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D6  =1X10%ufc

D7 = 1X107 ufc

D8 = 1X108 ufc

DCA = Disefio Completamente al Azar
Eval. =Evaluacion

Fc = F-calculada

Ft = F-tabular

g = gramos

INIA = Instituto Nacional de Innovacion Agraria

Kg/Ha = Kilogramos por Hectérea

M.O. = Materia organica
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ns = No Significativo
N° = Ndmero

NG = Numero de granos
NR = Numero de ramas
NV = Numero de vainas
PG = Peso grano seco
Ppm = Partes por millon

Prom = Datos promedio de cada caracteristica morfoldgica de 10

plantas.

PSA = Papa, Sacarosa, Agar

PSB  =Peso seco de Biomasa

sp = Se refiere a una especie no descrita

spp = Se refiere a varias especies no descritas
Sig = Significancia

Sc = Suma de cuadrado

RDTO/Ha= Rendimiento por hectarea

TRICH = Trichoderma spp.

T.2 =Trichoderma nativo 2

T = Testigo

Ufc = Unidades formuladores de conidias
X = Promedio general

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ﬂ. UNIVERSIDAD

RESUMEN

El cultivo de haba (Vicia faba L.) es importante econdmicamente para los productores de
Puno y es una buena fuente de alimentacion y de comercio para la poblacién andina; sin
embargo, el rendimiento es bajo debido a las plagas y enfermedades que afectan la
produccion de granos; entre las enfermedades es muy importante la “mancha chocolate”
Botrytis fabae, existiendo gran interés cientifico en su control biolégico; por tal motivo
se realizo el presente trabajo de investigacién con el objetivo de determinar la influencia
de especies de Trichoderma spp. en su bio-control y mejora del rendimiento del cultivo.
La investigacion se desarrollé en el distrito de Chucuito-Puno, durante los meses de
noviembre a mayo 2017 - 2018, el experimento se condujo con un disefio de Bloques
Completos al Azar en parcelas divididas con un arreglo factorial 3X4 con tres
repeticiones. Se realizaron cuatro aplicaciones foliares, a partir de los primeros sintomas
de la enfermedad en las plantas. En Laboratorio, se determind el area bajo la curva del
progreso de la enfermedad (AUDPC) con tres evaluaciones de severidad, realizando
pruebas de antibiosis y micoparasitismo in vitro, con la produccion de metabolitos
solubles inhibitorios por los antagonistas y enfrentamiento dual del patégeno,
permitiéndose evaluar la inhibicién del crecimiento micelial del patdgeno y el porcentaje
de colonizacion del hongo antagonico respectivamente. Se determind que la cepa
Trichoderma nativa obtuvo mayor inhibicién micelial del patdgeno (50.96%), seguido de
T. harzianum y T. viride con 43.59 y 40.39 % respectivamente. Se encontro también que
las tres cepas de Trichoderma spp. resultaron ser micoparasitos agresivos, que
colonizaron completamente al patogeno. En el ensayo de campo, los tratamientos con
aplicaciones de Trichoderma nativo presentaron los valores més altos en la evaluacion de
caracteristicas morfoldgicas; pero, los tratamientos con concentraciones (1x108ufc y
1x10’ufc) fueron menos afectados por mancha chocolate con valores de AUDPC de 32.44
y 41.22 respectivamente, frente al testigo T (AUDPC = 166.56). Se obtuvo el mayor
rendimiento con la dosis 1x107ufc de 8,956kg/ha, en cambio con la dosis 1x108ufc,
solamente 8,489 kg/ha.

PALABRAS CLAVE: Haba, Botrytis fabae, Trichoderma, Biocontrol y concentracion.
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ABSTRACT

The cultivation of broad bean (Vicia faba L.) is economically important for the producers
of Puno and is a good source of food and commerce for the Andean population; however,
yield is low due to pests and diseases that affect grain production; among the diseases the
“chocolate stain” Botrytis fabae is very important, there is great scientific interest in its
biological control; for this reason, the present research work was carried out in order to
determine the influence of Trichoderma spp. in its bio-control and improvement of crop
performance. The research was developed in the district of Chucuito-Puno, During the
months of November to May 2017 - 2018, the experiment was conducted with a Random
Complete Blocks design in divided plots with a 3X4 factorial arrangement with three
repetitions. Four foliar applications were made, from the first symptoms of the disease in
plants. In the laboratory, the area under the disease progress curve (AUDPC) was
determined with three severity evaluations, conducting in vitro antibiosis and
mycoparasitism tests, with the production of soluble inhibitory metabolites by antagonists
and dual control of the pathogen, allowing to evaluate the inhibition of mycelial growth
of the pathogen and the percentage of colonization of the antagonistic fungus
respectively. It was determined that the native Trichoderma strain obtained greater
mycelial inhibition of the pathogen (50.96%), followed by T. harzianum and T. viride
with 43.59 and 40.39% respectively. It was also found that the three strains of
Trichoderma spp. turned out to be aggressive mycoparasites, that completely colonized
the pathogen. In the field trial, the treatments with native Trichoderma applications
presented the highest values in the evaluation of morphological characteristics; but, the
treatments with concentrations (1x108ufc and 1x107ufc) were less affected by chocolate
stain stain with AUDPC values of 32.44 and 41.22 respectively, versus witness T
(AUDPC = 166.56). The highest yield was obtained with the 1x10’ufc dose of 8.956kg /
ha, in contrast with the 1x108ufc dose, only 8.489kg / ha.

KEY WORDS: Bean, Botrytis fabae, Trichoderma, Biocontrol and concentration.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

En laactualidad el cultivo de haba (Vicia faba L.) es un importante alimento de contenido
proteinico, ademas su produccion es economica para los productores de la region Puno y
una de las fuentes de comercio, de la poblacion andina rural (anillo circunlacustre)
(Hanada et al., 2008; INIA, 2013); sin embargo, existen limitantes en la produccion, tal
es el caso de las enfermedades fitopatdgenas, que limitan su produccion. Siendo la mas
importante la mancha chocolate (Botrytis fabae Sard), que representa una disminucion
considerable en el rendimiento y como consecuencia de ello el poco interés en su
produccion por parte de los pequefios productores (Peralta, Cevallos, Vasquez, & Pinzon,
1995), otro de los factores que impide el aprovechamiento de este cultivo es el alto costo
del control de la enfermedad, asociada a condiciones y épocas de alta precipitacion. Segln
Ajquejay (2013), afirma que puede disminuir la produccion hasta en un 60%. Y también
puede afectar toda la parcela en cualquier estado de desarrollo del cultivo (desde
emergencia hasta maduracion). Botrytis fabae, se considera como patdgeno potencial del
cultivo de haba que produce la enfermedad “mancha chocolate”. Este patdgeno puede
reducir hasta dos tercios de los rendimientos del cultivo (Mamani, 2007). En la actualidad,
para el control de esta enfermedad existen diferentes tipos de agrogquimicos, que son
usados frecuentemente como Bravo 500, Benomyl y Carbendazin (Basantes, 2015;
Deverall & Wood, 1961; Elad, Williamson, Tudzynski, & Denle 2007). Sin embargo, en
la region Puno el uso de estos productos es limitado debido el tipo de produccion organica

que se realiza en la zona.

Manejando la microflora existente en contacto con las plantas es posible controlar a los
fitopatdgenos; pudiendo sacar ventajas de las interacciones benéficas para la planta
favoreciendo su crecimiento y resistencia a patdgenos. También es posible utilizar las
interacciones antagdnicas de forma de eliminar a los patégenos e impedir que estos
puedan atacar a la planta y desarrollar la enfermedad. A esto se ha denominado Control
Biologico (Mondino, 2002; Pal & McSpadden Gardener, 2006).

Por lo citado se observa la necesidad de contar con un tipo de control efectivo (control
bioldgico), no toxico para la salud y el medio ambiente. Una de estas alternativas es la

utilizacion de microorganismos tales como hongos antagonicos, Trichoderma spp.,
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siendo un hongo potencial biocontrolador de varias enfermedades de plantas a su vez
reduce resistencia a factores biéticos y abioticos (Chiriboga, Gomez, & Garcés, 2015;
Serrano & Galindo, 2007).

Con estos antecedentes, se fortalecera el control de esta enfermedad, reduciendo las
aplicaciones de productos de origen quimico y la produccién de este cultivo sera posible
a escala mayor, obteniendo de esta manera un mejor rendimiento y posibilidades para
exportaciones considerables, ya que en la parte del altiplano de Puno su produccion es de

alta potencialidad.
Los objetivos planteados para el presente trabajo de investigacion fueron los siguientes:

1.1. OBJETIVO GENERAL
» Determinar la influencia de especies de Trichoderma spp. para el control de
Botrytis fabae y mejorar el rendimiento del cultivo de haba, en el distrito de

Chucuito-Puno.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Determinar la capacidad antagonica de Trichoderma spp. sobre el hongo

fitopatdgeno Botrytis fabae en condiciones In vitro.

e Determinar el efecto de concentraciones de conidios (1x108, 1x107 y 1x10°) de
especies de Trichoderma spp. en el control de la mancha chocolate (Botrytis

fabae) del cultivo de haba, en el distrito de Chucuito-Puno.

e Determinar el efecto de concentraciones de conidios (1x108, 1x107 y 1x10°) de
especies de Trichoderma spp. en el rendimiento del cultivo de haba, en el distrito

de Chucuito-Puno.
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES
Jimenez (2006) menciona que Trichoderma spp. se presenta como antagonista de Botrytis
cinérea, Rhizoctonia solani y Alternaria solani In vitro como biocontrolador en plantas
de tomate. Sefiala que el agregado al suelo de cepas de Trichoderma spp., reducen
significativamente al fitopatogeno disminuyendo la supervivencia y mejorando el
crecimiento de las plantas, la produccion de enzimas degradativas esta directamente
vinculada con el efecto antagonista; también sefiala que la aplicacion de Trichoderma sp.,
como varias especies de este mismo género resultan ser eficaces en el control de Botrytis
sp., en plantas de Leucadendron, presentando una disminucion considerable en la

presencia de esta enfermedad.

Guadarrama, Lopez and Laguna (2006) investigaron para disminuir el nimero de
aplicaciones de fungicidas en el cultivo de haba mediante la utilizacion de 10 genotipos
tolerantes a Botrytis fabae S., se realizaron tres y seis aplicaciones con clorotalonil y
Benomyl, siendo los genotipos S-215, San Isidro y Diamante presentaron porcentaje de
dafo y tasas de infeccion mas bajos y los rendimientos en vaina fresca (9.34, 9.15y 8.85
t/ha) y grano seco mas altos (1.82, 2.08 y 1.77 t/ha) respectivamente en comparacion con
el genotipo R-40, el rendimiento en vaina y grano seco total mas bajos (5.9292, 0.79417
t/ha). Se encontr6 un alto porcentaje de la inhibicion de la actividad relativa de la
acetilcolinesterasa en los programas con tres aplicaciones 37% y para el programa con
seis aplicaciones con un 41% de la actividad relativa de la acetilcolinesterasa, en el testigo
y el Programa con Trichoderma harzianum también se detecto la presencia minima de

carbamatos y un alto porcentaje de inhibicién con un 54% considerandose biocontrolador.

Espinal, Huanca, Terrazas, and Turba (2010) evaluaron la actividad biocontroladora de
Trichoderma inhamatum, frente a Botrytis fabae. El antagonismo se evalud por el método
de enfrentamiento dual, donde se observd micoparasitismo y antibiosis. Evalu6 la
influencia de parametros fisicos, quimicos y bioldgicos sobre el cultivo en batch de T.
inhamatum y la capacidad de estos sobre el control de B. fabae. En el co-cultivo con
espora de T. inhamatum (10° prop/ml) con B. fabae (102 prop/ml), la inhibicién fue
51.21%. Al emplear biomasa de B. fabae (500 mg) con T. inhamatum (10%prop/ml) la
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inhibicidn fue 55.11%. La aplicacion del fermento de T. inhamatum, sobre las plantas de

haba presento significancia (p<0.05).

Merchan, Ferrucho and Alvarez (2014) determinaron que T. harzianumy T. lignorum se
obtuvo una proteccién superior a la que brinda el Iprodione en el manejo de B. cinerea
en fresa, no obstante, se presentd un gran porcentaje de pérdida de flores, la cual pudo
deberse a variables externas como la deficiencia de boro ya que no hubo aplicacién de
este elemento. En las variables de calidad de los frutos de fresa, estos presentaron
incrementos significativos en la masa y en el color, lo que aumenta la calidad de la fresa.
Al aumentar el indice de severidad se afectd la calidad del fruto. La aplicacién de T.
lignorum es mas econémica que la de T. harzianum para el control B. cinerea en fresa,
por lo cual se recomienda la aplicacién, ya que este hongo benéfico propicié la obtencion

de frutos de buena calidad.

Minchez (2015) determin6 las concentraciones de Trichoderma harzianum
(1.428571429*10%2 conidios/ha, 1.428571429 *10™ conidios/ha 3.571428571 *10%2
conidios/ha), que proporcionan un mejor biocontrol de Botrytis fabae S. en el cultivo de
haba, midiendo el nivel de dafio ocasionado por la enfermedad antes mencionada,
obteniendo asi el rendimiento del cultivo de haba que se expres6é en cada uno de los
tratamientos. El tratamiento que presento mejores resultados con relacion al rendimiento
fue el tratamiento uno (1.428571429*102 conidios/ha); con respecto al control de la
incidencia y severidad ocasionada por Botrytis fabae S. asi mismo presento un resultado

mas horizontal y eficiente con respecto a los demas tratamientos.

Asi, se demuestra la gran importancia de estos hongos benéficos, para las zonas andinas,
como son; llave, Juli, Yunguyo, ya que el problema fitosanitario del cultivo del haba, se
encuentra en toda la zona circunlacustre del lago Titicaca- Puno. Los resultados que se
obtuvieron son aplicables en campo, para el control y prevencion de la incidencia de la
mancha chocolate (Botrytis fabae) asi como se deben tomar en cuenta las
recomendaciones del trabajo de investigacion (INIA, 2013).

2.2. CULTIVO DE HABA
2.2.1. Importancia econémicay distribucion geogréfica
El haba (Vicia faba L.) es la séptima legumbre de grano en importancia en el mundo y la
tipica leguminosa de doble utilizacién (tanto para alimentacion humana como animal),

constituyendo en muchos paises la mayor fuente de proteina en alimentacion humana. En
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China, con 1°613,75.00 toneladas de la produccion mundial (SUNAT, 2014). Ademas, su
empleo en rotaciones, constante desde la agricultura romana, se debe tanto a su excelente
papel en la fijacion de nitrogeno atmosférico, estimado en 100 - 120 Kg N ha (cantidad
que por supuesto puede variar enormemente, de acuerdo con las condiciones de cultivo)

como a la buena estructura fisica que deja en el suelo.

2.2.2. Origen y distribucion del cultivo de haba

El haba es de origen asiatico y Afganistan se considera como el principal centro de origen,
aungue algunos autores mencionan que posiblemente el haba es de origen africano,
posiblemente de Etiopia, cultivandose desde hace unos cuatro mil afios. El cultivo de haba
fue introducido a América y Guatemala por los conquistadores espafioles y se ha
desarrollado Unicamente en pocos paises de América que poseen altiplano con zonas frias
como México, Republica Dominicana, Brasil, Perd, Paraguay, Colombia y Bolivia
(Aldana, 2010) .

2.2.3. Adaptacion en el altiplano del cultivo de haba
Zona agroecoldgica circunlacustre del altiplano entre los 3836 a 3870 msnm.
Precipitacion de 616 a 800 mm/afio y temperatura media méxima de 15°C (INIA, 2013).

2.2.4. Ubicacion taxondmica del cultivo de haba
La especie Vicia faba L. taxonmicamente, es la més aislada del género Vicia. De acuerdo
a Gunn (1978), el haba difiere de otra especies del mismo género Vicia Unicamente en
dos caracteristicas morfologicos, la falta de zarcillos y el aspecto del hilo de la semilla.

Segun Ajquejay (2013) se tiene la siguiente posicion taxonémicamente:

Reino: Plantae

Sub reino:  Phanerogamae

Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Tribu: Papilonoideae
Geénero: Vicia

Especie:  Vicia faba L.
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2.2.5. Valor nutritivo del cultivo de haba
Segun (MACA, 2005) el haba en relacién a otras especies de leguminosas de grano es
considerada de alta calidad nutricional, por su elevado contenido proteico y por la
cantidad de grasa que presenta es rica en lisina, favor que permite el complementar la
proteina contenida en aquellos alimentos carentes de este aminoécido, como los cereales;
adicionalmente es una fuente de vitaminas del complejo B, ya que contiene tiamina,
niacina y fogatas. El haba es un alimento de alto valor energético y muy rico en proteinas
(23,4%), tanto que sustituye perfectamente a la proteina de la carne (12.4%), con la

ventaja de que no posee colesterol.

Asimismo posee calcio 90 mg/100g y hierro 3,6 mg/100g mayor que otros productos
(lenteja, trigo, arroz y maiz). El grano de haba contiene una importante cantidad de
aminoacidos esenciales, como Cistina, Metionina, Lisina, Triptofano, entre otros, los que
son importantes para la alimentacion humana (MACA, 2005). En la familia campesina
boliviana, este cultivo es importante por su elevado contenido proteico para la
alimentacion (24%); ademas el follaje es un suplemento en la alimentacién de ganado;
paralelamente tiene muchas cualidades como abono verde en las parcelas dentro de su
sistema productivo (Cardona, 2000).

2.2.6. Variedades y cultivares del cultivo de haba
Crespo (1990) menciona la clasificacion segin Cubero (1983), como la mas simple y
reconoce solo cuatro variedades boténicas; faba, equina, minor y paucijuga.

De acuerdo MACA (2005) en Bolivia existe una diferenciacion en la denominacion de
los cultivares, segun la zonas de cultivo, los granos grandes se denominan habillas, estos
corresponden a la variedad botanica Vicia faba var. Major y los granos medianos
(cultivados principalmente en los valles interandinos) pertenecen a la variedad botanica

V. faba var. Equina y se reconocen los siguientes ecotipos.

- Ecotipos de haba para valle: Las mas conocidas son: Pandoja, Rosal, Caramarca
y haba de Camargo. Desarrollan entre 6 a 15 vainas por planta con 1 a 3 granos
por cada vaina, los granos secos son pequefios y pesan desde 0.8 a 1.4 g, tienen
por lo general color blanco-cremoso.

- Ecotipos de haba para zonas altas: conocidas como “habillas”, son cultivadas
principalmente para consumo como grano seco, cuya calidad es apreciada. En este
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grupo tenemos a la Gigante de Copacabana, Usnayo, Original, Waca Jabasa y
Haba Grande.

2.2.6.1. Variedades mas cultivadas en el Peru
FAO (2018) reporta que en el Perd no existe una clasificacion racional sobre variedades
de haba, se denominan a estos de acuerdo a las diferentes formas que tiene o al lugar de
procedencia o al color de semillas, usualmente o especialmente en la sierra se utiliza una

mezcla de variedades, dentro de las mas importantes estan:

2.2.6.1.1. Gigante de Copacabana:
Sus granos pesan por encima 1,8 gramos y alcanzan la madurez en grano seco entre los 6
a 8 meses después de la siembra; las plantas alcanzan entre 1,5 a 2 m de altura, formando
abundante follaje con 6 a 10 ramas por planta. Las habillas rinden entre 1 a 2,5 Tn/ha.

En los ultimos afios ha cobrado importancia, el cultivo de algunos cultivares regionales
como la "Gigante de Copacabana’, por sus caracteristicas de granos de Calibre grande,
que son adecuadas para la exportacion a los mercados internacionales, sin embargo

susceptible a Botrytis (Coca, 2004)

Segin MACA (2005) es un ecotipo de haba de alta calidad (calibre) que se producen en
la isla del Sol de la provincia Manco Capac del departamento de La Paz, se caracterizan
por producir granos de calibres grandes (7-9 granos de onzas (onza). Otra variable de
calidad que posee el haba seca de la isla del sol es su textura, la cual se caracteriza por

ser mas suave que el haba proveniente de otros lugares.

2.2.6.1.2. Blanca de Yunguyo:
Tiene las semillas de color verde intenso, puede medir 2cm de largo x 1.5cm de ancho, el
tallo es hueco, cuadrangular, glabras, de color verde grisaceo, hojas compuestas con
peciolos anchos de altura que puede variar segun el lugar de cultivo y llega a medir hasta

un metro de altura.

2.2.6.1.3. Morada compuesta:
Contiene semillas de color morado claro con una altura que puede llegar hasta el un metro

de altura, los tallos son de coloracion rojiza
. Para la sierra norte tenemos las variedades: “Mediano plomizo”.

. Para la sierra centro tenemos las variedades: pacae “Rojo de mantaro”, pacae
“Blanco de mantaro”.
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. Existen otras variedades cuales son: “Mayu”, “Usnayu”, “Cheje”, “Wila”,
“Jawara”, “Q'ello”, “Qalqa”, “Blanca Anta”, “Sinco”, “Sinave”, “Pacae” “Blanco

Mantaro”, “Criollo”.

2.2.6.2.  Variedades cultivadas en Puno
MACA (2005) indica que los cultivos de Haba que conduce el departamento de Puno, no
se emplean variedades definidas, al contrario las semillas empleadas corresponden a una
mezcla de muchas variedades o cultivares conocidas localmente con diferentes
denominaciones, las cueles principalmente provienes de la coloracion de la testa o cascara

y se tienen las siguientes mas importantes:

e En Yunguyo: “Blanca de yunguyo”, "Gigante de Copacabana’, “Muyu-Muyu”,
“Osnayo”, “Cheje”, “Ucchukulu”, “Wila”, “Jawasa”.

e Enel distrito de Puno: “Quello”, “Quepa”.
e En distrito de Mafiazo: “Verde Kulli”’, “Waca”, “Llaullaco”.
e Endistrito de Vilquechico: “Chojiia Jawasa”.

e En distrito de Azangaro: “Puka”, “Muru”, “Morado”, “Alga”, “Yurac de

Capachica”, “Roja de Azangaro”.

e En distrito de Cuyo Cuyo: “Yana”, “Quello”, “Yurac”, “Wallaco”, “Puka”,
“Chajoe”.

e Endistrito de Chucuito: “Wila Janco”, “Chojiia” y “"Gigante de Copacabana”

2.2.7. Morfologia del cultivo de haba

2.2.7.1. Raiz
Es pivotante, profunda y penetrante, las raices laterales muy desarrolladas, abundantes y
fuertes, por su parte JICA (2006) indica que su sistema radicular presenta nédulos que
permiten la fijacién del nitrégeno atmosférico; el sistema radicular es vigoroso, que puede

alcanzar hasta una profundidad de 1 m, pero lo normal es que su profundidad sea de 1 m.

2.2.7.2. Tallo
Segun Crespo (1996) es de color variable desde el verde al verde rojizo, erecto, de forma
cuadrangular, hueco, sin vellosidades. Se ramifica en el cuello o la base, dependiente del
cultivar, de la densidad de siembra, de la fertilidad del suelo y de las condiciones

ecoldgicas, el nimero de ramificaciones puede variar de 4 a 8 ramas. Por su parte JICA
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(2006) indica que su tallo puede llegar hasta una altura de 1.5 m, es de coloracion verde,

fuerte, anguloso y hueco, segun su ahijamiento de la planta varia el nimero de ramas.

2.2.7.3. Hojas
Son de color verde lisas, alternas, compuestas de primordios, paripinadas con dos a cuatro
pares de foliolos glabros opuestos o alternados. Generalmente son anchas, elipticas o
lineales, enteras o dentadas en el apice y desprovistas de pubescencia (Crespo, 1996). Son
alternas, compuestas, con foliolos anchos ovales redondeados, de color verde (JICA,
2006).

2.2.7.4.  Flores
Para Crespo (1996) se originan en las axilas de las hojas y son de color blanco ligeramente
violaceo, con manchas negras sobre las alas; se agrupan en racimos cortos de 2 a 12 flores.
La corola es dialipétala con cinco pétalos desiguales. La quilla o carica ligeramente
coloreada, el céliz glabro, de color palido. La flor tiene 10 estambres, 9 de ellos soldados
y sus filamentos forman un tubo que encierra el pistilo, el décimo estambre permanece
libre (diadelfo).

2.2.7.5. Fruto
Es una vaina o legumbre alargada que se encuentra en disposicién diversa y en nimero
de uno a cinco por nudo, en estado tierno es carnosa de color verde. En la madurez
comercial los frutos se vuelven coridceos, negros y pubescentes. La longitud de vainas
varia de 5 a 30 cm; siendo éstas rectas, algo curvadas, erguidas o pendientes, segun el
cultivar (Crespo, 1996).

2.2.7.6. Semilla
Segun Crespo (1996) son de forma diferente, segun la variedad botanica a la que
pertenece, asi tenemos en la variedad V. faba var. minor, granos por tamafio pequefio
cilindricos; mientras que en V. faba var. major los granos son grandes aplastados, ovales,
de superficie lisa; su longitud puede llegar a 4 cm, su color varia desde los tonos oscuros
hasta los claros, como el verde, rojo, amarillo-crema, blanco y grisaceo. EI nimero de

semillas por vaina varia de 2 a 10 de acuerdo al cultivar.

2.2.8. Fenologia del cultivo de haba
Las fases fenoldgicas de haba (Vicia faba L.) son: emergencia, primera hoja compuesta,

segunda hoja compuesta, macollamiento, formacién de botones florales, inicio de
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floracién en el tallo principal, formacion de vainas, maduracién de vaina y madurez
fisiologica (Mattos, 2000).

2.2.8.1. Etapas de crecimiento de la planta de haba
Aldana, (2010) menciona que el crecimiento del cultivo de haba en sus primeras fases es
muy lento. La preemergencia y emergencia que se llevan a cabo dentro del suelo son
extremadamente lentas. Esto es producto de las condiciones de siembra, en donde ain no
se ha establecido el invierno y la semilla ain no ha entrado en contacto con suficiente
humedad, aunado a esto, lo grueso de la cascara de la semilla de haba y la cantidad de
tierra que el agricultor le pone encima al momento de sembrarla, provocando con esto
que la semilla tarde en germinar. En la Tabla 1 se observa las etapas de crecimiento del

cultivo de haba donde principalmente se dividen en vegetativa y reproductiva.

Tabla 1. Fenologia del Haba

FASES

VO Germinacion
V1 Emergencia
V2 Formacion de las primeras hojas VEGETATIVA
ZV3 Formacion de tallos
V4 Elongacion de tallos
R5 Formacion de flores
R6 Formacion de vainas
R7 Formacion de granos
R8 Llenado de grano REPRODUCTIVA
R9 Maduracion, ennegrecimiento  de

vainas y secado
R10 Desvainado

Fuente: Segun Aldana (2010)

Las primeras fases de desarrollo vegetativo del haba las hace subterraneamente. Durante
estas fases, el crecimiento de los tallos de la planta es muy lento. El crecimiento de hojas
y tallos es lineal y tienen una mayor velocidad conforme la planta va adquiriendo una
mayor altura; en este periodo finaliza la fase vegetativa e inicia la fase reproductiva,
durante esta fase, se inician la formacién de flores en las partes mas bajas de los tallos y
los tallos en formacion o macollos. La fase reproductiva estéa asociada a la susceptibilidad
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de enfermedades. Durante la formacion de vainas, llenado de vainas y granos que se da
en los meses de septiembre y octubre es cuando la planta de haba presenta su maxima
susceptibilidad a las enfermedades. Esta fase coincide con los periodos de mayor

precipitacion en la Region.

2.2.8.2.  Fases de desarrollo de la planta de haba

Fase VO: Germinacion

Aldana (2010) menciona que la germinacion se inicia cuando la semilla entra en contacto
con la humedad del suelo y se inicia el proceso de germinacion, o el dia del primer riego,
o de la primera lluvia si se siembra en un suelo seco. Aqui la semilla absorbe agua
inicialmente y ocurre en ella los fenébmenos de division celular y las reacciones
bioguimicas que liberan los nutrimentos de los cotiledones. Posteriormente emerge la

radicula convirtiéndose en raiz primaria. La raiz del haba es del tipo pivotante.
Fase V1: Emergencia

Aldana (2010) menciona que la emergencia se inicia cuando las primeras hojas del haba
aparecen al nivel del suelo. Se considera que las plantas estan en esta fase cuando el 50%

de las plantas presentan sus primeras hojas al nivel del suelo.

Luego aparece otro grupo de hojas del tallo principal que comienzan a desplegarse y
abrirse camino desde las partes mas bajas del suelo. Le sigue otro grupo de hojas que

empiezan a separarse y abrirse desde abajo hasta desplegarse totalmente.
Fase V2: Formacion de las primeras hojas

Aldana (2010) menciona que la formacion de las primeras hojas en haba se realiza desde
la semilla. Dentro de toda semilla de haba ya esta formada la nueva plantula que dara
origen al cultivo. En haba las primeras hojas se van formando desde las partes mas bajas
del suelo. Estas hojas, empiezan a desplegarse al nivel del suelo. La Fase V2 se da cuando
el 50% de las plantas presentan las primeras hojas a nivel del suelo. Las hojas del haba
son compuestas por dos o tres pares de foliolos de consistencia carnosa de color verde

grisaceo. Estas son alternas pinnadas, nacidas sobre un largo peciolo que es acuminado.
Fase V3: Formacién de tallos (Amacollamiento)

Aldana (2010) menciona que la formacién de tallos en haba se da en un corto rizoma,

Ilamado “Corona” que sostiene varios tallos o cafias que crecen a una altura aproximada
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de un metro, o casi dos metros de altura en algunas variedades y algunos suelos de alta
fertilidad. EI nimero de tallos por planta varia de acuerdo a la variedad de haba sembrada,
a la fertilidad ya la profundidad del suelo, o al sistema topologico de siembra. A mayor
distancia entre plantas y surcos se favorece una mayor formacion de macollos. El nimero
promedio de macollos o tallos es de cuatro a ocho tallos por planta. Siembras de haba con
maiz, tienen menos tallos que siembras de haba en monocultivo. Las habas al igual que
muchos cultivos que forman otros tallos, tienen un tallo principal y varios tallos
secundarios llamados macollos. La estructura del tallo principal y los macollos es
exactamente la misma. El tallo principal nace del embrion, mientras que los macollos
nacen en la corona directamente del tallo principal o de otros macollos. Los tallos de haba

son erectos y cuadrangulares. Los tallos estan formados de nudos y entrenudos.

Posterior a la etapa de amacollamiento sigue la etapa de alargamiento de tallos en donde
se desarrollan los entrenudos haciéndose estos mas largos. En los nudos del tallo principal
y los macollos es donde se forman en racimo las flores y posteriormente las vainas y los

granos de haba.
Fase V4: Elongacion de tallos

Aldana, (2010) menciona que la fase de elongacion de tallos en haba se da a partir de cada
nudo y la formacion de nudos y entrenudos. Los meristemos que se encuentran en los

nudos son los encargados de la elongacion de los entrenudos y el crecimiento de los tallos.
Fase R5: Formacion de flores

Aldana, (2010) menciona que la formacion de racimos de flores en haba se da en los
nudos desde casi la base del tallo, normalmente en el quinto nudo y llegan hasta el décimo
0 doceavo nudo de los tallos de la planta. Las flores de haba son compuestas y nacen en
racimos auxiliares teniendo estos una estructura tipica de las papilionaceas. Los cinco
sépalos se combinan en un solo céliz campanulado. La corola es irregular y esta
compuesta de cinco sépalos, el estandarte, dos alas y dos pétalos que estan unidos para
formar la quilla. Esta quilla favorece el mecanismo de auto polinizacion y protege al haba
de la polinizacion cruzada. La flor tiene diez estambres incluyendo uno superior que esta
fisicamente libre. Los otros nueve estambres estan soldados por su base en un tubo. Esta

estructura de la flor de haba es tipica de las papilionaceas.
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Las flores de haba son olorosas y pueden variar en nimero hasta diez. Estos racimos
nacen en las axilas de las hojas y tienen de 3 a 4centimetros de longitud. Estas flores son
amariposadas y zigomorfas de color blanco o violaceo, con una mancha pdrpura o negra
sobre las alas. La floracion progresa desde la parte baja, hacia la parte alta de los macollos
o tallos y dura entre 15 a 30 dias. Los estigmas son receptivos desde pocos dias antes que
la flor se abra, hasta que el pétalo estandar pierda su turgencia lo cual puede ocurrir en un
periodo de cinco dias. El polen es una estructura muy pequefia que forma una pieza de
consistencia suave antes de que las flores se abran. Su nimero y su viabilidad difieren
entre genotipos y el ambiente. A temperaturas mayores de 30° C la viabilidad del polen
es limitada, mientras que a temperaturas de 15° C la viabilidad del polen aumentay puede
sobrevivir por varios dias. Se ha determinado que la fertilizacion del haba ocurre entre 24

horas después de la polinizacion.

Muchas de las flores de haba no llegan a formar vainas y granos. Esto es producto de la
competencia morfo fisiologica de la planta que por sobrevivencia no llega a formar todas
las vainas y granos potencialmente puestos en la planta. Muchas flores y pequefias vainas

se quedan sin desarrollar completamente al final del ciclo de siembra.
Fase R6: Formacion de vainas

Aldana (2010) sefiala que muchas de las flores de haba no llegan a formar las vainas y
granos, producto de la competencia morfo agrondémica. La vaina de haba es compacta
lineal, la cual es dehiscente abriéndose en dos valvas. La vaina es flexible, verde y muy
variable en longitud con un nimero también variable que puede llegar de ocho a diez
semillas. La longitud de la vaina de haba puede variar de 5 a 20 centimetros segun la
variedad. Su interior es blanco aterciopelado y se vuelve duro, coraceo y arrugado entre

las semillas cuando estas estdn maduras.
Fase R7: Formacién de granos

Aldana (2010) menciona que las semillas que son entre dos a diez varian con la variedad
en color, forma y tamafio. Los colores de la semilla de haba seca pueden ser: blanco,
amarillo y lila o0 morado. Al haba grande blanca se le llama sal por. Las semillas son
aplanadas, de superficie lisa, verdes cuando son tiernas. Las semillas poseen dos
cotiledones largos y pueden pesar de 200 a 2,000 miligramos cada una. Su capacidad
germinativa es de hasta diez afios y germinan normalmente en diez dias después de la

siembra, dependiendo de las condiciones de humedad del terreno.
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Fase R8: Llenado de granos

Aldana (2010) menciona que el llenado de los granos es la Fase R8 y se inicia cuando el
50% de las plantas empieza al llenar la primera vaina. En esta Fase R8 comienza el
crecimiento activo de las semillas. Vistas por las suturas que unen las dos valvas de las
vainas, estas presentan abultamientos que corresponden a las semillas de haba en
crecimiento. En esta fase las vainas se van alargando conforme transcurren los dias
después de la floracion. El peso de los granos aumenta marcadamente conforme las vainas
van alcanzando su tamafio y peso maximo. Los granos alcanzan su peso maximo entre 35
a 45 dias después de la floracion. Al final de esta etapa, los granos de haba pierden su
color verde para comenzar a adquirir las caracteristicas del color y la pigmentacién de la
semilla de la variedad de haba sembrada, blanca, amarilla 0 morada. En Guatemala existe
un gran numero de variedades criollas que usan los agricultores que las diferencian

Unicamente por el color de la semilla.
Fase R9: Maduracion, Ennegrecimiento y secado de las vainas

Aldana (2010) menciona que la Fase R9 se considera como de las ultimas escalas de
desarrollo de la planta de haba, ya que en ella ocurre la maduracion, ennegrecimiento de
las vainas y secado del grano. Esta etapa se caracteriza porque en ella las plantas inician
la descoloracién y secado de las vainas en un 50% de la poblacion. Estos cambios en la
coloracion de las vainas indican el inicio de la maduracién de la planta de haba. Las vainas
pierden su pigmentacion y se tornan negras y se inicia la caida de las hojas y todas las
partes de la planta se secan. El contenido de aguade las semillas baja hasta alcanzar el
15% de humedad, momento en el cual las semillas adquieren su coloracién tipica. Este
color puede cambiar durante el almacenamiento segun la variedad. En algunos paises
como Bolivia, los agricultores acostumbran poner las semillas de haba en sacos negros

para que la luz no la oxide ni cambie el colora rojo o café obscuro.
Fase R10: Desenvainado

Aldana (2010) menciona que la fase R10 Desenvainado, se considera como la Gltima fase
del crecimiento del cultivo de haba y consiste en separar las vainas negras de la planta.
Estas vainas se ponen a secar hasta que pierden totalmente la humedad. Luego se extraen

las semillas de las vainas y se ventean para eliminar los Gltimos restos de vainas y basura.
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2.2.9. Condiciones ecoldgicas para el cultivo de haba

2.29.1. Clima
FAO (2018) indica que el cultivo de haba se adapta bien a climas con temperaturas frescas
pero uniformes. La temperatura media 6ptima oscila entre 11,5 °C y 16 °C durante el
ciclo de cultivo. Tolera temperaturas de hasta -4 °C, a excepcion de la fase de floracion.

Una fluctuacion térmica diaria de mas de 10 °C puede inhibir la floracion. El rango de
temperatura Optima para esta fase es de 19,9 °C a 25,4 °C. La temperatura ideal para las
siguientes fases, como formacion de vainas y madurez fisiologica, es de 16 °C. Esta
especie crece en regiones con precipitaciones de 200 a 2 600 mm/afio 0 530 mm a 1
600 mm bien distribuidos en el ciclo del cultivo. Sin embargo, el nivel dptimo es de
alrededor de los 1 000 mm. Es tolerante a la sequia, no obstante, el agua es un factor clave
en el rendimiento del haba. El estado reproductivo es el mas sensible al dafio por estrés
hidrico, por verse afectados: la tasa de aparicidn, expansion y senescencia de las hojas;
largo del entrenudo y altura de planta; crecimiento de las raices; periodo de floracion;
produccion de materia seca; absorcion de nutrientes; y viabilidad de flores. El grado de
reduccion de la produccion depende del tiempo y el grado del estrés (FAO, 2018).

2.2.9.2.  Suelo
Prefiere suelos con buen drenaje, de textura media, como los francos, franco-arenosos y
franco-arcillosos. Estos deben tener una profundidad minima de 25 cm a 35 cm. Es
tolerante a suelos acidos y ligeramente tolerante a la salinidad. El rango de acidez de los

suelos va de pH 4,2 a 8,6 y el dptimo es alrededor del neutro (FAO, 2018).

2.3. ENFERMEDADES DEL CULTIVO DE HABA
2.3.1. Mancha chocolate (Botrytis fabae S.)
2.3.1.1.  Agente causal

La enfermedad es causada por el hongo Botrytis fabae, considerada como una de las
principales enfermedades del cultivo de haba; en épocas con bastantes lluvias la
enfermedad puede afectar a toda la parcela y en cualquier estado de desarrollo de la planta
(desde la emergencia hasta la maduracion). La presencia de esta enfermedad se ve
favorecida por una alta humedad ambiental, suelos pobres o deficientes en fosfato, calcio

y potasio (Coca, 2004).

Esta enfermedad es causada por el hongo Botrytis fabae Sard como se muestra en la

Figura 1, es considerada como una de las principales enfermedades del cultivo de haba
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(Peralta et al., 1995). La enfermedad esta asociada a condiciones y épocas de alta
precipitacion. Puede afectar toda la parcela en cualquier estado de desarrollo del haba
(desde emergencia hasta maduracion). Esta enfermedad provoca manchas de color café
chocolate en los tallos, flores y vainas, cuando la planta esta infectada aparecen puntos
marrones en las hojas, los tallos, las vainas y las flores del haba. Los puntos aumentan y
se unen transforméndose en lesiones necroticas. Esta enfermedad causa una reduccion en

el vigor de la planta y disminuye la produccion de la cosecha (Aldana, 2010).

Figura 1.Mancha chocolate (Botrytis fabae).
Laboratorio de Sanidad Vegetal UNA-PUNO.

2.3.1.2.  Ubicacion taxonémica
Segun Agrios (2005) y Elad et al. (2007) la clasificacién taxonémica de Botrytis fabae es

la siguiente:

Dominio: Eucariota
Reino: Fungi
Phylum:  Ascomycota
Orden: Helotiales
Género:  Botrytis
Especie:  Botrytis fabae
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2.3.1.3. Descripcion y morfologia

Este hongo se caracteriza por presentar conidias unicelulares y hialinas, las cuales, son
producidas sobre conidioforos coloreados y diseminados por el viento. EI hongo presenta
como estructura de resistencia esclerotes o micelio, los cuales se encuentran sobre restos
de tejidos enfermos que persisten en el suelo (Agrios, 2005).

Las conidias de Botrytis fabae presentan un tamafio de 14-29 X 11-20 pm, (Figura 2 y 3),
siendo estas mas largas (Davidson, Pande, Bretag, Lindbeck, & Kishore, 2007; Mirzaei,
Mohammadi, Shams, & Safaie, 2008; Morante, 2007),

En relacion a las caracteristicas morfoldgicas del conidioforo (Morante, 2007), indica que

Botrytis fabae presenta un conidiéforo hialino, con septaciones cercanas al apice.

Figura 2. Conidiéforo de Botrytis fabae
(Mirzaei et al., 2008).

Figura 3. Conidias de Botrytis fabae
(Mirzaei et al., 2008) .
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2.3.1.4. Ciclo bioldgico
El ciclo estacional de Botrytis comienza con la germinacion de esclerocios que han
permanecido en restos de cultivos y plantas hospederas durante el periodo invernal. Los
esclerocios producen micelio, el cual puede esporular originando conidias que son
dispersadas por el viento o transportadas por vectores. La infeccion del hospedero ocurre
a partir de la germinacion de las conidias que se han depositado sobre la superficie del
mismo, desarrollandose inicialmente un micelio superficial, pero que luego puede invadir
tejidos susceptibles. Bajo condiciones favorables el hongo produce abundante micelio y
gran numero de conidias, las cuales pueden causar infecciones posteriores y propagar el

patdgeno hacia otras plantas.

Bajo condiciones limitantes o desfavorables al crecimiento, el patdégeno produce
esclerocios, que son las estructuras de resistencia para sobrevivir durante periodos
adversos. Botrytis también puede invernar en forma de micelio en restos de plantas o
rastrojos de cultivos. Al producirse condiciones climéticas favorables, se reanuda el
crecimiento del micelio o germinan los esclerocios, reiniciandose el ciclo como se
observa en la Figura 4 (Agrios, 2005; Coley, Verhoeeff, & Jarvis, 1980).
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Figura 4. Ciclo de Botrytis spp. (Agrios, 2005).
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2.3.1.5. Etiologia
La enfermedad que causa la mancha chocolate es Botrytis fabae S, este hongo produce
abundante micelio gris, conidioforos largos y ramificados que portan racimos de conidias
ovoides, unicelulares, hialinas, produciéndose a menudo esclerotios de color negro (Coca,
2004).

2.3.1.6.  Sintomatologia
En la fase inicial del desarrollo del cultivo, la enfermedad se puede presentar en forma de
manchas caracteristicas de color chocolate sobre las hojas (fase no agresiva),
posteriormente alcanza a los tallos, flores y vainas. En la fase agresiva de la enfermedad
(floracidn, formacion y maduracion de vainas), las partes afectadas se ven como manchas
necrosadas con abundante formacion de una felpa de color gris marrén sobre la misma
(Coca, 2004) .

2.3.2. Mancha concentrica (Alternaria alternata)
Aldana (2010) menciona que esta enfermedad es causada por el hongo Alternaria
alternata. Es considerada como otra de las principales enfermedades del cultivo de haba
(Peralta et al., 1995). Esta enfermedad produce manchas negras circulares en alternos que

se extienden hasta los bordes de la hoja.

Esta enfermedad provoca la muerte descendente por la caida de hojas y la defoliacion.
Esta mancha aparece cuando hay mucha humedad en el suelo. Cuando las condiciones
son adecuadas con mucha precipitacion y sin periodos secos, y sin el uso de una variedad

tolerante, la enfermedad avanza quemando todas las plantas en la parcela (Aldana, 2010).

2.3.3. Roya (Uromyces fabae)
Aldana (2010) menciona también que esta enfermedad es causada por el hongo Puccinia
spp Uromyces spp. Es considerada como una de las tres principales enfermedades del
cultivo de haba. Esta enfermedad esta asociada a condiciones y épocas de poca 0 ninguna
precipitacion o largos periodos de canicula. Es una enfermedad que ataca las hojas y
tallos, y las pustulas aparecen como pequefios bultos, semejantes a crateres de volcan de
color rojo, castafio, naranja o amarillento. El dafio que causa principalmente es una
decoloracidn de color amarillento en la parte superior de la hoja. En ataques muy severos
las hojas muy afectadas se secan y caen. Las partes infectadas no se curan, pero con los
tratamientos se protegen los nuevos brotes de hojas, flores y frutos. EI mejor método de

control de la roya es el genético con variedades tolerantes o resistentes.
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2.4.  PLAGAS DEL CULTIVO DE HABA
2.4.1. Pulgones (Aphis craccivora, Myzus sp.).

Son insectos que se alimentan de la savia de la planta, para lo cual utilizan su aparato
bucal para succionar el jugo. El pulgén negro o cenizo es el mas agresivo, debido a que
ha tomado resistencia frente a la aplicacion de insecticidas de mayor toxicidad (Quispe,
2011).

Existen diferentes tipos de pulgones, pero los mas comunes son el pulgén negro y el
pulgon verde. Los insectos miden de 0.5 a 6 mm. Sus patas son largas y finas. Tiene dos
antenas y su cuerpo tiene forma de pera, son de color ocre amarillento, o negro. Algunos

de ellos poseen alas (Aldana, 2010).

Aldana (2010) también considera que los pulgones se agrupan en las hojas, flores y los
brotes tiernos. Se alimenta succionando la savia de las hojas tiernas. El pulgén causa dos

tipo de dafio en las habas:

2.4.1.1. Dafo directo
El dafio directo causado por el pulgon en haba es a través de succionar la savia,
debilitando las hojas y produciendo plantas débiles. Los pulgones segregan una sustancia
melosa que esta asociado a un hongo negro, llamado “Fumagina”. Este hongo forma una

capa obscura en las hojas, dificultando principalmente la fotosintesis.

2.4.1.2.  Dafo indirecto
El dafio indirecto causado por el pulgdn en haba es a través de la transmision de virus. Y

evitando la formacién de vainas al producir el aborto de las flores.

Como enemigos naturales de los pulgones se cita a los predadores del Orden Coleoptera:
Hipodamia convergens, Coleomegilla maculata, Cydoneda sanguinea, Eriopis connexa,
Harmonia axyridis, del Orden Diptera (Familia Syrphidae); larvas de Allograpta spp. y
Baccha sp. y el Orden Neuroptera (Familia Chrysopidae): Chrisoperla sp. Hemerobius
micronicus y Synpherobius sp. Y a los parasitoides del Orden Hymenoptera (Familia
Braconidae): Aphidius matricariae y Praon volucre (Bravo, 2010; Sanchez, 1994).

2.4.2. Gusano de tierra (Agrotis sp. y Copitarsia sp.)
Son varias las especies de la Familia Noctuidae del Orden Lepiddptera que al estado larval
se alimentan masticando y cortando plantas recién germinadas a la altura del cuello como

gusanos de tierra primero luego dafiando hojas tiernas y brotes antes de la aparicién de
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las flores. Los dafios se observan claramente en las primeras horas de la mafiana debido
a que la actividad de las larvas es mayor durante la noche, ya que en el dia los gusanos
cortadores permanecen escondidos debajo de la superficie del suelo y cerca de las
plantulas (Garcia, 2013).

En Puno, se reporta a Copitarsia turbata y Agrotys ypsilon atacando directamente vainas
(Bravo, 2010), también son frecuentes Agrotis malefida Guenee, Agrotis subterranea
Fabriclus, Agrotis sp., Feltia experta Walker, Feltia sp. Agrotis bilitura Walker y
Peridroma saucia Hubner. Entre los gusanos de tierra con habitos variables se cita a
Copitarsia sp., la que es considerada como de importancia secundaria; encontrandose

tanto en costa, sierra y selva (Sanchez & Vergara, 2003).

Como enemigos naturales de los gusanos de tierra se cita a los predadores del Orden
Coleoptera (Familia Carabidae): Megacephala carolina chilensis, Calosoma
abbreviatum, Calosoma rufipennis, Blennius sp. Pterostichus sp.; Orden Hymenoptera

(Familia Sphecidae) y aves insectivoras (Sanchez & Sarmiento, 2000).

Ademas se encuentran los los parasitoides del Orden Diptera (Familia Tachinidae): Gonia
peruviana, Archytas marmoratus, Incamyia sp. Y al Orden Hymenoptera (Familia
Ichneumonidae); Enicospilus sp., (Familia Braconidae); Apanteles elegans, Meterorus
chilensis (Sanchez & Sarmiento, 2000).

2.4.3. Mosca minadora (Liriomyza sp. y Melanagromyza sp.)
En Puno, la mas frecuente es la especie Melanagromyza linni, son pequefias mosquitas
brillantes que pueden dafar el cultivo, en sus diferentes estadios, cuando son adultos
(moscas) y cuando son larvas (gusanos); el dafio es visible cuando se observa el envés de
las hojas, donde se puede evidenciar la formacién de galerias en la epidermis y pequefios
puntos blancos. El principal dafio lo ocasionan en las hojas, al producir lineas blancas y
serpenteantes, si el ataque es de gran intensidad puede causar su caida. A la altura del
cuello de la planta se observa un orificio producido por la larva, ennegrecimiento de las

hojas y en atagues severos causa la muerte de la planta (Sanchez & Vergara, 2003).

2.5.  CONTROLADORES BIOLOGICOS
El control bioldgico es el uso de organismos (o de sus metabolitos o subproductos) que
son enemigos naturales de una plaga o patdgeno, con el fin de reducir o eliminar sus
efectos dafiinos en las plantas o sus productos. La razon principal por la cual muchos
productos agricolas no son destruidos completamente por las plagas y las enfermedades
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es la presencia natural de agentes de control bioldgico: organismos capaces de
antagonizar con las plagas o patdgenos, reduciendo sus efectos nocivos (Serrano &
Galindo, 2007).

2.5.1. Trichoderma spp. en el control biologico de enfermedades de plantas

2.5.1.1.  Caracteristicas generales de Trichoderma spp.
Trichoderma es un hongo comunmente del suelo y se reproduce asexualmente, es
filamentoso, anamorfico (Pandya, Sabalpara, & Chawda, 2011), heterétrofo, aerobio, con
una pared celular compuesta de quitina, de rapido crecimiento que puede utilizar una gran
variedad de sustratos complejos como celulosa, quitina, pectina y almidén como fuente
de carbono. Muchas cepas crecen eficientemente en medios sélidos o liquidos y en un
amplio rango de temperaturas, ademas son relativamente tolerantes a humedades bajas y
tienden a crecer en suelo acido, Trichoderma crece en los medios de cultivo con un
desarrollo difuso que cubre toda la superficie del agar como un césped amarillo o amarillo
verdoso, la superficie de la colonia es granular o plumosa. En las caracteristicas
microscopicas. Las conidias son esféricas y mantenidas en racimos compactos mediante

una ligera secrecion mucilaginosa (G. Harman, Howell, Viterbo, Chet, & Torito, 2009).

La poblacion de Trichoderma decrece especialmente cuando la humedad del ambiente
desciende por largos periodos de tiempo. Otros estudios han determinado que el pH, la
concentracion de CO2, HCO3, sales y el contenido de materia organica son factores
fisicos y quimicos determinantes para la variacion de la poblacional de Trichoderma,

ademas de la presencia o ausencia de otros microorganismos en el ambiente

Entre los principales microorganismos empleados en el control bioldgico se tienen a los
miembros de la familia Hypocreaceae, principalmente a los del genero Trichoderma
(Agrios, 2005).

25.1.2. Clasificacion taxondmica

Trichoderma, se clasifica taxonémicamente de la siguiente manera. (NCBI, 2010).
Reino: Fungi
Filum: Ascomycota
Subfilum: Pezizomycotina

Clase: Sordariomycetes
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Subclase: Hypocreomycetidae

Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Trichoderma

Ademas, el género Trichoderma, agrupa 149 especies reportadas hasta el momento segin
la base de datos UBIO, entre las que se encuentran Trichoderma harzianum y

Trichoderma viride.

2.5.1.3.  ESPECIE Trichoderma harzianum
Entre los hongos micoparasitos mas comunes destacan Trichoderma spp., principalmente
Trichoderma harzianum, que se ha demostrado parasita el micelio de Rhizoctonia y
Sclerotium, inhibe el crecimiento de muchos otros hongos, como Pythium, Botrytis fabae
Fusarium y Fomes, y reduce la magnitud de las enfermedades causadas por la mayoria

de esos patdgenos (Agrios, 2005).

Es un hongo parasitario de esporulacion asexual, por conidios globosos u ovoides de 3 a
6 um, de coloracidn verde oscura y apariencia granular; posee conidiosporas de estructura

piramidal y fialides de aproximadamente 10 um de longitud (FAO, 2018).

Se ha comprobado que es eficaz en el control de patdgenos como: Armilaria, Pythium,
Phythoptora, Rhizhoctonia, Botrytis y Fusarium. Sus mecanismos de accion son:
competencia por nutrientes, micoparasitismo, antibiosis y generacion de defensas en la

planta (Infante, Martinez, Gonzélez, & Reyes, 2008)

2.5.1.4. ESPECIE Trichoderma viride
Es un hongo utilizado como biofungicida por sus maltiples propiedades siendo altamente
efectivo para suprimir enfermedades causadas por hongos patégenos. Trichoderma viride
ataca a otros hongos y ademas estimula el crecimiento de la planta y de las raices. Cuando
se aplica durante la siembra, coloniza las semillas multiplicAndose sobre la superficie de
manera que les proporciona una proteccion contra enfermedades que se encuentran en el
suelo (Benitez, 2004)

Es un hongo de esporulacion verde oliva amarillenta, que puede generar un pigmento
amarillento difusible en el medio; a nivel microscopico, posee hifas hialinas, de pared

rugosa, ramificadas, septadas con conidiéforos ramificados piramidales; cuyas fialidas
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estan agrupadas de 2 a 4. Sus conidios poseen pared rugosa de forma globosa, a veces
elipsoidales, de 3,6 — 4,0 x 4,0-4,8 um (G. Harman, 2001).

2.5.1.5. Condiciones de crecimiento
Dentro de los factores que afectan el crecimiento de Trichoderma se encuentran los de
tipo fisico y de tipo nutricional como:

2.5.1.5.1. Fototrofia
La mayoria de especies del género Trichoderma son fotosensibles, puesto que presentan
una mayor esporulacion al ser expuestas a la luz. Sin embargo, cuando se someten a
periodos alternados de luz y oscuridad, se favorece la colonizacion del hongo sobre

diferentes sustratos sélidos (Domsch, Anderson, & Yersoon, 1980).

2.5.1.5.2. Esporulacion
Trichoderma esporula facilmente sobre muchos sustratos naturales y artificiales en un
patron concéntrico circular en respuesta a la alternacion de luz diurna y oscuridad, donde
los conidios se producen durante el periodo de luz. La exposicion de los cultivos en agar
durante 20 a 30 segundos a la luz es suficiente para inducir la esporulacion. La mayor
foto induccion de la conidiogénesis se obtiene con la exposicién a la luz del dia por 3
minutos o cerca de la radiacion ultravioleta Tipo A (366nm) de 10 a 30 segundos.
Ademas, el nimero total de conidios producidos es inversamente proporcional a la

concentracion de la fuente de carbono (Fonseca, 1998).

2.5.1.5.3. Germinacion
Para su aprovechamiento el hongo emplea enzimas como amilasas, a-glucosidasas, endo
y exocelulasas que realizan la hidrolisis de los azucares simples para dar inicio a la
germinacion en los diferentes medios de cultivo; mientras que para iniciar el proceso de
infeccion, se debe tener en cuenta la composicion quimica de la pared celular de los
conidios (Astudillo & Blanco, 1996).

2.5.1.5.4. Salinidad
Trichoderma se ve inhibido en su crecimiento en altas concentraciones de cloruro de
sodio (80 g/l aproximadamente), aunque tolera una concentracion de 60g/l de cloruro de
sodio, estas condiciones pueden ocasionar mutaciones perjudicando el proceso de

conidiogénesis, al disminuir notablemente la produccién de esporas (Moore, 1996).
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2.5.1.5.5. Potencial de hidrogeno
Trichoderma tiene un rango de pH relativamente amplio para su crecimiento. Presenta
crecimiento a valores de pH comprendidas entre 2,0 y 9,0 con un pH Optimo que se
encuentra entre 4,0 y 7,0. A pH 4cido, la asimilacion de nutrientes como glucosa ejerce
una influencia importante sobre el crecimiento del hongo y su posterior esporulacion.
Ademas, procesos como la germinacion, se ven afectados por la escasez de nutrientes y

por niveles de pH por encima de 9,0 (Domsch et al., 1980)

2.5.1.5.6. Temperatura
El rango de temperatura para el crecimiento de Trichoderma se encuentra entre
los 10°C a los 40°C, considerandose un Optima de 25°C (Alexopoulos, Mims, &
Blackwell, 1996).

2.5.1.5.7. Humedad
El contenido de humedad que favorece el crecimiento sapréfito de Trichoderma se

encuentra entre 70% y el 80%.

2.5.1.6.  Agentes de biocontrol
Caracteristicas del hongo Trichoderma sp es un habitante natural del suelo y puede vivir
como sapréfito o como parasito de otros hongos. Es ampliamente conocido por su
conducta antagonista y se ha utilizado en numerosos experimentos de bio-control
(Molina, 2006)

Molina (2006) menciona en su investigacion, que es considerado un modelo con el cual
estudiar el control bioldgico debido a que es facil de aislar y cultivar en medios
artificiales, crece rapidamente sobre muchos sustratos, afecta a un amplio rango de
patdgenos de plantas, actia como parasito de otros hongos, compite también por el
alimento, espacio, produce antibidticos y un complejo sistema de enzimas con

propiedades antifungales y antibacteriales.

2.5.1.7. Mecanismos de accion
La importancia de Trichoderma en el control biolégico de hongos fitopatogenos radica
en que presenta los tres mecanismos de antagonismo conocidos como: parasitismo,

antibiosis y competencia (Molina, 2006).

Infante et al. (2008) definen, asi mismo, tiene el conocimiento profundo de los

mecanismos de accion que pueden presentar los diferentes aislamientos de Trichoderma.
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Este conocimiento es vital desde el punto de vista practico, debido a que permite una
adecuada y mejor seleccion de aislamientos con mayor potencialidad para el control de
diferentes fitopatdgenos. Mientras mas modos de accion estén presentes en un
aislamiento, mayor serd la eficacia del mismo en el control del fitopatdgeno, y por ende,

menor el dafio que puede causarle al cultivo.

Trichoderma como hongo antagonista puede actuar por competencia de nutrientes y
espacio, produccion de metabolitos secundarios anti fangicos; generacion de enzimas
hidroliticas, micoparisitismo, y produccion de sustancias promotoras de crecimiento (G.
Harman et al., 2009).

2.5.1.7.1. Parasitismo

Este término, asi como hiperparasitismo, micoparasitismo y parasitismo directo, se usan
para referirse a un hongo parasitando a otro. Este mecanismo abarca diferentes
interacciones y consiste en que el hongo antagonista enrolla y penetra el micelio del
patogeno y las hifas crecen y se desarrollan dentro de las hifas huésped, provocando la
pérdida de protoplasma, dejando solo células vacias; durante este proceso el parésito
forma diferentes estructuras como abrazaderas, ganchos o apresorios que le permiten
adherirse y provocar lisis y huecos en las células del patdgeno. Desde 1932 se reporté a
Trichoderma sp. como micoparasito de R. solani, y a partir de entonces se ha observado
su parasitismo en numerosos hongos fitopatdgenos, Liu y Baker (1980) citados por (Diaz,
1994),

Por los resultados que se han obtenido hasta el momento, se ha llegado a la conclusién
que la produccion del factor inhibidor en Trichoderma depende més del aislamiento que
de la propia especie. Aspecto este, que reafirma una vez mas la busqueda constante de

nuevos aislamientos de este antagonista (Diaz, 1994).

2.5.1.7.2. Antibiosis
Consiste en la produccion y liberacién de sustancias quimicas por parte de los
antagonistas hacia su medio ambiente, ejerciendo un efecto adverso sobre otros
microorganismos. Estas sustancias pueden ser volatiles o no volatiles e incluyen
antibidticos y enzimas que afectan o inhiben el crecimiento, desarrollo o reproduccion de
patdgenos de plantas, Trichoderma sp. produce sustancias tales como: Trichordermina,
Dermadina, Sequisterpeno, Suzukacillina, Alamethicina, Trichotoxina y Acetaldehido,

todas con propiedades antifungosas y antibacteriales; asi como las enzimas B-1,3
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glucanasa, quitinasa y celulasa los cuales facilitan la habilidad del antagonista para atacar
un amplio rango de patdgenos ejerciendo su efecto sobre las paredes celulares (Molina,
2006).

2.5.1.7.3. Competencia
Este mecanismo se presenta cuando existe demanda de dos 0 m&s microorganismos por
un mismo recurso. Consiste en el efecto adverso que ejerce un organismo sobre otro,
debido al uso o eliminacion de algunos recursos del ambiente, como nutrientes, oxigeno
y espacio. La competencia entre los microorganismos es uno de los factores mas
importantes en la determinacion de la densidad de poblacién de un organismo en la
naturaleza. La presencia de Trichoderma harzianum en suelos cultivados y no cultivados
en todo el mundo demuestra que es un excelente competidor por espacio y recursos

alimenticios (Molina, 2006).

2.5.1.8. Estimulante de las defensas de la planta
El hongo Trichoderma harzianum induce a la planta por medio de sustancias por él
secretadas a producir fitoalexinas a las cuales son sensibles algunos patdgenos. Las
fitoalexinas son producidas en forma natural por la planta como respuestas a heridas, tal
es el caso de la cumaria que actia como una defensa de la planta contra animales. Otros
productos son los formados cuando se produce la invasion de raices u otros 6rganos por
hongos como el orquinol, la trifolirina o la isocumarina, las que hipotéticamente actian

en forma comparable a los anticuerpos en los animales (Romo, 2000).

2.5.1.9.  Comparacion del control quimico y el control bioldgico
G. Harman et al. (2009) indica la principal ventaja del control biol6gico sobre el control
quimico estd en la ausencia de residuos quimicos sobre las partes comestibles de los
cultivos, asi mismo aminora el dafio al medio ambiente por la falta de quimicos

persistentes.

A pesar de que no se reflejan diferencias significativas entre el control quimico y
bioldgico al contrarrestar un patégeno y disminuir a la enfermedad, hace falta evaluar las
ventajas que conlleva el uso del control biolégico sobre el control quimico, estas pueden

ser.

2. No dejan residuos de quimicos sintéticos en el suelo.
3. El hongo biocontrolador puede colonizar el suelo, induciendo la produccién y la

actividad de enzimas proteoliticas.
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4. Por ser un habitante natural del suelo, el registro comercial del producto puede ser
mas facil que un producto quimico.
5. El producto quimico ha brindado buenos resultados en el control del hongo, pero

no de sus cuerpos de resistencia.

2.5.1.10.  Producto comercial formulado con Trichoderma spp.

2.5.1.10.1. Producto biol6gico comercial
Para el presente trabajo de investigacion se adquirié dos especies reconocidas: el
Trichoderma harzianum y Trichoderma viride por la SENASA (Servicio Nacional de
Sanidad Agraria) PERU. Y también se proporcion6 una especie aislada en el Laboratorio
de Sanidad vegetal de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional del

Altiplano-Puno.

2.5.1.10.2. Propiedades fisico-bioldgicas
Medio: Oriza sativa y Hordeum vulgare

Color: verde, no inflamable, no corrosivo, no explosivo y ligeramente toxico.

Parasito de patogenos (hongos), produce resistencia a la planta contra patogenos,

destruyen las estructuras del patdgeno, vive en simbiosis con microorganismos fijadores.

2.5.1.10.3. Instrucciones de uso y manejo
Segun (Gémez, Soberanis, Tenorio, & Torres, 2013):

a) Preparar el agua para aplicar el hongo antagonista. Medir la dureza y acidez del
agua, si los valores sobrepasan a 130 ppm y pH 7, respectivamente utilizar
ablandadores para disminuir la dureza del agua y por consiguiente para el pH.
Emplear un corrector de acidez.

b) Colocar 100 ml de aceite agricola vegetal, en cada una de las bolsas y agregar 1
litro de agua preparada. Frotar con la mano para desprender las esporas del arroz.

c) Verter el agua en un recipiente (balde) con la ayuda de un colador, nuevamente
colocar medio litro de agua en la bolsa y verter.

d) Unavez mas agregar medio litro de agua en la bolsa y verter. Repetir este proceso
hasta separar por completo las esporas de arroz. Aproximadamente con 2.5 litros
de agua, se logra separar las esporas del arroz. A esta solucion podemos llamarle

caldo de antagonistas para fines practicos.
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f)
9)
h)

)

2

Colocar los 2.5 litros de caldo de antagonista en una botella o balde y dejarlo a
temperatura ambiente, en un lugar sombreado por un periodo de 6 horas como
minimo hasta 16 horas como maximo, tiempo suficiente para hidratar las esporas
secas de los hongos.

Repetir item, para cada una de las bolsas. Agitar la mezclay verterla en el cilindro.
Llenar el equipo de aspersién y seguir agitando cada vez que se repita esta accion.
Dirigir la aspersién mojando bien la planta.

El arroz que queda después del lavado, echarlo debajo de las plantas, debido a que
aln conservan esporas adheridas, serviran para eliminar enfermedades
radiculares.

En casos de no contar con cilindros de 200 litros se sugieren las siguientes
unidades por mochilas:

En mochilas de 15 litros, primero agregar 375 mililitros del caldo preparado y
completar con agua los 20 litros.

En mochilas de 20 litros, primero agregar 500 mililitros del caldo preparado y

complementar con agua los 20 litros.

.5.1.10.4. Precauciones

Los hongos antagonistas no son toxicos para los seres humanos, animales o plantas, pero

algunos son muy polvorientos por lo que podrian causar alergias a personas muy

sensibles. Para su preparacion y aplicacion se deben tener ciertas precauciones (Gomez
etal., 2013):

2

Preparar la solucién bajo sombra, nunca a pleno sol.

Para realizar el lavado del arroz, usar guantes y mascarilla y anteojos si se dispone.
Para las aplicaciones, es recomendable usar mascarilla, guantes, usar sombrero y
anteojos para protegerse los 0jos.

Evitar todo lo contacto innecesario con el producto, no ingerirlo, tampoco
inhalarlo.

No fumar o comer durante la manipulacién del producto bioldgico.

Lavarse y cambiar de ropa después del trabajo.

.5.1.10.5. Principales ventajas agricolas de Trichoderma

Control eficaz de enfermedades de plantas
Posee un amplio rango de accién
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e Se propaga rapidamente en el suelo, aumentando sus poblaciones y ejerciendo
control duradero sobre hongos fitopatogenos.

e Ayuda a descomponer la materia organica haciendo que los nutrientes se
conviertan en formas disponibles para las plantas, teniendo un efecto indirecto en
la nutricién el cultivo.

e Estimulael crecimiento de los cultivos, ya que poseen metabolitos que promueven
los procesos de desarrollo de las plantas.

e Se aplica al compostaje 0 materia organica en descomposicion para acelerar el
proceso de maduracién de estos materiales, los que contendran el hongo
cumpliendo su funcion de biofungicida.

e Favorece la proliferacion de organismos benéficos en el suelo, como otros hongos
antagonistas.

¢ No necesita de plazo de seguridad para recoleccion de la cosecha.

e Preserva el medio ambiente al disminuir es uso de fungicidas.

e Previene enfermedades dando proteccion a la raiz y al follaje.

e Mejora la nutricion y la absorcion de agua al promover el crecimiento de raices y
pelos absorbentes.

e Tiene accion como biodegradante de productos toxicos

e Mayor seguridad en relacion a los productos quimicos

e No se acumulan en la cadena alimenticia

e Su persistencia y multiplicacion evitan aplicaciones repetitivas

e Raramente desarrollan resistencia (Gémez et al., 2013).
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION DEL EXPERIMENTO
El presente trabajo de investigacion se desarrollo, en el distrito de Chucuito, de la
provincia de Puno, en el Departamento de Puno en los meses de noviembre a mayo del
2018 y en el Mega Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Universidad Nacional dl
Altiplano Puno.

3.1.1. Ubicacién geogréafica
En la Figura 5 se observa la ubicacién geografica del distrito de Chucuito que esta ubicada
al Sur del Departamento de Puno, en la vertiente oriental de la cordillera de los andes.
Con su Capital Chucuito que se ubica entre la coordenada 14°04°07°° de latitud sur y
70°25°53”°, ubicandose ademas su capital a 3 623 msnm.

Limite
Por el Este: con el Lago Titicaca.
Por el Oeste: con el distrito de Laraqueri.

Por el Norte: Puno.

Por el Sur: con el distrito de Plateria

Taquile

Figura 5. Mapa de ubicacion del trabajo de investigacion en el distrito de Chucuito.
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3.1.2. Ubicacion politica
Departamento : Puno

Provincia : Puno
Distrito : Chucuito

3.2. MATERIAL EXPERIMENTAL

3.2.1. Material genético vegetal
Semillas de haba de la variedad Blanca Gigante de Copacabana, producida en las
camparfias 2016 — 2017 provenientes de la zona de YUNGUYO.

3.2.2. Material patogeno de Botrytis fabae Sard.
El patdgeno Botrytis fabae ocasiona la enfermedad “Mancha chocolate ” los sintomas se
manifiesta por el haz de la hoja, y se caracteriza por la formacién de pequefias manchas
de color marrdn rojizo, estas lesiones por lo general son circulares o algo irregulares

cuando dos o mas manchas se fusionan.

3.2.3. Material genético biocontrolador

2.5.1.11. Cepas de Trichoderma spp
Se utilizaron las cepas de Trichoderma spp que fueron proporcionados por SENASA
Puno (Trichodermas comerciales Harzianum y viride), y se utilizé un aislamiento nativo
(Trichoderma T2) aislado en trabajo previo por el laboratorio de fitopatologia de la
Escuela Profesional de Ingenieria Agronémica, estos hongos fueron colectados a partir
de hojas, tallos y rizosfera de una planta, y actualmente se encuentran conservados a -
10°C en una solucién de glicerol al 2% como se observa en la Tabla 2.

Tabla 2. Procedencia de cepas de Trichoderma spp.

N° CEPA TIPO Organo Planta Region
1 T. Harzianum Comercial Hojas Algoddn Ica
2 T. viride Comercial Hojas Algoddn Ica
3 T.n(2) Nativo Hojas Quinua Puno

T.n (2) = Trichoderma nativo (2) aislado de hojas de quinua.

3.24. MATERIALES E INSUMOS
2.5.1.12. Equipos de laboratorio
» Microscopio
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» Estereoscopio

» Horno microonda

» Autoclave

» Camara de flujo laminar
» Bafio Maria

» Agitador

2.5.1.13. Materiales de laboratorio
> Placas Petri

» Matraz (50, 100 ml)

» Vaso precipitado (250, 500 y 1000 ml)
» Vagueta (50 ml)

» Balanza analitica

» Papel aluminio

» Algodon

» Alcohol (70%)

» Equipo de diseccion

» Mecheros

» Botellas de vidrio (500ml)
» Wincha métrica (150 cm)
» Libreta de campo

» Lapiz, lapicero

» Papel bond

» Cinta adhesiva

» Cémara fotografica

> Tinta de azul de Lactofenol

49

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

2.5.1.14. Insumos

> Sustrato de arroz

» Sustrato de cebada

» Bicarbonato de sodio

> Bolsas de plastico (8 x 12)
» Agua destilada

3.3. METODOLOGIA

Descripcion de métodos por objetivos especificos:

3.3.1. CAPACIDAD ANTAGONICA DE Trichoderma spp. HACIA Botrytis

fabae EN CONDICIONES IN VITRO.
Para determinar la capacidad antagonica se trabajo en el Laboratorio de Sanidad vegetal
de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno, donde se realiz6 dos pruebas de

antagonismo (micoparasitismo y antibiosis). Y se siguieron los siguientes pasos:

3.3.1.1. Recoleccion de muestras de hojas de haba con Botrytis fabae.
Se recolectaron muestras de hojas de haba con sintomas de “mancha chocolate™ del mismo
campo de investigacion del distrito de Chucuito. Una vez que se obtuvo el material se
transport6 en bolsas plésticas; luego el material se traslad6 al laboratorio de Sanidad
Vegetal de la Universidad Nacional de Puno, para su respectivo analisis. Estas muestras
de hojas enfermas se colocaron en cdmara himeda por 48 horas para luego realizar el

aislamiento directo del patégeno.

3.3.1.2. Identificacion, aislamiento e incremento de Botrytis fabae
El aislamiento se realiz6 a partir de hojas de haba infectadas con Botrytis fabae (Mancha
chocolate), obtenidas de las plantas enfermas del cultivo de haba. Primeramente, se
obtuvo trozos de hojas, se colocaron a una solucién de hipoclorito de sodio al 2% por 5
min, luego en alcohol de 70% por 30 segundos, luego se realizo tres enjuagues con agua
destilada estéril, los trozos de hojas se colocaron sobre el papel absorbente estéril para su
secado. Una vez secas, se realizo cortes de diferentes tamarfios con un bisturi estéril en las
secciones que presenta la enfermedad. Posteriormente fueron sembrados en placas Petri

en medio de cultivo PSA (Papa Sacarosa Agar) e incubada a 25°C por 7 dias.
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Sin antes realizar la identificacion de este hongo Botrytis fabae, utilizando las laminas
porta y cubre objetos asi mismo la cinta adhesiva transparente y tinta de azul de
Lactofenol (Arias & Pifieros, 2008; Lopez, Hernandez, & Colin, 2013). Asi también
usamos las claves taxonomicas en las que se tomo en cuenta tanto las caracteristicas
macroscdpicas como microscopicas y en especial las estructuras reproductivas, utilizando

como referencia la literatura (Alexopoulos et al., 1996).

Y para el incremento del inoculo de Botrytis fabae se preparé medio de cultivo a base de

semillas de haba HSA (Haba Sacarosa Agar) a continuacion se explica el procedimiento:

Para 1 litro de preparacion, en un recipiente se incorporé 250 g. de semillas de haba
triturada en un mortero hasta punto de puré, y luego se dej6 hervir con 500 ml de agua
destilada por 30 min, en otro recipiente se procedié a diluir 19 g de agar con 500 ml de
agua destilada luego se mezcl6 el caldo de semillas de haba triturada, agar diluidoy 10 g
de sacarosa y se procedio a distribuirlos en matraz. Posteriormente se autoclavo a una
temperatura de 120°C y a 15 Ibs. de presion por espacio de 20 miny finalmente se plaque6
el medio en placas Petri aplicando antes el cloranfenicol, esto se utiliza para prevenir la

contaminacion del medio de cultivo.

3.3.1.3. Pruebas de Antagonismo In vitro
Para determinar la capacidad antagonista de los hongos Trichoderma spp., sobre el hongo
fitopatégeno Botrytis fabae se aplicO un disefio completamente al azar, con tres
repeticiones para cada uno de los tratamientos. La unidad experimental correspondié a la
técnica de cultivos duales en placas Petri usando el medio de cultivo Papa Dextrosa Agra
(PDA).

Primeramente, las placas se dividieron en dos secciones para realizar esta prueba, en tres
placas Petri con PDA se sembrd a 5mm del extremo de la caja Petri el hongo fitopatdgeno
Botrytis fabae de 7 dias de crecimiento y se incubo a 28°C durante tres dias para que este
inicie su crecimiento micelial (Condori, 2016). Transcurrido este periodo de tiempo se
observo un buen desarrollo del hongo, se sembré al lado opuesto, a una distancia de 7 cm,
un disco de 5 mm de diametro de un cultivo de aislamiento de Trichoderma spp. de 5 dias
de crecimiento de esta manera se dejé a las cepas, también como testigo se sembré de
manera individual al hongo Botrytis fabae, todas las placas Petri se incubaron a una

temperatura de 28°C durante una semana hasta la toma de datos. Se efectuaron
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mediciones cada 24 horas para constar el crecimiento de hongo patdégeno y antagonista
(Hoyos & Duque, 2008).

Para ambos casos en cada ensayo se evaluaron los criterios de porcentaje de inhibicion
del crecimiento micelial del patdgeno (Royse & Ries, 1978). Después de sembrar el
antagonista en las cajas, la actividad de los aislamientos de Trichoderma spp se
clasificaron de acuerdo con el grado basado en una escalade 1 a5 en la cual 1 es el 100%
de micoparasitismo y 5 es 0% de micoparasitismo. Un aislamiento se considera
antagonista contra el patogeno si el promedio es >3. A un tratamiento que obtenga un

promedio entre 2 y 3 no se le asigna clasificacion segun (Hoyos & Dugue, 2008).

En la Tabla 3 y 4, se observa la descripcion de las cepas de Trichoderma spp y la

descripcion del enfrentamiento dual de los tratamientos en In vitro.

Tabla 3. Cepas de Trichoderma spp para el control de Botrytis fabae.

Cepas del hongo antagonista Tratamiento
Trichoderma harzianum T1
Trichoderma viride T2
Trichoderma nativo (2) T3

Tabla 4. Descripcién de los tratamientos en In vitro.

Tratamiento  Codigo Descripcion
1 T1B T. harzianum comercial vs Botrytis fabae
2 T2B T. viride comercial vs Botrytis fabae
3 T3B T. nativo vs Botrytis fabae
4 T Botrytis fabae

B: Botrytis fabae
- Enfrentamiento dual

Segun la metodologia de B. A.; Bailey et al. (2008) para esta prueba, se realizo la prueba
de enfrentamiento dual, en una placa Petri con medio de cultivo PDA se coloco discos de
patdgeno (Botrytis fabae) de 5mm a un extremo de la placa e incubado durante tres dias
a 25°C. Posteriormente se extrajo un disco de 5mm de didametro de indculo de una colonia

joven de cepas de hongos antagénicos y fue enfrentado por el patdgeno en una placa Petri
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(9 cm de didmetro) se realizd 3 repeticiones (placas Petri) por cada cepa de hongos
antagonicos, las placas fueron incubadas a 25°C. Por cada tratamiento (cepa de hongo
antagoénico) al cabo de trece dias de incubacion, con la ayuda de un sacabocado de 5mm
de diametro se extrajo diez discos cerca al punto de in6culo del patégeno y fueron
localizados en placas conteniendo medio PSA e incubados a 25°C y se observd el
crecimiento del hongo antagonico o el patogeno, se determind el porcentaje de
colonizacién del hongo antagonico (Condori, 2016).
- Reaislamiento de Botrytis fabae

Asimismo, se realizé el reaislamiento de placas colonizadas por Botrytis fabae y por cepas
de hongos antagonicos Trichoderma nativo, T. harrzianum y T. viride. Para ver la

capacidad antagonica de las cepas de Trichoderma. Como se observa en la Figura 6.

Figura 6. Reaislamiento de Botrytis fabae de cultivos colonizados por cepas de
Trichoderma. Laboratorio de Sanidad Vegetal UNA-PUNO.

- Antibiosis

Para esta prueba se produjo metabolitos secundarios solubles inhibitorios de las tres cepas
(Trichoderma harzianum, viride y nativo) (Guadarrama et al., 2006). Estos se sembraron
en placas Petri conteniendo PSA e incubadas a 25 °C para promover la esporulacion. A
partir de colonias de 5 dias de edad, se obtuvieron 4 discos de 5 mm de diametro de medio
de PSA mas colonias del hongo antagonico, estos discos fueron depositados en matraces
de 100 ml con caldo de papa (60 ml). Los matraces fueron agitados 110 rpm durante 7
dias en un agitador electrénico. Posteriormente, el micelio fue removido por filtracion,
luego se extrajo 15 ml del filtrado y se coloc en bafio maria a 90 ° C por una hora.
Después se agregd PSA (2% de azlcar) de igual volumen y se transfirieron en placas Petri
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de 55 X 15 mm (Condori, 2016). Asimismo, en el centro de las placas se inocularon 5
mm de micelio del patégeno Botrytis fabae de una edad de crecimiento de 10 a 15 dias
respectivamente. Se realizd 3 repeticiones por filtrado y las placas fueron incubadas a
temperaturas de 25 °C. para los controles se preparé solo con el filtrado del caldo
correspondiente sin inocular los antagonistas (Figura 7). La inhibicion del crecimiento
micelial de Botrytis fabae se registr6 como entre la diferencia entre la media del

crecimiento radial en la presencia y ausencia del filtrado fungal (Figura8y 9).
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Figura 7. Prueba de antibiosis. A) Agitacion a 110 rpm. B) Filtrado. C) Bafio maria D)
Bafio maria de los metabolitos secundarios de los hongos antagdnicos. E) Luego del Bafio
maria se transfirié de un tubo a otro tubo centrifuga y asi plaquear. F) Plagueado de los
metabolitos secundarios con medio PSA. G) Siembra de Botrytis fabae. H) Sellado e

incubados a temperatura a 25°C.

T. harzanum

P00 000n
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Figura 8. Capacidad antibiotica del Trichoderma spp. frente a Botrytis fabae.
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Figura 9. Método de Evaluacion. A) Comparacion de la capacidad antibi6tica entre las 3
especies T. harzianum, T. viride y T. nativo 2. B) Medicion del crecimiento radial (cm)

de Botrytis fabae en presencia de los controladores (Diametro del disco = 0,5 cm).

Para calcular los porcentajes de inhibicion micelial se empled la formula utilizada por
(Fakhrunnisa & Ghaffar, 2006).

C—-T
I = * 100

Donde:

| = Porcentaje de inhibicidn en el crecimiento del micelio (%)

C= Crecimiento radial del patdgeno sobre el lado opuesto, evaluado en la caja Petri (cm)
T = Crecimiento radial del patdégeno en enfrentamiento (cm).

3.3.2. EFECTO DE LA APLICACION DE ESPECIES DE Trichoderma spp. Y
MEJORA EN EL RENDIMIENTO DEL CULTIVO DE HABA.

Se trabajo en dos fases:
a. Fase laboratorio:

3.3.2.2.Reactivacion e identificacion de cepas de Trichoderma spp.
Las cepas seleccionados de Trichoderma spp., se reactivd en placas petri con papa,
sacarosa, agar (PSA) e inoculadas por cinco dias a 25 °C, a partir de estos cultivos fueron
repicados a otras placas con medio de PSA para multiplicar las cepas de Trichoderma
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spp., con la finalidad de inducir la produccion de estructuras de reproduccion y propagar

en sustrato de arroz.

Para la identificacion de estos hongos Trichoderma spp. se realizd el mismo
procedimiento se uso las laminas porta y cubre objetos asi mismo la cinta adhesiva
transparente y tinta de azul de Lactofenol (Arias & Pifieros, 2008; Lopez et al., 2013).
Asi también usamos las claves taxondémicas en las que se tomd en cuenta tanto las
caracteristicas macroscopicas como microscopicas y en especial las estructuras

reproductivas, utilizando como referencia la literatura (Alexopoulos et al., 1996).

3.3.2.3.Produccion de cepas de Trichoderma spp. en sustrato de cebada
A partir de cultivos jovenes se procedio a realizar repiques de cada cepa en medio PSA
(Papa Sacarosa Agar) y fueron incubados a 25°C bajo luz artificial durante una semana,
con la finalidad de inducir la produccion de estructuras de reproduccion, para luego

infestar el sustrato de cebada (Leon, 2016).
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Figura 10. Reactivacion de cepas Trichoderma spp. A) Plaqueo con PSA. B)
Trichoderma comercial adquirida por la SENASA. C) Siembra de cepas de Trichoderma

sp en medio PSA. D) Sellada la placa para luego incubarla a una T° de 25°C por 7 dias.

Previo a la infestacion, se prepard bolsas de polipropileno de 6x12 pulgadas conteniendo
400g del sustrato, en donde se adiciond carbonato de calcio al 0,45% en 120ml de agua
destilada estéril (ADE) por cada bolsa, con la finalidad de estimular la esporulacion de
las conidias; luego se esterilizé a 120 °C, a 15 Ibs de presion durante 20 minutos;
finalmente, se introdujo en el sustrato medio de cultivo PSA colonizado con Trichoderma
spp ( la mitad de una placa Petri) y se dejo en incubacién bajo luz durante 15 dias a
temperatura ambiente 17 °C. En la Figura 12 se muestra los resultados de esporulacién

de conidias en el sustrato de arroz.
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8

Esterilizacion del
sustrato

Figura 11. Diagrama de proceso de produccion de Trichoderma spp. (Sivila & Alvarez,
2013).

Figura 12. Produccidn de esporas de Trichoderma spp. en sustrato de cebada.
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- Determinacién de la produccion de conidios

Para determinar el nimero de conidios de Trichoderma presentes por cada gramo de
sustrato, se prepararon diluciones seriadas de 103, para lo cual se pes6 1 gramo. de
sustrato de arroz colonizados con cepas de Trichoderma sp, seguidamente se realizo tres
diluciones seriadas, se coloc en tubos de ensayo con 9ml de agua destilada estéril luego
se agito para que se desprendan las conidias del arroz, enseguida se saco con una jeringa
de 5ml, 1ml de la suspensién de conidias para transferir a otro tubo de ensayo con 9ml de
agua destilada estéril, y se observo con 1ml de liquido para su respectivo conteo en el
hematocitdmetro, se determina por conteo directo en camara de Neubauer, se cuenta el
numero de los cuatro cuadrantes secundarios (CS) esquinados y el central de la cAmara
(CC) a partir del conteo se estandarizo la suspension de conidias para realizar la
aplicacion foliar. Para ello se empled la ecuacién para conocer el nimero de conidios por
ml. (Alvarez & Huayta, 2000).

Ecuacién 1:

conidios

Suma de las cinco celdas X 50 000 = -

Se determind el nimero de conidios por gramo con (1)

cMxv _
— =

Donde:

CM: conidios por mililitro de solucion
V : cantidad de mililitros empleados en la solucion
G : cantidad de gramos empleados en la solucion
GM: conidios por gramo de muestra

- Determinacion de la viabilidad de conidios

En la determinacion de la viabilidad de conidios, se determiné la cantidad de conidios
vivos por ml de solucidn, a través de su germinacion. Se empled el método de diluciones
seriadas. La tercera dilucion, desde la solucion madre, se sembré en portaobjetos
preparados con medio de cultivo PDA. A las 24 horas se contaron los conidios
germinados con un microscopio binocular a 40 X y la camara de Neubauer. Se calculd el

porcentaje de germinacion de acuerdo al nimero de conidios que germinaron del total de
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los conidios presentes, en los 5 cuadrantes contados de la camara Neubauer (Alvarez &
Huayta, 2000).

A partir de estos datos se estandarizé el inoculd a estas 3 concentraciones de 1 x 108 ufc.
ml-1, 1 x 107 ufc. ml-1y 1 x 106 ufc. ml-1.

Figura 13. Conteo de conidias de Trichoderma spp. A) Peso de arroz de 1g. B) Tubo de
ensayo con agua destilada de 9ml para el lavado de arroz colonizado con Trichoderma
spp. C) Dilucién madre de Trichoderma spp. D) Suspensién de conidias de Trichoderma
spp. E) Suspensién de Trichoderma spp. para realizar el conteo de conidias F) Suspension
de conidias de Trichoderma spp. en el hematémetro G) y H) Conteo de conidias (Ortiz,
2016).

b. Fase campo
3.3.2.4.CAPACIDAD DE BIOCONTROL DE ESPECIES DE Trichoderma spp.
PARA MANCHA CHOCOLATE (Botrytis fabae) EN EL DISTRITO DE
CHUCUITO
LABORES CULTURALES O AGRONOMICAS
- Preparacion del terreno
Primero se elimind todo tipo de materia extrafia del suelo, las cuales fueron: malezas,
plasticos, piedras y restos de cosecha que anteriormente se realizd, entre otros. La
preparacion del terreno se realiz6 con dos pasadas de rastra en forma cruzada a una

profundidad de 20 cm., con lo que el terreno quedo mullido y listo para realizar los surcos
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lo cual se trabaj6 con un surcador (tractor). Y asi mismo se realiz6 un muestreo de suelo

en el campo experimental.

- Analisis del suelo experimental

Para la determinacion de las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo del lugar de
campo, se obtuvo 1kg de muestra de suelo a una profundidad de 20 cm a partir de
submuestras de diferentes puntos de manera zigzag y posteriormente se llevo al
laboratorio de “Suelo y Agua” del Instituto Nacional de Innovacién Agraria (INIA) de la
Estacion Experimental Agraria lllpa - Salcedo — Puno.

Donde se realiz6 dos andlisis de suelo: a) Analisis de suelo Inicial y b) Analisis de suelo
Final, para luego comparar los dos resultados y ademas conocer si hubo o no incremento
de porcentajes de N, P, K y materia organica, segun al uso de estos microorganismos
benéficos (Trichoderma spp.).

Tabla 5. Resultados del Analisis de suelo Inicial (I) de fertilidad de suelo del lugar de

campo en el distrito de Chucuito.

COD. USUARIO Chucuito
Cod. Lab. 310M4

Arena % 40
ANALISIS Acrcilla % 12
MECANICO Limo % 48

Textura F
N % 0.10
P (ppm) 9.09
K (ppm) 1400.40
pH 6.75

Suelo: Agua 1:2.5 |C.E.

mmhos/cm 0.212
M.O. 1.93
Al (meqg/100gr) 0.00
CO3Ca% 0.00

Nota: Fuente: Instituto Nacional de Innovacion Agraria INIA. Laboratorio de Analisis.
Estacion Experimental: Agraria Illpa Puno. Anexo Salcedo.
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- Interpretacion del analisis del suelo del cultivo de haba en Chucuito:
De acuerdo a la tabla 3 de interpretacion de suelos (Laboratorio de Analisis de Aguas y

Suelos — INIA), se trata de un suelo de textura, "Franco (F)", posee un pH de 6.75
“"Neutro™; en materia organica con 1.93 % "Medio™; el nitrogeno total con 0.10 % se
clasifica como "medio” ; el fosforo con 9.03 ppm se clasifica como “medio; y el potasio
con 1400.40 ppm se clasifica como “Alto; respecto a la conductividad eléctrica con 0.212
mmhos/cm se clasifica como "Muy ligeramente salino, sin presencia de aluminio y
ausencia de carbonatos. En conclusion se considera que si es apto para la produccion de
haba, ademas tomamos en cuenta que en la anterior campafia se cosecho avena respetando

la rotacion de cultivos.

En la Tabla 6 se muestra los resultados del Andlisis de suelo Final, esto se obtuvo después

de la cosecha del cultivo.

Tabla 6. Resultados del Andlisis de suelo Final (F) de fertilidad de suelo del lugar de

campo en el distrito de Chucuito.

COD. USUARIO Chucuito
Cod. Lab. 310M4
Arena % 40
ANALISIS Arcilla % 12
MECANICO Limo % 48
Textura F
N % 0.16
P (ppm) 11.13
K (ppm) 1661.66
pH 6.75
Suelo: Agua 1:2:5 |C.E.
mmhos/cm 0.212
M.O. 3.96
Al (meqg/100gr) 0.00
CO3Ca% 0.00

Nota: Fuente: Instituto Nacional de Innovacion Agraria INIA. Laboratorio de Analisis.

Estacion Experimental: Agraria lllpa Puno. Anexo Salcedo.
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- Interpretacion del analisis del suelo del cultivo de haba en Chucuito:
De acuerdo a esta tabla de interpretacion de suelos (Laboratorio de Analisis de Aguas y
Suelos — INIA), se trata de un suelo de textura, "Franco (F)", posee un pH de 6.75
“"Neutro™; en materia organica con 3.96 % "Medio™; el nitrogeno total con 0.16 % se
clasifica como "medio” ; el fosforo con 11.13 ppm se clasifica como "medio™; y el potasio
con 1661.66 ppm se clasifica como “Alto”; respecto a la conductividad eléctrica con 0.212
mmhos/cm se clasifica como "Muy ligeramente salino”, sin presencia de aluminio y
ausencia de carbonatos. Finalmente se compard ambos analisis y se observa que la Tabla
6 en los porcentajes de N, P, Ky en materia organica incrementaron comparado al primer
andlisis de suelo de la Tabla 5; esto quiere decir que el uso de estos microorganismos
(Trichoderma spp.) son de gran beneficio para el suelo dando una buena fertilidad para

su siguiente camparia agricola.

- Seleccion de la semilla
Se selecciond la semilla de haba de la variedad Blanca Gigante de Copacabana, que se
adquirio de un proveedor de Yunguyo que esta dedicado a la produccién de haba, en un

estado seco y sin problemas de dafios por insectos y enfermedades.
- Desinfeccion de semillas

Se desinfecto las semillas de haba con Hipoclorito de sodio al 2% x 5 min, con el objetivo
de que la semilla se colocara sin ningin problema patdgeno, para luego ser trasladadas a

la siembra en campo definitivo.

- Siembra
Se realizo6 la siembra de haba el 9 de noviembre del 2017, y se coloco la semilla en el
fondo del surco en nimero de 2 a 3 semillas por golpe en forma manual, a una distancia

de 50 cm entre planta y 70 cm entre surcos.

- Aplicacion de los tratamientos
Se realizaron cuatro aplicaciones y tres evaluaciones de severidad de B. fabae con los
diferentes tratamientos, los intervalos de tiempo fueron de 15 dias, desde los primeros
sintomas de la mancha chocolate en la planta, siendo la primera aplicacion el 30 de
diciembre del 2017 y la ultima el 3 de abril del 2018, a partir de la fase vegetativa de

elongacion de tallos.
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Antes de aplicar el Trichoderma spp. se hizo primeramente los calculos de acuerdo a los
resultados de concentraciones obtenidas en el trabajo de investigacion laboratorio para
obtener el peso de sustrato con Trichoderma junto a la cantidad de agua sugerida por
parcela (500 ml agua con esporas) Yy asimismo, se diluyo las concentraciones en agua,
(mochila de 20 litros) asperjando en el follaje de la planta de haba, esto se aplicé en
horarios de la tarde (4 a 5 pm), y en los testigos no se aplicaron ninguna dosis de
Trichoderma spp. Se utilizé un adherente protectante, que fue aceite agricola junto a la
mezcla de aguay el sustrato de esporas de Trichoderma, para evitar la pérdida de la espora
por efectos de la luz o el desprendimiento de las esporas en tiempos de lluvia, cuidando
siempre el horario de aplicacion de dichas esporas ya que Trichoderma es fotosensible.

- Descripcién de los tratamientos

Las dosis de Trichoderma spp. estan expresadas en concentraciones de conidios.

Tabla 7. Distribucion de los tratamientos de Trichoderma spp. para el control de Botrytis

fabae.
TRATAMIENTOS ESPECIE DOSIS
Trichoderma spp.

T1 T. Harzianum 1x108 conidios/ cc
T2 T. Harzianum 1x107 conidios/ cc
T3 T. Harzianum 1x10° conidios/ cc
T5 Testigo Sin concentracion
T5 T. viride 1x108 conidios/ cc
T6 T. viride 1x107 conidios/ cc
T7 T. viride 1x10° conidios/ cc
T10 Testigo Sin concentracion
T9 T. nativo 1x108 conidios/ cc
T10 T. nativo 1x107 conidios/ cc
T11 T. nativo 1x10° conidios/ cc
T15 Testigo Sin concentracion

FUENTE: Elaboracion propia.
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- Deshierbo y aporque
Se realizé de forma manual, el 25 diciembre del 2017, utilizando algunas herramientas
agricolas como piquillo y azadon. Esta labor se efectud a los 25 dias después de la
siembra, cuando el cultivo tenia aproximadamente 35 cm de altura. De igual modo se hizo
el aporque el mismo dia, evitando de esta manera la competencia entre nutrientes y luz

solar, mejorando asi las condiciones del experimento.

Figura 14. Deshierbo y aporque del cultivo de haba —Chucuito.

- Riego
No se realiz6 ningun tipo de riego ya que el cultivo se establecid en época de lluvias. A

pesar de que hubo algunos dias de sequia.

- Cosecha
Se realiz6 al finalizar la etapa fenoldgica de maduracion fisioldgica del cultivo el 18 de
mayo del 2018.

Figura 15. Cosecha y emparve del cultivo de haba-Chucuito.
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3.4. ANALISIS DE DATOS
3.4.1. MEDICION DEL CRECIMIENTO MICELIAL Y

ENFRENTAMIENTOS DUALES en In vitro
- Porcentaje de colonizacién (%) de los hongos antagonicos hacia el patdgeno.
- Porcentaje de inhibicion micelial (%) del patdgeno B. fabae en presencia de los

hongos antagénicos.

3.4.2. PARAMETROS EVALUADOS EN CAMPO

- Altura de planta (cm)

Con ayuda de una cinta métrica se mediré desde la base hasta el &pice estadio principal
8; Meier (2001)).
- Numero de ramas

Se conto el nimero de ramas al azar (10 plantas) de cada parcela experimental al momento

de la cosecha (estadio principal 7; Meier (2001)).

- Numero de granos por vaina
Se conto el nimero de granos producidos por vaina al azar (10 plantas) de cada parcela

experimental al momento de la cosecha (estadio principal 7; Meier (2001)).

- Peso de vainas(g)
Se pesaron las vainas procedentes de 10 plantas tomadas al azar por parcela experimental
y luego se obtuvo el promedio, se emple6 una balanza al momento de la cosecha.

- Rendimiento (kg/ha)
Las vainas fueron pesadas y luego transformadas a kg/ha con una balanza, cuando finalizo
el ciclo fenoldgico de la planta (121 dias) en el cultivo de haba, considerando las dosis

correspondientes a cada tratamiento y repeticion.

3.4.3. SEVERIDAD DE LA MANCHA CHOCOLATE
- Evaluacion de la severidad de la mancha chocolate (Botrytis fabae) del haba.
Se realizaron tres evaluaciones de severidad de la enfermedad durante la campafia
agricola, la primera evaluacion se realizo a los 90 dias después de la siembra (dds) antes
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de la primera aplicacion de Trichoderma spp. debido a que el periodo de infeccion de B.
fabae inicio tarde aproximadamente a los 80 dds y la segunda evaluacion se realiz6
después de la tercera aplicacion a los 115 dias después de la siembra, y la tercera

evaluacion a los 135 dias después de la ultima aplicacion de Trichoderma spp. (Tabla 8).

Tabla 8. Numero de evaluaciones de severidad del cultivo de haba (Vicia faba) Var.

Blanca Gigante de Copacabana en el distrito de Chucuito.

Evaluaciones Fase fenoldgica Dias después de la
siembra
Primera Floracion- primeras flores abiertas. 90
Segunda Floracion- flores abiertas en 5 racimos 115
de cada planta.
Tercera Fructificacion- 50% de las vainas 135
(legumbres) han alcanzado su tamafio
final.

Para cada evaluacion, se escogio al azar 10 plantas de los tres surcos centrales por parcela
y de cada planta se escogio 3 hojas al azar, una de cada tercio (superior, medio e inferior)
en donde se evaluaron el porcentaje de area afectada de cada hoja usando una escala en
base al porcentaje de area afectada por la enfermedad como se observa en la Figura 16.
El promedio de las 3 lecturas equivale al valor de la severidad de cada planta. Para
describir el desarrollo de la enfermedad a lo largo de la época del cultivo e identificar
diferencias entre tratamientos se calcul6 el valor del &rea bajo la curva de progreso de la
enfermedad, descrito originalmente en inglés como ‘area under disease progress curve’
(AUDPC) (Mohapatra, Mukherjee, Suriya, & Nayak, 2008), en base a mediciones de

severidad. La formula general para el calculo del AUDPC es:

n=1
4y,
AUDPC = z w % (tpr — )
i

Donde:

n = es el nimero de evaluaciones,

y = es la severidad

t = es el nimero de dias después de la siembra en que se hace la evaluacion.
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Figura 16. Escala de crecimiento de severidad Herbas (2000) citado por Meneses (2000).

35. REGISTROS METEOROLOGICOS DURANTE LA CAMPANA
AGRICOLA
Se consideraron datos de temperatura y precipitacion los cuales fueron comparados con los
altimos cinco afios registrados por el Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia
(SENAMHI) de la estacion Rincén Santa Cruz — Acora que es la mas proxima al distrito de
Chucuito (Anexo- Tabla 22, Figural7).
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Climograma Estacion Chucuito (2012-2016)
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Figura 17. Promedio de precipitacion (mm) y temperatura mensual (°C) del distrito de

Chucuito.
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Segun la Figura 17, se han registrado periodos muy humedos con precipitaciones mayores
a 100 mm, comprendidos entre los meses de enero y febrero, a la vez periodos humedos
con precipitaciones menores a 100 mm entre los meses de agosto y noviembre. Asimismo,
se puede observar la comparacion de las precipitaciones registradas en los meses de enero
y febrero del 2018 entre los registros historicos encontrandose un aumento en la
precipitacion lo cual es un factor influyente en el aumento de ciertas poblaciones de

enfermedades como el Botrytis y el buen desarrollo del hongo Trichoderma spp.

Durante los meses abril y mayo las precipitaciones fueron menores a 100 mm, yendo al
periodo seco, donde la enfermedad disminuye su desarrollo y entra a la etapa invernal en
forma de micelio en restos de plantas o rastrojos de cultivos, de igual manera el
Trichoderma mantiene su desarrollo hasta la cosecha del cultivo, teniéndose en cuenta
que es un hongo comunmente del suelo, sin embargo; las bajas temperaturas hacen que
la densidad de la poblacion del hongo antagonico disminuya, para ello, necesita

condiciones favorables para aumentar su poblacion.

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

- Invitro

El disefio estadistico que se empled para la prueba de control In vitro fue el disefio
completamente al azar (DCA), se trabajé con 3 tratamientos y 3 repeticiones o placas, los
datos se evaluaron en esta prueba en porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelial
radial que se categorizan en datos no paramétricos (no métricos), por lo cual, se tuvo
que expresar en grados, para tal propdsito se extrajo el arco seno de la raiz cuadrada de la
proporcion del porcentaje de inhibicion, multiplicada por 180/, luego se analizaron
utilizando el programa InfoStat/Profesional version 1.1 (InfoStat, 2002)., realizando los

analisis de varianza (ANVA), prueba de Tukey, a un nivel de significancia de 0,05.
- Area en campo

Los datos cuantitativos fueron analizados en un disefio de bloques completamente al azar

en parcelas divididas con un arreglo factorial 3x4 igual 12.

Yiik=p+a;+B;+ (af)i + pr + (@p)ik + Eiji
Siendo:

Yijk = Variable de respuesta medida en la ijk - ésima unidad experimental

M = Media general
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Bj = Efecto del j - ésimo bloque
ol = Efecto del i - ésimo nivel del factor A.

(ap)ij = Efecto de la interaccion del i-ésimo nivel del factor A con el j - ésimo bloque,

que es utilizado como residuo de parcelas grandes y es representado por error(a)
pk = Efecto del k - ésimo nivel del factor B

(ap)ik = Efecto debido a la interaccion del i-ésimo nivel del factor A con el k - ésimo

nivel del factor B.

eijk = Error experimental asociado a Yijk , es utilizado como residuo a nivel de parcela

pequefia, y es definido como: Error(b)

Asimismo los datos de Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC)
fueron transformados a raiz cuadrada, con dicha transformacién se confirié la normalidad

y homogeneidad de varianzas como lo recomendado por Montgomery (2008).

En consecuencia estos datos fueron procesados en un software estadistico InfoStat,
version 1.1 (2002) (Di Rienzo et al ., 2008), se utiliz6 la prueba estadistica de Fisher a
través del analisis de varianza (ANDEVA) para determinar diferencias entre cepas de
Trichoderma spp y concentraciones para el AUDPC vy variables morfologicas
cuantitativas. Del mismo modo, se aplicé la prueba de contraste de Tukey para identificar
las diferencias de medias entre las cepas y dosis con un nivel de significancia de 0.05%.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. CAPACIDAD ANTAGONICA DE ESPECIES DE Trichoderma spp.
HACIA Botrytis fabae IN VITRO.
4.1.1. Prueba de Antagonismo

- Enfrentamiento Dual (Micoparasitismo)

Para analizar la capacidad antagonica de esta prueba del genero Trichoderma spp, hacia
Botrytis fabae, se realizaron las observaciones macroscopicas en las placas Petri de los
enfrentamientos duales el cual indica que hubo una invasion total de la superficie de la

colonia del hongo patdgeno y se observd esporulacién sobre ella (Figura 18).

Figura 18. Colonizacion de hongos antagonicos en placas precolonizadas por Botrytis
fabae, cepas T. harzianum, T. viride y T. nativo. Laboratorio de Sanidad Vegetal UNA-
PUNO.

Asimismo, en la Tabla 9, se puede observar el tiempo de inhibicién total y el porcentaje

de inhibicion micelial de los antagonistas sobre el patdgeno Botrytis fabae Porter (1923).
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Tabla 9. Tiempo y porcentaje de inhibicién micelial de hongos antagonistas sobre el

patdgeno Botrytis fabae

PORCENTAJE
TIEMPO DE
ANTAGONISTA/PATOGENO INHIBICION
INHIBICION
MICELIAL
Trichoderma harzianum/ )
) 4 a7 dias 100
Botrytis fabae
Trichoderma viride/Botrytis )
4 a7 dias 90
fabae
Trichoderma nativo/Botrytis .
4 a7 dias 100

fabae

Un resultado similar de micoparasitismo, reporta Vargas (2014) para las especies
Trichoderma harzianum y Trichoderma koningiopsis sobre hongos fitopatogenos que
investiga, observando que los hongos antagonistas presentaron micoparasitismo agresivo
en un tiempo de 4 a 6 dias; de igual manera Condori (2016), confirma que el porcentaje
de micoparasitismo sobre Botrytis fabae S. por hongos antagdnicos nativos, de 17 cepas
evaluadas, resultaron ser micoparasitos presentando valores comprendidos entre 73.33 a
100% de colonizacion del patégeno por las cepas de los géneros Trichoderma y
Clonostachys, siendo que 15 cepas colonizaron completamente al patégeno y fueron
consideradas como micoparasitos mas agresivos, a tal punto que el patégeno no pudo
recuperarse, a diferencia de las otras dos cepas TRI-1 (76.67 %) y TRCH-13 (73.33%).

Porcentaje de micoparasitismo en 4 dias

Segun la Tabla-Anexo 23 los resultados del analisis de varianza para el porcentaje de
micoparaitismo en 4 dias expuestos, el coeficiente de variacion es de 10.14 %, lo que
indica que los datos son confiables ya que estdn permitidos para este tipo de
investigaciones. Asimismo, la Tabla 10 muestra que si existen diferencia significativa en
el aislamiento de Trichodermas spp.

Segun la prueba de comparacion de medias de Tukey al 5%, para el porcentaje de
micoparasitismo de Trichoderma spp sobre el patdgeno Botrytis fabae, se encontrd
diferencia estadistica significativa, entre las tres especies de Trichoderma, tal como se

observa en la Figura 19 siguiente. De forma que Trichoderma nativa (T2) es mas eficiente
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(83.85%) que Trichoderma harzianum y Trichoderma viride (68.85 y 54.78 %

respectivamente).

Tabla 10. Prueba de Tukey <0.05 porcentaje de Micoparasitismo en 4 dias de las especies
de Trichoderma spp. hacia Botrytis fabae..

Aislamientos (%)
T2 83.85
TH 68.85

TV 54.78

T2: Trichoderma nativo

TH: Trichoderma harzianum

TV: Trichoderma viride

%: Porcentaje de Micoparasitismo

N: Numero de repeticiones

Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

w w wl|Z
QD

90 a

80

70

60 c
50

40

30

% Micoparasitismo

20

10

T2 TH TV
Trichoderma spp

%: Porcentaje de Micoparasitismo
T2: Trichoderma nativo

TH: Trichoderma harzianum

TV: Trichoderma viride

Figura 19. Porcentaje de Micoparasitismo en 4 dias de las especies de Trichoderma spp.
hacia Botrytis fabae.

Porcentaje de Micoparasitismo en 7 dias

Segln la Tabla-Anexo 24 los resultados del analisis de varianza para el porcentaje de
micoparasitismo a los 7 dias expuestos, el coeficiente de variacién es de 11.55 %, lo que
indica que los datos son confiables ya que estdn permitidos para este tipo de

investigaciones; sin embargo se encontrd, que no existe diferencia significativa en el
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aislamiento de Trichodermas spp. porque las tres especies tuvieron casi el mismo
porcentaje de cubrimiento del antagonista de la superficie del medio de cultivo.

100.00 a a a
90.00
80.00
70.00
60.00
50.00

40.00

Colonizacion x 7 dds

30.00
20.00

10.00
T2 TH TV

Trichoderma

%: Porcentaje de Micoparasitismo
T2: Trichoderma nativo

TH: Trichoderma harzianum

TV: Trichoderma viride

Figura 20. Porcentaje de Micoparasitismo en 7 dias de las especies de Trichoderma spp.

hacia Botrytis fabae.

Entonces, el porcentaje de micoparasitismo que se muestra en la Figura 20 de los hongos
Trichoderma harzianum, Trichoderma viride y Trichoderma nativo, sobre el fitopatogeno
Botrytis fabae, todos presentaron una actividad antagénica de micoparasitismo agresivo

segun el tiempo de cobertura (4 a 7 dias) con 96.6; 96.6 y 90.0 % respectivamente.

En el presente estudio, los resultados en el cultivo in vitro indicarian que las hifas de
Trichoderma de las tres especies, hicieron contacto casi al mismo tiempo con las hifas de
Botrytis fabae, asi también se observd mayor agresividad por parte del hongo antagonico
y menor resistencia del hongo fitopatogeno. Resultados similares encontraron Guigon et
al. (2010), quienes mencionan que de las seis cepas evaluadas de Trichoderma spp., cinco
corresponden a T. asperellum y la restante a T. longibraquiatum. Las cepas de T.
asperellum, TC74, T341 y T359, desarrollaron la mayor tasa de crecimiento In vitro y
mostraron la mayor capacidad antagénica In vitro contra los hongos fitopatdgenos
Botrytis cinerea, R. solani, M. phaseolina y P. omnivora. Asimismo, Chet, (1994) citado
por Vargas (2014), menciona que el micoparasitismo puede ser un proceso complejo que

involucran eventos secuenciales como el crecimiento quimiotrépico, en el cual dirigen su
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crecimiento hacia un estimulo quimico lo cual hay sucedido en el hongo Trichoderma el
cual haya detectado a su hospedante desde una determinada distancia y al parecer podrian
crecer de acuerdo a una gradiente quimica, el reconocimiento de los antagonistas pudo
haber sido fisico, como el tigmotropismo o quimico como el quimiotropismo. En el
mismo sentido son coincidentes nuestros resultados con los resultados que reporta
Sucaticona (2018), que los hongos Trichoderma spp. y Lecaniciliium spp. aislados de los
dos sectores de la Provincia de Sandia si presentaron una actividad antagonica en cultivos
in vitro frente al hongo fitopatdgeno Hemileia vastatrix en donde se lleg6 a observar una
competencia por espacio Yy nutriente asi presentando los hongos antagdnicos un didametro
de crecimiento entre 5.8 cm y 4.9 cm asi existiendo diferencia significativa entre los
hongos antagonistas y el patdgeno, también presentaron un micoparasitismo agresivo
segun el tiempo de cobertura y alcanzaron en un 75% en el cubrimiento del micelio al

fitopatdgeno asi mostrando una buena actividad antagonica.

- Antibiosis
En el andlisis de varianza Tabla-Anexo 25 para el porcentaje de inhibicién micelial de
Botrytis fabae en presencia de metabolitos inhibitorios secundarios de las especies
Trichoderma spp, muestra que si existen diferencia significativa entre las especies de

Trichoderma spp. con un coeficiente de variacion es de 5.53 %, muy confiable.

En la Tabla 11, segun la prueba de Tukey (Pr<0.05), se observa el efecto de los
metabolitos secundarios de las 3 cepas de hongos antagonicos en la inhibicién micelial
Botrytis fabae S., se determino que si existen diferencias estadisticas significativas entre
las cepas. Los metabolitos obtenidos del Trichoderma nativo tuvieron mayor efecto sobre
Botrytis fabae S. con 54.6% de inhibicion micelial en comparacion de Trichoderma
harzianum y Trichoderma viride con 43.53.y 40.39% respectivamente.
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Tabla 11. Prueba de Tukey (Pr<0.05) del porcentaje de inhibicion micelial de Botrytis
fabae en presencia de metabolitos inhibitorios de las especies Trichoderma spp.

Tratamientos % N

T2 50.96 3 a

TH 43.59 3 b
TV 40.39 3 b

T2: Trichoderma nativo

TH: Trichoderma harzianum

TV: Trichoderma viride

%: Porcentaje de Micoparasitismo

N: Numero de repeticiones

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05).

60
50
40
30
20

10

Porcentaje de inhibicion micelial

T2 TV TH

Trichoderma spp

Figura 21. Porcentaje de inhibicion micelial de Botrytis fabae S. en presencia de

metabolitos secundarios de cepas de hongos antagonicos.

Podemos mencionar que los resultados de la presente investigacion son similares a los
resultados obtenidos por Condori (2016), quien refiere que los metabolitos secundarios
obtenidos del aislamiento Trichoderma sp (TRCH-12) obtuvo el valor més alto con
54.6% en la inhibicién micelial de B. fabae, seguidos de Trichoderma sp (TRPL-9), con
33.71%; en comparacion con las cepa Trichoderma sp (TRCH-11) tuvo menor efecto

hacia el patdgeno con 3.62% de inhibicién micelial respectivamente.
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Asimismo segun Jiménez et al., (2015) reportan que en su investigacion sobre evaluacién
in vitro de la capacidad parasitica de dos cepas de Lecanicillium lecanii y Trichoderma
spp. sobre Hemileia vastatrix observaron que las dos cepas de Lecanicillium lecanii y
Trichoderma spp. que evaluaron inhibieron la germinacion del hongo Hemileia vastatrix
asi mismo indican que ambos hongos presentaron diferentes capacidades inhibitorias
segun su origen geografico. Asimismo, Ciancas (2006), obtuvo similares resultados al
estudio, en donde evalué la actividad antagonica de la cepa Trichoderma inhamatum (Bol
12 QD-1), mostrando una efectividad del 80 % y 61 % respectivamente hacia B. cinerea.
Segun, Espinal et al. (2010), indican la actividad biocontroladora de Trichoderma
inhamatum frente a Botrytis fabae fue 51. 21 % de inhibicion micelial del patgeno.

Miranda et al., (2013), en estudios preliminares mostraron que el Trichoderma nativo
aislado del cultivo de quinua y papa nativa de las zonas del Altiplano y Puna de Bolivia,
mostraron la presencia de metabolitos secundarios (son compuestos organicos
sintetizados por Trichoderma) generados por enfrentamientos duales de Trichoderma-
Trichoderma, Dentro de los metabolitos secundarios (MS) sintetizados por Trichoderma
spp., se encuentra la hormona auxinica acido-3-indolacético (AIA) que actia como
inductora del crecimiento de la planta (Gravel et al., 2007) y desarrolla una defensa para
luego no dejar desarrollar al hongo fitopatogeno claramente menciona que tiene

componentes positivos..

Ademas, B. A. Bailey et al. (2008) citado por Condori (2016), indican que cepas de
Trichoderma inhibieron completamente el crecimiento de Moniliopthora roreri en la
seleccion de antibiosis pero no tuvieron efecto en micoparasitar; sin embargo, en los
resultados de Condori (2016) resultaron al contrario, porque todas las cepas
micoparasitaron e inhibieron el crecimiento micelial de B. fabae siendo la cepa
Trichoderma sp (TRCH-12) aislado en el distrito de Chucuito, quién presento una alta

actividad de antibiosis y micoparasitismo para B. fabae.

En general, las especies de Trichoderma antagonizan a los fitopatbgenos por
competencia, parasitismo, antibiosis 6 por una combinacién sinérgica de estos modos de
accion; tal como lo sefiala Haggag et al., 2001 citados por (Sucaticona, 2018). Ademas,
Tovar (2008) logro evaluar la capacidad antagonista in vitro de seis aislamientos de
Trichoderma frente al fitopatogeno R. solani. Donde el aislamiento nativo T235 mostro

los mayores valores de crecimiento libre y porcentaje de inhibicion micelial (PIM). De
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esa forma en la presente investigacion mencionamos que el Trichoderma nativo tiene una

buena capacidad antagonista in vitro (B. A. Bailey et al., 2008).

Sin embargo, tambien existen estudios para el control de otros patégenos de importancia
en la agricultura, siendo el estudio mas impactante en especies tropicales, en Theobroma
cacao L., la inoculacion con endofitos redujo significativamente la necrosis foliar y la
mortalidad causada por Phytophthora palmivora (Arnold et al ., 2003). Igualmente, se
encontraron hongos enddfitos mostrando antagonismo In vitro mediante pruebas de
antibiosis y micoparasitismo contra Moniliophthora roreri (moniliasis), Phytophthora
palmivora (pudricion parda) y Moniliophthora perniciosa (escoba de bruja), inhibieron
significativamente el crecimiento micelial de los patdgenos (Leon, Rojas, Rodriguez,
Arévalo, & Marquez, 2010; Mejia et al., 2008)

4.2.EFECTO DE CONCENTRACIONES DE CONIDIOS (1x108, 1x107 y
1x10%) DE ESPECIES DE Trichoderma spp. EN EL CONTROL DE LA
MANCHA CHOCOLATE (Botrytis fabae) DEL CULTIVO DE HABA, EN
EL DISTRITO DE CHUCUITO-PUNO.

4.2.1. Medicion de la enfermedad (Severidad y Area bajo la curva del
progreso de la enfermedad (AUDPC))

El analisis de varianza del Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC)

de mancha chocolate del cultivo de haba (Botrytis fabae) tratadas con Trichoderma spp

(Tabla-Anexo 26), no mostro una diferencia significativa al 5 % de probabilidad

(Pr<0.05) para tratamientos entre cepas, sin embargo, en concentraciones (dosis) e

interacciones cepas x dosis si mostro diferencia significativa, con un C.V. de 16.87% y

un R2 de 0.87, indicando que los resultados obtenidos en el experimento son confiables.

En la Tabla 12, la comparacion de medias mediante la prueba de contraste Tukey al 5%
de probabilidad, si mostré diferencias significativas entre las concentraciones (dosis). Los
valores de AUDPC fueron significativamente menores en todos los tratamientos que
recibieron aplicaciones de Trichoderma spp. con diferentes concentraciones que el testigo
(DO0), siendo el mas afectado con el valor més alto de AUDPC (147.07). Asimismo, las
concentraciones aplicadas con cepas D6 y D7 fueron los que presentaron los valores altos
de AUDPC con 56.00 y 48.67 respectivamente; sin embargo, la concentracion menos
afectado fue el D8 con un valor menor de AUDPC de 41.33 (Figura 21).
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Tabla 12. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC) de la mancha
chocolate (Botrytis fabae) del haba (Vicia faba) tratadas con cepas de Trichoderma spp.

con diferentes concentraciones en el distrito de Chucuito.

prom 90 prom 115 prom 135

Dosis dds dds dds AUDPC REAL

DO 0.69 3.78 1.98 147.07 B
D6 0.34 1.36 0.84 56.00 A
D7 0.5 1.06 0.68 48.67 A
D8 0.25 0.91 0.89 41.33 A

dds: dias después de la siembra

DO: sin concentracion

D6: 1x% ufc

D7: 1xX7 ufc

D8: 1x%8 ufc

AUDPC: Area bajo la curva del progreso de la enfermedad.

Ademas la comparacion de medias mediante la prueba de contraste Tukey al 5% de
probabilidad, tambien mostr6 diferencias significativas entre la interaccion de cepas X
dosis. Los valores de AUDPC fueron significativamente menores en todos los
tratamientos que recibieron aplicaciones de Trichoderma spp con diferentes
concentraciones que el testigo (DO0), siendo el mas afectado con el valor mas alto de
AUDPC (166.56). Asimismo, las interacciones aplicadas con Trichoderma nativo con D6
y Trichoderma harzianum D7 fueron los que presentaron los valores altos de AUDPC
con 72.33 y 53.33 respectivamente; sin embargo, Trichoderma nativo con D8 fue el

menos afectado con un valor menor de AUDPC de 32.44 (Tabla 13 y Figura 21).

También, los valores de severidad de la mancha chocolate del haba de todos los
tratamientos que recibieron aplicaciones de Trichoderma spp con concentraciones
diferentes fueron inferiores al testigo hasta los 135 dias después de la siembra (tercera
evaluacion), mientras que en la Gltima evaluacion hubo tratamientos que superaron al

testigo (Figura 22).

La primera evaluacion se realizd 90 dias después de la siembra (dds) debido a que el
periodo de infeccion de Botrytis fabae inicio tarde aproximadamente a los 80 dds, donde
se observé los primeros sintomas de la enfermedad con valores de severidad desde 0.18%
hasta 0.9% (testigo). Dentro de los tratamientos que recibieron aplicaciones de
Trichoderma spp, el tratamiento Trichoderma harzianum y Trichoderma nativo con una

dosis de 1x10® presento el valor mas bajo de severidad (0.18%) en comparacion al
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tratamiento Trichoderma viride y Trichoderma nativo con una dosis 1x107que presento
0.69% de severidad.

En la segunda evaluacién (115 dds) el porcentaje de severidad incremento en todos los
tratamientos con valores desde 0.39% a 2.13% (Testigo), siendo el tratamiento
Trichoderma nativo con una dosis de 1x10” quien presento el valor mas bajo de severidad
(0.39%) en comparacion al tratamiento Trichoderma nativo 1x10° (3.5%) y Trichoderma
viride con una dosis de 1x10® (1.13) que presentaron el valor mas alto de los tratamientos

que recibieron el control.

En la tercera evaluaciéon (135 dds) se observé un mayor incremento de severidad para
todos los tratamientos con valores de severidad desde 0.67% hasta 4.45 % (testigo). De
los tratamiento que recibieron el control, Trichoderma nativo con dosis de 1x108 presento
el valor méas bajo (0.67%) en comparacion al tratamiento que Trichoderma nativo con

una dosis de 1x10° (1.81%) con el valor mas alto de severidad.
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Figura 22. Curvas del progreso de la enfermedad de la mancha chocolate (Botrytis fabae)

del haba (Vicia faba) tratadas con 3 cepas de Trichoderma spp. y diferentes
concentraciones en el distrito de Chucuito.

Las condiciones de precipitaciones altas en los meses de enero al marzo fueron favorables
para el desarrollo de la enfermedad debido a que las esporas se hidratan y la esporulacion
aparece y gracias a la diseminacion se contagian todas las plantas (Saravia et al ., 2014);

puesto que, Kumar et al . (2006), mencionan que los factores determinantes para que el
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crecimiento del patégeno y desarrollo de la enfermedad son temperaturas frescas (23 °C)
y humedad relativa (mayor 90 %) lo cual si presentd en estos meses e hizo que la
severidad sea un poco mayor y gracias a los tratamientos que recibieron el control se
realizo de buena forma y la enfermedad dejo de desarrollar y con las llegadas de las
heladas en los meses de abril y mayo se detuvo el incremento de la enfermedad de Botrytis
fabae. Por eso, los incrementos de severidad desde la primera evaluacion hasta la tercera
evaluacion se registraron en los meses de enero a marzo, se debid a que las condiciones
ambientales fueron favorables para el desarrollo de la enfermedad, y se disemine y se
desarrolle el patdgeno. Sin embargo, Trichoderma también tuvo sus condiciones
favorables durante estos meses segun el climograma Figura (17) y Anexo-Tabla (22).y
asi los tratamientos aplicados en el campo dieron positivo y disminuyeron la severidad

dando buenos resultados como se observa en la AUDPC de la Tabla 13.

Tabla 13. Porcentaje de severidad y area bajo la curva del progreso de la enfermedad
(AUDPC) de la mancha chocolate (Botrytis fabae) del cultivo de haba (Vicia faba)

tratadas con cepas de Trichoderma spp con diferente concentraciones en el distrito de

Chucuito.
prom 90 prom 115 prom 135

Cepas Dosis dds dds dds AUDPC

T2 DO 0.56 1.72 3.5 133.33 bc
T2 D6 0.33 1.13 1.81 72.33 ab
T2 D7 0.54 0.39 1.00 44.78 a
T2 D8 0.28 0.69 0.67 32.44 a
TH DO 0.62 2.08 4.45 166.56 c
TH D6 0.34 0.67 0.92 41.22 a
TH D7 0.28 0.88 1.30 53.33 a
TH D8 0.18 0.77 0.74 33.56 a
TV DO 0.9 2.13 3.40 141.33 bc
TV D6 0.36 0.73 1.33 54.44 a
TV D7 0.69 0.78 0.88 47.89 a
TV D8 0.29 1.22 1.33 58.00 a
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T2: Trichoderma nativo

TH: Trichoderma harzianum

TV: Trichoderma virirde

DO: Testigo

D8: 1x108 ufc

D7: 1x107 ufc

D6: 1x106 ufc

dds: dias después de la siembra.

AUDPC: Area bajo la curva del progreso de la enfermedad
Severidad: Porcentaje del area de la hoja infectada (%)
Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

Figura 23. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC) de la mancha
chocolate (Botrytis fabae) del cultivo de haba (Vicia faba) tratadas con cepas de

Trichoderma spp con diferente concentraciones en el distrito de Chucuito.

El resultado del estudio de investigacibn muestra que Trichoderma nativo con una
concentracion de 1x108 ufc ml-1 tuvo un mejor control con relacion a la severidad es
decir que al mantener una concentracién mayor se constatd menor afeccion de Botrytis
fabae. Proximo a los resultados de Minchez (2015) quien indica que el tratamiento
3.571428571*10% conidios/ ha fue el que tuvo un mejor control respecto a la severidad,
con un promedio de 42.36 % representando en 23 plantas afectadas en su totalidad por
Bortytis fabae, y el tratamiento que mostro mayor severidad de la enfermedad fue el
testigo absoluto con un 57.02%. Aclara también, que con la aplicacion de productos
bioldgicos al follaje en el cultivo de haba se ha obtenido diferencia estadistica gracias a
la colonizacion del hongo benéfico y Jiménez (2005), menciona que Trichoderma
harzianum es una buena alternativa en el control de enfermedades foliares, ya que una
vez aplicado, se estimula la colonizacién de la superficie de las plantas, por antagonistas
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saprofitos capaces de multiplicarse y disminuir el inoculo de los patégenos, disminuyendo

el efecto del patogeno.

También Hanada et al. (2008) citado por Leon (2016) menciona que el efecto directo de
las cepas de Trichoderma spp sobre el patdgeno se debid a las aplicaciones foliares que
se realizaron a razon de 1 x 107 ufc. ml-1 que fue adecuada sobre el control de la
enfermedad reduciendo la severidad. Es posible que estas cepas proliferaron y
supervivieron en las plantas durante un periodo prolongado después de la aplicacion,
principalmente en tejidos que suelen ser propensos a infeccion por el patégeno objetivo,
lo cual concuerda con los hallazgos de otros investigadores que aplicaron la cepa endéfito
Trichoderma martiale ALF 247 para el control de Phytophthora palmivora en
concentraciones que oscilaban entre 1 x 10%y 5 x 107 conidios por mililitro, la severidad
de la enfermedad disminuy6 proporcionalmente y han demostrado que la cepa es un
endofito que coloniza toda la planta después de la aplicacion.

Del mismo modo Merchan et al. (2014) indican que la incidencia de la enfermedad
Botrytis cinérea en el tratamiento testigo fue del 60%, mientras que para los tratamientos
con T. harzianum y T. lignorum solo alcanz6 un 33%, lo que indica un control mayor de
los antagonistas en comparacion con el quimico sobre la enfermedad. En cuanto a la
severidad, los tratamientos con T. harzianum y T. lignorum redujeron significativamente

en un 32% el desarrollo del patégeno en la planta.

Asimismo, Tovar (2008) afirma los resultados presentados a través de su investigacion
sugiere que la utilizacion de especies de Trichoderma para el control de R. solani en
esquejes de clavel es una estrategia promisoria para el manejo de las enfermedades en
condiciones de invernadero. Esta afirmacion esta soportada por el factor de que todos los
aislamientos de Trichoderma spp. evaluados, a excepcién de Tsp5 (nativo), redujeron la
severidad de la enfermedad en plantas. Tales reducciones fueron evidentes debido al bajo
numero de plantas afectadas, por R. solani cuando se enfrentaron al hongo Trichoderma
y a la baja aparicién de signos y sintomas de la enfermedad sobre los esquejes de clavel

evaluados.

Ahora bien, el conocimiento de estos nuevos hongos antagonico a base concentracion de
esporas a partir del hongo Trichoderma spp ha permitido el desarrollo de estudios in vivo
para induccion de respuesta en plantas e incremento en la produccion de cultivos. Segun

Brunner y Zellinger, (2005) en estudios in vivo, demostraron los progresos del hongo de
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biocontrol Trichoderma atroviridae para la induccion de respuestas de defensa en plantas
de frijol, frente al patdgeno foliar B. Cinerea, conteniendo 1x108 esporas/ml tipo salvaje.
Ademas Reeynoso y colaboradores (2006), demostraron en estudios de biocontrol bajo
condiciones de cultivo, que la aplicacion de diferentes concentraciones de inoculo de T.
harzianum (102 y 10°), produjo un notable incremento en la cosecha de mani. Se encontrd
un incremento en el porcentaje de 45 a 76% en zonas naturalmente infestadas y de 57 y
95%, en suelos artificialmente infestados, cuando las semillas fueron tratadas con T.

harzianum 10°.

En la aplicacion de productos bioldgicos al follaje en el cultivo de haba se obtenido
diferencia estadistica gracias a la colonizacién del hongo benéfico y Jimenez (2006),
menciona que Trichoderma harzianum es una buena alternativa en el control de
enfermedades foliares, ya que una vez aplicado el biocontrol, se estimula la colonizacién
de la superficie de las plantas, por antagonistas saprofitos capaces de multiplicarse y

disminuir el inoculo de los patdgenos, disminuyendo el efecto del patdgeno.

4.3. EFECTO DE CONCENTRACIONES DE CONIDIOS (1x108, 1x107 y 1x10°)
DE ESPECIES DE Trichoderma spp. EN EL RENDIMIENTO DEL CULTIVO
DE HABA, EN EL DISTRITO DE CHUCUITO-PUNO.

4.3.1. Evaluacion de caracteristicas morfologicas de plantas de haba
tratadas con cepas de Trichoderma spp. en diferentes concentraciones.
Los analisis de varianza para las caracteristicas morfoldgicas: altura de planta (AP),
numero de ramas(NR), numero de vainas (NV), numero de granos (NGS), peso seco de
biomasa (PSB), peso de grano seco (PSGS) y rendimiento (RDT ) de plantas de haba var.
Blanca Gigante de Copacabana tratadas con 3 cepas de Trichoderma spp, mostraron
significancia al 5% de probabilidad (Pr<0.05) para los tratamientos. Ademas, con
coeficientes de variabilidad (CV) relativamente bajos de 3.76% (AP), 6.32 %(NR), 9.52%
(NV), 8.37%(NG), 19.00%(PSB) y 21.43% (PG), 21.43% (RDT); y valores de R2 de 0.83
(AP), 0.62 (NR), 0.53 (NV), 0.81 (NG), 0.57 (PBS) y 0.81 (PG) y 0.81 (RDT). Valores
que indican que los resultados de los parametros evaluados son confiables y el disefio
experimental utilizado fue apropiado para controlar la variacion existente y ademas los
valores de R2 indican que el ajuste del modelo lineal usado es bueno. (Tablas 27, 28, 229,
30, 31, 32y 33).
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ﬂ. UNIVERSIDAD

La comparacion de medias con la prueba de Tukey al 5% de probabilidad, mostrd
diferencias significativas entre los tratamientos en todas las caracteristicas morfoldgicas
estudiadas (Tabla 14). Los valores de altura de planta, fueron significativamente mayores
en todos los tratamientos que recibieron aplicaciones de Trichoderma spp. con
concentraciones diferentes con valores comprendidos entre 138.07 cm a 159.63 cm, a
diferencia del testigo (T) que presento el valor méas bajo con 129.00 c¢cm, siendo los
tratamientos Trichoderma nativo con D8 y Trichoderma Harzianum con D8 los que
tuvieron mayor efecto en el crecimiento de la planta con valores de 159.63 cm y 155.30

cm, respectivamente.

En cuanto a los valores de numero de ramas, fueron significativamente mayores en los
todos los tratamientos que recibieron aplicaciones de Trichoderma spp con valores
comprendidos entre 7.00 a 8.33 a diferencia del testigo (T) que presento el valor méas bajo
con 6.30. Mientras que el tratamiento Trichoderma nativo, Trichoderma harzianum con
D8y Trichoderma nativo con D7 el que tuvo mayor efecto en la NR con 8.33 cm, .seguido
de Trichoderma viride D7 con 7.90. Sin embargo, en el pardmetro de numero de vainas
(NV), los tratamientos que recibieron aplicaciones de Trichoderma spp no tuvieron
significancia con valores comprendidos entre 23.00 a 29.60 a diferencia del testigo (T)
que presento el valor méas bajo con 19.60, siendo el tratamiento Tratamiento nativo con
D8 el que tuvo mayor efecto en la NV con 29.60 a comparacion de los tratamientos
Trichoderma viride con D6 y Trichoderma harzianum con D8 Y D7 que no tuvieron
diferencias significativas entre ellos. Asi mismo en el parametro de numeros de granos
seco (NGS), los tratamientos que recibieron aplicaciones de Trichoderma spp. fueron
significativamente mayores en todos los tratamientos que recibieron aplicaciones de
Trichoderma spp con valores comprendidos entre 41.47 a 69.33 a diferencia del testigo
(T) que presento el valor méas bajo con 28.17 a comparacién de los tratamientos
Trichoderma harzianum y Trichoderma nativo con D8 que tuvieron 69.33 y 67.90
respectivamente, seguido de Trichoderma harzianum y Trichoderma nativo con D7 que

tuvieron igual de significancia.

Sin embargo, los valores de peso seco de biomasa, no tuvieron diferencias
estadisticamente significativas, para los tratamientos que recibieron aplicaciones de
Trichoderma spp con valores comprendidos entre 28.67 g a 44.60 g a diferencia del
testigo (T) que presento el valor mas bajo con 26.73 g, siendo el tratamiento Trichoderma

nativo con D7 (1x107) y D8 (1x108) con mayor efecto en el PSB. Similar comportamiento
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se observd en el parametro rendimiento (RDT), en donde todos los tratamientos que
recibieron aplicaciones de Trichoderma spp fueron significativamente mayores al Testigo
(3,000 kg.ha-1) con valores comprendidos entre 4,778 kg.ha-1a 8,956 kg.ha-1, siendo los
tratamientos Trichoderma harzianum con D7 (1x107) (8,956 kg.ha-1), Trichoderma
nativo D8 (1x10%) y D7 (1x107) con 8,489 kg.ha1 y 8,467 kg.ha-1 con mayores

rendimientos.

Mientras que, para el pardmetro peso de semillas en granos seco de haba (kg/planta) de
los tratamientos que recibieron aplicaciones de Trichoderma spp fueron
significativamente mayores al testigo (4.50 g.planta-1) con valores comprendidos entre
8.33 g-planta-1a 13.43 g.planta-1, siendo el tratamiento Trichoderma harzianum con D7
(1x107), D8 (1x108) y Trichoderma nativo con D8 quienes tuvieron mayor efecto en el
PGS a comparacién de los tratamientos Trichoderma viride que no tuvieron diferencias

significativas con el testigo.

Segun Espinal et al. (2010) los resultados que concluye en el anélisis de la actividad
controladora de Trichoderma inhamatum en plantulas de haba, fue una prueba con la que
se pretendio establecer la capacidad biocontroladora de este hongo in vivo, comparando
su actividad con diferentes tratamientos (Biosulfocal, Tricobio y esporas de Trichoderma)
y variedades de haba (Gigante Copacabana e Isla del Sol). En lo concerniente a los
resultados de peso de plantula, longitud de vaina, nimero de vaina, peso de vaina, nimero
de grano verde, peso de grano verde y peso de grano seco, esta claro el predominio de la
actividad del fermento de Trichoderma inhamatum (BOL 12 QD), Otros resultados
encontrados, establecen que la aplicacidn de esporas de Trichoderma, sobre las plantulas
de haba, es un tratamiento eficaz en el control de la Mancha Chocolate, sin embargo, no
debe dejarse de lado que estos son microorganismos ajenos al ecosistema del altiplano
(Hanson & Howell, 2004; E. Harman, 2006; Yedidia et al., 2003). Respecto a la actividad
de T. inhamatum BOL — 12 QD, sobre el porcentaje de severidad, este tratamiento se
encuentra como segunda mejor alternativa, pero a diferencia del tratamiento con esporas
de Trichoderma (Espinal et al., 2010).

Minchez, (2015) demostré un mejor rendimiento relacionado al nivel de dafio que
ocasion0 Botrytis fabae en el cultivo del haba mediante la aplicacion de Trichoderma
harzianum con diferentes concentraciones; fue el tratamiento 1.428571429x10%2

conidios/ ha con 10,814.81 kg teniendo esto un aumento en la produccion de 1066.13
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kg/ha, segun el estudio realizado por Soto, Osorio, Mufioz y Galindo, (2002) mencionan
que puede haber un incremento en el peso de las plantas y un aumento en la floracion de
los cultivos chile pimiento y tomate al realizar aplicaciones de Trichoderma harzianumy
entre otros especies. Siendo de esta manera el rendimiento del cultivo puede ser
influenciado por la aplicacion de ciertas concentraciones de Trichoderma harzianum,
como se puede observar en el tratamiento 1.428571429*10% y 1.428571429*10%
conidios/ ha existiendo un efecto bioldgico de los tratamientos sobre el cultivo que
aumenta el rendimiento aunque haya aumento de severidad de Botrytis fabae, como lo

menciona Agrobeta, (2014) mejorando los rendimientos del cultivo.

Tabla 14. Caracteristicas morfologicas de plantas de haba (Vicia faba.) var. Blanca
Gigante de Copacabana tratadas con cepas de Trichoderma spp. en el distrito de Chucuito,

durante la campafia agricola 2017 — 2018.

Aturade UM Numero  Numero de Peso de Peso de
Trat. de . Biomasa granos Rdto/ha
planta (cm) de vainas  granos seco
ramas seca (g) seco(kg)
THxD8 155.30 ab 823a 29.00a 69.33 a 37.97a 12.10 ab 8,067ab
THxD7 149.07 abc 7.63a 29.13a 62.97 abc 36.63 a 1343 a 8,9562
THxD6 138.07 cde 7.00a 25.03a 48.40 abcde 28.67a 8.70 abc 5,800 abc
THxDO 129.00 e 6.97 a 20.10 a 34.97 de 26.73 a 450c 3,000 ¢
T2xD8 159.63a 833a 29.60a 67.90 ab 43.90 a 12.73 ab 8,489 ab
T2xD7 14270 bcde 8.07a 28.43a 58.97 abcd 44.60 a 12.70 ab 8,467 ab
T2xD6  146.43abcd 7.07a 23.00a 41.47 cde 28.67 a 7.17 bc 4,778 bc
T2xDO 140.87bcde 6.80a 19.60a 37.17 de 28.33a 5.13¢c 3,422 ¢c
TVXD8 147.67abcd 7.70a 24.63a 48.37 abcde  34.07a 12.20 ab 8,133 ab
TVxD7 148.73 abc 790a 2497a 43.87 bede 33.43a 8.70 abc 5,733 abc
TVxD6 151.93 abc 7.33a 29.20a 42.70 cde 3453 a 8.33 abc 5,556 abc
TVxD0 132.53 de 6.30 a 20.63 a 28.17¢e 31.63 a 5.13 ¢ 3,422 ¢
- TH: T. harzianum
- TV:T.viride
- T2:T. nativo

- D8: Concentracién 1x108

- D7: Concentracién 1x107

- D6: Concentracién 1x10°

- DO: Testigo

- Datos obtenidos a los 195 dias después de la siembra. Letras distintas indican diferencias significativas(p<=

0.05).
- ALTURA DE PLANTA

Segun el analisis de varianza de altura de planta, para la fuente de variacion de interaccion

de Trichoderma*Dosis, si existe diferencia estadistica significativa, siendo el coeficiente
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de variacion 3.76 %; lo cual indica que hubo diferencias en altura de planta por efecto de
las especies de Trichoderma spp. con diferentes concentraciones.

En la Tabla 15, se puede observar la prueba de Tukey para la interaccion Trichoderma *
dosis, la que tuvo mayor altura de plantas en todas las evaluaciones fue Trichoderma
nativo con una D8 (1x108 ufc) alcanzando la altura maxima de 149.11 cm en la ultima
evaluacion; mientras el Testigo (D0O) tuvo menor altura de planta, alcanzando la altura
maxima de 119.70 cm en la ultima evaluacion.

Tabla 15. Prueba de Comparacion de medias de Tukey para factor Interaccion

Trichoderma spp * Dosis con significancia estadistica.

TRICH DOSIS ALTURA Significancia
T2 D8 14911 a

TH D8 14463 ab

TV D6 14126 abc

TH D7 138.84 abc

TV D7 13825 abcd

TV D8 13734 abcd

T2 D6 13590 abcd
T2 D7 133.78 bcde
T2 DO 130.63 bcde

TH D6 128.12 cde
TV DO 123.36 de
TH DO 119.70 e

- TH: T. harzianum

- TV: T. viride

- T2:T. nativo

- DB8: Concentracién 1x108

- D7: Concentracién 1x107

- D6: Concentracion 1x108

- DO0: Testigo

- Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)
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Trichoderma*Dosis

- TH: T. harzianum

- TV:T.viride

- T2:T. nativo

- D8: Concentracion 1x108
- DT: Concentracién 1x107
- DG6: Concentracion 1x108
- DO: Testigo

Figura 24, Altura de planta segln a la interaccion de Trichoderma*Dosis.

En la Figura 23, se puede observar que todos los tratamientos tuvieron una respuesta
ascendente en crecimiento de planta. Pero, los tratamientos con interaccion Trichoderma
nativo con D8 (1x10® ufc) tuvo mayor respuesta en crecimiento de planta, alcanzando a
la altura méxima de 149.11 cm, seguido del tratamiento T. harzianum*D8, T. viride*D6,
T. harzianum*D7 y asi sucesivamente, con alturas de planta de 144.63, 141.26, 138.24
cm respectivamente. El tratamiento testigo solo tuvo 119.70 cm de altura de planta en la

Gltima evaluacion.

Segun Cubillos et al. (2008) el cual mencionan que al aplicar Trichoderma Harzianum
como promotor de crecimiento vegetal de maracuya (Passflora edulis) Var. Flavicarpa
Degener muestran resultados en longitud de tallo con 23.7cm a diferencia del testigo con
18.4cm, asi mismo Erazo (2006) el cual menciona que al aplicar T. Harzianum este actla
primeramente como bioestimulante del crecimiento radicular, promueve el desarrollo de

las raices.
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-  NUMERO DE GRANOS

Segun el anélisis de varianza en numero de granos, para la fuente de variacion de
interaccion de Trichoderma*Dosis, si existe diferencia estadistica significativa, siendo el
coeficiente de variacion 8.37%; lo cual indica que hubo diferencias en nimero de granos
por efecto de las especies de Trichoderma spp. con diferentes concentraciones.

En la Tabla 16, se puede observar la prueba de Tukey para la interaccion Trichoderma *
dosis, la que tuvo mayor nimero de granos en todas las evaluaciones fue Trichoderma
harzianum con una D7 (1x10’ ufc) alcanzando el nimero de granos maximo de 69.33;
mientras el Testigo (DO) tuvo menor de granos, alcanzando a un numero de granos

méximo de 28.17 en la Gltima evaluacion.

Tabla 16.Prueba de Comparacion de medias de Tukey para factor Interaccion
Trichoderma spp * Dosis con significancia estadistica

TRICH DOSIS N° GRANOS Significancia
TH D8 69.33 a

T2 D8 6790 ab

TH D7 62.97 abc

T2 D7 5897 abcd

TH D6 4840 abcde
TV D8 48.37 abcde
TV D7 43.87 bcde
TV D6 42.70 cde
T2 D6 41.47 cde

T2 DO 37.17 de

TH DO 34.97 de
TV DO 28.17 e

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)
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Trichoderma*Dosis

- TH:T. harzianum

- TV:T.viride

- T2:T. nativo

- D8: Concentracion 1x108

- DT7: Concentracion 1x107

- D6: Concentracion 1x108

- DO: Testigo

- Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

Figura 25. Numero de granos seguln a la interaccion de Trichoderma*Dosis.

En la Figura 24, se puede observar que todos los tratamientos tuvieron una respuesta en
el en nimero de granos. Pero, los tratamientos de interaccion Trichoderma harzianum
con D8 (1x108 ufc) tuvo mayor respuesta en nimero de granos, alcanzando a un maximo
de 69.33, seguido del tratamiento T. nativo*D8, T. harzianum*D7 y asi sucesivamente,
con numero de granos de 67.90, 62.97 respectivamente. El tratamiento testigo solo tuvo

28.17 de numero de granos
- RENDIMIENTO

Segun el andlisis de varianza en rendimiento Kg/Ha, para la fuente de variacién de
interaccion de Trichoderma*Dosis, tambien existe diferencia estadistica significativa,
siendo el coeficiente de variacion 21.43%; lo cual indica que hubo diferencias en
rendimiento por efecto de las especies de Trichoderma spp. con diferentes

concentraciones.

En la Tabla 19, se puede observar la prueba de Tukey para la interaccion Trichoderma *
dosis, la que tuvo mayor rendimiento en todas las evaluaciones fue Trichoderma

harzianum con una D7 (1x10’ ufc) alcanzando un rendimiento maximo de 8 955.67
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Kg/Ha; mientras el Testigo (D0) tuvo menor altura de planta, alcanzando un rendimiento
méaximo de 3000 Kg/Ha en la dltima evaluacion.

Tablal9. Prueba de Comparacion de medias de Tukey para factor Interaccion

Trichoderma spp * Dosis con significancia estadistica.

TRICH DOSIS RDTO Significancia
TH D7 8955.67 a
T2 D8 8489.00 ab
T2 D7 8466.67 ab
TV D8 8133.33ab
TH D8 8066.67 ab
TH D6 5800.00abc
TV D7 5733.33abc
TV D6 5555.67 abc
T2 D6 477767 bc
T2 DO 3422.33 c
TV DO 3422.33 c
TH DO 3000.00 c

- TH: T. harzianum

- TV:T.viride

- T2:T. nativo

- DB8: Concentracion 1x108

- D7: Concentracion 1x107

- D6: Concentracion 1x108

- DO: Testigo

- Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)
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Trichoderma*Dosis
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Figura 26. Rendimiento (Kg/Ha) segun a la interaccion de Trichoderma*Dosis.

En la Figura 25, se puede observar que todos los tratamientos tuvieron una respuesta en
el rendimiento (Ka/Ha). Pero, los tratamientos con interaccion Trichoderma harzianum
con D7 (1x10” ufc) tuvo mayor respuesta en rendimiento, alcanzando a un maximo de 8
955.67 (Kg/Ha), seguido del tratamiento T. nativo*D8 y D6, T. harzianum*D7 vy asi
sucesivamente, con rendimientos de 8489, 8466 Kg/Ha respectivamente. El tratamiento

testigo solo tuvo 3000 Kg/Ha de rendimiento.

Leon (2016) menciona segun los tratamientos aplicados en campo T1, T2, T3,y T10 con
una concentracion de 1x10’ ufc presentaron los valores mas altos en altura de planta
(99.01, 101.52, 104.25 y 92.76 cm) y rendimiento (3127.30, 2866.57, 3029.12 y 3032.54
kg. ha-1 respectivamente) en comparacion al Testigo (T11) con 71.55 cm, 21.48 cm,
16.42 g. planta-1,9.34 g. planta-1y 1141.27 kg. ha-1 respectivamente. Esto quiere decir
que los hongos antago6nicos obtenidos de la misma planta actian mucho mejor que hongos
comerciales de otros lugares. También Ortiz (2016) afirma que se logro el mayor efecto
en el crecimiento y rendimiento en plantas de quinua ambos métodos (semilla peletizada
y via Drench suelo) con cepas de Trichoderma sp destacando la cepa T.E.7 tuvo mayor
efecto en nimero de hojas con 115.60 hojas, diametro de tallo con 9.87mm, longitud

radicular 44.31 cm y rendimiento con 3893.70 kg/Ha. Superiores al testigo.
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Asimismo, Minchez (2015) determind que el mejor rendimiento en vaina que se obtuvo
fue el tratamiento uno ya que en la aplicacion de Trichoderma harzianum a ciertas
concentraciones se presenta en un aumento del rendimiento por la ganancia de peso en
cada una de las vainas y granos de haba y un mayor numero de flores por planta, como se
muestra en los rendimiento obtenidos en la evaluacion, a pesar de la poca variabilidad
estadistica con un promedio de 10,814.81 kg/ha en relacién a los demas tratamientos; y
el que presentd menores rendimientos fue el tratamiento cinco con un promedio de
7,439.81 kg/ha, obteniendo una diferencia de 2,745 kg/ha, tomando en cuenta que al
realizar las aplicaciones de Trichoderma harzianum, segun Soto, Osorio, Mufioz, and
Galindo (2002) mencionan que puede haber un incremento en el peso de las plantas y un
aumento en la floracion, por ende esto se transforma en un incremento en el rendimiento

del cultivo.

Segun, Agrobeta (2014) confirma que, se han realizado algunos estudios preliminares con
Trichoderma harzianum y demas especies, para la estimulacion del crecimiento sobre
plantas de haba, donde los aislamientos seleccionados estimularon la germinacion y
presentaron un aumento en la altura de las plantas entre el 70 y 80%, y una ganancia en
peso de un 60% aproximadamente, ello supone un incremento en los rendimientos de este
cultivo. Un ensayo similar realizado sobre pasto Estrella demostrd que la ganancia en
peso seco con algunos aislamientos es cercana al 23%, en longitud de las raices y de

estolones este incremento fue de un 30%

E. Harman (2006) menciona que Trichoderma es capaz de colonizar la superficie de las
raices y causar cambios sustanciales en el metabolismo de los tejidos de las plantas
promoviendo el crecimiento de las plantas, incrementando la disponibilidad de nutrientes
y mejorando la produccién de los cultivos.
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V. CONCLUSIONES

e Trichoderma spp. presentaron actividad antagonica en cultivos IN VITRO frente
a Botrytis fabae. En la prueba de micoparasitismo, las tres cepas resultaron ser
micoparasitos agresivos, colonizando al patdégeno (100%). Y en la prueba de
antibiosis, los metabolitos secundarios obtenidos del Trichoderma nativo se logro
con un 50.96% de inhibicién micelial de B. fabae, seguidos de T. harzianum, T.
viride con 43.53y 40.39% respectivamente.

e Los valores de Area bajo la curva de progreso de la enfermedad (AUDPC) fueron
significativamente menores en todos los tratamientos que recibieron aplicaciones
de Trichoderma spp que el testigp (AUDPC = 166.56), siendo la mejor
concentracion 1x108ufc del Trichoderma nativo con un valor de AUDPC= 32.44.

e Los mejores rendimientos se obtuvieron con las concentraciones D7 (1x107 ufc)
y D8 (1x108 ufc) con 8,956 kg/ha y 8,467 kg/ha respectivamente, a diferencia del
testigo que obtuvo 3,000 kg/ha.
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VI. RECOMENDACIONES

e Realizar estudios In vitro sobre la capacidad antagdnica de hongos nativos de
haba y su biocontrol frente a Botrytis fabae, Alternaria alternata y Uromyces
fabae,

e Realizar estudios de identificacion y caracterizacion de cepas nativas
deTrichoderma

e Realizar estudios sobre la aplicacion de Trichoderma sp. (nativos) en
diferentes variedades de haba para asi ver resultados de comparacion en las
caracteristicas agronémicas y el biocontrol de distintas enfermedades.

e Realizar inoculaciones de cepas nativas de Trichoderma spp. de semillas y

para evaluar el comportamiento de la planta en el cultivo de haba.
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ANEXOS

Figura 27.Distribucion de tratamientos, surcos, blogues segun Disefio experimental de
Bloque Completo al Azar en parcelas divididas con un arreglo factorial 3X4 con 3
repeticiones en el distrito de Chucuito de la provincia de Puno, durante la campafia

agricola 2017-2018.
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Tabla 17. Primera evaluacién de la severidad (%) a los 90 dds de la mancha chocolate
(Botrytis fabae) del cultivo de haba (Vicia faba) en hojas de plantas de haba tratadas con
cepas de Trichoderma spp. con diferentes concentraciones en el distrito de Chucuito.

BLOQU | TRATAMIEN | HOJA | P1 | P2 |P3 | P4 | 5 P6 |P7 |P8 | P9 Prom

E TO S
| 12

| 12
| 12
| 13
| 13
| 13
| 15
| 15

o

0 0.00
0.00
2.00
0.60
0.10
0.10
0.60
0.50
0.10
1.30
0.00
0.00
1.20
0.40
0.80
0.00
0.10
0.50
1.00
0.70
0.50
0.90
0.60
0.00
0.40
0.40
0.40
1.50
0.00
0.10
1.50
0.10
0.00
0.60
0.00
0.30
0.70
0.00
0.00
0.30

o

N
o

[y
(8]

N| P O O O O| | O] O] Of k| O] O] O] W| O Of | O] O] W| O ©Of | o]l o| ©

=
o

o

Wl Wl W A~ D DO O O © © ©f O O O N| N| N o O ©

o

[y
SN
[y
o

[y
SN

[y
SN

[y
[N

[y
[N

[y
[y

R Wl N P W N R W N R W N R W N R W N R W N R W N R W N R W N R W N R W N R W N

O O O O] O O] O] O] O] O] O] O] O] O] O] O] O O] O] O] O] O] O] O] O] O] O] O] O] O] O] O] O] O] ©O|] O] ©O|] ©O|] ©|] ©

O O Of O O O k| O O P O O] O] O] O | O O] O] N[ N| N O] O] O] V| O] V| O] O] U] O] O] O] O] ©O| ©

O O Of N Of Of k| Of O N P O] M| O] M| O Of O] O] M| O] O] O] O] O K| M| O] O] O] O] O | O] O] O] O] O] ©O|] ©

O O of o] ol o o] o] o o] O O] k| O] O] O O O | O] O] O] O O] O] M| O] M| O] O] O] O] O] O k| O] | O] O] ©

O O Of W| k| O | O O O O O] O N[ | W| O O] W| O] O FP| O] O] O] V| O] O] O] O] O] O | O] O|] | O] O] O] ©

R O Of O O O] O] O] O] O] O] O] V| O] O] O] O O] O] ©O| UI| O UI| O] O] O] | O] O] O] O] O] O] O] O] O] W| O] ©o| ©

O O Of O] O O O] O] O] O] O] O] O] O] O] O O O] O] O O | O] O] O] O] | M| O] O] O] O] O] O] O] O] ©O|] ©O|] ©| ©

O O] O] O] O] Ol O] O] O] O] O Ol O] O] O] O] ol of | O] O| | O Of O] O] O] W| ©Of O W| Oo| O| r| O o ol o| o| ©

O O of o o o o] Of k| N O O] O] O] O] O O O] O] o O M| O O] O k| O] O] O O] O] k| W| N O O] k| O] O] Ok T

N| O] O] N[ M| O] O] O] ©

R N NN

108

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



0.60
0.10
0.70
0.10
1.20
0.70
0.20
0.00
0.60
0.00
0.50
0.30
0.00
0.00
0.70
0.10
0.00
0.80
0.10
0.10
0.70
0.00
0.20
0.60
0.10
0.00
0.20
0.00
0.10
0.90
0.10
2.00
0.40
0.40
0.50
0.60
0.50
1.10
0.90
0.30
0.00
1.20

15

10
10
15
15
15

13
13
13

11
11
11
14
14
14
12
12
12
10

109

repositorio.unap.edu.pe

tesis

ente esta

No olvide citar adecuadamen

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

UNIVERSIDAD

e

o]




UNIVERSIDAD

e

o]

()
p
<
—
a
=
<
—
Ll
[a)
—
I
pa
o
]
I
pa

(g°)
c
S
(=}
—J
=
=
v
=)
o
=
©
=
wv
o
o
(5}
(2

g8 BBIRIRSEIB SRR BRRIRKIZEI SRS EBEEESIBEIERIEEIRIZIERIE|E|E
N O |O O |O |+ |0 |0 |+d |0 |+ |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 || |0 |d|o|o|d |0 |0 |0 |0 |0 |+ |0 |0 |0 |0 |o|o|o|o|o|o |o |o
n_un/_uooo03003303000000001001000000026000000000002
o o m |0 |©O|N O oo |o|o|H|o|o o |o|o|o|o|o oo ||| |o|o|o|jo|o|o|N o |o|jo|o|o|o|o|o|o|o|o|o (o
o O O |0 |©O |0 |0 |0 |+ |0 |0 |0 |0 |0 |0 || |0 |0 |0 |+ N |0 |+ |0 |0 |+ |0 |0 |0 |0 |0 |0o|jom|o|o|N (o | |0 |0 |o (-
OO100200m000025022001000000000000000001102100
o O O |0 |0 | | |o o |o|o|o|o|o|o|o|H |0 |o|ofooojoMmMm Mmoo ||| | | (N |Hd |0 |0 |0 | (N (o || | |o (|-
O |O |+ |O |N |h |O |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |N|O |0 |0 |+ |0 ||t | |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 |o|0|N |0 |o|m|o|o|o|o |o |o
O |O |O |O |0 |0 |0 |0 |N |O |00 |O|Nmm|O |0 |N|N|N|N |©O |0 |N |O |0 |0 ||| |o|om|o|O0|N |0 |o|o|o|o|o|o|o|o
o O MmO |0 |N O |0 |0 |0 |0 | |0 |0 |0 |0 |0 |N |0 |0 |0 |0 |0 |N|N |0 | |0 |0 |0 |0 |0 |+ |0 |0 |N |0 |0 |0 |0 |o |0 |0 |0 |N
o |O |O |0 |0 |0 |0 |0 |0 | |0 |0 |0 |0 |0 |0 |0 || ||| ||| ||| ||| |o|o|o || |o|o|jo|o|o|o|o|o |o
N M |+ N ™M |+ N |M|d | N ™M|d N M| N M| N M|d|N M| |N M| N M| |N M| |N M| |N M|+ |N ™M || N | m |

110

repositorio.unap.edu.pe

tesis

ente esta

No olvide citar adecuadamen



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

1l 3 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0.20
1 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00
Il 4 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0.30
1 4 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00
1 4 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00

Tabla 18.Segunda evaluacién de la severidad (%) a los 115 dds de la mancha chocolate
(Botrytis fabae) del cultivo de haba (Vicia faba) en hojas de plantas de haba tratadas con
cepas de Trichoderma spp. con diferentes concentraciones en el distrito de Chucuito.

BLOQ | TRATAMI | P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 | Pro
UE ENTO m
| 12 1.20

| 12 1.00
| 12 0.00
| 13 0.50
| 13 1.70
| 13 1.10
| 15 2.10
| 15 1.00
0.40
1.40
3.20
0.70
2.70
1.20
1.40
4.50
2.30
0.00
0.60
0.90
0.30
2.40
1.00
1.50
0.20
1.00
0.80
0.70
0.10
0.30
2.00
1.80
0.50

5
1
0
0
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1l 8 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0.30
1 8 0 1 0 1 0 0 0 3 2 0 0.70
Il 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00
1 11 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 0.40
1 11 0 0 0 0 0 0 0 7 2 0 0.90
Il 11 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0.20
1 3 0 0 5 2 0 0 0 0 0 0 0.70
Il 3 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0.40
1 3 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0.30
Il 4 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0.20
Il 4 2 0 0 3 0 0 2 0 0 0 0.70
1 4 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0.10

Tabla 19.Tercera evaluacion de la severidad (%) a los 135 dds de la mancha chocolate
(Botrytis fabae) del cultivo de haba (Vicia faba) en hojas de plantas de haba tratadas con
cepas de Trichoderma spp. con diferentes concentraciones en el distrito de Chucuito.

BLO | TRAT |[P1 |P2 |P3 [P4 |P5 |P6 |P7 |P8 |P9 |P10 | Prom
QUE | AMIE
NTO
[ 12

2

| 12 2
| 12 3
5

5

1.40
1.10
1.50
1.50
2.10
4.10
4.30
1.40
3.20
0.40
0.60
2.80
0.50
1.40
1.40
3.50
0.50
0.40
0.60
4.50
1.40
2.80
4.40
4.40
1.60
3.00

| 13
| 13
| 13 10
| 15 25
| 15
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1 1 0 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0.30
11 12 0 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0.40
1 12 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0.20
11 12 0 3 2 2 1 0 0 0 0 0 0.80
11 14 0 2 2 0 4 0 0 2 0 0 1.00
1 14 0 0 0 0 2 4 0 0 2 0 0.80
11 14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00
1 8 0 2 0 0 3 0 2 0 0 0 0.70
11 8 0 0 0 1 3 4 0 0 5 1 1.40
1 1 0 1 0 0 1 0 0 4 2 0.90
1 11 2 3 5 1 0 2 0 2 0 0 1.50
11 11 0 1 0 0 0 0 0 2 1 0 0.40
1l 11 0 0 2 0 0 0 0 3 0 0 0.50
11 3 0 0 0 0 1 0 0 0 2 2 0.50
1l 3 0 0 0 0 2 1 0 0 0 0 0.30
11 3 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0.20
11 4 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0.40
1l 4 2 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0.60
11 4 5 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0.70
dds: dias después de la siembra.
Prom: Datos promedio de severidad de tres hojas.
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Tabla 20. Medicion del crecimiento radial (cm) de Botrytis fabae en presencia de los
controladores bioldgicos (Diametro del disco = 0,5 cm).

TRATAMIE | MATRA | PLACA CRECIMIENTO Promed
NTO 4 A B C D
TH 1 1 15 1.4 15 1.7 1.53
2 15 15 1.6 15 1.53
3 1.7 1.8 1.7 1.7 1.73
2 1 1.8 1.8 1.8 1.7 1.78
2 15 15 15 1.6 1.53
3 1.6 1.6 1.7 1.7 1.65
3 1 1.7 1.6 1.6 1.6 1.63
2 1.7 1.7 1.7 1.6 1.68
3 1.8 1.7 1.9 1.8 1.80
TV 1 1 15 1.4 1.3 1.4 1.40
2 1.8 1.8 15 1.6 1.68
3 1.6 1.6 1.6 15 1.58
2 1 1.7 1.8 1.8 1.7 1.75
2 15 15 15 15 1.50
3 1.3 1.2 15 1.3 1.33
3 1 15 1.4 1.4 15 1.45
2 1.8 1.7 1.8 1.7 1.75
3 1.8 1.7 1.7 1.8 1.75
T2 1 1 1.4 1.3 1.2 1.4 1.33
2 1.3 1.2 1.3 1.3 1.28
3 1.4 1.6 15 15 1.50
2 1 1.4 1.4 1.4 1.4 1.40
2 15 15 15 1.3 1.45
3 1.7 15 1.4 15 1.53
3 1 1.2 15 1.3 1.2 1.30
2 1.3 1.3 15 15 1.40
3 15 1.6 15 1.4 1.50
T CONTROL | 1 1 2.5 2.7 2.8 2.7 2.68
PSA 2 2.4 2.7 2.8 2.3 2.55
2 1 2.4 25 2.4 2.5 2.45
2 2.8 2.7 2.4 2.8 2.68
3 1 2.4 2.4 2.6 2.4 2.45
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Tabla 21, Evaluacion de caracteristicas morfoldgicas de plantas del cultivo de haba
(Vicia faba) var. Blanca Gigante de Copacabana tratadas con cepas de Trichoderma spp
con diferentes concentraciones en el distrito de Chucuito de la provincia de Puno, durante
la campana agricola 2017-2018.

No olvid
NO V

prom prom | Prom
BLOQ | TRICH | DOSIS ngm ierom mm Ergm ;,Sp?ama ;,C;”am E DTOM
a
| T2 D8 159.70| 8.00| 24.80| 7420| 3720| 1480 9867
| T2 D7 14430| 570| 24.60| 5000| 3470| 1150 7667
| T2 D6 147.60| 6.10| 2040 36.10| 2540| 540| 3600
| T2 |TA 14040| 590| 18.10| 20.40| 2440| 420] 2800
| TH  |D8 151.60| 6.80| 24.80| 71.40| 3760 970 6467
| TH  |p7 150.60| 8.30| 3340 69.40| 4030| 17.50| 11667
| TH  |D6 149.90| 7.20| 2540| 53.20| 3340| 1000 6667
| TH [TA 12450| 420| 10.60| 27.80| 1890| 420) 2800
| TV |D8 15280| 6.30| 27.00| 5050| 3260| 1420| 9467
| TV |D7 15280| 6.20| 20.90| 4270/ 3550| 830 5533
| TV |D6 146.90| 590| 22.80| 46.80| 3320| 910 6067
| v |TA 139.00| 550| 1850 27.30| 3200 580 3867
I T2 D8 165.60| 8.80| 32.10| 67.20| 5040| 1090 7267
I T2 D7 14360| 800| 22.80| 75.60| 40:00| 15.00| 10000
I T2 D6 152.40| 7.80| 23.00| 4470 3900 840 5600
I T2 |TA 147.0| 6.60| 20.00| 46.00| 3380| 570 3800
I TH  |Ds8 129.10| 7.60| 30.70| e450| 3400| 13.80) 9200
I TH  |D7 147.00| 7.30| 2850 55.90| 4560| 1180 7867
I TH  |D6 132.10| 6.90| 3240 58.80| 3000 1070 7133
I TH [TA 138.80| 820| 2530 50.0| 2880 500 3333
I TV |D8 155.30| 8.00| 2330 47.10| 3490| 1370 9133
I V. |D7 15540| 7.90| 29.40| 4270 3510 9.90| 6600
I TV |D6 155.60| 6.70| 38.20| 35.30| 3600 680 4533
I V. |TA 139.00| 6.90| 21.00| 32.30| 3470 510 3400
1 T2 D8 153.60| 820| 28.80| 62.30| 4410| 1250 8333
1 T2 D7 14020| 1050| 36.60| 51.30| 5910| 1160 7733
I ) D6 139.30| 7.30| 2560 43.60| 2720 770 5133
1 T2 |TA 137.10| 7.90| 20.70| 36.10| 2680| 550| 3667
1l TH |D8 15470| 10.30| 29.20| 72.10| 4230| 1280 8533
1l TH  |D7 14730| 7.30| 2180 63.60| 2400| 1100 7333
I TH  |D6 13220| 6.90| 17.30| 33.20| 2260| 540 3600
I TH |TA 12370| 850| 2440| 27.00| 3250 430 2867
1l TV |D8 138.00| 8.80| 2360 47.50| 3470 870 5800
I TV |D7 149.30| 9.60| 24.60| 4620| 2970 760 5067
1l TV |D6 15420| 9.40| 3230 46.00| 3440| 910 6067
m v |TA 11960| 650| 2240| 24.90| 2820 450 3000
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Tabla 22. Precipitacion total (mm) y Temperatura media mensual (°C).

DATOS METEREOLOGICOS PRECIPITACIONES (mm)

ANOS | Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Agos Sept | Oct Nov Dic

2012 155.30 | 308.90 | 175.70 | 106.40 | 0.00 0.00 0.00 16.00 15.30 | 27.30 29.40 | 220.40

2013 179.70 | 179.10 | 94.00 | 4.50 20.90 | 15.00 | 29.40 | 16.90 13.70 | 47.20 | 58.10 | 161.80

2014 206.60 | 88.90 94.60 22.30 0.00 0.00 2.20 | 40.10 72.80 | 62.20 23.20 | 93.20

2015 148.00 | 180.00 | 196.00 | 133.30 | 5.00 0.00 | 2.80 13.90 29.50 | 82.70 | 51.30 | 46.62

2016 74.50 169.60 | 26.80 | 90.00 | 7.20 280 | 960 | 590 16.10

P 152,82 | 18530 | 117.42 | 71.30 | 6.62 3.56 | 8.80 18.56 29.48 | 54.85 | 40.50 | 130.51
(mm)

2017 150.20 | 162.40 | 138.60 | 34.00 | 8.00 4.00 12.00 | 1.30 65.10 | 40.90 | 28.60 | 100.40

2018 166.30 | 156.60 | 102.60 | 74.20 1220 | 16.30 | 44.30 | 3.60 0.00 105.90 | 16.70 | 124.70

P 158.25 | 159.50 | 120.60 | 54.10 10.10 | 10.15 | 28.15 | 2.45 3255 | 73.40 | 22.65 | 112.55
(mm)

DATOS METEREOLOGICOS TEMPERATURA MEDIA (°C)

ANOS | Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Agos Sept Oct Nov Dic

2012 11.60 10.70 10.50 | 9.80 8.30 740 | 7.30

2013 10.92 10.87 10.87 9.36 9.18 7.52 754 | 7.76 9.58 10.70 11.39 | 11.19

2014 10,86 11.06 11.06 | 1045 | 9.18 9.01 | 805 | 842 9.40 10.49 11.51 | 11.94

2015 10.42 11.09 10.64 9.97 9.07

2016 14.00 11.00 10.30 | 9.90 7.20 2.80 | 9.60 | 5.90 16.10 | 11.55 | 7.60 | 9.80

T(°C) | 11.74 10.94 10.67 | 9.90 8.59 6.68 | 812 | 7.36 11.69 | 10.91 10.17 | 10.98

2017 10.90 11.30 10.70 | 5.00 8.00 4.00 12.00 | 10.17 8.70 9.63 11.25 | 11.11

2018 10.11 10.05 10,11 1041 | 644 | 6.65 | 7.11 8.25 10.19 11.22 | 10.52

T (°C) | 10.51 10.68 10.70 | 5.00 9.21 5.22 9.33 8.64 8.48 9.91 11.24 | 10.81
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Tabla 23. Analisis de varianza del porcentaje de micoparasitismo en 4 dias.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1268.04 2 634.02 12.9 0.0067
Aislamients 1268.04 2 634.02 12.9 0.0067
Error 294.91 6 49.15
Total 1562.95 8

Cv:10.14 R2:0.81
Tabla 24. Analisis de varianza del porcentaje de micoparaitismo en 7 dias

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 450.2 2 225.1 2.72 0.1446
Aislamients 450.2 2 225.1 2.72 0.1446
Error 497.44 6 82.91
Total 947.64 8

CV:11.55 R2:0.48

Tabla 25. Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicion micelial de Botrytis fabae en
presencia de metabolitos inhibitorios de las especies Trichoderma spp.

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 176.31 2 88.15 14.27 0.0052
Tratamient 176.31 2 88.15 14.27 0.0052
Error 37.06 6 6.18
Total 213.37 8

CV:5.53 R2:0.83

Tabla 26. Andlisis de varianza del Area bajo la curva del progreso de la enfermedad
(AUDPC) de la mancha chocolate (Botrytis fabae) del cultivo de haba (Vicia faba) a
tratadas con cepas de Trichoderma spp en el distrito de Chucuito.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 222.95 13 17.15 11.15 <0.0001
bloque 4.54 2 2.27 1.48 0.2501
Cepa 141 2 0.7 0.46 0.6387
Dosis 198.31 3 66.1 42.99 <0.0001
Cepa*Dosis 18.69 6 3.11 2.03 0.1051
Error 33.83 22 1.54
Total 256.78 35

Cv:16.87 R%0.87
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Tabla 27. Analisis de varianza de la altura de planta (cm) de haba (Vicia faba) tratadas
con cepas de Trichoderma spp. con diferentes concentraciones en el distrito de Chucuito.

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 2719.8613 209.22 8.10 <0.0001
BLOQUES 319.90 2 159.95 6.19 0.0074
TRICHODERMA 123.23 2 61.61 238 0.1156
DOSIS 1694.67 3 564.89 21.86 <0.0001
TRICHODERMA*DOSIS 582.06 6 97.01 3.75 0.0101
Error 568.57 22 25.84
Total 3288.4335

CV:3.76 Rz 0.83

Tabla 28. Analisis de varianza del nimero de ramas de haba (Vicia faba) tratadas con
cepas de Trichoderma spp. con diferentes concentraciones en el distrito de Chucuito.

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo 1.19 13 0.09 2.73 0.0184

BLOQUES 0.80 2 0.40 11.92 0.0003
TRICHODERMA 0.01 2 0.01 0.19 0.8295
DOSIS 0.34 3 0.11 3.42 0.0352
TRICHODERMA*DOSIS 0.03 6 0.01 0.17 0.9834
Error 074 22 0.03

Total 192 35

CV:6.32 R20.62

Tabla 29. Andlisis de varianza del nimero de vainas de haba (Vicia faba) tratadas con
cepas de Trichoderma spp. con diferentes concentraciones en el distrito de Chucuito.

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo 5.87 13 0.45 192 0.0861

BLOQUES 114 2 057 243 0.1114
TRICHODERMA 003 2 0.02 0.07 0.9329
DOSIS 355 3 1.18 5.02 0.0084
TRICHODERMA*DOSIS 115 6 0.19 0381 0.5731
Error 518 22 0.24

Total 11.05 35

CV:952 Rz0.53

Tabla 30. Andlisis de varianza del nimero de granos seco de haba (Vicia faba) tratadas
con cepas de Trichoderma spp. con diferentes concentraciones en el distrito de Chucuito.

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo 31.06 13 2.39 7.01 <0.0001

BLOQUES 1.09 2 0.55 1.60 0.2238
TRICHODERMA 548 2 2.74 8.04 0.0024
DOSIS 2244 3 748 2196 <0.0001
TRICHODERMA*DOSIS 205 6 0.34 1.00 0.4473
Error 749 22 0.34

Total 38.56 35

CVv:8.37 R2z0.81

122

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

#’ﬂ UNIVERSIDAD

Tabla 31. Andlisis de varianza del nimero del peso seco de biomasa (g) de haba (Vicia
faba) tratadas con cepas de Trichoderma spp. con diferentes concentraciones en el distrito

de Chucuito.

F.V. sC 4l CM F p-valor
Modelo 1231.1213 94.70 2.24 0.0463
BLOQUES 139.54 2 69.77 1.65 0.2153
TRICHODERMA 125.68 2 62.84 1.48 0.2485
DOSIS 654.71 3 218.24 5.15 0.0075
TRICHODERMA*DOSIS 311.19 6 51.86 1.23 0.3313
Error 931.39 22 42.34
Total 2162.5135

CV:19.00 R20.57

Tabla 32. Andlisis de varianza del nimero de Peso de grano seco de haba (Vicia faba)
tratadas con cepas de Trichoderma spp. con diferentes concentraciones en el distrito de

Chucuito.

F.V. sC 4l CM F p-valor
Modelo 374.92 13 28.84 7.38 <0.0001
BLOQUES 12.77 2 6.38 1.63 0.2181
TRICHODERMA 824 2 412 1.05 0.3654
DOSIS 316.10 3 105.37 26.96 <0.0001
TRICHODERMA*DOSIS 3781 6 6.30 1.61 0.1909
Error 85.99 22 3.91
Total 460.91 35 CV:21.43 Rz0.81

Tabla 33. Andlisis de varianza del rendimiento (kg/ha) de plantas de haba (Vicia faba)
tratadas con cepas de Trichoderma spp. con diferentes concentraciones en el distrito de

Chucuito.

F.V. SC al CM F p-valor

Modelo 166632121.61 13 12817855.51 7.38 <0.0001

BLOQUES 5675272.06 2 2837636.03 1.63 0.2181
TRICHODERMA 3662916.06 2 1831458.03 1.05 0.3654
DOSIS 140486997.56 3 46828999.19 26.96 <0.0001
TRICHODERMA*DOSIS 16806935.94 6 2801155.99 1.61 0.1909
Error 38219885.94 22 1737267.54

Total 204852007.56 35 CV: 2143 Rz 0.81
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PANEL FOTOGRAFICO:
A. Campo

+

Figura 29. A. Germinacion del cultivo de haba B. Formacion de hojas del cultivo de
haba.
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Figura 31. Muestra de sintomas de la mancha chocolate (Botrytis fabae) en el campo
experimental- chucuito.
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Figura 32. Mochilas asperjadoras para la aplicacion de Trichodermas spp. con diferentes
concentraciones en el cultivo de haba en el distrito de Chucuito.

Figura 33. Aqui se observa A. Forma de dilucion del sustrato de cebada con Trichoderma
spp. en agua de pozo. B. Echar el agua diluida de Trichoderma spp. a la mochila
aspejadora para asi luego aplicar en el campo de investigacion.
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B. Laboratorio

Figura 34. Prueba de Antibiosis. Tratamientos con cepas de Trichoderma spp. en la
Agitadora por 7 dias. Y obtener metabolitos solubles. Laboratorio de Sanidad Vegetal
UNA-PUNO. Junio 2108.

Figura 35. Forma de zarandear los metabolitos solubles a un tubo centrifuga para luego
plaquear. Laboratorio de Sanidad Vegetal UNA-PUNO. Junio 2018.

Figura 36. Plaqueo de los metabolitos solubles de Trichodermas spp para luego medir la
inhibicion micelial del hongo patogeno B. fabae.
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Figura 38. Resultados segun la prueba de Antibiosis, durante los 7 dias. Laboratorio de
Sanidad Vegetal. Junio 2018.

Figura 39. Resultados segun la prueba del Micoparasitismo a través del reaislamiento de
Botrytis fabae de cultivos colonizados por cepas de Trichoderma spp. Laboratorio de
Sanidad Vegetal. Junio 2018.
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