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RESUMEN

La produccién de haba en el altiplano se ve limitado por diferentes aspectos ya sean climaticos
0 que estan directamente relacionados con el propio cultivo el cual puede sufrir ataque de
plagas o aspecto patoldgico asi que el presente estudio se orienta a poder aportar a la
reduccion de patologias de origen fangico para esto se realizo el presente estudio en predios
del Municipio de Chicani Provincia Murillo del departamento de La Paz, con el objetivo de
evaluar el control de Botrytis con tres dosis de saponina de quinua (Chenopodium quinoa

Willd.) en su forma sobrenadante en laboratorio y en cultivo de haba.

La investigacion se realiz tres fases. En la primera fase en la zona de investigacion, se
identifico la enfermedad Mancha de Chocolate bajo los sintomas caracteristicos que se
presentan en el cultivo de haba; para recolectar muestras de partes de 6rganos dafiados para su
posterior aislamiento en laboratorio, en la fase dos en laboratorio se aislo el patdgeno para ser
identificado macroscopica y microscopicamente como Botrytis fabae y se realizé el control
con la aplicacion del extracto de saponina sobrenadante en tres diferentes dosis, y la tercera
fase en el cultivo de haba se realizé de acuerdo al disefio experimental, la aplicaciéon de
extracto de saponina sobrenadante en tres dosis (1/100, 1/1000 y 1/10000) y tres aplicaciones
durante el ciclo del cultivo con la finalidad de medir el comportamiento de este sobre el
patogeno Botrytis fabae, midiendo variables asi como también el rendimiento en el cultivo de
haba.

Concluyendo que la saponina sobrenadante en la dosis 1/100 fue la que mejores resultados

presento en laboratorio y en casi todas las variables propuestas.



ABSTRACT

Bean production in the highlands is limited by different aspects, whether they are climatic or
directly related to the crop itself, which can suffer a pest attack or pathological aspect, so the
present study is aimed at contributing to the reduction of pathologies Of fungal origin for this,
the present study was carried out on the premises in the Municipality of Chicani Murillo
Province of the department of La Paz, with the objective of evaluating the control of Botrytis
with three doses of saponin of quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) In its supernatant form in
laboratory and in bean culture.

The research was conducted in three phases. In the first phase in the research area, Chocolate
Spot disease was identified under the characteristic symptoms that occur in bean culture; To
collect samples of parts of damaged organs for later isolation in the laboratory, in phase two in
the laboratory the pathogen was isolated to be identified macroscopically and microscopically
as Botrytis fabae and control was performed with the application of the saponin extract
supernatant in three different And the third phase in bean culture was performed according to
the experimental design, application of supernatant saponin extract in three doses (1/100,
1/1000 and 1/10000) and three applications during the culture cycle With the purpose of
measuring the behavior of this on the pathogen Botrytis fabae, measuring variables as well as

yield in bean culture.

Concluding that the supernatant saponin in the dose 1/100 was the one that presented better

results in the laboratory and in almost all the proposed variables.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad la mancha de chocolate o Botrytis (Botrytis fabae) es una enfermedad capaz
de provocar dafios de importancia en el cultivo de haba y econdmicos al agricultor. Es comun
la presencia de esta enfermedad en zonas tradicionales de produccion de haba y su control es
muy diverso, dando preferencia al control quimico por ser el mas comun, pero a su vez el

tratamiento que provoca dafios al ambiente, salud y economia.

El factor mas importante para la aparicion de la Botrytis es la humedad, ya que es
indispensable para su desarrollo. Cuanto més alto sea el grado de humedad en el ambiente,
mas posibilidades tendran las plantas de contraer una infeccion por hongos. Como es el caso
del haba, que es un cultivo a secano, es decir que se produce en épocas de lluvia presentando

en esta época del afio condiciones Optimas para el brote y desarrollo de esta enfermedad.

Por otra parte se debe mencionar que existen fungicidas de origen organico capaces de poder
controlar ciertas patologias, como es el caso de la saponina que por sus propiedades quimicas

que seran descritas mas adelante, pueden ser utilizadas para repeler patologias flngicas.

Considerando lo anterior es que se procedid a realizar, el presente trabajo de investigacion,
donde se aplicd tres dosis de extracto de saponina de quinua (Chenopodium quinoa Willd.),
en su forma sobrenadante con el objetivo de controlar el hongo Botrytis sp. bajo condiciones

de laboratorio y su posterior aplicacion en cultivo de haba.

Asi mismo sefialar que investigaciones anteriores muestran que la saponina de quinua tiene un
papel de defensa contra plagas como los pajaros e insectos, a nivel de la maduracion

fisioldgica de la planta.



1.1 Antecedentes

A lo largo de la historia se ha observado la importancia de las plantas medicinales como
recurso para el tratamiento de enfermedades que afectaban a la poblacién. A finales del siglo
pasado, aun el 80% de la poblacion mundial utilizaban extractos de plantas medicinales como

remedio de numerosas enfermedades (Silva, 1997).

Por lo que se realizaron estudios en base a la extraccion de saponina, triterpenos son principios
activos de mayor importancia farmacéutica que presenta (Centella asiatica). Principalmente

son triterpenos pentaciclicos compuestos tipo ursano u oleano. (Silva, 1997).

Pagina Siete (2013), publicé que una empresa se esta preparando para comercializar la
saponina es Quinua Foods SRL, dedicada a la produccién de alimentos a base de quinua. El
jefe comercial de la empresa, Erick Sdenz, explica que se ha determinado que existen varias

empresas que utilizan este producto como fertilizante y en la industria cosmética en Bolivia.

La saponina se encuentra en la cascarilla de la quinua y es una sustancia cuyos beneficios se
han comprobado en campos como la cosmética, salud, agricultura y otros. En los Gltimos afios
se han desarrollado en el pais varios proyectos cientificos sobre los beneficios de la saponina.

Sin embargo, aln es casi desconocida y poco aprovechada.

La quinua (Chenopodium quinoa Willd.) es un cereal andino con alto valor nutricional. La
guinua destaca especialmente con su elevado contenido de proteinas de alto valor bioldgico. El
contenido y calidad nutricional de sus proteinas es mucho mayor que el de los cereales

comunes, como el trigo, arroz y maiz (Robles, s/f).

Sin embargo la quinua tiene un factor que limita su uso, y esto es su contenido de sustancias
amargas que se llaman saponinas. Las saponinas tienen la propiedad de hemolizar los globulos

rojos y son elevadamente toxicas para animales de sangre fria (Robles, s/f).



A medida que trascurre el tiempo van hallandose més plantas con saponinas que pertenecen a
géneros ya citados con estas. Y hay trabajos de investigacion sistematica que sefialan un gran

numero de dosis con resultado positivo. (Fontan-Candela, s/f)

Asi mismo sefiala: Ante este hecho, si bien en algunos trabajos se citan dosis de un género ya
marcado como saponico en las que no se encuentran estas sustancias, podemos suponer que el

no encontrarlas en las condiciones analizadas no quiere decir que no existan en otras.

Los problemas fitosanitarios en cultivos y en especial en el cultivo de haba, se pueden
manifestar a través de: plagas, enfermedades, y malezas; los cuales afectan durante el
desarrollo productivo del cultivo. Uno de estos problemas es la enfermedad causada por el

hongo Botrytis (Fontan-Candela, s/f).

El uso de fungicidas sintéticos ha originado perjuicios en los consumidores de frutos y
hortalizas tratados con dichas sustancias, porque los residuos persisten en altas
concentraciones, toxicas para el ser humano. La resistencia quimica que tienen estos
compuestos a la degradacion ha causado contaminacién por su acumulacién de suelos, plantas,
animales y en el mismo ser humano, lo que ocasiona alteraciones en los procesos bioquimicos
normales y por lo tanto, graves enfermedades. Debido a todos los inconvenientes que presenta

el manejo de compuestos sintéticos (Aguirre, 2012).

1.2 Justificacion

Analizando la problematica y las alternativas que se tienen para el control de enfermedades es
que se plantea la presente investigacion con el uso de extracto de saponina de quinua, para el
control de la enfermedad de Botrytis sp, que presento mejores resultados en anteriores

investigaciones realizadas.

Asi mismo se pretende generar menores egresos economicos al productor y reducir los efectos

secundarios en el consumidor al ser degradado con facilidad. Dadas las bondades de las
3



saponinas se podria remplazar a los pesticidas quimicos, los cuales si bien pueden controlar la
enfermedad con el paso del tiempo causan dafios ambientales, al cultivo, al suelo y también a

las personas al momento de consumir estos productos.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

> Evaluar el efecto de tres dosis de extracto de saponina de quinua (Chenopodium
quinoa Willd.) en su forma sobrenadante para el control del hongo Botrytis sp. bajo
condiciones de laboratorio y en cultivo de haba (Vicia faba L.).

1.3.2 Objetivos especificos

> Identificar y describir el hongo Botrytis sp.

> Comparar la aplicacion de tres dosis de extracto de saponina en su forma sobrenadante
para el control del hongo Botrytis sp. en medio de cultivo PDA in vitro.

> Analizar la eficiencia de tres dosis de extracto de saponina en la forma sobrenadante
para el control de la Botrytis causante de la mancha de chocolate.

> Determinar la eficiencia de tres dosis de extracto de saponina en la forma sobrenadante

en el cultivo de haba (Vicia faba L.).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Quinua (Chenopodium quinoa Willd.) como materia prima para la elaboracién de un

fungicida natural

2.1.1 Origen

Segln Mujica Sanchez (2007), la quinua es una planta alimenticia muy antigua en el area
andina. Segun algunas investigaciones, su cultivo data de 5000 afios A.C. Los incas
reconocieron su alto valor nutricional y las aprovecharon de modo integral, reemplazando a las
proteinas animales. Actualmente, en muchas areas siguen siendo una de las principales fuentes

proteicas.

2.1.2 Taxonomia

Segin Aguirre (2012), la quinua es una planta de la familia Chenopodiacea, género
Chenopodium, seccion Chenopodia y subseccion Cellulata. EI género Chenopodium es el
principal dentro de la familia Chenopodiacea y tiene amplia distribucién mundial, con cerca
de 250 dosis.

Dentro del género Chenopodium existen cuatro variedades cultivadas como plantas
alimenticias: como productoras de grano, Ch. quinoa Willd. y Ch. pallidicaule Aellen, en
Sudamérica; como verdura Ch, nuttalliae Safford y Ch. ambrosioides L. en México; Ch.
carnoslolum y Ch. ambrosioides en Sudameérica; el nimero cromosémico basico del género es
nueve, siendo una planta alotetraploide con 36 cromosomas somaticos (Robles,1970).

Este género también incluye dosis silvestres de amplia distribuciéon mundial: Ch. album, Ch.

hircinum, Ch. murale, Ch. graveolens, Ch. petiolare entre otros (Aguirre, 2012).


http://www.rlc.fao.org/es/agricultura/produ/cdrom/contenido/libro03/cap1.htm#9r#9r

Cuadro 1. Posicion taxonémica de la quinua (Chenopodium quinoa Willd)

Reino Vegetal
Division Fenerdgamas
Clase Dicotileddneas
Sub clase Angiospermas
Orden Centrospermales
Familia Chenopodiaceas
Género Chenopodium
Seccion Chenopodia
Subseccion Cellulata
Especie Chenopodium quinoa
Willdenow

Fuente: (Aguirre ,2012)

2.1.3 Descripcion botanica de la quinua

Seglin Mujica et al (2007), menciona que la quinua, es una planta herbacea anual, de amplia
dispersion geografica, presenta caracteristicas peculiares en su morfologia, coloracion y
comportamiento en diferentes zonas agroecoldgicas donde se la cultiva, fue utilizada como
alimento desde tiempos inmemoriales, se calcula que su domesticacién ocurrié hace méas de
7000 afios antes de Cristo, presenta enorme variacion y plasticidad para adaptarse a diferentes
condiciones ambientales, se cultiva desde el nivel del mar hasta los 4000 m.s.n.m., desde
zonas aridas, hasta zonas humedas Y tropicales, desde zonas frias hasta templadas y calidas;
muy tolerante a los factores abioticos adversos como son sequia, helada, salinidad de suelos y

otros que afectan a las plantas cultivadas.

Su periodo vegetativo varia desde los 90 hasta los 240 dias, crece con precipitaciones desde

200 a 2600 mm anuales, se adapta a suelos acidos de pH 4,5 hasta alcalinos con pH de 9,0, sus
6



semillas germinan hasta con 56 mmhos/cm de concentracion salina, se adapta a diferentes
tipos de suelos desde los arenosos hasta los arcillosos, la coloracion de la planta es también
variable con los genotipos y etapas fenologicas, desde el verde hasta el rojo, pasando por el
purpura oscuro, amarillento, anaranjado, granate y demas gamas que se pueden diferenciar.
(Robles, s/f).

2.1.4 Saponinas

Las saponinas podrian definirse como compuestos no volatiles con actividad surfactante,
formados por el metabolismo secundario de gran parte del Reino Vegetal. EI nombre saponina
deriva del latin sapo que significa jabon, pues estas moléculas presentan propiedades
tensoactivos, produciendo espuma en soluciones acuosas. En general, estdn formadas por
aglicones no polares unidos a una o0 mas moléculas de monosacaridos. Esta combinacion de
estructuras polares y no polares explica la capacidad tensoactiva para este tipo de compuestos
(Mangas, 2009).

Quimicamente, el término saponina define un gran grupo de moléculas de diferentes
estructuras tales como esteroides y triterpenos glicosilados, los cuales presentan un precursor
comdun: el 6xido de escualeno (XI). La diferencia radica en que las saponinas esteroidicas han
eliminado 3 de sus radicales metilicos mientras las saponinas triterpenicas los mantienen
intactos, ademas, algunos triterpenicos no presentan el sistema policiclico caracteristico del
esterano. (Robles, 2009).

Dentro de este grupo, también se incluyen los alcaloides glicoesteroidales, estos compuestos
presentan un atomo de nitrdgeno intrinseco y caracteristico de la estructura del aglicon, lo cual

implicaria separados del resto del grupo. (Mangas, 2009).

Mujica & Jacobsen., (1999) las saponinas bajan la tension superficial, poseen propiedades
emulsificantes y tienen efecto hemolizante en los globulos rojos. Son tdxicas para animales de

sangre fria. Su actividad hemolitica y antilipémica y su capacidad de bajar los niveles de



colesterol en el suero son una de sus caracteristicas mas importantes. No se han encontrado

efectos negativos de las saponinas en la digestibilidad de las proteinas.

En estos casos, las saponinas actan como barreras protectoras contra el ataque de patdgenos y
herbivoros, por lo que se justifica que las partes mas vulnerables de la planta tales como hojas,
tallos, frutos y raices, sean los reservorios de este tipo de compuestos, C.Y. Cheok, et al
mencionado por Ahumanda, 2016.

2.1.5 Beneficios de la saponina

Segln Péagina Siete (2013), especialista en terapias para mejorar la salud a través del agua y
plantas, los beneficios de la saponina son multiples. Pero segun su opinién, lamentablemente
s una sustancia considerada como residuo, que en la mayoria de los casos se desecha después
de pelar la quinua, proceso que contamina el agua. Segun Portugal, si fuese bien aprovechada
podria fortalecer la economia.

Segun Pagina Siete (2013), “Por sus caracteristicas espumosas la saponina puede ser utilizada
por los bomberos para apagar incendios. Ademas, la saponina se estéa utilizando por empresas
farmacéuticas en Estados Unidos y Alemania para la produccién de medicamentos

quimioterapéuticos para tratar el cAncer y también para la elaboracion de esteroides” explica.

Las dos grandes empresas internacionales que controlan el mercado para este producto.
Segun: Segun Pagina Siete (2013),

- Puede descomponer la grasa, acelerar la absorcidn de nutrientes y digestion
- Efectos Anti-inflamatorios

- Efectos Antioxidantes

- Efectos anticancerigenos

- Ayuda en funcion eréctil.

- Revitaliza la actividad enzimaética en las células apoyando el metabolismo.

- Incrementa la energia, revigoriza, ayuda a recuperacion de fatiga.



- Ayuda en casos de letargo y falta de apetito.

- Mejora la proteina de sintesis del suero.

- Estimula la actividad enzimatica involucrada en el proceso de reparacion y construccion de
hueso, e incrementa la deposicion de calcio por las células de la médula 6sea.

- Mejora la flexibilidad de forma significativa y baja la presion arterial.

En el crecimiento del hongo patdgeno (Cercospora beticola) muestra que los tratamientos con
saponina de quinua (Chenopodium quinoa W.) indica una diferencia altamente significativa a
partir de las 96 horas de evaluacion hasta los 144 horas, esto afirma que el extracto tiene un

efecto al crecimiento del hongo in vitro. (Apaza, 2010).

Segln Yanique (2012), el extracto de saponina de quinua SN reduce significativamente el
crecimiento micelial del hongo Botrytis sp. por el método cdmara humeda in vitro con hojas de
cultivo de haba sanas, ya que resalta la dilucion 1/100 el cual puede deberse a la metodologia
de evaluacion aplicada porcentualmente a partir de la tabla de comparaciones de Malaguti
1997.

Las saponinas en el organismo vegetal presentan una amplia gama de propiedades, las cuales
incluyen desde emulsionantes, insecticidas, accion alelopética o como fitoprotectores contra
ataque de microorganismos y herbivoros (Osbourn, 1996).

Las saponinas han sido intensamente estudiadas en la busqueda de nuevas alternativas de
control de enfermedades. Las de tipo monodesmisidicas presentan una alta actividad fungicida
Segun Osbourn, 1996; Hostettmann y Marston, 1995, (ambos citado Apaza, 2010).

2.1.6 Saponina en su forma sobrenadante

Por hidrolisis de las saponinas se obtienen carbohidratos y una aglicona, llamada
genéricamente sapogenina, la cual puede tener un esqueleto esteroidal de tipo colano, se ven
afectadas al pH de la solucion, ya que a altos pH sufren hidrolisis, formandose saponinas de
menor peso molecular (Mangas, 2009).



Las saponinas tienen una accion irritante sobre las células, como norma general, las drogas
con contenido de saponina producen una accion expectorante, diurética, depurativa, tonico-
venosa Yy disminucion del colesterol. EI método mas exacto para la determinaciéon de la
concentracion de saponinas en solucion esta dado por la cromatografia liquida de alto
desempefio, este método indica la concentracion de saponina en el perfil del extracto o
solucion y permite mostrar el efecto de la hidrolisis por el notable cambio de perfil (Manual

técnico manejo integrado de plagas, 2001).

Segn Manual técnico manejo integrado de plagas (2001), el porcentaje de Saponinas que se
encuentra en las muestras del Polvo (Mojuelo = Saponina Bruta), depende de las variedades

del grano de la Quinoa. Pueden resultar los porcentajes de saponina entre 20 y 50 %.

Asimismo el extracto SN también contiene compuestos fenolicos como kercetina y el
kaenferol, tales compuestos tienen una reconocida actividad antifungica casi al igual que las
saponinas la actividad pueda deberse a un efecto sinérgico entre ambos grupos de saponinas y
compuestos fendlicos, los cuales brindaron mejores resultados, a diferencia de los tipos de
extracto Polar y Crudo los cuales no presentan compuestos fenolicos (Entrevista: Lozano, M.

2015. Caracteristicas de saponinas. La Paz Bolivia).
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Cleanpid® Easy Purification kit para Legionella

Figura 1. Ciclo de proceso de la saponina sobrenadante
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2.1.7 Determinacion de saponina

Segun Fernandez (1996), existen varias reacciones coloridas para determinar la presencia de
saponinas en un extracto, y otras como la siguiente, que no necesitan de reactivos quimicos

para determinar su presencia:

2.1.7.1 Prueba de espuma

Segun Ferndndez (1996), debido a que las soluciones de saponinas presentan actividad optica,
es comun medir el contenido de sélidos solubles en solucién utilizando un refractometro
(también conocido comuUnmente como brixdmetro) tal y como se hace en la
industria vitivinicola. La comparacion de las soluciones se hacen siempre a 1°Bx (grado brix).

De tener una concentracion mayor, la muestra se diluye.

Segun Fernandez (1996), tomar 1 ml de cada una de las fracciones (polar y apolar) en tubos de
ensayo separados, afiadir 9 ml de agua a cada uno. Utilizar 1 ml de esta solucion en un tubo de
ensayo pequefio, agitar vigorosamente por 30 segundos y dejar en reposo durante 15 minutos
en la muestra. La proporcion de saponinas se mide en acuerdo a la altura de la espuma

sobrenadante asi:

e Altura de menos de 5 mm = no se detectan saponinas
e Alturade 5 -9 mm = contenido bajo
e Alturade 10 — 14 mm = contenido moderado

e Altura mayor de 15 mm = contenido alto

El método més exacto para la determinacion de la concentracion de saponinas en solucion esta
dado por la cromatografia liquida de alto desempefio HPLC. Este método indica la
concentracion de saponinas y el perfil del extracto o soluciéon y permite mostrar el efecto de

la hidrdlisis por el notable cambio de perfil (Fernandez, 1996).
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2.1.8 Reutilizacién de la saponina

Pagina Siete, (2013), el gerente comercial de la Asociacion Nacional de Productores de
Quinua (Anapqui), Miguel Choque, afirma que el 100 por ciento de la quinua exportada por
dicha institucidn esta libre de la cascarilla. “Cuando obtenemos la cascarilla inmediatamente la
volvemos a utilizar como fertilizante de la tierra en la que se volvera a cultivar el grano de oro.
Ello porque refuerza los valores nutritivos de la tierra y en realidad nos falta saponina”,

explica Choque.

Pagina Siete, (2013) “Es un insumo que tiene una amplia gama de aplicaciones. Mas que nada
comercializariamos el producto en el sector industrial. Esperamos empezar a comercializarla a
partir del tercer trimestre de 2013 y ya hemos identificado que nuestra principal competencia

seria la saponina de Quillay, que es exportada en gran cantidad de Chile”, explica.

Segun Manual técnico manejo integrado de plagas (2001), en los ultimos afios se han realizado
al menos una decena de estudios sobre la saponina y su utilidad, algunos de ellos financiados
por la Agencia Sueca de Cooperacion Internacional. “A partir del mojuelo se obtiene la
saponina, que se ha utilizado para la elaboracién, entre otros, de &cidos oleanolicos que se
emplean para tratar problemas renales y del higado. Ademas se puede obtener bioetanol, un

combustible”, senala la directora del instituto
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Cuadro 2. Contenido de saponina en diferentes variedades de quinua en porcentaje

Variedad Contenido en %
Blanca 0,04
Kancolla
0,05
(Colorada)
Witulla 0,04
Comercial 0,25

Fuente: (Aguirre, 2012)
Stuardo et al, citado por Ahumada (2016), probaron la actividad antifungica de seis extractos
de saponinas de quinua crudos, puros Yy tratados con alcali con y sin incubacion térmica en
contra de Botrytis cinérea. Los extractos no tratados con alcali mostraron una actividad
minima en contra del crecimiento micelial de B. cinérea y no evidenciaron efectos en la
germinacién conidial, incluso a una concentracion de 7 mg de saponinas/mL. En contraste, el
tratamiento alcalino favorecio la actividad. Dosis de 5 mg de saponinas/mL inhibieron el
100% de la germinacién conidial hasta después de 96 h de incubacién a 20 °C. Ensayos con
tincién demostraron que la integridad de la membrana fungica sufrié ruptura, en los casos en
que las saponinas fueron tratadas con alcali; mientras que las membranas tratadas con
saponinas sin tratamiento alcalino permanecieron intactas. Con estas observaciones los autores
infieren que probablemente se promueve la formacién de derivados de saponinas con mayor
caracter hidrofobico, lo cual posibilitaria una mayor afinidad con los esteroles presentes en las

membranas celulares y, por lo tanto, una mayor actividad.

Las saponinas se consideran como antinutricionales en los alimentos; sin embargo, estudios

recientes mostraron diversas actividades bioldgicas favorables para la salud, entre las que se
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encuentran las antibacteriana, antifingica, disminucion del colesterol y anticancerigena, entre
otras (4,5). Particularmente, en las saponinas de quinua se inform¢ la actividad antifungica
contra Botrytis cinérea, Wang Y, Zhang Y, Zhu Z, Zhu S, Li Y, et al. Exploration of the
correlation between structure, hemolytic activity and cytotoxicity of steroid saponins. Bioorg
Med Chem. 2007;15:2538-2542, citado por Apaza, 2016

2.1.9 Extractos de plantas como agentes de control

Castafio (2008), menciona que ademas de las bacterias y hongos que han dado buenos
resultados como agentes para el control biolégico de plagas se propone la aplicacion de los
extractos vegetales de plantas, los cuales muestran efecto positivo para este mismo fin. Es
decir, algunos extractos vegetales poseen actividad antimicrobiana y fungicida que no

perjudican, sino por el contrario favorecen la produccion o el rendimiento de las cosechas.

Castafio (2008), menciona que las plantas han sido capaces de protegerse de las plagas por si

mismas antes de que el hombre jugara un rol activo en protegerlas.

Bautista et al. (2002) citado por Niurka, A; Hernandez, L; Bautista, S; y Velasquez, M; 2007,
mencionan que las plantas sintetizan una gran variedad de metabolitos secundarios

relacionados con los mecanismos de defensa.

Abou-Jawdah et al. (2002) citado por Niurka, A; Hernandez, L; Bautista, S; y Velasquez, M;
2007. Indican que se puede utilizar otros disolventes para obtener diferentes compuestos,
segun su polaridad. Diversos productos derivados de las plantas han mostrado un efecto

antimicrobiano.
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2.2 Cultivo de haba

2.2.1 .Origen de la especie

Segin Cubero (1992), son originarias como cultivo del Oriente Préximo, extendiéndose
pronto por toda la cuenca mediterranea, casi desde el mismo comienzo de la agricultura. Los
romanos fueron los que seleccionaron el tipo de haba de grano grande y aplanado que es el
que actualmente se emplea para consumo en verde, extendiéndose a traves de la Ruta de la

Seda hasta China, e introducido en América, tras el descubrimiento del Nuevo Mundo.

2.2.2 Clasificacion taxon6mica

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Subfamilia: Faboideae
Tribu: Vicieae
Género: Vicia
Especie: V. faba
Fuente: Giusti 1970, citado por Mujica et al. 1996

2.2.3 Cultivo del haba en Bolivia

Coca (2007), el cultivo del haba (Vicia faba L.) en Bolivia, se concentra en las alturas (3200-
4000 msnm) y valles interandinos (2500-3200 msnm) de los departamentos de La Paz,
Cochabamba, Chuquisaca, Potosi, Tarija y Oruro. Tradicionalmente este cultivo, ha estado
orientado a la produccion para autoconsumo. Sin embargo en los ultimos afios ha cobrado

importancia el cultivo de algunos y ecotipos regionales (Gigante de Copacabana, Usnayo,
15



Esquena, etc.), por sus caracteristicas de grano de calibre grande que resultan éptimos para la

comercializacién en los mercados internacionales.

2.2.4 Morfologia

Coca (2007), tienen un tallo de coloracion verde, fuerte, angulosa y hueca, ramificada, de
hasta 1,5 m de altura. Segun el ahijamiento de la planta varia el niamero de tallos. Con hojas
alternas, compuestas, paripinnadas, con foliolos anchos ovales-redondeados, de colores verdes
y desprovistos de zarcillos. Sus flores axilares, agrupadas en racimos cortos de 2 a 8 flores,
poseyendo una mancha grande de color negro o violeta en las alas, que raras veces van
desprovistas de mancha. Un fruto en legumbre de longitud variable, pudiendo alcanzar hasta
méas de 35 cm. ElI nimero de granos oscila entre 2 y 9. El color de la semilla es verde

amarillento, aunque las hay de otras coloraciones méas oscuras.

INIAF, 2000. La cosecha se puede iniciar entre los 140 y 175 dias después de la siembra, la
cosecha de granos verdes se hace en dos o tres pases que duran entre cuatro y cinco semanas,
aproximadamente, recolectando Unicamente las vainas que estén maduras, lo cual se sabe

cuando, al apretarlas con los dedos, se sienten duras.

En los cultivares de variedad mayor, que producen semillas mas grandes o “habones™ las
vainas son de menor longitud, alcanzando valores promedio iguales o inferiores a 15 cm
(Tapia, 1993)

2.2.5 Importancia econémica

Segun Doussoulin (2010), puede emplearse tanto en consumo fresco, aprovechandose vainas y
granos conjuntamente, asi como unicamente los granos, dependiendo del estado de desarrollo
en que se encuentren; o como materia prima para la industria transformadora, tanto para

enlatado como para congelado.

16



2.3 Los hongos

Mascaro (1994, citado por Yanique 2012), los hongos son microorganismos eucariota
unicelular o pluricelular que se clasifican en el reino vegetal, son aerobios y anaerobios
facultativos se presentan como pseudomicelios, colonias filamentosas o compactas, algunos
son responsables de infecciones en el hombre y animales otros producen intoxicacion y otros

son comestibles imperfectos deuteromicetos y perfectos eumicetos.

2.3.1 Crecimiento de hongos

Los hongos son organismos eucariotas que se engloban en el reino Fungi (Hongos).
Son heterdtrofos y requieren materiales organicos que utilizan como fuente de energia y como
esqueletos carbonatados para la sintesis celular. Estan ampliamente distribuidos por la
naturaleza, encontrandose en habitats muy diversos de ahi su frecuente aparicion como
alterantes en alimentos. Se reproducen de forma sexual y asexual. Presentan dos formas
principales: hongos filamentosos y hongos levaduriformes; cuya estructura pueden ser

pluricelular (tipicamente filamentos) o unicelular (principalmente). (Minchez, s/f))

En la actualidad, los métodos recomendados para el recuento total de hongos filamentosos y
levaduras son los clasicos métodos de recuento en placa a partir de diluciones decimales
seriadas de la muestra. Es posible realizar un recuento simultaneo de hongos filamentosos y
levaduras ya que, dada la naturaleza filamentosa de los hongos ambos forman colonias

diferentes.
Se han descrito muchos medios de cultivo para dicho recuento, pero ninguno de ellos permite

el recuento de todos los de hongos filamentosos y levaduras ni en todos los alimentos (Manual

técnico manejo integrado de plagas, 2001).
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La norma ISO 21527 recomienda el uso del agar Dicloran Rosa de Bengala con Cloranfenicol
(DRBC; Dichloran-Rose Bengal Chloramphenicol agar) en muestras de alimentos con una
actividad de agua alta y el Dicloran 18% Glicerol (DG18; Dichloran 18% Glycerol agar) en
las que tengan una actividad de agua inferior o igual a 0,95.

En este ejercicio, veremos el método para determinar el "Ndmero de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC) de hongos filamentosos y levaduras por gramo de alimento™ segin la Norma

ISO 21527 (Manual técnico manejo integrado de plagas, 2001).

2.3.2 Botrytis fabae mancha de chocolate

Coca (2007), sefiala que la mancha de chocolate es una enfermedad que afecta al cultivo del
haba desde la emergencia y afecta hojas, tallos, flores, vainas verdes y granos. Es una
enfermedad destructiva de las zonas de altura. El color chocolate sobre las hojas, son el
sintoma caracteristico y corresponde a la fase no agresiva del patégeno. El abundante
crecimiento vegetativo, alta humedad ambiental hacen mas vulnerables para el desarrollo de la
enfermedad. EI mejoramiento de las condiciones ambientales (enero - marzo) mas favorables
para el desarrollo de la enfermedad, estas manchas alcanzan a los tallos, flores y vainas,
convirtiéndose en verdaderos tizones foliares de color chocolate.

Estas manchas se ven necroéticas de un color mas oscuro y cubiertas con abundante formacion
de una felpa de color gris marron (Fase agresiva). Esta felpa estd constituida por los
conidioforos y conidias del hongo. Como consecuencia de la severidad de la enfermedad

ocurre la caida de hojas y flores (defoliacion y abscisidn) (Coca, 2007).

Segun Lépez (2009), afirma que Mancha de chocolate (Botrytis fabae) se presenta en
condiciones donde existe alta precipitacion, provoca manchas de color café chocolate en los
tallos, hojas, flores y vainas, agravandose (lesiones necroticas). Se puede realizar un control
cultural: usar semilla certificada, desinfectar la semilla, variedades resistentes, practicar la
rotacion de cultivos, utilizar una densidad de siembra adecuada, recoger y eliminar el material
contaminado del campo.
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Las caracteristicas de esta enfermedad es que se observa manchas de color chocolate sobre las
hojas y posteriormente se van necrosando (secando), luego las flores y las hojas se caen, las

vainas se pudren y los granos secos presentan manchas en la cascara (Doussoulin, 2010).

Son un conjunto de pudriciones que se presentan debido a la incidencia de varios hongos
dafinos que se encuentran en el suelo, generalmente en terrenos pesados y con mal drenaje y

excesiva humedad (Doussoulin, 2010).

Es la principal enfermedad que afecta al cultivo de haba en las hojas, tallos, flores, vainas y
granos. Este hongo se desarrolla con la humedad, ataca al cultivo desde la emergencia hasta la
madurez (Coca, 2007).

El exceso de poblacion de plantas, poco distanciado entre ellas, lluvias abundantes y suelos
arcillosos con anegamiento, favorece la aparicion de esta enfermedad (Coca, 2007).

2.3.3 Botrytis cinerea moho gris

El Moho Gris o Botrytis (Botrytis cinerea) es un hongo patégeno capaz de atacar a mas de 220
variedades de plantas, incluso la marihuana. Se trata del hongo mas comdn en los cultivos de
marihuana, ya sea en interior, exterior o invernaderos y siempre estara mas presente a finales

de floracion o durante el secado (Coca, 2007).

Todas las partes de la planta pueden ser atacadas: raices, hojas, tallos, flores, frutas. La
primera sefial visible sera un cambio en el color y en la textura de la planta. En las hojas, se
traduce en una necrosis secandose rapidamente. Si el hongo ataca al tallo, éste se volvera
marron, fragil y ulcerado.

Pero lo mas usual es encontrar el hongo en el cogollo. Este se volvera de un color palido, gris,
su textura cambiara rapidamente secandose y granulandose, quedando el interior del cogollo

como si estuviera relleno de una capa de algodén (Cumanda, 2014).
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2.4 Factores que influyen en la aparicion de Botrytis

El factor més importante para la aparicion de la Botrytis es la humedad, ya que es
indispensable para su desarrollo. Cuanto mas alto sea el grado de humedad en el ambiente,

mas posibilidades tendran las plantas de contraer una infeccidn por hongos (Cecibel, 2015).

La temperatura ideal para la aparicion de la Botrytis es de 17° a 25°C, pero también puede
aparecer con temperaturas mas elevadas. Una gran diferencia de temperaturas entre el dia y la
noche también favorecera la aparicion del moho, porque cuando las temperaturas bajan

drasticamente al final del dia se da un aumento de la humedad en el ambiente (Cecibel, 2015).

Botrytis cinérea es un hongo capaz de colonizar los tejidos vegetales sanos de las plantas
(parasitismo), los ya infectados (oportunismo), y también los tejidos muertos (saprofitismo).
(Cecibel, 2015).

En exterior la Botrytis provoca mucho dafio, especialmente en aquellas cosechas mas tardias.
En otofio las noches son mas frias y lluviosas, habiendo unas condiciones ambientales ideales
para su desarrollo. Las esporas de este hongo, diseminadas por el viento, son capaces de
perdurar en estado de latencia durante varios afios en el suelo o el entorno, hasta que las
condiciones sean favorables para su desarrollo (Cecibel, 2015).

2.5 Ciclo de la enfermedad

Segun Agrios (1998), en la mayoria de las plantas sensibles, las nuevas infecciones pueden
comenzar en la primavera tan pronto como las condiciones climaticas son favorables para el
desarrollo de la enfermedad O un clima hiumedo puede ser muy favorable para la propagacion
de la enfermedad. Para algunas dosis de Botrytis, esclerocios se desarrollan en tejido vegetal
muerto y la forma la etapa de hibernacion del hongo Los micelios de hongos también pueden

pasar el invierno en los escombros tallo lefioso. Esclerocios luego germinar en la primavera, o
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el micelio crece a partir de restos infectados y conidios (esporas infecciosas) desarrollar. Las

conidias pueden ser transportadas por el viento o salpicadura de lluvias para causar nuevas
infecciones en el tejido huésped susceptible”.

Conicias sobre una Las conidias infectan a los arganos de la plarta en climas humedos o cuanda hay
porcion dol condioforo sificients humedad
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Figura 2. Ciclo de la botrytis fabae y Botrytis cinerea

10 um

FIGURA 3 Conidias de B. fabae y B. cinerea.
FUENTE: Adaptado de MIRZAEI ef al. (2008)
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2.6 Control del ataque de Botrytis

INIAF (S/F) indica que entre los métodos para el control de botrytis estan:

2.6.1 Termoterapia

Segln Robles (s/f), se realiza por medio de la inmersion de la semilla en agua caliente (no
hirviendo) durante 3 a 5 minutos, esta accion nos permite controlar algunas enfermedades que

se trasmiten por semilla.

2.6.2 Uso de Fungicidas

Segun Robles (s/f), Se realiza con el uso de fungicidas quimicos especificos, principalmente
para enfermedades de pudricion del cuello de la planta. Como este hongo se desarrolla cuando
la humedad es alta, sera muy importante intentar mantener la humedad ambiental lo méas baja
posible (<50%) en floracion. Se debera dejar suficiente espacio entre las plantas para que el
aire pueda circular con facilidad y la humedad no se quede estancada en el armario de cultivo.
Una falta de higiene facilitard que las plantas se infecten por hongos. Es muy importante
limpiar con frecuencia el cultivo, y no dejar materia organica o vegetal en descomposicion.

Ademas, es imprescindible no tocar los cogollos

Si la planta presenta heridas, el hongo atacara las plantas con mas facilidad. Mantener las
plantas en perfecto estado de salud ayudara a reducir el riesgo. Se pueden suprimir las hojas
marchitas para eludir la posible aparicion del hongo en la planta. Es muy importante no dejar
materia muerta como trozos de ramas o partes de hojas, porque la Bortytis se aprovechara de

esta puerta de entrada para atacar a la planta.

El mismo autor menciona que, es preferible regar por la mafana. Haciéndolo por la tarde
aumentaria demasiado la humedad durante la noche. A finales de floracién tendremos en

cuenta el riego. Un exceso de agua seria muy peligroso y podria afectar a los cogollos
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haciendo que se pudran. Esperaremos a que la tierra esté seca y la maceta muy ligera antes de

regar de nuevo.

Segun Robles (s/f), un exceso de nitrogeno a finales de floracion también puede favorecer la
aparicion de los hongos, aunque cabe decir que se dan pocos casos (intentaremos que falte
nitrdgeno a las plantas antes de la cosecha). Como la Botrytis suele atacar los cogollos méas
grandes, una buena manera de limitar y reducir los dafios sera realizar una poda apical, para
tener mas cantidad de cogollos siendo estos de un menor tamafio y albergando menos

humedad.

Cortaremos también aquellas ramas mas pequefias de debajo las plantas, teniendo en cuenta
que las que estén mas cerca del suelo son las que tendran un mayor grado de humedad. En

exterior se deberd evitar aquellos lugares con mucha humedad.

Segun Robles (s/f), Cosecharemos las plantas cuando necesiten agua, para limitar los riesgos
de podredumbre durante el secado. Secaremos las plantas en un lugar ventilado, con el fin de
eludir el estancamiento de la humedad cerca de los cogollos. Sin embargo, no ventilaremos
directamente la cosecha ya que un secado demasiado rapido repercute negativamente en el

sabor final de las flores (sabor a verdura, debido al exceso de clorofila).

2.6.3 Control bioldgico de enfermedades

Segun Tenorio et al. (2010), en Bolivia el Instituto de Investigaciones Farmaco Bioquimicas
dependiente de la Universidad Mayor de San Andrés desde el afio 2000 comenzd con una
linea de trabajo en la busqueda y produccion de biocontroladores de microorganismos con
actividad bioldgica inhibitoria de fitopatdgenos de importancia tanto agricola como econémica
para nuestro pais, a partir del afio 2007 el Instituto de Investigaciones en Productos Naturales
se incorpora en la basqueda de bicontroladores pero a partir de productos naturales aislados de

plantas y dosis liquenicas. Se estudiaron especificamente el control de fitopatégenos del haba
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y de la papa, a través del screening de los hongos del cepario del I.1.F.B. y dosis vegetales
seleccionadas por quimiotaxonomia, con posible actividad bioldgica contra estos patdgenos.

2.6.4 Control con métodos naturales

Segun Minchez (s/f), consiste en el uso de todas las formas de combate de modo compatible y
en forma complementaria, procurando el uso minimo de agroquimicos para evitar la
destruccion de microorganismos utiles en el combate. No causar la contaminacion ambiental
con el uso indiscriminado de Fungicidas quimicos. En la actualidad en el pais, se ha puesto en
practica el uso del control natural o Ecoldgico, recurriendo a la identificacion de otras
alternativas de uso y acceso local, como por ejemplo diversas plantas identificadas con efectos

téxicos.

Entre las principales actividades que los productores realizan para eliminar a las enfermedades
son las labores culturales, podemos mencionar: la rotacion de cultivos, preparacion del
terreno, uso de semillas de calidad, tratamiento de semillas, control de malezas, dar buen
distanciamiento entre plantas, eliminacion de plantas enfermas, siembra en épocas distintas,
deshierbes, aporques y descanso del terreno. Pero también existen practicas con el uso de

plantas o preparados naturales que pueden actuar como plaguicidas (Minchez, s/f).

2.7 Extractos vegetales

Minchez (s/f), sefiala que son constituyentes odoriferos, volatiles, aromaticos por varias
sustancias de origen terpenico, que son generados por la ruta biosintetica, cominmente
elaborado por el plasma, vertidos en la vacuola y secretados por esta al exterior de la planta.
Son conocidos desde la antigiedad pero han sido apartados durante mucho tiempo por los

fungicidas convencionales hasta que ahora vuelven cada vez con mas fuerza.

Hoy en dia se conocen mejor los usos y dosis de los fungicidas naturales, a la vez que son

faciles de manejar y que muchas de estas plantas las podemos cultivar o recolectar facilmente.
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Los extractos naturales en dosis altas son mas eficientes en control de la mancha de chocolate
con relacion a los extractos de bajo dosis (Minches, 2001).

2.7.1 Ventajas y desventajas de los extractos vegetales

a) Principales ventajas

— Por ser biodegradables no producen desequilibrios en el ecosistema, al ser de origen
vegetal estos bioplaguicidas provocan un impacto minimo sobre la fauna benéfica, son
efectivos contra enfermedades y no tienen restricciones toxicologicas.

— Son conocidos por el agricultor ya que generalmente se encuentran en su medio.

— La mayoria de los extractos tiene diversos usos, como lo es el caso de aquellos
empleados por sus propiedades terapéuticas y efectos repelentes, entre otros.

— Su rapida degradacion disminuye el riesgo residual en los alimentos.

— Muchos de estos compuestos no causan fototoxicidad.

— Otorgan cierta independencia del agricultor sobre todo cuando se utilizan preparados
caseros a base de plantas.

— Se requieren de otros adherentes para su aplicacion También pueden ser peligrosos
para la salud de las personas.

— Su accion es rapida y efectiva solo si es aplicado en el momento oportuno.

— No se mezclan con facilidad con el agua.

FUENTE: (Agrios, 1997).

b) Principales desventajas

-~ No puede ser almacenado por mucho tiempo
— Pierde su efectividad con el tiempo

- Se requieren cantidades mayores para su aplicacion
FUENTE: (Agrios, 1997)
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2.7.2 Plantas que se pueden utilizar para la elaboracion de extractos naturales.

Aguirre (2012), sefiala que es conveniente no utilizar plantas que estén en vias de extincion,
dificiles de encontrar. Las caracteristicas que debe tener la planta bioplaguicida ideal son:

Ser perenne.

Estar ampliamente distribuida y en grandes cantidades en la naturaleza, o bien qué se
pueda cultivar.

— El érgano aprovechable de la planta debe ser renovable, como hojas, flores o frutos.

— No ser destruida cada vez que se necesite recolectar (evitar el uso de raices y

cortezas).

Requerir poco espacio, manejo, agua y fertilizacion.

No debe tener un alto valor econdmico.

2.7.3 Aplicacion con Productos Fitosanitarios

El manejo y la aplicacion de productos fitosanitarios, implica riesgos de toxicidad tanto para
personal al manipularlo como para el consumidor, asi como la reduccién del impacto sobre las
distintas faunas y el medio ambiente también el aumento de la eficacia contra la plaga o
enfermedad que se desea combatir. Para ello es necesario seguir de forma general una serie de
normas de salud, seguridad y condiciones de trabajo. Ademas de la propia naturaleza del
producto, depende del tipo de parasitos, de su estado de desarrollo, de la dosis aplicada, del
momento de la aplicacion y del correcto funcionamiento de las maquinas y/o mochila aspersor
(Minchez, s/f).

Huici (2004), sefala que primero se selecciona una superficie de 100 m cuadrado, luego
cargue una mochila de 10 L de agua, luego fumigue los 100 m?, y vea cuanto de agua ha
utilizado en esos 100 m2, repita esta operacion 3 veces La dosificacion es la que nos permite
conocer las dosis o la cantidad de fungicida que se debe poner en nuestra mochila aspersor, no

m&s ni menos.
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2.8 Medios de cultivo y reactivos

2.8.1 Aislamiento a partir de hojas

En caso de que la infeccion de las hojas de una planta avance en forma de tizén o mancha
foliar fungosa y en el caso de que las esporas del hongo aparezcan sobre la superficie, algunas
de estas esporas deben depositarse sobre una caja Petri que contenga medio de cultivo. Si el
hongo crece en cultivo, al cabo de unos cuantos dias apareceran colonias de micelio aisladas

debido a la germinacion de las esporas (Agrios, 1997)

Sin embargo, el método mas comun para aislar a los patégenos de las hojas infectadas y de
otros organos de la planta es aquel en el que se seleccionan varios cortes pequefios de 5 a 10
mm? a partir del borde de la lesién infectada, a fin de que contenga tejidos enfermos y tejidos

al parecer sanos (Agrios, 1997).

Aislamiento a partir de trozos de tejido
vegetal

Trozos de tejido afectado de la zona de avance son
sembrados en medio de cultivo (ej. Madera)

o
Bicturi | 2| Zona de avance Nyt
e Hipoclorito 1%

Siemnbra en placa

2|
— e

-
Y| Pinza S
Agua estéril

Figura 4. Aislamiento de hongos patogenos del tejido de una planta infectada (Agrios, 1997).

Esos cortes se colocan en una de las soluciones esterilizantes de superficie, y al cabo de 15 ¢
30 segundos los cortes se toman asépticamente uno por uno a intervalos regulares de tiempo
(por ejemplo cada 10-15 segundos), con el objeto de que cada uno de ellos se esterilice (a

nivel de la superficie) a diferente tiempo.
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Posteriormente los cortes se secan con trozos limpios de papel estéril o se pasan por tres
cambios con agua estéril, y por Gltimo se colocan sobre el medio nutritivo (generalmente, de 3
a 5 por caja de Petri) (Agrios, 1997).

Los cortes esterilizados en su superficie durante menos tiempo generalmente contienen al
patdgeno y a varios contaminantes, mientras que los que se han esterilizado durante mas
tiempo no permiten el desarrollo de cualquier tipo de microorganismos debido a que han sido

destruidos por el esterilizante de superficie. (Agrios, 1997).

Sin embargo alguno de los cortes depositados en el esterilizante de superficie durante
periodos de tiempo intermedios permitirdn que so6lo el patégeno se desarrolle y forme colonias
puras en el cultivo, ya que ha permitido que el esterilizante actte el tiempo suficiente para
destruir a todos los contaminantes de superficie, pero no el tiempo necesario para destruir al
patdgeno, el cual se ha propagado desde el tejido enfermo hasta el tejido sano. (Agrios, 1997).

Aislamiento a partir de tejido vegetal

Sembrando trozos de tejido vegetal de la zona de
avance del patogeno .

Figura 5. Aislamiento de hongos patogenos del tejido de una planta infectada (Agrios, 1997).

Posteriormente las colonias del patégeno se re-siembran asépticamente para su posterior
estudio. ElI método de dilucién seriada con frecuencia se utiliza para aislar bacterias patdgenas

de tejidos enfermos contaminados por otras bacterias.
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Después de haber efectuado la esterilizacion superficial de los cortes de tejidos enfermos a

nivel del margen de la infeccion, los cortes se muelen asépticamente (pero con bastante

cuidado) en un pequefio volumen de agua estéril y posteriormente parte de este

homogeneizado se diluye serialmente en volumenes iguales o diez veces mas el volumen de

agua inicial (Agrios, 1997).

Por ultimo, las placas con agar nutritivo se siembran con un asa que ha sido mojada en cada

una de las distintas diluciones seriadas, con el fin de que en ellas se desarrollen colonias

individuales de la bacteria patdgena a partir de las diluciones mas altas que todavia contengan

bacterias (Agrios, 1997).
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Figura 6. Aislamiento de hongos patogenos del tejido de una planta infectada (Agrios, 1997).
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2.9 Aislamiento a partir de tallos, frutos, y otros 6rganos aereos de la planta.

La mayoria de los métodos que se han descrito para aislar bacterias y hongos patdgenos de las
hojas, pueden también utilizarse para aislar esos mismos patdgenos de las infecciones

superficiales de los tejidos mencionados (Agrios, 1997).

2.9.1 Aislamiento a partir de raices, tubérculos, raices carnosas y frutos de hortalizas

gue se encuentran en contacto con el suelo, etc.

El aislamiento de los patogenos de cualquier tejido vegetal enfermo que se encuentre en
contacto con el suelo, presenta una serie de problemas adicionales que ocasionan numerosos
organismos saproéfitos que invaden el tejido después de que ha sido destruido por el patdgeno
(Agrios, 1997).

2.9.2 Métodos de aislamiento
Para aislar células individuales, los microorganismos han de sr diluidos, debido al nimero en

que normalmente estan presentes (Agrios, 1997).

La disolucion se realiza, normalmente por un de los siguientes sistemas:
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e Siembra por estria en placa
Para que se pueda contar el nimero de colonias en placa debe estar entre 30 y 300.

Colonias aisladas

Figura 7. Siembra por estria en placa

e Vertido en placa

0,1 ml. De la solucién se siembra en superficie y se esparce mediante rastrillo de vidrio
(Agrios, 1997).

Figura 8. Vertido en placa
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e Extensién en placa

A partir de una suspensién concentrada de microorganismos se realizan diluciones seriadas
(Agrios, 1997).

Figura 9. Extension en placa
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion

El presente trabajo se realiz6 bajo condiciones controladas de laboratorio y en cultivo de haba
en los predios del Municipio de Chicani del departamento de La Paz.

BOLIVIA
i N
DEPARTAMENTO: LA PAZ | A
PANDOD 1
PROVINCIA: MURILLO
MUNICIPIO: NUESTRA SENORA i | Esc. 1:6.011
DE LAPAZ Falsh W T 7% i '

130 €5 0 130 Metros

REPUBLICA DEL PERL

Figura 10. Ubicacion de la zona de estudio

Chicani tiene un clima de cabecera de valle, los veranos son calurosos con temperaturas que
alcanzan 18 °C; en la época invernal la temperatura puede bajar hasta — 4 °C, en los meses de
agosto y noviembre se presentan vientos fuertes de Noreste a Este. La temperatura media es

9°C; con una precipitacion media de 380 mm, (Meteoret, 2013).
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3.2 Materiales

Los materiales utilizados durante el trabajo de investigacion se detallan a continuacion

3.2.1 Materiales de laboratorio

1. Material de vidrio: -Matraz aforado - Probeta
-Vasos de precipitados - Cajas petri
- Tubos de ensayo - Viales
- Portaobjetos - Tubos de hemolisis
2. Equipos: - Balanza anélisis
- Autoclave
- Microscopio
3. Reactivos: - Trozos de papa pelada -Azul de lactofenol
- Glucosa - Gentamicina
- Agar - Agua destilada
- Alcohol - KH,PO,
- Lavandina - Glicerol
4. Otros materiales:
- Campana - Hornilla eléctrica
- Pinzay asa - Tips
- Micropipetas - Algodon
- Parafilm - Cinta adhesiva (scotch)
- Toalla pequefia - Marcador indeleble
- Material de limpieza - Material de escritorio
- Guardapolvo - Mechero bunsen

- Papel filtro (papel higiénico blanco)
3.2.2 Material Vegetal

Se seleccion6 semilla de haba variedad Gigante de Copacabana la mas utilizada en la zona por

sus rendimientos y preferencia al momento de la venta.

La saponina de quinua fue provista por el laboratorio de la UMSA, Instituto de Investigacion
Farmaco Bioquimica (I1FB) de la ciudad de La Paz. En su forma sobrenadante al 42,5% bajo
las siguientes dosis: 1/100, 1/1000, 1/10000.

3.2.3 Material de gabinete

Computadora
Calculadora

Fotocopias

Claves de identificacion
Cuaderno de apuntes
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3.3 Metodologia

La metodologia de caracter experimental se dividio en tres fases que se detallan a

continuacion:

3.3.1 Fase 1. Recoleccion e identificacion del hongo en campo

En esta fase de campo, se ingresé al cultivo de haba existente en el lugar donde posteriormente
se realizo la investigacion, y se procedio a identificar plantas con sintomas de posible dafio a
causa de Botrytis y su posterior recoleccion de partes de hojas y tallos en bolsas plésticas para

ser llevadas a laboratorio para su aislamiento e identificacion.

3.3.2 Fase 2. Aislamiento del hongo y tratamiento con saponina

a) Aislamiento del hongo.
Las partes de hojas y tallos recolectados fueron llevados a laboratorio para realizar el siguiente

trabajo:

- Esterilizacion
Para trabajar con microorganismos es indispensable mantener un medio de cultivo puro,
siendo el primer paso la esterilizacion del material de vidrio y los medios de cultivo.
Se vertio agua necesaria en el autoclave y se encendio para el calentamiento del agua, mientras
se preparo6 todo el material para autoclavar se cerrd para esperar que la aguja del manémetro

subiera a 1,5 atmdsferas y 121°C y se esperd desde ese momento 15 min.

- Aislamiento
Se prepararon soluciones de alcohol al 99 %, 97 % y 95 % para la desinfeccion de la

superficie del tejido infectado.
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Preparacion del material vegetal:

Este material vegetal fue desinfectado con alcohol a tres diferentes concentraciones de la

siguiente forma:

Se sumergi6 los tallos y hojas en alcohol al 99% por 10 minutos, 97% por 5 minutos, 95 % por
3 minutos para la desinfeccion de la superficie del tejido infectado. Se lavo con agua para la

posterior siembra.

Una vez limpio el material, se cortaron trozos de tamafio adecuado para sembrar. Se realizaron
los cortes en la parte del tallo y hojas donde el hongo se encontraba méas activo y trozos de

hojas para ver la actividad del patogeno.
- Siembra en medio de cultivo:

El medio de cultivo usado para el aislamiento de fitopatdgenos fue Agar papa dextrosa PDA.
Se mezcld 25 gr de papa, 1 gr glucosa y 1,5 gr de Agar en 100 ml de agua destilada, se dejo
hervir la papa y el agua en hornilla y se mezcl6 la glucosa y Agar para luego esterilizar en

autoclave.

Partes de plantas afectadas que fueron desinfectadas fueron sembradas directamente en medio

cultivo PDA (Agar PDA) para observar el desarrollo del patégeno.

- Purificacién de hongos
Después de dos dias se observo el crecimiento de hongos y se procedio a la purificacion con el

método de punta de hifa, que se detalla a continuacion:

Se sembraron por separado porciones de cada hongo encontrado en medios de cultivo Agar

papa Dextrosa PDA, con gentamicina 75 microlitros por cada 100ml.

En cuanto desarrollaron las hifas se cortaron de cada medio de cultivo sembrado, en la parte

de la célula terminal con un bisturi desinfectado en alcohol.
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Se cortaron también trozos de Agar que contenian hifas y se transfirieron en placas con
medios frescos. Para incubar por tres a cinco dias como recomienda el Manual de Aislamiento

de Hongos Fitopatdgenos IIFB (2001), hasta el desarrollo de la colonia fungica.

- Lavado de esporas
El lavado de esporas se realizo en las cajas donde los hongos se encontraban completamente
aislados; con la ayuda de una micropipeta se lavé con 4 ml de Buffer Tankuay, se coloc6 una
porcion de esta solucion en camara de Neubauer para recontar en las cuatro esquinas y el
medio hasta llegar a una concentracién de 1x10° esporas por ml como sugiere el Manual de
Aislamiento de Hongos Fitopatégenos IIFB (2001), para luego depositar en viales

herméticamente cerrados y en refrigeracion.
- ldentificacién
Examen macroscopico en placa
Una vez que el hongo crecid 2 cm de su punto de origen, o antes de que pudiera hacer contacto
con los hongos de las otras siembras en la placa se trasplant6 individualmente en placas con

medio de cultivo Agar PDA fresco y finalmente cuando se observé que las cepas crecieron sin

la contaminacion de otros se trasplanto a tubos de pico de flauta.

Una vez que desarrollo en medio de cultivo sélido en caja o en tubo presentd ciertas
caracteristicas que fueron observadas antes de la identificacién microscépica para determinar

el género al cual pertenecen.
Procedimiento
Se tom0 la caja petri o el tubo donde se desarroll6 el micelio y se observo:
Anverso: Aspecto del frente hifal: velloso, seco, algodonoso, etc.
Formacion de macroestructuras sexuales
Color: de la especie fungica

Reverso: Aspecto del frente hifal: rugoso, liso
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Pigmento: Presente, no presente
Examen microscopico por tincion
Procedimiento
Se coloco una gota de azul de metileno sobre un portaobjeto.
Un trozo de cinta adhesiva o Scotch transparente fue apoyado sobre la superficie de la colonia.

Se adhiri6 esta cinta que contenia el micelio a los dos dias, sobre la gota colocada sobre un

portaobjetos.

Se observo en el microscopio utilizando primero el aumento 10X para detectar la forma y
ordenamiento caracteristico de las esporas, posteriormente para observar mas detalladamente

con el aumento de 40X.

b) Tratamiento de Botrytis con saponina

En esta fase, se procedid en cajas Petri a la aplicacion de las tres dosis de saponina en su forma
sobrenadante sobre el hongo Botrytis para observar su eficiencia para el control del patdgeno.

De la siguiente manera:

Preparacion de la solucion saponina sobrenadante en cultivo In vitru.

Para realizar el tratamiento de Botrytis con las dosis de saponina sobrenadante, se prepararon
en un matraz de 250ml solucion de Papa Agar Dextrosa PDA. Se mezclo 25 gr de papa, 1 gr
glucosa, 1,5 gr de Agar y gentamicina 75 microlitros par evitar el desarrollo de bacterias en
100 ml de agua destilada, se dej6 hervir la papa y el agua en hornilla y se mezcl6 la glucosa y
Agar para luego esterilizar en autoclave.y se procedié a pesar las cantidades de dosis de
saponina de acuerdo a los tratamientos para ser incorporados en la solucion PDA. Luego se
procedio a plaquear las cajas Petri con los tratamientos propuestos (1/100, 1/1000, 1/10000 y

sin saponina) y sus repeticiones.
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Inoculacion del hongo Botrytis en cultivo In vitru con dosis de saponina
En las cajas Petri con medio de cultivo Agar PDA y los tratamientos con saponina respectivos
preparados. Se procedid en la camara de flujo laminar y con la ayuda de tips a cortar pequefias

porciones de Agar en el centro de las cajas petri.

Con la ayuda de un asa esteéril se retiraron las porciones cortadas, para poner en el lugar vacio
muestras de 0,5cm de didmetro aproximadamente del hongo Botrytis aislado e identificado
previamente. Para luego ser selladas con parafilm para evitar su contaminacion y su

estiquetado correspondiente.

Las cajas Petri fueron conservadas en lugar bajo condiciones ideales para su desarrollo y
realizar la medicion del crecimiento del patdgeno. Para esto se midié con la ayuda de una
regla el didmetro de desarrollo cada dia durante cinco dias de realizada la inoculacion. De esa

manera se comparo la eficiencia de control de cada tratamiento con saponina.

3.3.3. Fase 3. Aplicacioén del tratamiento en el cultivo de haba en campo

En esta fase del estudio se realiz6 la aplicacion de saponina sobrenadante en tres dosis con un
testigo sin tratamiento en campo para evaluar la eficiencia de control de la enfermedad

Botrytis sobre el cultivo de haba.

En esta etapa se realizé la preparacion del terreno para la implementacion de las parcelas de la

siguiente manera:

- Preparacion del terreno
El suelo escogido para este estudio se prepard haciendo la remocién a una profundidad de
30cm. aproximadamente; de esta manera el terreno quedo suelto para poder realizar

fertilizacion con abono, nivelacién y preparar la siembra.
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- Delimitacion y armado de parcelas
Se delimito las parcelas de siembra o unidades experimentales de 2m por 2m cada una, en
total 12 parcelas, haciendo un total de 66,5m? de terreno para investigacion. Con espacios de

0,5m para pasillo y delimitacién entre unidades experimentales.
- Siembra

Por cada unidad experimental se sembré 24 plantas a una distancia de 35cm entre plantas y de
60cm entre surcos, sistema de siembra utilizado en la zona.

- Aplicacion de tratamientos.
Durante el ciclo fisioldgico del cultivo se realizaron tres aplicaciones foliares con las tres dosis
de saponina en su forma sobrenadante, en una cantidad de producto entre 60 a 80ml/m?, en las
unidades experimentales delimitadas bajo el disefio experimental propuesto. Esto con la ayuda
de una mochila de asperjar de 5 litros. En horas de la mafiana.

- Evaluacion de incidencia
Para la evaluacion de la enfermedad se observé la incidencia por planta, 5 muestras por unidad
experimental del hongo patégeno Botrytis sp., se evalud bajo la tabla de comparaciones

propuesta por Goidanich 1959, citado por Malaguti 1997, expresandola en porcentaje.

Fuente: Goidanich 1959, citado por Malaguti 1997:,59.

Figura 11. Porcentaje de incidencia de Botrytis la hoja.
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3.4 Disefo experimental

El disefio experimental para la fase de campo que se utilizé fue el de bloques completamente

al azar con cuatro tratamientos y tres repeticiones.
Los tratamientos de desinfeccion fueron:

- TRAT. 1> Aplicacidn foliar con saponina Sobrenadante dosis 1/100

- TRAT. 2 > Aplicacion foliar con saponina Sobrenadante dosis 1/1000
- TRAT.3 > Aplicacion foliar con saponina Sobrenadante dosis 1/10000
- TRAT. 4 > Testigo sin saponina

Los cuales fueron sorteados aleatoriamente a cada bloque (repeticion).

3.4.1 Caracteristicas de la unidad experimental

En campo las unidades experimentales fueron de 2 m?, en cada unidad experimental se sembré
24 plantas a una distancia de 35cm entre plantas y de 60cm entre surcos. Se realizaron las

labores culturales necesarias que el cultivo requirio.

3.4.2 Modelo lineal

La presente investigacion se trabajé con el disefio experimental de disefio Bloques
Completamente al Azar (DCA) con 4 tratamientos y 3 repeticiones. Con el respectivo analisis
de varianza (ANVA) y se compararon con DUNCAN (P<0,05).

El modelo lineal que se aplico al disefio experimental planteado es el siguiente

Xij = p+ai+By+Ei

Donde:
Xijik = observacion cualquiera
v = media general del experimento

o= efecto del i-esimo tratamiento
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B, = efecto del k-esimo bloque

gj = error experimental

Distribucion espacial

TRATAMIENTOS (TRAT.)
Aplicacion Foliar con Saponina Sobrenadante
R1TRAT.1 | R1TRAT.2 R1 TRAT.3 To

i R1
5
3) R2 TRAT.2 | R2 TRAT.1 To R2 TRAT.3
I: R2
w
i
o To R1 TRAT.3 R3 TRAT.1 R3 TRAT.2

R3

3.5 Variables de respuesta

Se determinaron las siguientes variables de respuesta:

e Identificacion y aislamiento de patogeno.

e Medicion de la dinamica de crecimiento del hongo patégeno (Botrytis sp) frente a las

tres dosis del extracto de saponina sobrenadante in vitro.

e Porcentaje de inhibicion de Botrytis sp. frente a las tres dosis de saponina en su forma
sobrenadante aplicado en el cultivo del haba (Vicia faba L.), aplicando la tabla de

comparaciones de Malaguti.

e Determinar la efectividad de cada uno de los tratamientos evaluando altura, area foliar,

materia verde, largo de vaina y peso de vaina del cultivo de haba (Vicia faba L.)

¢ Incidencia de Botrytis en plantas.
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3.6 Parametros de evaluacion

Estos parametros de evaluacion se realizaron diferenciando los tratamientos de la

investigacion en laboratorio y en campo

3.6.1 Identificacion del agente causal de mancha de chocolate

Para determinar el agente causal o patdgeno de la mancha de chocolate; se tom6é como
parametro de evaluacién: la recoleccion de 6rgano de plantas de cultivo de haba con sintomas
posibles de enfermedad. Mediante andlisis de laboratorio se determind el agente causal de esta

enfermedad mediante claves de identificacion de Barnett (1972).

3.6.2 Incidencia de Botrytis

Para el porcentaje de incidencia de Botrytis sp. frente a las tres dosis de saponina en su forma
sobrenadante aplicado en laboratorio se realizé con la medicion de la dindmica de crecimiento

del hongo patégeno (Botrytis sp) y para campo en el cultivo del haba (Vicia faba L.),

aplicando la tabla de comparaciones de Malaguti.

3.6.3 Evaluacion de las tres dosis y su efecto en el cultivo
Se evaluaron en campo las variables de altura, area foliar, materia verde, largo de vaina, peso

de vainas y rendimiento; para constatar la eficiencia de cada tratamiento de saponina a tres

dosis diferentes con tres aplicaciones durante el ciclo del cultivo.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacidn se expresan los resultados de la evaluacion de las diferentes variables puestas
en estudio, durante el transcurso del presente trabajo experimental, denotando la importancia
del control de Botrytis en el cultivo de haba (Vicia faba L.) con tres dosis de extracto de
saponina sobrenadante, evaluadas en el municipio de Chicani, en el segundo semestre agricola
del 2015 entre los meses de octubre a marzo del 2016. Los resultados y discusiones se

presentan en la siguiente secuencia:

4.1 Resultados primera fase recoleccion e identificacion del hongo en campo

La identificacion en campo de la enfermedad de mancha de chocolate se realiz6 de acuerdo a
los sintomas visibles que se presentd en las plantas de cultivo de haba en los predios de

Chicani, en la fotografia se muestra esta identificacion:

Fuente: Flores, 2015

Fotografia 1. Plantas de cultivo de haba (Vicia faba L.) con sintomas de Botrytis sp.
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4.2 Resultados segunda fase laboratorio

4.2.1 ldentificacion de hongos fitopatogenos

a) Examen macroscopico de la Botrytis fabae.

Los resultados obtenidos en laboratorio mediante claves de identificacion segun Barnett
(1972), Agrios (2005) y Coca (2017), por aislamiento de colonias puras que se realizo se pudo
evidenciar la presencia de Botrytis fabae, presentando miecelio de color café en la fase no
agresiva y una felpa blanquecina en la fase agresiva sobre el cultivo PDA que es el color tipico
de Botrytis fabae, Agrios (1996). Causante de la mancha de chocolate. Al mismo tiempo en el
aislamiento se encontraron hongos como el Aspergillus sp., Penicillun sp. y Mucor sp. (Ver

Anexos).

La identificacion se realizd por observaciones macroscopicas y microscopicas segun las
normas del Instituto de Investigaciones Farmaco-Bioquimicas U.M.S.A., que se detallan a

continuacion:

Fuente: Flores, 2015

Fotografia 2. Cultivo in vitro de Botrytis sp.

b) Examen microscopico de la Botrytis fabae.

En la observacion hecha al microscopio con un aumento optico de 40x se encontraron gran

cantidad de hifas, conidioforos variables, ramificada irregularmente, hifa con conidioforos y
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conidias en forma de racimos como “Racimos de uva" y conidias sueltas. Estas caracteristicas
encontradas en la observacion microscopica fue similar a las claves de identificacion

mencionadas por Barnett (1972).
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Fuente: Flores, 2015 Fuente: Barnett, 1972
Fotografia 3. Identificacion de Botrytis sp.Vs. Barnett (Claves de identificacion)

10 pm

Fuente: Flores, 2015 Fuente: Adaptado de Mirzaei et al 2008

Fotografia 4. Identificacion de conidias de Botrytis fabae Vs. Conidias de Mirzaei et al

4.2.3 Porcentaje Inhibicion del Botrytis

Para la variable inhibicion, que se determind mediante el porcentaje de crecimiento del

patdgeno en las cajas Petri, se determind lo siguiente:
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Cuadro 3. Andlisis de varianza para la variable inhibicion de Botrytis fabae.

Fuente de variacion | G.L. | Cuadrado Medio | Significancia al 5 %
Bloques 3 2,57 N.S
Tratamientos 3 75,25 *
Error 9 3313,53
Cv 1477 %

Segun los resultados obtenidos del analisis de varianza (Cuadro 3) muestra hay diferencias
significativas entre los tratamientos propuestos en el experimento al 5%; por otra parte el

coeficiente de variacion fue de 14,77% lo que nos indica que los datos son confiables.
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70

60 01/100
50

20 §1/1000
30 ©1/10000
20 oTES
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89

% Inhibicion de Botrytis

1/100 1/1000 1/10000 TES
TRATAMIENTO

Figura 12. Comportamiento de cada uno los tratamientos en relacion a la variable porcentaje

de inhibicion del hongo.

En la figura 12 muestra que la aplicacién de los tratamientos presentan comportamientos
similares por lo tanto la inhibicion del hongo fue similar frente a la aplicacion de las diferentes
dosis en relacion al testigo, el comportamiento para el caso del tratamiento uno presento un

promedio de 89%, para el caso del tratamiento dos presento 78% en promedio y el tratamiento
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tres obtuvo un valor de 77% y por ultimo se observé que el testigo cuatro presento un valor de
71%.

Segun Fernandez (1996), Las saponinas tienen una accion irritante sobre las células. En este
sentido, propiciaran la formacion de poros sobre la superficie de la célula, produciendo un

incremento de su permeabilidad.

Stuardo et al, citado por Ahumada 2016. Ensayos con tincion demostraron que la integridad de
la membrana fungica sufri6 ruptura. Probablemente se promueve la formacion de derivados de
saponinas con mayor caracter hidrofdbico, lo cual posibilitaria una mayor afinidad con los

esteroles presentes en las membranas celulares y, por lo tanto, una mayor actividad.

El crecimiento del hongo patégeno (Cercospora beticola) muestra que los tratamientos con
saponina de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) indica una diferencia altamente
significativa a partir de las 96 horas de evaluacion hasta los 144 horas, esto afirma que el

extracto tiene un efecto al crecimiento del hongo in vitro. (Segin Apaza R. 2010).

4.2.4 Crecimiento del hongo en cm.

Medicion de la dinamica de crecimiento del hongo patdgeno (Botrytis fabae) frente a las tres

dosis del extracto de saponina en su forma sobrenadante in vitro.

Cuadro 4. Andlisis de varianza para la variable del crecimiento del patdégeno

(Botrytis fabae).
Fuente de variacion | G.L. | Cuadrado Medio | Significancia al 5 %
Bloques 3 1.67 N.S
Tratamientos 3 323.52 *
Error 9 2.74
Cv 18.39 %

Fuente: Elaboracion Propia N.S. no significativo
* significativo
48



Segun los resultados obtenidos del analisis de varianza (Cuadro 3) muestra que hay diferencias
significativas entre los tratamientos propuestos en el experimento al 5%; por otra parte el
coeficiente de variacion fue de 18,39% lo que nos indica que los datos son confiables.

El cuadro anterior nos indica que existe una diferencia significativa entre tratamientos, por lo
cual podemos indicar que el crecimiento de Botrytis varia estadisticamente segin el
tratamiento realizado. Para identificar estas diferencias se realizo la prueba de Duncan a un

nivel de significancia del 5%, mostrando que el tratamiento uno resultd ser el mejor.
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TRATAMIENTO

Figura 13. Comportamiento de los tratamientos en relacion a la variable crecimiento del

hongo en cm.

En la Figura 13 nos muestra la respuesta final de la variable de estudio, crecimiento del hongo
(Botrytis fabae.) a diferentes dosis de saponina de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) en
cultivo in vitro con medio PDA, nos muestra que el tratamiento 1/10000 presento un valor de
2,83 cm de inhibicion del hongo lo cual nos indica que solo se logro retraer en esa forma de
crecimiento del hongo, para el tratamiento 1/1000 se muestra que se desarrollé a 2,5 cm vy el
tratamiento 1/100 a 1,71 cm siendo este tratamiento el que mejor controlo al patogeno

(Botrytis fabae.) en relacion al testigo con 4,6¢cm,
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Entonces se puede observar que el comportamiento fue ascendente en cuanto la dosis de

saponina se va incrementando la inhibicion del hongo va mejorando.

Los compuestos de la saponina sobrenadante provocan un debilitamiento de la membrana
celular del hongo Botrytis fabae; por poseer una accién alelopatica, fitoprotectora contra
microorganismos y plagas; por tener compuestos fendlicos (Kercetina y Kaenferol) que son
compuestos antifangicos. La membrana es la proteccion de los hongos y cuando esta
membrana se ve afectada el patdgeno se alla vulnerable en su desarrollo y division celular por
lo que el crecimiento se ve directamente afectado en los polisacéridos y proteinas que forman

compuestos necesarios para formar el citoesqueleto o membranas nuclear y/o celular.

Muijica et al. (2007), sefiala asimismo el extracto SN también contiene compuestos fendlicos
como kercetina y el kaenferol, tales compuestos tienen una reconocida actividad antifungica .

Forman espumas estables en concentraciones muy bajas, 0,1 %

Stuardo et al, citado por Ahumada 2016. Ensayos con tincion demostraron que la integridad
de la membrana fungica sufri6 ruptura. Probablemente se promueve la formacion de derivados
de saponinas con mayor caracter hidrofdbico, lo cual posibilitaria una mayor afinidad con los
esteroles presentes en las membranas celulares y, por lo tanto, una mayor actividad.

Segun Ferndndez (1996), las saponinas tienen una accidn irritante sobre las células. En este
sentido, propiciaran la formacién de poros sobre la superficie de la célula, produciendo un

incremento de su permeabilidad y estimulando el flujo de otras sustancias y nutrientes.

La aplicacion de saponina en material vegetal en dilucion 1:10000 tuvo mas crecimiento del
hongo que las diluciones de mayor concentracion a partir de las 48 horas, teniendo
significativamente mayor crecimiento del hongo a comparacioén con las diluciones 1:10 y
1:100 en el tiempo 144 horas (Apaza. 2010).

El mismo autor menciona que el crecimiento del hongo patdégeno (Cercospora beticola)
muestra que los tratamientos con saponina de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) indica una
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diferencia altamente significativa a partir de las 96 horas de evaluacion hasta los 144 horas,

esto afirma que el extracto tiene un efecto al crecimiento del hongo in vitro.

Yanique (2012), indica que los tipos de extracto de saponina de quinua reducen
significativamente el crecimiento micelial del hongo Botrytis sp. in vitro en medio de cultivo
PDA, siendo més eficaz el extracto SN a dosis 1/100, 1/1000, 1/10000 donde se obtuvo
menor desarrollo del patdgeno, entre estas tres diluciones resalta la dilucién 1/10000 lo cual
puede deberse al contenido de compuestos fendlicos presentes en el mencionado tipo de
extracto, seguido por el extracto Polar y por ultimo el extracto Crudo a los 14 dias de su

evaluacion.

4.3 Resultados tercera fase aplicacion de tratamientos en el cultivo en campo

En esta fase, se realizo la siembra del cultivo de haba de acuerdo al disefio experimental para
poder observar el comportamiento de la Botrytis y las dosis de saponina, para esta etapa se
tomaron en cuenta la incidencia de la enfermedad, la Altura de las plantas, Area foliar, Materia
verde, Largo de vainas, Peso de vainas y Rendimiento para observar el comportamiento
fisioldgico de la planta en relacién a la incidencia de la enfermedad.

4.3.1 Evaluacion de parcelas

Las parcelas fueron evaluadas desde la siembra para poder obtener datos que indicaron la

incidencia de la enfermedad.
Para poder afirmar esto se evaluaron los siguientes aspectos:

De acuerdo a los resultados obtenidos y con el objetivo de mostrar el rendimiento en relacion a
su respuesta del cultivo de haba (Vicia faba) y la aplicaciéon de tres dosis de saponina que

fueron propuestos.
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4.3.2 Temperaturas registradas.

Se obtuvieron las variaciones de temperaturas maximas, medias y minimas, que se obtuvieron
con el uso de un termémetro analdgico, realizando un registro diario de las temperaturas

durante el estudio.
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Figura 14. Temperaturas Maximas y Minimas registradas durante el periodo de estudio.

En la figura 14 podemos observar que durante la investigacion, se registré una temperatura
promedio de 9,8 °C, con una maxima extrema de 15 °C y una minima de 5 °C, al respecto

Izquierdo (2003) las temperaturas cercanas a los 15 °C son apropiadas para el cultivo.

Este factor es de gran importancia para el crecimiento del hongo, puesto que se logra el mayor
porcentaje de germinacion de lo conidios, cuando la temperatura esta entre 15 y 20°C (Rabon,
2001). El micelio es capaz de crecer a temperaturas cercanas a 0°C. los esclerocios(cuerpos de
resistencia) se forman cuando las temperaturas fluctGian entre 11 y 13°C y la esporulacion de

estos cuerpos es favorecida por temperaturas de 12 a 22°C (Lahlali et al., 2006).
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4.3.3 Humedad Relativa

La humedad relativa registrada durante la investigacidon en campo fue la siguiente:

Humedad Relativa
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Figura 15. Porcentaje de Humedad Relativa registrada durante el periodo de estudio.

La humedad relativa se considera como el principal factor en el desarrollo del hongo Botrytis
sp. Necesita de alta humedad relativa, principalmente para la germinacion de los conidios ya
que la esporulacién del hongo comienza entre 70 y 100% de humedad relativa (Eden et al.,
1996; Barnes & Shaw, 2002).

El contenido de agua en los tejidos de la planta, alser mayor, aumenta la permeabilidad
celular, facilitando la entrada de diversos patdgenos. Por ello la incidencia de Botrytis sp.
puede incrementarse en épocas de lluvia, en cultivos a libre exposicion o por un mal manejo
de riego (Rabon, 2001).

4.3.4 Incidencia de Botrytis en campo

Para la variable incidencia de Botrytis, se evaluo de acuerdo a la comparacién con el cuadro de
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porcentajes de incidencia empleada por Malaguti (1997), expresandola en porcentaje.

Comparando las hojas muestras de cultivo de haba (Vicia faba L.) con la planilla de Malaguti

(1997). Aclarando que la enfermedad se presento solo en hojas y en algunos tallos.

Cuadro 5. Analisis de incidencia de Botrytis .

Fuente de variacion | G.L. | Cuadrado Medio | Significancia al 5 %
Blogues 3 1.67 N.S
Tratamientos 3 323.52 *
Error 9 2.74
Cv 18.39 %

El cuadro anterior nos indica que existe una diferencia significativa entre tratamientos, por lo

cual podemos indicar que la incidencia de Botrytis varia estadisticamente segln el tratamiento

realizado. Para identificar estas diferencias se realizé la prueba de Duncan a un nivel de

significancia del 5%, mostrando que el tratamiento con mayor concentracion resultd ser el

mejor.

Por otra parte se puede observar que se presentd un coeficiente de variacion del 18,39 %

mostrando un buen nivel de confianza.
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Fuente: Elaboracion Propia
Figura 16. Incidencia de Botrytis por tratamiento.

Como se observa en la figura 16 el tratamiento que menor incidencia de Botrytis presentd fue
el 1/100 con un 20,5% de incidencia, seguido del tratamiento 1/1000 con una incidencia del
24,7 %, seguido del tratamiento 1/10000 con un 25,6% y por ultimo el testigo con 45,3 % de

incidencia de Botrytis.

Los compuestos de la saponina sobrenadante provocan un debilitamiento de la membrana
celular del hongo Botrytis fabae; por poseer una accién alelopatica, fitoprotectora contra
microorganismos y plagas; por tener compuestos fenolicos (Kercetina y Kaenferol) que son
compuestos antifangicos. La membrana es la proteccion de los hongos y cuando esta
membrana se ve afectada el patdgeno se alla vulnerable en su desarrollo y division celular por
lo que el crecimiento se ve directamente afectado en los polisacaridos y proteinas que forman

compuestos necesarios para formar el citoesqueleto o membranas nuclear y/o celular.

Stuardo et al, citado por Ahumada 2016. Ensayos con tincion demostraron que la integridad de

la membrana fangica sufrié ruptura. Probablemente se promueve la formacion de derivados
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de saponinas con mayor carécter hidrofébico, lo cual posibilitaria una mayor afinidad con los
esteroles presentes en las membranas celulares y, por lo tanto, una mayor actividad.

Segun Fernandez (1996), las saponinas tienen una accion irritante sobre las células. En este
sentido, propiciaran la formacién de poros sobre la superficie de la célula, produciendo un

incremento de su permeabilidad y estimulando el flujo de otras sustancias y nutrientes.

Las saponinas en el organismo vegetal presentan una amplia gama de propiedades, las cuales
incluyen desde emulsionantes, insecticidas, accion alelopatica o como fitoprotectores contra

ataque de microorganismos y herbivoros Segin Osbourn1996.

Las saponinas han sido intensamente estudiadas en la busqueda de nuevas alternativas de
control de enfermedades. Las de tipo monodesmisidicas presentan una alta actividad fungicida
Segun Osbourn, 1996; Hostettmann y Marston, 1995, (ambos citado Apaza R. 2010).

Asimismo el extracto SN también contiene compuestos fendlicos como kercetina y el
kaenferol, tales compuestos tienen una reconocida actividad antifungica casi al igual que las
saponinas la actividad pueda deberse a un efecto sinérgico entre ambos grupos de saponinas y
compuestos fendlicos, los cuales brindaron mejores resultados, a diferencia de los tipos de
extracto Polar y Crudo los cuales no presentan compuestos fendlicos (Entrevista: Lozano, M.
2015. Caracteristicas de saponinas. La Paz Bolivia).

La aplicacion de saponina en material vegetal. La dilucion 1:10000 tuvo mas crecimiento del
hongo que las diluciones de mayor concentracion a partir de las 48 horas, teniendo
significativamente mayor crecimiento del hongo a comparacion con las diluciones 1:10 y
1:100 en el tiempo 144 horas (citado Apaza R. 2010).

Coca (2007), sefiala que la mancha de chocolate es una enfermedad que afecta al cultivo del
haba desde la emergencia y afecta hojas, tallos, flores, vainas verdes y granos. Es una

enfermedad destructiva de las zonas de altura. El color chocolate sobre las hojas, son el
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sintoma caracteristico y corresponde a la fase no agresiva del patdgeno. El abundante
crecimiento vegetativo, alta humedad ambiental hacen mas vulnerables para el desarrollo de

la enfermedad.

El mismo autor sefiala que con el mejoramiento de las condiciones ambientales (enero -
marzo) mas favorables para el desarrollo de la enfermedad, estas manchas alcanzan a los

tallos, flores y vainas, convirtiéndose en verdaderos tizones foliares de color chocolate.

4.3.5 Altura de la planta (cm)

Esta evaluacion de la altura de las plantas fue hecha con una huincha métrica para determinar
el crecimiento y vigor de las plantas. Se tom6 datos a los 90 dias después de la germinacion,
como se detallan a continuacion:

Cuadro 6. Analisis de Varianza para altura de planta.

Fuente de variacion G.L. Cuadrado Medio Significancia al 5 %
Bloques 2 2061.9 N.S.
Tratamientos 1 3037,1 N.S.
Error 20 25,5
CcVv 14.77 %

Como observamos en el cuadro N° 5 no existio diferencia significativa entre bloques,
realizando la prueba de Duncan, tampoco existieron diferencias significativas entre
tratamientos puesto que tienen la misma letra, por otra parte el Coeficiente de Variacion fue de

14,77 % los que indica que los datos son confiables.

La presencia de diferencias no significativas para ambos casos fue posiblemente a causa de

que las aplicaciones planteadas, no causaron ningun efecto sobre la altura de la planta, como
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también se puede observar que los factores ambientales no influyeron en esta variable altura

de planta.
ALTURA DE PLANTAS A LOS 90 DIAS
52,7
52,6
52,5
£
S 524
E 52,3
P 52,2 ® ALTURA EN cm
<
52,1
51,9
1 2 3 4
BLOQUES

Figura 17. Comportamiento de los bloques en relacion a la variable altura de plantas a los 90

dias.

Coca (2007), en el estudio realizado en la produccién de haba (dosis) se obtuvo un
rendimiento en altura de 17,7 cm en 15 dias, estos resultados son aparentemente similares a

los que se obtuvo en el presente estudio con 52,65 cm a los 90 dias de altura promedio.

Ralde (2000), en un estudio realizado en la produccion de haba, con las formas de aplicacion,
obtuvo una altura de planta de 18,8 cm en 15 dias, estos resultados son casi similares a los que

se obtuvo en el presente estudio con 52 cm de altura promedio a los 90 dias.

Segun Coca (2007), mencionado por Castila (2005), indica que el movimiento del aire afecta
al crecimiento de las plantas al afectar a las transferencias de energia, a la transpiracion y a la
absorcion de CO,, de modo que hay una influencia en el tamarfio de la hoja, el crecimiento del

tallo y en la produccion.
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Figura 18. Comportamiento de los tratamientos en relacion a la altura de la planta a los 90

dias.

Segun la prueba de Duncan al 5 % de probabilidad no existen diferencias entre tratamientos

por lo que se concluye que la saponina no inciden sobre la altura de la planta.

4.3.6 Area foliar (cm?)

El area foliar se evalué midiendo el ancho y largo de las hojas muestra, 9 hojas por planta por

tratamiento, sacando promedios y se us6 la formula para area foliar y se obtuvo el &rea en cm?.

AF=AXLx0,75

59



Cuadro 6. Andlisis de Varianza para area foliar.

Fuente de variacion G.L. Cuadrado Medio Significancia al 5 %
Tratamientos 1 3476,3 *
Bloques 2 1395,5 N.S.
Error 20 8,6
CcVv 14.66 %

Segun los resultados obtenidos del analisis de varianza (Cuadro 6), se muestra que existen
diferencias significativas para el caso de Tratamiento, esto debido a que los factores externos
en el lugar de estudio llegaron a influir sobre este factor reflejando esto en el limbo de la hoja
y la barrera fitoprotectora y de fertilizacion por dosis de saponina. Ademas que se debe
relacionar la incidencia por tratamiento da como resultado que el &rea foliar este mas sana en
los tres primeros tratamientos a diferencia del testigo, por lo que la planta tuvo mejor opcion

de asimilar CO?, H,0 y Luz, para transformar en biomasa.

La utilizacion de saponina como fertilizante de suelo como menciona Pagina Siete, (2013),
seria una explicacion para la diferencia. “Cuando obtenemos la cascarilla inmediatamente la
volvemos a utilizar como fertilizante de la tierra en la que se volvera a cultivar el grano de oro.
Ello porque refuerza los valores nutritivos de la tierra y en realidad nos falta saponina”,

explica Choque.

Para el caso del Bloques no llegaron a presentar diferencias significativas, esto se debid
posiblemente a que el terreno era homogéneo, por otra parte el coeficiente de Variacion fue de

14,66 % los que indica que los datos son confiables.

También Galvan (1994), menciona que como sucede en todos los vegetales, el ritmo de
crecimiento al estar regulado por acciones metabdlicas y a su vez ellas catalizadas por
diferentes enzimas, la temperatura juega un rol fundamental en determinar la velocidad, la tasa
de incremento de materia fresca o seco.
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Cubero (1992), indica que al incorporar fertilizacion, se incrementa la CIC lo cual es favorable
para la planta por que estimula la absorcién de nutrientes intercambiando de esta forma el

crecimiento y desarrollo de la planta.

3,5
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01/100
01/1000
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0,5

1/100 1/1000 1/10000 TES
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Figura 19. Comportamiento de los tratamiento para el area foliar en cm?

En la figura 19, se observa la prueba de Duncan al 5% para la variable Tratamiento o Dosis,
la cual muestra diferencias significativas entre las aplicaciones con saponina 3,8cm? para el

mejor tratamiento y el Testigo 2,9 cm? respectivamente.

Cubero (1992), menciona que el crecimiento de las diferentes partes de la planta se suele
determinar por la altura, el area foliar o el peso seco, en relacion con el tiempo transcurrido
durante el ciclo de vida. La diferenciacion es el proceso mediante el cual se forman y

reproducen clases de células.

El mismo autor mencion; una vez que han aparecido las raicillas y las primeras hojas, la planta
estad capacitada para obtener los nutrientes del medio externo y demas elementos para fabricar
su propio alimento (fotosintesis), motivo por el cual se debe exponer a condiciones dptimas de

luminosidad, oxigenacion y nutricion.
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La utilizacion de saponina como fertilizante de suelo como menciona Pagina Siete, (2013),
seria una explicacion para la diferencia. “Cuando obtenemos la cascarilla inmediatamente la
volvemos a utilizar como fertilizante de la tierra en la que se volvera a cultivar el grano de oro.
Ello porque refuerza los valores nutritivos de la tierra y en realidad nos falta saponina”,

explica Choque.

4.3.7 Materia verde (Kg/m?)
Para la variable Materia verde se pesaron con romana las plantas al momento de la cosecha
para obtener el peso total de biomasa obtenida por tratamiento. De esta forma ver si la

saponina pudo influir en el desarrollo de cultivo de haba (Vicia faba).

Cuadro 8. Andlisis de varianza para biomasa total.

Fuente de variacion G.L. Cuadrado Medio Significancia al 5 %
Tratamientos 1 191,0 *
Bloques 2 115,7 N.S.
Error 20 2,7
cVv 7,07 %

En el cuadro 8, de andlisis de varianza podemos observar que para el caso de Bloques no
existen diferencias significativas lo que posiblemente paso por que al ser las plantas con
caracteristicas similares tuvieron un desarrollo similar uno con respecto al otro, pero si
podemos observar que para el caso del Tratamiento si presentan diferencias significativas, lo
que se podria explicar que las aplicaciones tuvieron un diferente comportamiento
proporcionando estas diferentes maneras de controlar el avance de la enfermedad lo que

produjo diferente comportamiento en el cultivo.
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Para poder dosificar un Fungicida es necesario conocer la formulaciéon y concentracion del
ingrediente activo (i.a.), después de esto se procede a hacer los calculos siguiendo cualquiera
de los dos métodos; el de la regla de tres o formula (Pérez et. al., 2010). Segun Porco (2009),
para ciertas dosis recomendada en cc/ha, ml/ha o g/ha se toma en cuenta una hectarea
utilizandose en plantas de 20 cm 200 L de agua, de 30 cm 300 L, de 40 cm 400 L, de 40 a 60
cm 400 Ly en pleno follaje hasta un méximo de 600 litros de agua por hectarea (Huici, 2004).

La aplicacion del Manejo y Control Integrado de Plagas y Enfermedades en los campos de
cultivo de haba, supone una actitud abierta y flexible para responder a cada tipo de plaga o
enfermedad segun el caso. No existen recetas o formulas que puedan generalizarse a cualquier

plaga o cultivo.

La utilizacion de saponina como fertilizante de suelo como menciona Pagina Siete, (2013),
seria una explicacion para la diferencia. “Cuando obtenemos la cascarilla inmediatamente la
volvemos a utilizar como fertilizante de la tierra en la que se volvera a cultivar el grano de oro.
Ello porque refuerza los valores nutritivos de la tierra y en realidad nos falta saponina”,

explica Choque.
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Figura 20. Comportamiento de los tratamientos para materia verde en Kg/m?
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En la figura 20, se muestra la comparacion Duncan realizada para el factor tratamiento,
muestra que hubo una diferencia aplicando saponina al cultivo de 5,45 Kg/m? para el mejor

tratamiento por encima del testigo que presento un valor promedio de 4,25 Kg/m2.

Niguez (1988), menciona que se ha documentado que periodos de tiempo de 7 a 10 dias son
mas que suficientes para completar el ciclo de haba. Ciclos méas largos no serian convenientes

debido a la disminucién de materia seca y de calidad en general.

Cubero (1992), menciona que en una planta el crecimiento y la diferenciacion transcurren
paralelamente y por ello, pareceria tratarse de un solo proceso que Illamamos desarrollo. Una
vez que han aparecido las raicillas y las primeras hojas, la planta esta capacitada para obtener
los nutrientes del medio externo y demas elementos para fabricar su propio alimento
(fotosintesis), motivo por el cual se debe exponer a condiciones 6ptimas de luminosidad,

oxigenacion y nutricion

Pégina Siete, (2013), “Cuando obtenemos la cascarilla inmediatamente la volvemos a utilizar
como fertilizante de la tierra en la que se volvera a cultivar el grano de oro. Ello porque
refuerza los valores nutritivos de la tierra”, explica Choque.

Las saponinas actian como barreras protectoras contra el ataque de patégenos y herbivoros,

por lo que se justifica que las partes mas vulnerables de la planta tales como hojas, tallos,
frutos y raices, sean los reservorios de este tipo de compuestos, Lozano (2015).

4.3.8 Largo de vainas (cm).

Para el largo de vaina se realizd la medicion con una regla tomando desde la base de la vaina

hasta la punta.
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Cuadro 9. Andlisis de Varianza para largo de vaina.

Fuente de variacion G.L. Cuadrado Medio Significancia al 5 %
Tratamientos 1 835,8 *
Bloques 2 432,7 N.S.
Error 20 8,5
CcVv 1477 %

En el cuadro 9, de andlisis de varianza podemos observar que no se presentan diferencias
significativas para el caso de Bloques esto se debe posiblemente al terreno homogéneo, en
cuanto el factor tratamiento si presento diferencias, probablemente porque al aplicar saponina
en diferentes dosis inciden sobre el cultivo en el desarrollo probablemente por la fertilizacién

que provoca y sobre todo el control de la enfermedad.

También se observa que presenta un coeficiente de variacion de 14,77% lo cual muestra la

confianza del estudio.

Cuando no se maneja bien los niveles de fertilizacion de nutrientes en el suelo, el cultivo no
tendra buen crecimiento y desarrollo, la planta se debilita, las vainas son pequefias y como

consecuencia baja la produccion. (Yéafez, 2013)

Asi mismo menciona El manejo y control integrado de plagas consiste en combinar distintos
tipos de controles tanto preventivos como el mantenimiento de niveles de tolerancia, de
manera que exista un equilibrio entre insectos plaga y benéficos y aplicacion de

bioinsecticidas e insecticidas de baja toxicidad.
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Figura 21. Comportamiento de los tratamientos para el largo de vaina en cm

En la figura 21 se observa que la aplicacion realizada en la parte aérea de la planta presento
mejor resultado en cuanto al largo de la vaina lo cual nos indica que si aplicamos foliarmente
nos da mejores resultados en cuanto al control de esta enfermedad y muestra mejor calidad de

vaina.

Minches (s/f), menciona que el uso de plaguicidas, en especial el de fungicidas para el control
de enfermedades en los cultivos, como lo es el cultivo de haba (Vicia faba L.), el cual se ve
seriamente dafiado por las enfermedades, la de mayor importancia es la causada por el hongo
Botrytis fabae, cominmente llamada mancha de chocolate, este hongo ataca tallos, hojas,
vainas Yy flores, disminuyendo la produccién hasta en un 60%, por lo que los productores se

ven en la necesidad de realizar aplicaciones cada 15 dias en las etapas criticas del cultivo.
Las saponinas actuan como barreras protectoras contra el ataque de patdgenos y herbivoros,

por lo que se justifica que las partes méas vulnerables de la planta tales como hojas, tallos,

frutos y raices, sean los reservorios de este tipo de compuestos, Lozano (2015).
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En los cultivares de variedad mayor, que producen semillas més grandes o “habones” las
vainas son de menor longitud, alcanzando valores promedio iguales o inferiores a 15 cm
(Tapia, 1993)

4.3.9 Peso de vaina (Kg)
Con una balanza se pesaron las vainas después de su cosecha, por cada tratamiento para

comparar el rendimiento de cada unidad experimental. Obteniendo los siguientes resultados:

Cuadro 10. Analisis de Varianza para la variable peso de vaina.

Fuente de variacion G.L. Cuadrado Medio Significancia al 5 %
Tratamientos 1 1160,6 *
Bloques 2 592,2 N.S.
Error 20 8,5
Cv 14777 %

En el cuadro 10 se puede observar que no llegaron a presentar diferencias significativas entre
bloques. Pero por otra se puede observar que las aplicaciones realizadas si llegaron a
presentar diferencias significativas sobre la variable peso de vaina, esto probablemente que al
ser aplicado los tratamientos en la parte aérea de la planta llego a controlar mejor el patdgeno
y se tubo mejores resultados entre los tratamientos y aplicaciones en tempranas horas de la

mafana.
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Figura 22. Comportamiento de los tratamientos para el peso de vaina en Kg

En la figura 22 se observa que existe una diferencia entre los tratamientos donde podemos
observar que la aplicacion foliar llego a presentar un valor promedio de 10,15 Kg del mejor

tratamiento en relacion con el testigo que presento un valor de 7,3 Kg.

La saponina tuvo una accion alelopética, fitoprotectora contra microorganismos y plagas por
tener compuestos fendlicos (Kercetina y Kaenferol) que son antifingicos y afectan la

reproduccion celular de patdgenos, que no se presentaron en las vainas.
Las saponinas actian como barreras protectoras contra el ataque de patégenos y herbivoros,

por lo que se justifica que las partes mas vulnerables de la planta tales como hojas, tallos,

frutos y raices, sean los reservorios de este tipo de compuestos, Lozano (2015).
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5. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en el presente estudio se concluye:

El agente causal de la Mancha de Chocolate en el cultivo de haba (Vicia faba L.) en
el municipio de Chicani fue Botrytis fabae.

En laboratorio se demostré que la saponina sobrenadante inhibe y reduce el

crecimiento de Botrytis fabae. sobre todo la aplicacion 1/100.

Se concluye que los resultados de las variables evaluadas en el cultivo: area foliar,
materia verde, largo de vaina y peso de vaina; fueron mejores en aquellas plantas que
fueron tratadas con aplicaciones de saponina en tres dosis propuestas, en especial la

dosis 1/100 que alcanzo rendimientos positivos en relacion al testigo.

Las anteriores conclusiones muestran que la aplicacion de saponina sobrenadante en
tres diferentes dosis y en especial la dosis 1/100 controla la enfermedad mancha de

chocolate causada por el patégeno Botrytis fabae.

Por Gltimo se concluye que en campo también es efectiva la aplicacion de saponina
sobrenadante para controlar la incidencia de Botrytis fabae; actuando también como
fitoprotector y de resistencia para lograr plantas sanas y con buenos rendimientos.

Como en todas las variables la dosis 1/100 fue la que mostro mejores resultados.
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6. RECOMENDACIONES

De acuerdo a lo estudiado se puede recomendar lo siguiente:

— Realizar aplicaciones de extractos de saponina aplicados en diferentes ciclos de
crecimiento del cultivo de haba para poder observar si existe mayor control de la
enfermedad estudiada.

— Asi mismo se recomienda realizar estudios donde se aplique el extracto de saponina en

diferentes etapas de ataque del hongo.

— Recomendar la aplicacion nocturna en comparacion con la aplicacion diurna.

— En investigaciones posteriores es necesario realizar una inoculacion previa al campo
con el patégeno en estudio, para poder obtener resultados mas precisos en cuanto a

control.

— Realizar investigaciones para determinar la cantidad de preparacion a aplicar en

campo, para lograr una buen control y eficiente.
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8. ANEXOS






ANEXO 1. Iméagenes de la investigacion fase laboratorio

Etapa de aislamiento del patdgeno Botrytis sp. aislado

Mucor aislado Penicillium (Identificacion macroscopica)

Conservacion de Botrys en punta de hifa
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ANEXO 2. Mediciones diarias del patégeno en cultivo In vitro

Curva de crecimiento Botrytis fabae

Primer dia Segundo dia
Rl R2 R3 PROM RL R2 R3 PROM
TRAT,1| 5,2| 5,2| 5,2 5,2 TRAT,1| 7,5 7,6| 7,7 7,6
TRAT.2| 5,4| 54| 5,3 5,4 TRAT.2| 8,3| 8,2| 8,5 8,3
TRAT.3| 5,6| 54| 5,6 5,5 TRAT.3| 9,6| 9,5| 9,7 9,6
To 6 6 6 6 To 10,4(10,7| 10,5| 10,5
Tercer dia Cuatro dia
Rl R2 R3 PROM RL R2 R3 PROM
TRAT.1| 9,6/ 95| 96| 9,6 TRAT,1(11,4|11,6|11,5| 11,5
TRAT.2112,2112,3(12,3| 12,3 TRAT.2|18,7|18,9| 18,6 | 18,7
TRAT.3[15,6{15,7|15,7| 15,7 TRAT.3(20,3|20,2|20,4| 20,3
To|21,7|21,6(21,7| 21,7 To 38,2(37,9/37,9| 38
Quinto dia DIA
Rl R2 R3 PROM TRAT. o 1 2 3 4 5
TRAT.1(17,2|17,1|17,1| 17,1 TRAT,1 5| 52| 76| 96(11,5]| 17,1
TRAT.2| 25|25,1| 25 25 TRAT.2 5| 54| 83| 12,3|18,7| 25
TRAT.3(28,2(28,1|28,1| 28,1 TRAT.3 5| 55| 96| 15,7/20,3| 28,1
To| 46| 46| 46 46 To 5 6(10,5| 21,7| 38 46
Curva de crecimiento por dia
50
45 /4
g 40 e
€ 35
c /
g 30 / ——TRAT, 1
£ 25
2 2 4 e ——TRAT. 2
815 / // // TRAT. 3
“ 10 ‘/é__; To
5
0
1 2 3 5
Dias
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Curva de Inhibicién de Botrytis

Primer dia Segundo dia
R1 R2 R3 PROM R1 R2 R3 PROM
TRAT, 1| 20| 21|22 21 TRAT, 1 63| 62| 63 63
TRAT.2| 17| 18|17 17,3 TRAT. 2 54| 55 54 54,3
TRAT.3(13| 12|13 12,7 TRAT. 3 47| 45| 46| 46,0
To| 9 8| 9 8,7 To 34| 35| 34| 34,3
Tercer dia Cuatro dia
R1 R2 R3 PROM Rl R2 R3 PROM
TRAT.1| 75| 75|74 75 TRAT, 1 83| 84| 83 83
TRAT.2| 67| 66|65 66 TRAT. 2 71| 71| 70 71
TRAT.3| 64| 65|64 64,3 TRAT. 3 70| 70| 70 70
To| 58| 59|57 58 To 66 66,0 67 66
Quinto dia DIA
R1 R2 R3 PROM TRAT. 1 2 3 4 5
TRAT.1| 88| 89|89 89 TRAT, 1 21/63,0|75,0 83| 89
TRAT.2 (77| 78|78 78 TRAT.2 |17,3|54,3|66,0f 70,7| 78
TRAT.3 (76| 77|77 77 TRAT. 3 12,7 46,0 64,3 70,0177,0
To| 70| 71(71 71 To 8,7134,3|58,0 66| 71
Curva de Inhibicion por dia
100
@ 90
> 80
32 70 /;;_
3 § 60 ‘//
£ / L~ /' e==TRAT, 1
S8 50 /
S B / ——TRAT.2
< 5 /
£ a 30 TRAT. 3
[} /
o 20 e TO
X 10 ./
0
2 3 4 5
Dias
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Labores culturales

Medicion de variables

ANEXO 3. Imagenes fase de campo
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ANEXO 3  Croquis de experimento

TRAT1->
TRAT 2 >
TRAT 3>
TRAT 4>

TRAT TRAT TRAT To
3 1 1
To TRAT TRAT TRAT
1 3 1
TRAT To TRAT TRAT
1 2 3

Tratamiento 1/100
Tratamiento 1/1000
Tratamiento 1/10000
Testigo

Tamario de la parcela 2 x 2 =2m2

Distancia entre parcelas 0.5m aproximadamente

Area total 66,5 m2
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ANEXO 4. Anélisis de varianza de las variables que fueron parte del estudio

Anélisis de varianza para la variable del hongo patégeno (Botrytis sp).

FUENTES DE FT
GL SC CM FC
VARIACION (0,05)

TRATAMIENTOS 11 3 12,23 0,04 426 NS

ERROR 2 8 316,72
TOTAL 9 11 328,95
C.V. 1,65%

NS. No Significativo al nivel de 0,05

Analisis de Varianza para altura de planta en tratamiento y bloques.

Fuente de variacion GL. CM SC Fc Ft(0,05) Sig.
Tratamiento 1 1330,3 1330,3 559 4,35 ns
Bloque 2 687,3 1374,7 578 585 ns
Error 20 8,5 237,9

Total 24

C.V.14,77%

NS. No Significativo al nivel de 0,05
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Andlisis de Varianza para area foliar en tratamiento y bloques.

Fuente de )
o CM SC Fc Ft(0,05) Sig.
variacion
Dosis 1 3476,3 3476,3 7,2 4,35 *
Bloque 2 1395,5 27909 5,8 5,85 Ns
Error 20 8,6 480,6
Total 24

*, Significativo al nivel de 0,05.

C.V. 14,66 %

Anélisis de varianza para biomasa total en tratamiento y bloques.

Fuente de )
o G.L. CM SC Fc  Ft(0,05) Sig.
variacion
Tratamiento 1 1910 191,0 3,55 4,35 *
Bloque 2 1157 2313 4,30 3,49 ns
Error 20 2,7 53,8
Total 24

*, Significativo al nivel de 0,05.
CV.7,07%
Duncan para materia verde de tratamiento

IApIicaci()n Promedio  Duncan
Tratamientos 5,45 a
Testigo 4,25 b
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Anélisis de Varianza para largo de vaina en tratamiento y bloques.

Fuente de )
o GL. CM SC Fc Ft(0,05) Sig.
variacion

Tratamiento 1 8358 8358 4,58 4,35 *

Bloque 2 4327 865,4 4,75 5,85 ns
Error 20 85 1824
Total 24

*, Significativo al nivel de 0,05.

CV.14,77%

Duncan para largo de vaina en tratamiento

Aplicacion Promedio Duncan
Tratamiento 9 A
Testigo 5

Analisis de Varianza para el variable peso de vaina en tratamiento y bloques.

Fuente de variacion G.L. CM sC Fc Ft;)’o 310
Tratamiento 1 1160,6 1160,6 454 435 *

Bloque 2 592,2 1184,5 4,63 585 ns
Error 20 8,5 255,6

Total 24

*, Significativo al nivel de 0,05.
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C.V.14,77%

Duncan para peso en vaina en tratamiento.

L Promed
Aplicacion ) Duncan
i0
Tratamiento 10,5 a
Testigo 7.3
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