%)+ Mancoceb
(64%), Ts (Thiophanate methyl 50% + Thiram 30%), T» (Benomyl 50%) y el T,
(Tolclofos- Methyl 30% + Thiram 30%) son iguales estadisticamente y han
restringido el crecimiento de la colonia entre 8 a 12,6 mm, pero se diferencian
estadisticamente de los fungicidas T, (Azoxystrobin 50%), T5 (Oxicloruro de
cobre 85%) y el tfatamiento T; (Testigo). El segundo ocupd el fungicida Ts
(Oxicloruro de cobre 85%) con 74,96 mm de crecimiento de la colonia dél
hongo; mientras que el fungicida Ty (Azoxystrobin 50%) T; (Testigo) dejaron
desarrollar al hongo con 90 mm que ha llenado la placa de Petri; por lo tanto, no
ejercen ningun control al hongo Lasidiplodia parva. Para el caso de los
fungicidas T, (Benomyl 50%), T3 Metalaxil (8%)+ Mancoceb (64%), y el Ts
(Thiophanate methyl 50% + Thiram 30%) que ha inhibido totalmente el
crecimiento del hongo pero no han tenido diferencia estadistica con el fungicida

T4 (Tolclofos- Methyl 30% + Thiram 30%) a nivel in vitro.
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6.1.5.2. Evaluacion de la prueba de fungicidas en invernadero para el control de

Lasiodiplodia parva.

El testigo inoculado con el hongo Lasiodiplodia parva presenta los siguientes
sintomas en hojas; son de color verde amarillento, de tamario pequefio (7,5 —
8,4cm) con respecto al testigo absoluto (9,8-10,8 cm), presenta epinastia
(curvatura hacia bajo de las hojas), se enrolla hacia el envés, son coriaceas,
gruesas, rigidos debido a que el hongo esta interfiriendo en la conduccién del
agua y nutrientes al afectar los vasos conductores, estos resultados tiene
relacion con Agrios, 2005, cuando menciona que las plantas infectadas por
muchos patégenos vasculares, los estomas permanecen parcialmente
cerrados, el contenido de clorofila disminuye y a {a fotosintesis se inhibe incluso
antes del marchitamiento de las pantas y asimismo resulta evidente que la
interferencia que ocasionan los patégenos sobre el movimiento ascendente del
agua y de los nutrientes inorganicos o sobre el movimiento descendente de las

sustancias organicas ocasionara ia enfermedad.
a) Altura de la plantas de vid.

Los resultados del analisis de varianza para la altura de planta de la vid
{cm) después del control quimico con fungicidas del hongo Lasiodiplodia
parva (cuadro 8), se observa que existe diferencia altamente significativa
entre los tratamientos estudiados. Su coeficiente de determinaciéon de
84,95% nos explica que los fungicidas aplicados han influenciado en altura

de planta después de la inoculacion y el control quimico. Su coeficiente de
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variabilidad de 11,83% esta dentro del calificativo muy bueno segin

Calzada, 1989

Los resultados de fa prueba de Duncan a nivel de significancia de (0,05)
para la altura de vid (cm), después del control quimico con los fungicidas
del hongo Lasiodiplodia parva en vivero (Grafico 2), se observé que existe
diferencia estadistica entre los promedios de los tratamientos estudiados. El
tratamientos Ts (testigo sin inocular) y los tratamientos con fungicidas T3
(Thiophanate methyl 50% + Thiram 30%) y Ty (Metalaxil 8%+ Mancoceb
64%) son estadisticamente iguales y obtuvieron las mayores alturas con
29.5, 27.167 y 24.5 cm; diferencidandose del T, (testigo inoculado) con el
hongo Lasiodiplodia parva, que registr6 la menor altura con 14,333 cm.
Ademas entre los tratamientos con fungicidas no hay diferencia estadistica
entre ellos; pero la aplicacién de 80 mi de producto a la dosis aplicada de

cada fungicida ensayada ha demostrado ser fitotoxico.

Existe poca informacion sobre efectos toxicos de los fungicidas en los
cultivos, tal como lo menciona Cueva, 2009; sobre efectos toxicos leves y
graves de los fungicidas en el cultivo de papaya. En el caso del fungicida
T+ (Metalaxil 8%+ Mancoceb 64%), T2 (Benomil 1 g/l) y T3 (Thiofanate
Methit + Thiran 2 g/l) y conformidad con lo sintomas observados la
fitoxicidad se califica como leve, al no presentar muerte de hojas de la yema,
esto corroborado por Cueva 2007, cuando menciona que la fitotoxicidad es

grabe cuando se muere una hoja del cogollo para el caso del cultivo de

papaya.
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Segun la cartilla de recomendacién de Farmex menciona que el
benomyl no es toxico si se aplica entre las dosis recomendadas para la

aplicacién por aspersion pero no explica por el método de Drench.

Medicion de longitud de la nervadura central de la hoja.

El analisis de varianza para longitud de nervadura central de la hoja de la
vid (cm) en la prueba de control quimico del hongo Lasiodiplodia parva en
vivero, resultd altamente significativo, lo cual nos indica que entre las
pruebas de los tratamientos estudiados existe diferencia estadistica. Donde
su coeficiente de determinacion es de 64,45%, lo cual nos explica el efecto
de los fungicidas en esta prueba y su coeficiente de variabilidad de 10,63%

esta dentro del calificativo muy bueno segtin Calzada 1980.

Los resultados de la prueba de Duncan a nivel de significancia de (0,05)
para la longitud de nervadura central de la hoja de la vid (cm), después del
control quimico con fungicidas del hongo Lasiodiplodia parva en vivero
(Grafico 3), resulté estadisticamente significativo. El tratamiento Ts (testigo
sin inocular) y el tratamiento con fungicida T1 (Metalaxil 8%+ Mancoceb
64%) no se diferencian estadisticamente entre si y obtuvieron la mayor
altura de 9,3 - 9,8 cm, pero se diferencias estadisticamente de los
tratamientos T4 (teétigo inoculado) y los tratamientos con fungicida T;
(Benomyl 50%) y T3 (Thiophanate methyl 50% + Thiram 30%) que son
iguales estadisticamente. El fungicida T (Metalaxil 8%+ Mancoceb 64%) a
la dosis 3g de producto comercial por litro de agua no ha afectado el

crecimiento a pesar de presentar efectos fitotoxicos en hojas con sintomas
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b)

cloréticos y necroticos. Su efecto de control es corroborado en el control in
vitro que se explica en el cuadro siete y grafico uno. Para disminuir el efecto
téxico es necesario realizar estudios sobre menores dosis del producto

comercial (PC) o bajar la cantidad solucion por plantulas.
Medicion del ancho de la hoja

El analisis de varianza para el ancho de la hoja (cm) en la prueba de
fungicidas del hongo Lasiodiplodia parva en vivero, resulté altamente
significativo, lo cual nos indica que entre los promedios de los tratamientos
estudiados existe diferencia estadistica. Su coeficiente de determinacion es
de 68,95%, esto no indica que el ancho de la hoja se debe al efecto de los
fungicidas estudiados. Su coeficiente de variabilidad de 10,63% esta dentro

del calificativo muy bueno segtn Calzada 1980.

Los resultados de ia pru'eba de Duncan a nivel de significancia de (0,05)
para el ancho de hoja de la vid (cm), después del control quimico con
fungicidas para el hongo Lasiodiplodia parva (Gréafico 4), resultd
estadisticamente significativo. El tratamiento Ts (testigo sin inocular) y el
tratamiento con fungicida T (Metalaxii 8%+ Mancoceb 64%) no se
diferencian estadisticamente entre si y obtuvieron la mayor ancho de 10,4 —
10,8 cm, pero se diferencias estadisticamente de los tratamientos T4
(testigo inoculado) y de los tratamientos con fungicida T3 (Thiophanate
methyl 50% + Thiram 30%), T: (Benomyl 50%) que son iguales

estadisticamente entre si midiendo de 7,8 - 8,4 cm. El fungicida T,
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(Metalaxil 8%+ Mancoceb 64%) a la dosis 3g /l de agua no ha afectado el
crecimiento a pesar de presentar efectos fitotoxicos en las hojas con
sintomas cloréticos y necréticos. Su efecto de control es corroborado en el

control in vitro que se explica en el cuadro 7 y grafico 1.

6.1.5.3. Control bilégico in vitro de Lasiodiplodia parva con cepas de Trichoderma

spp.

Del control biolégico in vitro, los Trichodermas Cepa AC3 (Figura 14) y
Trichoderma virens (Figura 15) presentaron capacidad antagénica eficiente para
controlar al hongo fitopatégeno Lasiodiplodia parva, demostrando buen nivel de
competencia por espacio y nutrientes; es decir que su mecanismo de accion es
por micoparasitismo. Los dafios contra Lasiodiplodia parva comienzan a
observarse cuando ambos hongos entran en contacto presentando invasion y
esporulacién Trichodermas Cepa AC3 (Figura 14) y Trichoderma virens (Figura
15) sobre la colonia del mencionado hongo inhibiendo su crecimiento. Este
mecanismo de accion también se refleja en trabajos realizados por, Benhamou
y Chet, 1993, utilizando cepas de Trichoderma sp para el control biolégico de
Rhizoctonia solani. Donde los dafios se observa al entrar en contacto ambos
hongos y no antes por las sustancias producidas en el avance del antagonista,
presentandose invasion y esporulacion sobre la colonia de Rhizoctonia solani e

inhibicién de la produccion de esclerdcios.
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6.2 De la Enfermedad pudricion himeda de las raices de vid.

6.2.1

6.2.2

De los Sintomas.

Segtn los sintomas observado en {as plantaciones vid en los distritos de San
Antonio y San Roque de Cumbaza, como la marchitez, la seca y caida de las
hojas debido interfencia del agua y minerales del suelo por la pudricion himeda
de raices causando la muerte subita de la planta; cuando las plantas estan en p
fructifcacion se observé {a falta de envero, frutos pequerios momificados. Esta
enfermedad se observa en épocas con suelos humedas y alta nubocidad.
Estos sintomas descritas corresponden a una nueva enfermedad de la vid en las

plantaciones de la Regiéon San Martin.
De las caracteristicas del Aislamiento del stramenopila.

La descripcion de las caracteristicas morfologicas de los aislamientos muestran
colonia de color blanco crema, micelio color claro con hifas sin sebtas,
esporangioforo claro en forma de tubo sin septas, esporangio limoniforme o
subglobosos continuos, de forma irregular, conectadas por partes filamentosas
intercalarmente ocasionalmente terminal. Oogonio terminal e intercalar con
protuberancias en las bases. Anteridio en forma de ufia adherida al oogonion de
forma esferica. Oospora inmadura con pared gruesa de 1 a 3 micras de ancho
apleuretica (Foto 16). Estas caracteristicas descritas son similares a la
descripcion Van Der Plaats-Niterink (1981), sobre la monografia del género

Pythium, para especie la Pythium oligandrum descrita en la pagina 115.
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6.2.3

6.24

De la Prueba de Patogenecidad

Con la prueba de patogenicidad se comprob6 que el stramenopila Pythium
oligandrum el agente causante de la pudricién humeda de raices, porque en las
plantas inoculadas mostraron incidencia del 95% de infeccion, comparada con el
testigo sin inoculacion de Pythium oligandrum que el 100 % de las plantas
fueron sanas. Ademas, los sintomas observados en las plantas inoculadas
fueron seca de la yema, brotes débiles y hojas deformadas presentando
hepinastia; este pariativo de los postulados 1 y 3 de Koch descritas por Agrios
2005, nos explica que la enfermedad es causada por el stramenopila Pythium

oligandrum.

De los Reaislamientos
Los reaslamiento realizados de las muestras de planta inoculadas, nos mostraron
la presencia de estructuras vegetativas y estructuras propagativas similares a los
aislamiento obtenidas de las muestra de campo por lo tanto al tener similitud de
estructuras, se comprueba que el agente causante de la enfermedad es el
stramenopila Pythium oligandrum.

Esta enfermedad en el cuitivo de vid es el cuarto en reportarse en la
region San Martin, por lo que se debe considerarse una enfermedad potencial
debido a que solo esta presente en plantaciones instaladas en terrenos planos

con una humedad constante.
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6.2.5 Del Manejo Integrado de la Pudricién himeda de raices de la vid.

6.2.5.1. Evaluacidn de la prueba de fungicidas in vitro para el control de Pythium
oligandrum.

Los resultados del analisis de varianza para el crecimiento lineal de la colonia
del stramenopila Pythium oligandrum causante de la enfermedad pudricion
himeda de raices de la vid en {a prueba de control quimico in vitro (cuadro 13),
se observa que hay una diferencia altamente significativa. Su coeficiente de
determinacién de 99,37 % nos explica que los fungicidas aplicados han
influenciado en el crecimiento del hongo y su coeficiente de variabilidad de

66,41 % esta dentro del calificativo deficiente seguin Caizada, 1989

Los resultados de la prueba de Duncan a nivel de significancia de (0,05)
para el crecimiento lineal del stramenopila Pythium oligandrum en la prueba in
vitro de fungicidas (Grafico 5), se observa que existe diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos estudiados. El tratamiento T (testigo), sin la
aplicacion de fungicidas ha llenado la placa de Petri en 10 dias es decir
registramos 90 mm de crecimiento lineal de la colonia, época que se dejaron
de evaluar la pruebe in vitro, se diferenci6 estadisticamente de los demas
tratamientos con fungicidas. En segundo lugar de crecimiento lineal de la
colonia correspondié al tratamiento con fungicida Ts (Oxicloruro de cobre 85%).
En tercer lugar ocupé el tratamiento con fungicida T, (Azoxystrobin 50%), el
cuarto fugar ocuparon los tratamientos con fungicida T, (Toiclofos- Methyl 30%
+ Thiram 30%) y el T, (Benomyl 50%). No dejaron desarrollar al micelio del

hongo el tratamiento con fungicida Tg (Thiophanate methyl 50% + Thiram 30%)
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y T3 (Metalaxil 8%+ Mancoceb 64%), demostrando su alta efectividad in vitro y
ocupando el ultimo lugar, esto corroborado cuando mencionan que estos
fungicidas controian a Pythium sp (Paima, 2011) y Plasmopara viticola (Chota,

2014)

6.2.5.2. Evaluacion de la prueba de fungicidas en invernadero para el control de
Pythium oligandrum.

El testigo inoculado con el stramenopila Pythium oligandrum presenta los
siguientes sintomas en hojas; son de color verde amarillento, de tamafio
pequeiio (7,75 x 9,25cm) con respecto al testigo absoluto (9,8 x 10,8 cm),
presenta epinastia (curvatura hacia abajo de las hojas), son coriaceas, gruesas,
rigidos (debido a que el hongo esta interfiriendo en la absorcién del agua y
nut'rientes), feniendo resultado similares como describe estos resultados tiene
relacidon con Agrios, 2005, cuando menciona que las plantas infectadas por
muchos patégenos vasculares, los estomas permanecen parcialmente cerrados,
el contenido de clorofila disminuye y a la fotosintesis se inhibe incluso antes del
marchitamiento de las pantas y asimismo resulta evidente que la interferencia
que ocasionan los patégenos sobre el movimiento ascendente del agua y de los
nutrientes inorganicos o sobre el movimiento descendente de las sustancias
organicas ocasionara la enfermedad.
a) Medicion de altura de planta.
El analisis de varianza para para altura de planta de la vid (cm) en la
prueba del control quimico del stramenopila Pythium oligandrum en vivero

resulté altamente significativo, 1o cual nos indica que entre los promedios
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de los tratamientos estudiados existe diferencia estadistica. Su coeficiente
de determinacion es de 91,95%, donde nos explica el efecto de los
fungicidas en esta prueba y su coeficiente de variabilidad de 10,19% esta
dentro del calificativo muy bueno segun Calzada 1980.

Los resultados de la prueba de Duncan a nivel de significancia de
(0.05) para altura de planta de la vid (cm), después del control quimico con
fungicidas de Pythium ofigandrum (Grafico 6), resulté estadisticamente
significativo. El tratamientoT, (testigo sin inocular) obteniendo la altura
mayor con 29.5 cm se diferencia estadisticamente de los tratamientos con
fungicidas T, (Thiophanate methyl 50% + Thiram 30%), T1 (Metalaxil 8%+
Mancoceb 64%) y el tratamiento T3 (testigo inoculado). Donde los
tratamientos con fungicidas T, (Thiophanate methyl 50% + Thiram 30%) y
T4 (Metalaxil 8%+ Mancoceb 64%) controlaron a Pythium oligandum pero
presentaron un efecto fitotoxico disminuyendo la altura de la planta en
19,33 - 19,47 cm, mientras que el tratamiento T3 (testigo inoculado con
Pythium oligandrum) presento el menor crecimiento en altura de planta en

13.5cm.

b) Medicion de nervadura central de {a hoja
Los resultados del andlisis de varianza para longitud de nervadura central
de la hoja (cm), después del control quimico con fungicidas del hongo
Pythium oligandrum (cuadro 15), se observa que existe diferencia
altamente significativa entre los tratamientos estudiados. Su coeficiente de

determinaciéon de 97,70 % nos explica que los fungicidas aplicados han
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influenciado en la longitud de nervadura central de la hoja después de la
inoculacién y el control quimico. Su coeficiente de variabilidad de 2,28 %

esta dentro del calificativo muy bueno segtn Calzada, 1989.

Los resultados de la prueba de Duncan a nivel de significancia de
(0,05) para para longitud de nervadura central de la hoja (cm), después del
control quimico con fungicidas de Pythium oligandrum (Grafico 7), resuité
estadisticamente significativo. El tratamiento T4 (testigo sin inocular) se
diferencia  estadisticamente de los tratamientos con fungicida T,
(Thiophanate methyl 50% + Thiram 30%), T, (Metalaxil 8%+ Mancoceb
64%) y con el tratamiento T; (testigo inoculado). Donde los tratamientos con
fungicida T4 (Metalaxil 8%+ Mancoceb 64%) y T, (Thiophanate methyl 50%
+ Thiram 30%) controlaron a Pythium oligandum pero presentaron un efecto
fitotoxico influenciando en la longitud de nervadura central de la hoja en
6,8833 - 7,7167 cm, el tratamiento con fungicida Ti (Metalaxil 8%+
Mancoceb 64%) y el T3 (testigo inoculado) no hay diferencia estadistica
entre si, presentando una longitud de nervadura central de 7,6167 - 7,7167

cm.

Medicion del ancho de la hoja.

El analisis de varianza para el ancho de la hoja de la vid (cm) en la prueba
de control quimico del stramenopila Pythium oligandrum en vivero resulté
altamente significativo, indicando que entre los promedios de los
tratamientos estudiados existe diferencia estadistica. Su coeficiente de

determinacion es de 91,91%, nos explica el efecto de los fungicidas en esta
73



prueba y su coeficiente de variabilidad de 5,42% esta dentro del calificativo

muy bueno segun Calzada 1980.

Los resultados de fa prueba de Duncan a nivel de éigniﬁcancia de
(0,05) para ancho de la hoja de la vid (cm), después del control quimico con
fungicidas de Pythium oligandrum en vivero (Gréfico 8), resulté
estadisticamente significativo. El tratamiento T, (testigo sin inocular)
presentando el mayor ancho de hoja de 10,833 cm diferenciandose
estadisticamente entre si con el tratamiento T (testigo inoculado) y con los
tratamientos con fungicidas T, (Metalaxil 8%+ Mancoceb 64%) T»
(Thiophanate methyl 50% + Thiram 30%). Donde el T1 (Hieloxil) y T2
{(Homai) controlaron a Pythium ofigandum pero presentaron un efecto
fitotoxico influenciando en la reduccién el ancho de la hoja en 6,8833 —
7,7167 cm, mientras que en T3 (testigo inoculado con Pythium oligandrum)
ocupando el segundo lugar obteniendo una medida del ancho de la hoja de

9,25 cm.

6.2.5.3. Control bilégico in vitro de Pythium oligandrum con cepas de
Trichoderma spp.
Del control bioldgico in vitro, los Trichodermas Cepa AC3 (foto 19) vy
Trichoderma virens (Figura 20) presentaron capacidad antagénica eficiente para
controlar al stramenopila Pythium oligandrum, demostrando un buen nivel de
competencia por espacio y nutrientes y su mecanismo de accién por
micoparasitismo, los dafios contra Pythium oligandrum comienzan a observarse

cuando el Trichoderma cepa AC3 entra en contacto con el stramenopila
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presentando invasién y esporulacion sobre la colonia el mencionado hongo
deteniendo su crecimiento. Una vez mas se demuestra la particular habilidad de

las cepas de Trichoderma sp.

Stefanova, 1999, demuestra la actividad metabélica de cepas de
Trichoderma sp. para el control de los hongos, fitopatégenos como
Phytophthora nicotianae, Phytophthora capsici, Rhyzoctonia solani y Pythium
sp., ademas de provocar un efecto fungistatico notable sobre los fitopatogenos

por la emanacion de sustancias volatiles por parte de Trichoderma sp.

6.2.6 Incidencia y pérdida econémica causada por pudriciéon de Raices y tallo.

Las dos enfermedades causan incidencia de 23,91%, dejando de cosechar en
promedio 1673,63 kg/ha, de alli radica la importancia del manejo de la
enfermedad a nivel d campo para minimizar las pérdidas econémicas. Nuestros
viticultores se encuentran preocupados por las enfermedades que se presentan
en la vid principalmente con el mildit y roya; pero no cuentan con informacion
sobre estas dos enfermedades descubiertas recientemente en las zonas
viticolas de la region san Martin; por lo que es necesario profundizar los

estudios de manejo integrado a nivel de campo.
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7.1

7.2

7.3

7.4

7.5

Vil. CONCLUSIONES

Segun el diagnostico de las enfermedades observadas se encontré dos agentes
causales: Lasiodiplodia parva causante de la enfermedad pudricion seca y
carbonosa del tallo y Pythium oligandrum causante de la enfermedad pudricién

himeda de raices.

Los fungicidas que demostraron mejor control quimico in vitro para el hongo
Lasiodiplodia parva son los fungicida Hieloxil Mix 72 (Metalaxil 8%+ Mancozeb
64%), Benlate 50 WP (Benomyl 50%) y por altimo Homai 50 WP (Thiophanate
methyl 50% + Thiram 30%); para el stramenopila Pythium oligandrum los
fungicidas que dieron mejores resuitados son: Hieloxil Mix 72 (Metalaxil 8%+
Mancoceb 4%) y Homai 50 WP (Thiophanate methyl 50% + Thiram 30%).

Los fungicidas demostraron mejor control quimico en invernadero tanto para
Lasiodiplodia parva como para Pythium oligandrum con la Gnica desventaja que
presenté fitotoxicicdad en cada uno de los tratamientos.

En el control bilégico in vitro las cepas de frichoderma ssp. lograron controlar tanto
al hongo Lasiodiplodia parva como al stramenopila Pythium oligandrum, mediante
micoparasitismo.

Entre fas dos enfermedades se ha encontrado incidencia 23,91%, disminuyendo
la produccion 1673,63 kg/ha/campafia, dejando de percibir al agricultor 2510,45

nuevos soles por hectarea por campaiia.
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8.1

8.2

8.3

8.4

8.5

Viil. RECOMENDACIONES

Realizar fa difusién a nivel de campo sobre {a presencié de estos dos patégenos
nuevo de la vid en la region San Martin.

Realizar la identificacion de los agentes causales de las enfermedades a nivel
molecular.

Realizar estudios en el control quimico buscando la dosis de fungicida adecuada
para el control del hongo Lasiodiplodia parva y stramenopila Pythium oligandrum,
sin causar fitotoxicidad.

Hacer trabajos de investigacion en el control bioldégico con cepas de Trichoderma
Spp. en campo.

Para un control cultural de los agentes causales de la pudricién éeca y carbonosa
de raices y tallo y pudricibn humeda de raices, se debe realizar trabajos de

investigacién utilizando ptantones de vid obtenidos en vivero.
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RESUMEN

Con el objeto de diagnosticar los agentes causantes de la podredumbre de ralces Vitis
labrusca L. y el manejo de la enfermedad realizamos el trabajo de investigacién, a nivel
de laboratorio de Sanidad Vegetal — Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agrarias
de la universidad Nacional de San Martin y campo en San Roque de Cumbaza en la
regiéon San Martin. Se empled el método descriptivo y cuantitativo; fue conducido bajo
el disefio completamente al azar; evaluandose Sintomas, caracteristicas morfolégica y
biométrica de los aislamientos, prueba de patogenicidad, control quimico y biolégico y
practicas culturales. Como resultados diagnosticamos que Lasiodiplodia parva es el
causante de la pudricion seca carbonosa de raices y tallo, mientras que Pythium
oligandrum causa la pudricién hiimeda de raices. Los fungicidas que inhibieron al 100%
el crecimiento de L. parva son:. Benomyl 50%, Metalaxil 8% + Mancozeb 64% y
Thiophanate methyl 50% + Thiram 30% y a Pythium oligandrum. Metalaxil 8% +
Mancozeb 64% y Thiophanate methyl 50% + Thiram 30%. Mientras que las cepas de
trichoderma ssp. controlaron L. parva y P. oligandrum por micoparasitismo. La

incidencia de las enfermedades fue 23.91%, con pérdidas 1673.63 kg/ha/campafia.

Palabras claves: Trichoderma, enfermedad de la uva, pudricién de la raiz.
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SUMMARY

In order to diagnose the causative agents of root rot Vitis labrusca L. and disease
management carried out the research work in the laboratory of Plant Protection - Plant
Pathology, Faculty of Agricultural Sciences of the National University of San Martin of
San Roque Cumbaza in the region of San Martin. Descriptive and quantitative method
was used; It was conducted under completely randomized design; evaluating symptoms
, morphological and biometric characteristics of the isolates, pathogenicity test ,
chemical and biological control , incidence , losses and cultural practices. As results
have been diagnosed Lasiodiplodia parva is the cause of dry charcoal rot roots and
stem, while wet causes oligandrum Pythium root rot. Fungicides 100% inhibited the
growth of L. parva are : Benomyl 50 % Metalaxyl 8% + Mancozeb 64% and 50 %
Thiophanate methyl + Thiram 30 % and Pythium oligandrum . Metalaxyl 8% + Mancozeb
64% and 50 % Thiophanate methyl + Thiram 30 %. While strains of Trichoderma ssp.
they controlled and L. parva P. oligandrum by mycoparasitism . The disease incidence
was 23.91 %, with losses 1673.63.

Key words: Trichoderma, disease of grape, root rot
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ANEXOS



ANEXO 1: Clave para especiar Lasiodiplodia (Phillips et al, 2013)

1. Conidia sUb-globOSe...........ooiiiii e e 2
1. Conidia elipsoidal @ OVOIde.............ooeeiiiiiiiiciiiiee e 3
2. Conidia 13.5-21.5 x 10—14 ym (longitud 17.5 pm)................... L. mahajangana
2. Conidia 12—-19 x 10-12.5 pm (longitud 15.3 IM) ...ooiiiriiiiiiecteeieecee e 4
3. Largo/ancho relacion igual qUe 2..............oiiiiiiiiiiiieee e 5
4. Los conidios 26-33 x 12-15 micras (De longitud 28,4 ym)....... L. venezuelensis
4. Los conidios 17-23 x 8-11 micras (De longitud 19,5 ym).................... L. viticola
5. Mayor Parafisas mas de 100 upmde largo .........oovvveeieieeviiniceceeee e 6
5. Parafisas mas largos de menos de 100 umde largo ........ccococeiieiieciiiiiieeccnnee. 9
6. Longitud conidial menos de 25 Micras ........cooooiiiiiii e 7
6. Longitud conidial superior @ 25 micras .........ccccoiiiiiiiiciiiiei e 8
7. Ancho promedio conidial igual 13 micras ............cccccc i L. iraniensis
7. Ancho de conidias menos de 11,5 micras.......ccccooeviveeeeiieiiiicieeieiine s L. parva

8. Los conidios 22-35 micras de largo (29,6 micras), L/a relacién igual que 1,9
............................................................................................................... L. plurivora

8. Los conidios 20-31 micras de largo (24,5 micras), L/a relacion igual que 1,6

................................................................................................................. L. citricola

9. Ancho medio de conidias de menos de 16 micras.............ccccccevviniininiiiennnnne 10
9. Ancho media de conidias 16 MiCras 0 MAs...........cccovevevimeiiciinccnieeccine e, 15
10. Conidias pequefios, en su mayoria de menos de 25 micras de largo............. 11
10. Conidias grandes, sobre todo mas de 25 pym, de hasta 30 micras o mas...... 14
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14. Anchura media de conidios de menos de 10 micras........ccoovveeeveeveevrerevnnnnnen 12

11. Anchura media de conidias mayor que 10 MiCras...........ccccceverreerieecriennnnee. 13
12. Duracién del Parafisas hasta 15, conidios hasta 17,5...................... L. lignicola
412. Duracion del Parafisas hasta 55, conidios hasta 21 micras....... L. missouriana

13. Paréfisas hasta 55 ym de longitud, conidios L/a relacion igual que 2

............................................................................................................ L. egyptiacae
13. Paréfisas hasta 85 ym de largo, L/a relacion igual que 1,7

........................ et Lo HOMNOZGaNeNsis
14. Conidiomas marron OSCUro @ NEGro. .........ccccocevvieecreceneeecsnesns L. theobromae
14. Conidiomas rojizo-purpura .........c.cccocvereieeerecrrcceeeeeeeeceeceeeeeas L. rubropurpurea

15. Los conidios no superior a 35 micrasdelargo ..........cc.ccccociiireviiecccceeenen. 16

15. Los conidios hasta 39 Im de largo.........eecereervee e e e eneeneeee e 17
16. Parafisas mayoria septadas..........ccocevvereeveecririce e L. crassispora
16. Parafisas mayoria aceptados............cccccovvnvennverinecnne. L. pseudotheobromae
17. Paréfisas hasta 95 pmde 1argo.........ooovveeivciciriicereee e L. gilanensis
17. Parafisas no superior a 65 ym, sin llegar nunca a 95 micras..... L. gonubiensis
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ANEXO 2: Clave para pythium spp. (Diario irani de Ciencia y Tecnologia. 2005.

Universidad de Shiraz.)

1 Oogonios producidos en medio de CUltiVO............cccceeerriiiiiiinieece e 2

Oogonios no producidos en medio de CUltivo.............ccccevereiiierciieeeee e 13

2 (1) Oospora con paredes ornamentadas o proyeccion contundente.......................... 3
00spora de Pared liSa...........coovueeeeiieeiieccaeee et e ete et et e aa e eeane s 4

3 (2) Esporangio sub globosos y filamentosos que consiste en complejos

IITEQUIAIES...... it Pythium oligandrum.
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