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Para evaluar el efecto de Trichoderma harzianum como inductor de resistencia a la pudricion blanca producida por
Sclerotium rolfsii. sobre plantas de caraota, (Phaseolus vulgaris L.) se determiné el comportamiento de las enzimas
peroxidasas (POX) y la incidencia final de la enfermedad (IE), en un ensayo bajo condiciones de umbraculo. El hongo
inductor, fue aplicado con una concentracién de 1 x 107 conidias/mL a semillas de P. vulgaris cv. “Magdaleno” (cvM)
y cv “Tacarigua” (cvT). Tres dias posteriores a la aplicacion, se colocaron 3 esclerocios del patdogeno, en el cuello de
las plantas y se dispusieron bajo un diseflo completamente al azar con cuatro tratamientos y cuatro repeticiones. Las
muestras de las hojas fueron sometidas al analisis de las enzimas, desde el dia 1 al dia 7 post-inoculacion. La
separacion de las isoenzimas se realiz6 mediante electroforesis en geles de poliacrilamida. Se encontré que la
actividad POX se indujo a las 24 horas posteriores a la aplicacion de T. harzianum y se mantuvo hasta el dia siete. La
actividad de la enzima fue inducida por el patdgeno, al quinto dia en el cvT y al segundo dia en el cvM, revelando que
potencialmente puede ser considerado un material resistente. Los resultados coincidieron con los encontrados en el
ensayo bajo condiciones de umbraculo ya que la IE disminuyé a 46% en el cvM demostrando la importancia de
realizar estudios bioquimicos para determinar el momento y frecuencia de aplicacion del inductor, para disefiar un

manejo integrado de la enfermedad a lo largo del cultivo.
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To evaluate the effect of Trichoderma harzianum as resistance inducers against white rot Sclerotium rolfsii. in bean
(Phaseolus vulgaris L.) peroxidase enzymes (POX) and Final Disease Incidence (DI) an experiment was set, using
the fungi in greenhouse conditions. The fungus inductor, under the commercial formulation was applied at a
concentration of 1 x 107 conidia / mL to seeds of P. vulgaris cv. "Magdaleno" (cvM) and cv "Tacarigua" (cvT). Three
days after the application was placed 3 sclerotia of the pathogen in the crown of the plants and placed in a completely
randomized design with four treatments and four replications. Samples leaf to analysis of enzymes; from day 1 to day
7 post-inoculation were subjected. The separation of the isoenzymes was performed by polyacrylamide gel
electrophoresis. The activity was induced POX 24hours after the application of T. harzianum and maintained until day
seven. The enzyme activity by the pathogen was induced, fifth day in the cvT and second day at the cvM, revealing
that potentially can be considered a resistant material. The results were consistent with those found in the assay under
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Key words: greenhouse conditions as DI decreased to 46% in the cvM demonstrating the importance of biochemical studies to
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determine the timing and frequency of application of the inductor, to design an integrated disease management along
the crop.
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Introduccion

La caraota (Phaseolus wvulgaris L.) es un
componente de gran importancia en la dieta de la
poblacion latinoamericana, por ser la leguminosa
que representa la principal y mas econdémica
fuente de proteina (22%) y calorias (390 cal/100
g), destinada al consumo humano (Morros 2000).
El cultivo en Venezuela, tiene gran jerarquia en
los programas de rotacion, por su capacidad de
fijar el nitrogeno atmosférico, como mejorador de
la fertilidad de los suelos y abono verde (Ramirez
et al 1998).

A pesar de ser un cultivo con un alto potencial
productivo, una diversidad de factores afecta
negativamente su productividad, lo que conllevan
a un bajo rendimiento del cultivo, entre ellos
destaca la pudricion blanca causada por el hongo
Sclerotium  rolfsii.  Sacc., que, provoca
inicialmente en la planta clorosis leve, seguida de
una marchitez y colapso generalizado en estados
avanzados, donde puede observarse el micelio
algodonoso que forma esclerocios como principal
forma de diseminacion. Con miras a establecer un
combate efectivo del hongo, enmarcado dentro del
manejo integrado de la enfermedad, se han usado
fungicidas (Rondon et al 1995), practicas
agronomicas como el empleo de diferentes tipos
de suelos (Diaz-Polanco y Salas 1975) frecuencia
de riego, abonos verdes y humus (Flores et al

1993, Ramirez et al 1998) y el control biologico,
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con diferentes especies de Trichoderma,
evaluando su capacidad antagonista, combinada
con otras practicas tanto bajo condiciones de
umbraculo como de campo (Latiegue, 1990, Arcia
& Rodriguez 1993, Garcia & Lopez 1993). Esta
alternativa ha logrado reducciones significativas
en la densidad de esclerocios en suelo (Harman et
al 2004), proporcionado un mayor crecimiento
radical y foliar, mejora la absorcion de nutrientes,
facilitando la germinacion de semillas e
incrementando su desarrollo 'y produccion
(Kleifeld & Chet 1992, Monte 2001). Se ha
evaluado su efecto como inductor de mecanismos
defensivos locales y sistémicos, ya que cepas del
antagonista son capaces de establecer una
interaccion con las raices (Benitez et al 2004,
Harman et al 2004) conduciendo a la acumulacion
de moléculas de defensa, que incluyen: la
produccion de peroxidasas y compuestos fendlicos
(Howell & Puckhaber 2005, Howell 2003), la
acumulacion de hidrolasas, quitinasas, glucanasas,
deposicion de polimeros estructurales, como la
lignina y glicoproteinas ricas en hidroxiprolina
(Whipps et al 2001, Yedidia 2003). Estos
mecanismos de induccion de resistencia (IR) son
similares a la respuesta hipersensible (RH)
resistencia sistémica adquirida (RSA) y resistencia
sist¢émica inducida (RSI), a nivel molecular
inducen la expresion de las enzimas peroxidasas
consideradas como parte de una respuesta de
defensa no especifica iniciada posterior al ataque

de un fitopatdgeno, confiriéndole resistencia.
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Algunas modificaciones de pared, durante el
proceso de colonizacion del hongo biocontrolador,
represion del agente causal de enfermedades en
plantas pueden desempenar distintas funciones en
los complejos procesos de reconocimiento como
de posible reaccion defensiva (Benitez el al 2004).
Los cambios detectados en estas enzimas pueden
revelar la sensibilidad que poseen los sistemas
isoenzimaticos para mostrar que Trichoderma
puede activar el nivel basal de defensa o mejorar
la capacidad para activar rapida y eficazmente las
respuestas defensivas celulares mediante un
proceso  conocido como  "sensibilizacion"

"preparacion” o “priming” (Conrath et al 2002).

La evaluacion de las posibles alteraciones de
sistemas enzimaticos implicados en la respuesta
defensiva de plantas de P. vulgaris en presencia
del patogeno, asi como, sobre la incidencia de la
enfermedad, permitiria confirmar si existe un
estimulo eficaz, por parte de este hongo y
constituiria ~ una  plataforma  para las
investigaciones  destinadas a resolver la

problematica que limita la produccion del cultivo.

Con base a este marco referencial, la presente
investigacion se planteé como objetivo evaluar el
efecto de la aplicacion Trichoderma harzianum
como inductor de resistencia a la pudriciéon blanca
de la caraota (Phaseolus vulgaris L) producida por
Sclerotium rolfsii bajo condiciones de umbraculo
analizando el incremento de la actividad
peroxidasa y su implicacién con la resistencia

frente a la enfermedad.
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Materiales y métodos

Lugar de estudio para andlisis bioguimico. El
ensayo se llevdo a cabo en las instalaciones del
campo experimental EXPERTA y del laboratorio
de Genética Molecular del CIBA- UCV.

Obtencion del patdégeno. La cepa de Sclerotium
rolfsii utilizada, provino de la Coleccion del
laboratorio de EXPERTABIOL y los esclerocios
necesarios para la ejecucion del ensayo, fueron
obtenidos a partir del cultivo del hongo
fitopatdgeno en medio de cultivo papa dextrosa
agar (PDA) al 1.5 %, pH 6.5 en cajas Petri de 90
mm de didmetro esterilizadas en autoclave durante
20 minutos a 15 libras de presion (121 °C) e
incubadas a temperatura ambiente  bajo
condiciones de laboratorio, (con una temperatura
promedio de +28° C y una Humedad Relativa de
+65%) hasta la formacion de los esclerocios

aproximadamente 12 dias.

Se sembraron semillas de caraota (P. vulgaris) cv.
“Magdaleno” (cvM) y cv “Tacarigua” (cvT) sin
manchas, decoloraciones o lesiones sobre su
superficie 'y pertenecientes al Banco de
Germoplasma del INIA- CENIAP Maracay.

Como inductor de resistencia se utilizo el producto
comercial Tricobiol” (Agrobica C.A) que se aplico
mediante la técnica de inmersion propuesta por
Fernandez-Larrea (2001), que consiste en
sumergir semillas sanas durante 20 minutos en una
suspension preparada con de 1.7 g 10 L™ de agua
destilada esterilizada (ADE), se ajust6 a una
concentracion final de 1x 10’ conidias/mL".
Seguidamente, se retiraron y colocaron sobre

papel adsorbente esterilizado para retirar el exceso
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de agua. Las semillas testigo fueron sumergidas en
una solucion de ADE. Posteriormente, se
sembraron en potes plasticos (9 x 9 x 8§ cm),
contentivos de una mezcla de sustrato y arena en
proporcién (1:1) previamente esterilizada con

vapor, a 121° C durante una hora.

Una vez que emergieron los cotiledones, T.
harzianum fue nuevamente aplicado en igual dosis
que la inicial, con un volumen de SmL por planta.
El hongo patégeno fue inoculado colocando 3
esclerocios por planta, en el cuello de las mismas a
los tres dias posteriores a la aplicacion del
antagonista (dpa). Las plantas testigo, solo
recibieron ADE. Una vez inoculadas, las plantas
se mantuvieron bajo condiciones de umbraculo.
Cada unidad experimental (UE) consistio en tres
plantas por repeticion y se dispusieron bajo un
disefio completamente al azar, para un total de
cuatro tratamientos con cuatro repeticiones por
tratamiento que quedaron conformados de la
siguiente forma: Testigo (Tes), Tricobiol® (T), S.
rolfsii (S), Tricobiol® + S. rolfsii (T+S).

Preparacion de las muestras para los estudios
bioquimicos. Para determinar los cambios en la
expresion de peroxidasas (POX) en cada muestra
vegetal, se colectaron en el umbraculo 3 muestras
de  hojas totalmente extendidas de caraota
provenientes de cada tratamiento, el 1 hasta el 7
dpa. A continuacion se envolvieron en papel de
aluminio, identificadas, y acondicionadas dentro
de una cava con hielo seco bajo una temperatura
de aproximadamente 5+2° C siendo transportadas
hasta el laboratorio (10£2° C) donde se pesaron en

una balanza analitica Ohaus® Adventurer™.
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Fueron resguardadas en bolsas plasticas vy
congeladas inmediatamente en un freezer a -20°C,
para su almacenamiento, conservacion y posterior

analisis enzimatico.

Extraccion de las enzimas. La obtencion de los
extractos enzimaticos, se realiz0 macerando el
material vegetal en nitrogeno liquido y se
homogeniz6 con tampon de  extraccion
conformado por 100mM Tris, pH 7, al 1% y
Glutation en una relacion de 1:2 (tejido: tampon).
Posteriormente el  extracto  vegetal  fue
centrifugado a 4° C durante 20 minutos a 5000
rpm. Se tomaron 15uL del sobrenadante y se
coloco una gota de Azul de bromofenol para
marcar el frente de la corrida. Las electroforesis se
llevaron a cabo en geles de poliacrilamida bajo
condiciones nativas de los diferentes extractos, de
acuerdo con Laemmli (1970), sobre geles de
acrilamida en un sistema de amortiguadores
discontinuo, adaptado para electroforesis vertical,
con dos repeticiones por peroxidasas (POX). Para
las tinciones especificas, el gel se sumergié en una
solucion de revelado para POX, hasta la aparicion

de las bandas.

El estudio de sistemas de POX implicados en la
respuesta defensiva de la planta por el hongo
inductor s6lo y combinado con el patogeno, fue
establecido con base en el niimero, la posicion e
intensidad relativa de la tincién de cada banda,
para ser utilizados como marcadores bioquimicos
en la comparacion de los tratamientos que
provocaron en mayor o menor grado y la duracién
de la respuesta defensiva por parte del hospedante.



Jiménez Maria A. et al

J Selva Andina Res Soc

Pruebas bajo condiciones de umbraculo. El
ensayo se efectu6é en bandejas en un invernadero,

en las instalaciones del campo experimental
EXPERTA- U.C.V.

Incidencia de la pudricién blanca de la caraota.
Los tratamientos definidos para el ensayo donde se
determiné la incidencia de la enfermedad (IE),
fueron: plantas inoculadas con el patogeno (S) y
semillas y plantas tratadas con Trichobiol® e
inoculadas con el patéogeno (T+S) como se
describi6 en la prueba anterior. Para ello se
prepararon 40 bandejas plasticas (30 x 25 x 14 cm
de profundidad) con sustrato esterilizado. Se
sembraron semillas de caraota tratadas con una
suspension ajustada a una concentracion final de
1x 10 conidias/mL™". Una vez que emergieron los
cotiledones, se aplico nuevamente el hongo

inductor como se describio en el ensayo anterior.

El patogeno, se inoculd colocando 1 esclerocio del
hongo en cada extremo de la bandeja y en el
centro de la misma (equidistantes a 15 cm
aproximadamente) y mezclandolos posteriormente
con el sustrato. Todo esto se realizdo 3 dias
posteriores a la aplicacion del inductor. Cada UE
consistid en una bandeja con 15 plantas c/u,
separadas por una distancia de 5 cm con total de 5

esclerocios por UE.

Las UE’s se dispusieron en un disefio en bloques
al azar que incluyé 3 tratamientos para cada
cultivar, con 5 repeticiones cada uno. En cada
evaluacion se midi6 la incidencia de la
enfermedad (IE) considerando como numero de
plantas enfermas y nimero de plantas evaluadas
para cada UE expresada en porcentaje, de acuerdo

con la formula propuesta por Ramirez et al (1998)
35

(IE) = N° de plantas enfermas/ N° total de plantas x 100

Anélisis estadistico. Los resultados obtenidos para
cada caso, se sometieron a un analisis de varianza
(P<0.05); se realizo la prueba de comparacion
multiple de Tukey, para ello se utiliz6 el programa
estadistico STATISTIX version 8.0. con el fin de
determinar los tratamientos que produjeron el
menor porcentaje de plantas muertas y la menor IE

por la aplicacion del hongo antagonista.
Resultados

La figura 1 muestra el efecto de la aplicacion de
los tratamientos sobre plantas de Phaseolus
vulgaris cv “Magdaleno” (cvM) y cv “Tacarigua”
(cvT) respectivamente.

Los perfiles electroforéticos de extracto de hojas,
tomadas del 1 al 7 dia postaplicacion (dpa)
permiti6é observar los tratamientos que provocaron
en mayor o menor grado y la duracion de la
respuesta defensiva por parte del hospedante. En
la figura 1A mostr6 que la respuesta defensiva se
observo en el cvM, a las 24 horas (ldpa) y
aumento a las 48 horas (2 dpa) detectd dos
isoformas de la enzima en aquellas plantas donde
se aplico el tratamiento Sclerotium rolfsii (S). Una
isoforma se indujo con mayor magnitud al dia 3,
se mantuvo durante los dias 5 y 6 e incremento6 su
intensidad el 7dpa, donde se observaron
nuevamente 2 isoformas. Aquellas plantas donde
se aplicé Trichobiol® (T) la respuesta defensiva se
observo al 1dpa revelando que el hongo
biocontrolador puede inducir la expresion de
dicha enzima, a partir de las 24 horas posteriores a

su aplicacion. Se detectaron dos isoformas con un
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incremento de la intensidad. En el tratamiento
donde se aplicaron el hongo antagonista con el
patogeno (T+S cvM) la expresion enzimatica se
observo al 3 dpa y se mantuvo hasta los 7 dpa, de
esta manera la respuesta permanece por mayor

tiempo cuando se aplica el inductor bioldgico y

Figl Plantas de Phaseolus vulgaris

tratadas con Trichoderma harzianum e inoculadas con S. rolfsii.

posteriormente se expone a la planta frente al
patogeno. Sin embargo, este ultimo no logré que
la actividad de la enzima se expresara a las 24 o 48
horas cuando se le compard con los tratamientos S
y T.

Patréon

izoenzimatico de peroxidasas en hojas correspondientes a: cv “Magdaleno” (A) y (B) cv “Tacarigua” (Tes) plantas
testigo. (S +T) plantas inoculadas con S. rolfsii tratadas previamente con T. harzianum. (T) plantas tratadas con T.
harzianum y (S) plantas inoculadas con S. rolfsii. Muestras tomadas del 1 al 7 dia pos aplicacion (dpa).

Tes ST S T1

Tes S T S+T1 2

Tes S+T S T1

Tes

(A)

La figura 1B muestra el efecto de los tratamientos
sobre la actividad de las POX en las plantas cvT
donde se observo que la respuesta inducida se
presento a los 4dpa y aparecen dos isoenzimas el 5
dpa al aplicar S, denotando una respuesta tardia
cuando se le compar6 con el cvM. El andlisis de
los cambios en la expresion de las POX cuando se
aplico el tratamiento T, evidencid6 la mayor

expresion a los 3dpa y se mantuvo hasta el ultimo
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(B)

dia de evaluacion. Al aplicar ambos hongos (T+S)
las planas tratadas presentaron una modificacion
en el comportamiento de la enzima, observandose
tres bandas desde las 24 horas, de las cuales dos se
mantuvieron hasta el 7 dpa, cuando se le comparo
con el resto de los tratamientos.

Pruebas bajo condiciones de umbréaculo. La tabla

1 muestra el efecto de los tratamientos sobre la
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incidencia (IE) de la pudricion blanca de la caraota
(pb) donde se pudo observar que los mayores
valores en la IE se evidenci6 en el tratamiento
donde se aplicd el patogeno solo en el cultivar
Tacarigua (S c¢vT) y la menor en aquellas plantas
tratadas con Tricobiol® y posteriormente
inoculadas con S rolfsii pertenecientes al cultivar
Magdaleno (T+ScvM) disminuyendo asi la pb en
un 46% e indicando que este genotipo logro
responder frente al patdégeno cuando se aplico
previamente el biocontrolador.  Resultados
contrarios se observaron en aquellas plantas donde
se aplico el inductor y luego el patogeno en el
cultivar Tacarigua (S+TcvT), mostrando que no
hay induccion de la respuesta defensiva en dicho
material genético, al punto en que no se evidencio
diferencias significativas en la IE cuando se le
compar6 con las plantas inoculadas con el

patogeno solo.

Tabla 1 Efecto de los tratamientos aplicados a las
plantas de caraota (Phaseolus vulgaris) sobre la
incidencia de la pudricion blanca (IE) en un ensayo
bajo condiciones de umbraculo.

Tratamento IE (%)
S. rolfsii cv Tacarigua (ScvT) 77.280a
S. rolfsii cv Magdaleno (S cvM) 70.380ab

T. harzianum + S. rolfsii cv Tacarigua (T+S cvT) 63.966ab

T. harzianum + S. rolfsii cv Magdaleno (T+ScvM)  46.520b

CV.% 21.67

(*) Valores con la misma letra son estadisticamente iguales de
acuerdo con la prueba de Tukey (P<0.05). El coeficiente de
variabilidad indic6 una variacion relativamente baja para condiciones
de umbraculo.
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Discusidén

Fue evidente que se produjo un incremento de
actividad POX, cuando se aplico el patdégeno en
ambos cultivares y que dicha actividad aumento
con el tiempo de inoculacion. El analisis mostro
ademas, que las primeras 48 horas representan un
periodo crucial para la activacion de los
mecanismos de defensa. No obstante, al comparar
la respuesta por parte de los materiales vegetales
bajo estudio, fue evidente que el cvM respondid
con mayor intensidad pero, la duracion de la
respuesta de defensa se mantuvo hasta el dia siete,
evidenciando que debe realizarse una nueva
aplicacion en este periodo, si se desea mantener a

la planta protegida por mayor tiempo.

Las plantas de ambos cultivares tratadas con
Trichobiol® mostraron un aumento en la intensidad
de la banda, indicando el efecto positivo del
inductor sobre la induccion de respuesta. La
habilidad de cepas de Trichoderma para proteger
plantas contra patdégenos ha sido atribuida al
efecto que provoca el antagonista sobre el agente
patogeno (Harman et al 2004, Benitez et al 2004),
no obstante, los perfiles electroforéticos mostraron
que puede establecerse una asociacion entre la raiz
y el hongo benéfico. A nivel molecular, la
respuesta resultd que en un incremento en las POX
similar a la reaccion hipersensible que ha sido
sefalada como un componente de la respuesta
temprana al ataque por parte de patogenos y
juegan un papel importante en la sintesis de
lignina, que limita el avance del patdégeno (Viterbo
et al 2006, Woo et al 2006).

La produccion de un ambiente fungitoxico, juega

un papel importante en la tolerancia de la planta a
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la colonizacién e intento del hongo inductor por
penetrar las células de las raices restringiendo el
crecimiento de la hifa dentro de los espacios
intercelulares (Yedidia et al 2000), esto explicaria,
la expresion de la enzima desde las 24 horas

después de la aplicacion del hongo benéfico.

Fue evidente que el hongo benéfico, puede afectar
la resistencia de planta frente al patégeno en los
cultivares evaluados, bien por la induccién de
reacciones basicas de defensa inmediatamente
después de aplicado o mejorando la capacidad de
respuesta rapida y perdurdé por mayor tiempo lo
que podria ayudar a disminuir la actividad del

patoégeno.

La actividad de la enzima fue mas elevada en
aquellos tejidos protegidos y que posteriormente
eran inoculados con el patégeno, evidenciando que
se hace necesario un lapso entre la aplicacion del
antagonista y el patogeno, probablemente porque
se requiere de un tiempo para activar los
mecanismos de defensa para la represion del
patogeno, esto demuestra el caracter preventivo y

no curativo de su aplicacion.

Las enzimas relacionadas con la oxidacion y los
compuestos fenolicos, son consideradas como uno
de los parametros importantes bioquimicos para la
resistencia a enfermedades y es por lo general,
mas alta en genotipos resistentes comparados con
los susceptibles (Chakraborty & Chatterjee 2007).
Esto podria explicar por qué que el cvT estuvo en
desventaja frente al patéogeno cuando se le
compard con cvM.

El conocimiento generado por los perfiles

electroforéticos indico que la respuesta decac a
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los 7 dias en ambos materiales genéticos, estos
resultados indican que, se pueden tratar las
semillas de las plantas con el antagonista al
momento de la siembra y posteriormente aplicarlo
con mayor frecuencia de modo que el hongo logre
asociarse y establecerse en las raices de las
plantas, y asi, provoque un estimulo defensivo y
adicionalmente actiie de forma directa sobre el

patogeno.

Al comparar los resultados obtenidos en el ensayo
bajo condiciones controladas con los mostrados en
los perfiles electroforéticos, se observo que el cvM
respondié rapidamente al patéogeno, sin embargo,
dicha respuesta no fue suficiente como para
suprimir totalmente la enfermedad. No obstante,
se comprobo que se puede lograr una reduccion
significativa de la pb hasta en un 46% en el cvM al
manejar al hospedante, aportandole condiciones
que le permitieron expresar su potencial
metabodlico lo que impidi6 el desarrollo del

patogeno.

Los resultados evidenciaron que se hace necesario
tomar en consideracion no sélo la dosis, sino la
frecuencia de aplicacion del hongo antagonista.
Fue evidente que Trichoderma puede afectar la
resistencia de planta al patdogeno, induciendo el
nivel basico de reacciones de defensa
inmediatamente después de su aplicacion en el
cvM, lo cual no fue observado en el cvT,
probablemente porque no se establecid una
relacion exitosa entre el hongo inductor y las
raices de las plantas, demostrando que cada
genotipo del hospedante se manifiesta de forma
diferente ante las cepas del hongo ya que no hay
especificidad en la respuesta tal como lo ha
sefialado Harman et al (2004).
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De acuerdo con el objetivo planteado y los
resultados obtenidos en la investigacion realizada

se llego a las siguientes conclusiones.

En los tratamientos donde se aplica Trichoderma
solo, patégeno solo y ambos interactuando, se
produce un aumento de la actividad peroxidasa
con el tiempo de inoculacién pero posteriormente

decae.

El empleo de Trichoderma en las plantas de
caraota como activador de los mecanismos de
defensa en la planta puede ayudar a mejorar la
capacidad de ésta para defenderse contra una
infeccion subsecuente, probablemente gracias a la
activacion mas rapida e incrementada de los genes

relacionados con la defensa.

Se hace necesario conocer mediante los
marcadores bioquimicos el momento de aplicacion
y la duracion de la respuesta para disefiar un
manejo integrado de la enfermedad a lo largo del
cultivo, que incluya: dosis, frecuencia de
aplicacion, para permitir que las plantas se
mantengan protegidas durante mayor tiempo, la
densidad de siembra y condiciones ambientales
predisponentes para la aparicion de la enfermedad
y generar condiciones que favorezcan la reduccion
de la incidencia de la enfermedad, bajo

condiciones de campo.
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