UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
FACULTAD DE AGRONOMIA
CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA

TESIS DE GRADO

EVALUACION DE RESISTENCIA DE ECOTIPOS DE HABA (Vicia faba) A
POBLACIONES DE Botrytis fabae Sard. DEL ALTIPLANO NORTE DE LA PAZ
EN CONDICIONES IN VITRO.

NILDA MALDONADO FLORES

LA PAZ — BOLIVIA

2009



UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES
FACULTAD DE AGRONOMIA
CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA

EVALUACION DE RESISTENCIA DE ECOTIPOS DE HABA (Vicia faba) A
POBLACIONES DE Botrytis fabae Sard. DEL ALTIPLANO NORTE DE LA PAZ
EN CONDICIONES IN VITRO.

Tesis de Grado presentado como requisito
parcial para optar el Titulo de
Ingeniero Agrénomo

Nilda Maldonado Flores

Tutor:

Ing. M.Sc. Mario Coca Morante

Asesor:

Ph. D. David Cruz Choque

Tribunal Examinador

Ing. Agr. René Calatayud Valdez
Ph. D. Felix Marza

Ing. Agr. David Morales Velasquez

APROBADA

Presidente Tribunal Examinador:

2009



DEDICATORIA

A mi madre Santusa Flores, por su gran ejemplo de perseverancia, amory
fortaleza.

A mi esposo Apolinar Tola y mis hijos Pablo y Danilo con quienes comparto este
viaje hermoso de la vida.



AGRADECIMIENTO

Mi agradecimiento a Dios, por esta bendicion, por creer en mi, por brindarme valor,
determinacién y apoyo en la culminacién de esta meta.

Agradecimiento a la Universidad Mayor de San Andrés por medio de los sefiores
Docentes y Auxiliares de Docencia de la Carrera de Ingenieria Agronémica, que
me condujeron durante mi formacion profesional. Un especial agradecimiento a
aguellos que me ensefaron con el ejemplo y dieron de su tiempo.

Va mi agradecimiento al Ing. M.Sc. Mario Coca Morante por fungir como tutor en
esta investigacion.

Agradecimiento a la Oficina Regional de Semilla de La Paz quienes me
permitieron el acceso a sus laboratorios en cuyas instalaciones se realiz0 este
trabajo.

Agradecimiento a Ph. D. David Cruz Choque, de quien recibi orientaciéon para la
elaboracion de este documento.

Un profundo agradecimiento a Ph. D. Felix Marza por toda su colaboracion y
cada uno de los miembros del Comité Revisor: Ing. Agr. René Calatayud Valdez,
M. e Ing. Agr. David Morales Velasquez.

Agradecimiento especial a mi esposo y compafero Apolinar por su gran ayuda y
apoyo, a mis hijos Pablo y Danilo. A mi madre que siempre estuvo a mi lado. A
mis hermanos Rodolfo, Andrés y German gracias por creer en mi.

A los amigos que reconoci en momentos de incertidumbre: Freddy A. Mamani y
Walter Zabaleta.



CONTENIDO GENERAL

Dedicatoria
Agradecimientos
Contenido General
indice General
indice de Cuadros
indice de Figuras
indice de Fotos

Resumen

1 INTRODUCCION.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo General
1.1.2 Obijetivos especificos
1.1.3 Hipdtesis (Ho)

2  REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 El cultivo de haba (Vicia faba).

2.11 Produccion

2.1.2  Clasificacion sistematica del haba (Vicia faba).

2.1.3 Etapas fenoldgicas del haba (Vicia faba).

2.1.4 Variedades

2.2 Importancia del cultivo en Bolivia.

2.3 Laimportancia de las enfermedades y su control
2.3.1 Medidas de control basados en la inmunizacion
2.3.2 Variedades resistentes y tolerantes

2.4 Mejoramiento genético

iii
iii
Vii

viii

N N N DN

© © 0O O O A W W W w

[EEN
o



2.5 Resistencia genética

2.5.1 Recursos genéticos

2.6 Trabajos realizados en Bolivia

2.6.1 Recoleccion y caracterizacion de germoplasma.

2.6.2 Identificacion de fuentes de resistencia a enfermedades.
2.6.3 Trabajos en tolerancia.

2.7 Consideraciones generales acerca de Botrytis.

2.8 Mancha Chocolate (Botrytis fabae).

2.8.1 Estado actual de la enfermedad.

2.8.2 Importancia econémica.

2.8.3 Descripcion de la enfermedad.

2.8.4 Caracteristicas del hongo.

2.8.5 Clasificacion taxonémica del hongo

2.8.6 Condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad
2.9 Métodos de propagacién del hongo en laboratorio

2.10 Evaluacion del crecimiento del hongo en medio de cultivo.

3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion

3.2 Materiales

3.2.1 Material bioldgico

3.2.2 Equipo de laboratorio

3.2.3 Vidrieria

3.24 Reactivos

3.25 Varios

3.3 Métodos

3.3.1 Recoleccion de material contaminado

3.3.2 Recoleccion de semilla

11
11
11
12
12
13
14
16
17
17
17
19
19

21
24

25

25
25
25
26
26
26
26
27
27
29



3.3.3 Siembra de semilla 29

3.3.4 Preparacion de medios de cultivo 30
3.3.5 Reactivacién del hongo 32
3.3.6 Identificacion de Botrytis fabae 33
3.3.7 Inoculacion y evaluaciones 33
3.3.7.1  Inoculaciones en medio de cultivo HDA 33
3.3.7.2  Preparacioén de suspension conidial 36
3.3.7.3 Inoculacion en foliolos 37
3.3.8 Disefno Experimental 39
3.3.8.1 Evaluacion de velocidad de crecimiento micelial 39
3.3.8.2  Evaluacion de resistencia 40
3.3.9 Variables de respuestas 42

3.3.9.1 Caracteristicas morfologicas de poblaciones de Botrytis fabae 40

3.3.9.2 Evaluacion de resistencia 41
4  RESULTADOS Y DISCUSION 42
4.1 Recolecciéon de material contaminado con Botrytis 42
4.2 Recoleccion de semilla 42
4.3 Reactivacion del hongo 45
4.4 Identificacion de Botrytis fabae 45
4.5 Inoculacion 46
4.6 Variables de estudio 47
4.6.1 Evaluacion de velocidad de crecimiento en medio de cultivo 47
4.6.2 Desarrollo micelial de colectas 50
4.6.3 Dias ala esporulaciéon 52
4.6.4 Aspecto de la colonia 53
4.6.5 Evaluacion del avance del hongo en foliolo 55



5

6

7

CONCLUSIONES

RECOMENDACIONES

BIBLIOGRAFIA

57

59

60

Vi



INDICE DE CUADROS

CUADRO 1. Bancos de germoplasma de haba (Vicia faba) 11
CUADRO 2. Tiempos de esterilizacion para diferentes cantidades de

medios de cultivo 22
CUADRO 3. Descripcion de ecotipos 43
CUADRO 4. Peso de semillas 44

CUADRO 5. Relacion de la existencia de Botrytis en extraccion de muestras 46
CUADRO 6. Anadlisis de varianza para evaluacion de velocidad de crecimiento 49
CUADRO 7. Prueba de comparaciéon multiple para poblaciones de Botrytis

fabae 49
CUADRO 8. Andlisis de varianza para evaluacion de resistencia 55
CUADRO 9. Prueba de comparacién mdultiple para evaluacion de resistencia 55

vii



FIGURA 1.

FIGURA 2.

FIGURA 3.
FIGURA 4.
FIGURA 5.
FIGURA 6.

INDICE DE FIGURAS

Fases del ciclo de las relaciones patégeno — hospedero donde
actuan los principios de Whetzel

Desarrollo de las enfermedades producidas por el moho

gris Botrytis

Comportamiento de las cuatro poblaciones de Botrytis fabae
Desarrollo del hongo a medios de cultivo HDA

Caracteristicas morfologicas del crecimiento micelial

Aspecto de la colonia

15

16
49
50
51
54

viii



FOTO 1.
FOTO 2.
FOTO 3.
FOTO 4.
FOTO 5.
FOTO 6.
FOTO 7.
FOTO 8.
FOTO 9.

FOTO 10.
FOTO 11.
FOTO 12.
FOTO 13.
FOTO 14.
FOTO 15.
FOTO 16.
FOTO 17.
FOTO 18.
FOTO 19.
FOTO 20.
FOTO 21.

INDICE DE FOTOS

Foliolos con sintomas de Botrytis, fase no agresiva

Frutos con sintomas de Botrytis, fase no agresiva

Plantas dispuestas en “callchas” comunidad Suntia Grande

“Callchas” de 30 dias
Grano Gigante Copacabana, provincia Omasuyos
Productores de grano Cuenca rio Keka

Macetas con plantulas

Plantas con tamafio adecuado para extraccion de foliolos
Detalle de crecimiento del hongo en medio de cultivo HDA

Cajas inoculadas con Botrytis fabae, llenas
Inoculacién de foliolos en camara de flujo laminar
Foliolos en cadmara humeda

Foliolos inoculados con Botrytis fabae

Foliolos en medio de cultivo A-A

Ecotipos de haba (Vicia faba)

Conidios y conidiéforos de Botrytis cinerea, 1000X
Conidios y conidiéforos de Botrytis fabae, 1000X
Contaminacion en foliolos con medio A-A
Esclerocios de Botrytis fabae en medio HDA
Desarrollo de micelios

Aspecto de la colonia

28
28
28
28
29
29
30
30
34
36
37

37
38
38
44
45
45
47
49
51
54



RESUMEN

La presente investigacion consistid en la evaluacion de resistencia de ecotipos de
haba (Vicia faba) a poblaciones de Botrytis fabae del Altiplano Norte de La Paz en
condiciones in vitro, en laboratorio de la Oficina Regional de Semillas, ORS La Paz;
Ubicada en la zona de Miraflores del departamento de La Paz. Con los objetivos de
determinar el nivel de resistencia de ecotipos de haba y caracterizar
morfoldégicamente poblaciones de Botrytis fabae.

Los materiales biolégicos empleados fueron: tres ecotipos y una variedad de haba
(Usnayo, Isla del Sol, Gigante Copacabana y Pairumani), poblaciones de Botrytis
fabae provenientes de cuatro comunidades productoras de semilla (Chafii,
Camacachi, Suntia grande y Chirapaca), pertenecientes a las provincias de Manco
Kapac, Omasuyos y Los Andes del departamento de La Paz.

El trabajo se efectud en tres etapas. La primera con la colecta de semillas y material
contaminado de haba en las mismas comunidades de origen, al final del ciclo en su
fase agresiva. La segunda consistié en la siembra de semillas en macetas. La
tercera etapa en laboratorio, donde se efectud la reactivacion del hongo a partir de
muestras infestadas. Se identifico Botrytis fabae para los aislamientos, inoculaciones
en HDA y foliolos.

Realizados los analisis se verificd que el hongo Botrytis fabae procedente de la
comunidad de Chafi manifiesta mayor agresividad, por un desarrollo acelerado y
abundante formacién de micelios, que derivan luego en la formacién de esclerocios.
Se logré la esporulacién unicamente, del hongo proveniente de Camacachi (Tiguina),
cuyas conidias se utilizé en el preparado de una suspensién de 5x10° conidias por
ml. que se utilizo en la evaluacion de resistencia en foliolos.

Existe diferencia altamente significativa entre Usnayo y Pairumani manifestada en
72 % de area afectada en foliolo tras la inoculacién. La investigacion sugiere que los
tres primeros ecotipos manifiestan caracteristicas de resistencia a la enfermedad de

Mancha Chocolate, producida por Botrytis fabae.



1. INTRODUCCION.

El grano de haba es considerado como alimento de alta calidad nutritiva (23 — 25 %
proteina), constituyéndose asi en una de las fuentes principales de alimentacién de
la poblacion rural. La habilla existente en Bolivia es de tamafo gigante, en ocasiones
mayor a 30 mm. en diametro mayor, contrastando aun con variedades del lugar de
origen en Mesopotamia. Algunos ecotipos regionales de haba (Vicia faba L.), han
cobrado importancia en los ultimos afios, debido a la preferencia en mercados

internacionales, por su gran tamafo.

Se considera a La mancha chocolate causada por Botrytis fabae y cinerea como una
de las mas importantes en cuanto a manchas foliares en haba (Vicia faba L), la cual
segun estudios realizados en provincia Los Andes La Paz, ocasiona pérdidas que
oscilan de 30 a 80 % dependiendo de la etapa en que afecta al cultivo (De Quiton,
1994). Considerada por el mismo autor como enfermedad principal de zonas de

altura.

Para el control de esta enfermedad, la medida mas difundida es el uso de agentes
quimicos, esto resulta ser una opcion costosa y no duradera. Estudios recientes
muestran la dificultad del control por este medio, la cual puede ser debido a la
presencia de una diversidad de razas de Botrytis fabae, esto corrobora el
conocimiento de que la aparicion de nuevas razas de un patdégeno, quiebra la

resistencia genética de variedades tradicionales.

Una opcion ventajosa es la utilizacion de variedades o cultivares resistentes que
presenta una serie de ventajas en relacion a otros métodos de control de
enfermedades. Se puede mencionar, la reduccion en el empleo de productos
fitosanitarios tdxicos y la proteccién al cultivo durante todo su ciclo de crecimiento y
desarrollo. En evaluaciones del germoplasma de haba (Vicia faba L) recolectada en
Bolivia, se efectuaron trabajos con haba de altura, resultado ser en su mayoria,

moderadamente tolerantes a Botrytis fabae. En investigaciones mas especificas con



genotipos sobresalientes de altura, se puede apreciar la importancia no solo del
genotipo, sino también la localidad, aun dentro de una misma zona. Segun criterio
de (PNLG, 1996) el ecotipo Usnayo es susceptible a mancha chocolate (Boftrytis
fabae), pero (Medina 1998) lo considera el de menor susceptibilidad frente a otras
haba de altura.

En la presente investigacion se trabajo con tres ecotipos sobresalientes del Altiplano
en cuanto a rendimiento y calidad de grano. Creemos que al trabajar con los mismos
aportaremos a futuras investigaciones sobre la identificacion de fuentes de

resistencia genética a Botrytis fabae.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo General
- Evaluar la resistencia de ecotipos de haba (Vicia faba) a poblaciones de Botrytis
fabae Sard. del Altiplano norte de La Paz.

1.1.2 Objetivos especificos
- Conocer el nivel de resistencia de ecotipos de haba a poblaciones de Botrytis

fabae, mediante la determinacion de severidad en condiciones in vitro.

- Caracterizar morfolégicamente poblaciones de Botrytis fabae, por medio de
observaciones macroscoépicas, microscépicas y evaluaciones de su desarrollo

en laboratorio.

1.1.3 Hipétesis (Ho)
- El nivel de resistencia de ecotipos de haba (Vicia faba) en poblaciones de
Botrytis fabae, no es diferente.
- No exite diferencias morfolégicas en las poblaciones de Botrytis fabae de

importantes zonas productoras de haba del Altiplano Norte de La Paz.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 El cultivo de haba (Vicia faba).

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 través de la
Ruta de la Seda hasta China, e introducido en América, tras el descubrimiento del
Nuevo Mundo (INFOAGRO, 2007).

2.1.1 Produccién

Para el afo 2002, la FAO brinda los siguientes datos estadisticos en el cultivo de
haba. A nivel mundial, se presenta a Argelia como el pais con mayor produccion de
haba verde 125.000 toneladas, continuando China con 115.991 toneladas. En
América sobresale Peru con una produccion de 66.085, México con 53.000 vy

Ecuador con 22.000 toneladas.

Las superficies cultivadas con haba muestran que Peru tiene las mas extensas de
América del Sur, (segun Anexo 6), llegando en 1999 a 35 mil hectareas, en relacion
a Bolivia en el mimo afio alcanzé aproximadamente 28 mil hectareas, con una
produccion total de haba fresca de 44.657 toneladas, de las cuales 630.5 fueron
exportadas a diferentes paises del mundo (PROINPA/PADER 2001).

2.1.2 Clasificacion sistematica del haba (Vicia faba).

Familia: Fabaceae
Sub-familia: Papilionoideae
Genero: Vicia

Especie: Vicia faba
Nombre comun: Haba

(Waaijenberg, 1996).



2.1.3 Etapas fenoldgicas del haba (Vicia faba).

La UPQV, utiliza los estados de desarrollo fenoldgico de acuerdo con las claves de
identificacion BBCH de Vicia faba L. (Meier, 1997):

Germinacion, desarrollo de la hoja, formacion de tallos laterales, elongacion del tallo,
emergencia de la inflorescencia, floracion, desarrollo de los frutos, maduracion y

senescencia.

Waaijenberg y Caro (2000), indican la diferencia de los cultivares de valle y las de
altura; afirmando que las primeras son de porte pequefo con ciclo corto de cuatro a
cinco meses, con un promedio en numero de granos de dos a cinco por vaina.
Caracterizando a las de altura como plantas grandes de ciclo largo (5 - 8 meses) y

con uno a tres granos por vaina.

2.1.4 Variedades

Programa Nacional de Semillas, se encuentran inscritas como variedades en haba
(Vicia faba), aquellas que han cumplido con el examen de la variedad donde se

conoce la distincidén, homogeneidad y estabilidad del material en cuestion.

El centro de Investigaciones fitoecogenéticas de Pairumani (CIFP) de la Fundacion
Simon . Patino de Cochabamba, ha obtenido a partir de material criollo procedente
de diferentes zonas haberas del pais, variedades tanto para valles como para
alturas. Para el valle el CIFP dispone de las variedades: Pairumani 1,Pairumani 2,
Pairumani 3 y Pairumani Precoz. Para las zonas de altura: Pairumani 4, Pairumani 5

y Pairumani 6. (Piérola y Siles, 2002).

Cabe mencionar los importantes logros que tuvo el Programa Nacional de
Leguminosas (PNLG) durante su breve existencia (1991 — 1998), (Waaijenberg,
1996) menciona que entre esos logros se destacan los materiales genéticos
colectados y seleccionados, amplio conocimiento de la biologia, valiosas



experiencias con el manejo agrondmico de los cultivos, control de plagas y
enfermedades. Entre los resultados tangibles del PNLG se destacan el logro de
reunir en San Benito 220 entradas de haba y un numero menor en otras

leguminosas, los cuales continuan siendo evaluados y multiplicados.

(Heredia, 2005; comunicacion personal) menciona que fueron materiales promisorios
PLG 101 y PLG 201 que al ser interrumpido el Programa Nacional de Leguminosas
desaparecieron. (Piérola, 1996; comunicacion personal) informaba la existencia de
germoplasma de haba, en el CIF-Pairumani y la falta de duplicados completos de los
materiales del PNLG.

Existe un gran numero de ecotipos, caracteristicos de cada zona. Herbas (1995),
menciona algunas que aun continuan siendo utilizadas: Waca Jawasa y criolla para
las zonas altas de La Paz. En Potosi existe la utilizacion de los ecotipo: Habilla,
Esquena y Criolla. En Chuquisaca: Media haba, Habilla y criolla. En Cochabamba:
Habilla, Criolla, lineas PLG 101 y PLG 201 en alturas. En los valles: Camargo,
Rosal, Francia, ecotipo Pandoja, y ecotipo Cajamarca. En Tarija los ecotipos de
altura: Habilla, Banana y Criolla. Los de valle: Banana, Bosta de buey vy Criolla.

Coca (2005), indica que los ecotipos mas cultivados en la zona que rodea al lago
Titicaca y Altiplano Norte con 3820 a 3870 msnm., son Gigante Copacabana y
Usnayo, por su caracteristica de poseer grano grande (diametro mayor por encima
de los 30 mm.) adecuados para la exportacion a los mercados internacionales.
Piérola (1997), hace notar el gran tamafo de estas habas, tanto las que proceden
de la zona aledaina al lago Titicaca como de alguna de sus islas, que en este caso
seria La Isla del Sol. Las condiciones en que se producen (aislada
geograficamente), favorecen a mantener sus virtudes, razén por la cual se la

considera excelente semilla.

Agricultores de la comunidad de Chaiii informan que obtienen rendimientos de 3.0
t.ha " con el ecotipo Gigante Copacabana. Con relacién al tema, Coca (2004) opina



que una diversidad de factores de manejo, entre ellos culturales y biologicos, hace
que el rendimiento potencial (kg.ha ') se vea afectado negativamente. Choque
(2005), reporta un rendimiento de 3,643 tn/ha para el ecotipo Usnayo, segun estudios
realizados a orillas del Lago Titicaca en Cumana, provincia Los Andes. Piérola y
Siles (2002) sefnalan que la variedad con mayor rendimiento es Pairumani 1, que en
grano seco produce 5.715 + 0.33 t.ha ", (Meneses et al 1996), indican que bajo
condiciones comerciales los rendimientos con cultivares mejorados no sobrepasan

de2y3tha 1. Para las zonas de valles y alturas respectivamente
2.2 Importancia del cultivo en Bolivia.

El cultivo de haba en Bolivia, es el mas importante entre las leguminosas; lo cual
radica en diversos factores, que van desde su rol en los sistemas productivos
agricolas (rotacion, abono vede, fijador de nitrogeno y otros), insumo alimenticio para
ganado. Fuente proteica para la familia productora, generadora de ingresos por su
venta y componente en las estrategias de seguridad alimentaria campesina frente a
incidencias del medio ambiente y otras (PROINPA/PADER. 2001).

El potencial para la exportacién a los mercados de Asia y Europa esta en constante
ascenso. Particular interés y mejor precio se obtienen con granos de tamano grande,
caracteristica que se obtiene con materiales cultivados en las zonas altas de Bolivia.
Para lugares econdmicamente deprimidos, como el norte de Potosi, el cultivo de
haba es de gran importancia tanto desde el punto de vista econdmico como el
nutricional para el agricultor. (Meneses et al, 1996).

Coca (2007), indica que existe un incremento en el flujo de comercializacion de
grano seco hacia la republica del Peru, lo que favorece a las instituciones locales a
organizarse para exportaciones de grano seco también hacia paises de Europa y
Japon. Asimismo indica que en Bolivia la produccion de haba es realizada
enteramente por pequefios agricultores. Se estima que la superficie cultivada
anualmente a nivel nacional esta cerca de 30200 ha., dedicandose a su cultivo unas



200000 familias o unidades productivas. Para el afio 2000 se observo un ligero
incremento en la superficie cultivada y la produccion pero los totales exportados

decrecieron en aproximadamente 70 t. (INE, 2001).

Segun (FAO 2000), Bolivia produce haba con un rendimiento de 1 t. ha ™' el cual es

bajo en comparacion con otros paises como Argentina con 9,17 t. ha T,

Se puede
decir de un rango aceptable cuando observamos el rendimiento de los mayores
productores de haba en el mundo. Argelia con 0.40 t. ha ™', China 2.11 t. ha ™', Pert

1.17, Mexico 0.82 y Ecuador 0.86 tn. ha ' (Anexo 7).

La practica tradicional del agricultor, en el manejo de la densidad de siembra,
fertilidad del suelo, suministro de agua, control de plagas y enfermedades sumados a
estrés biodticos, no necesariamente son los mas adecuados para el mejoramiento de
la produccion de haba. Por esta razén, el Programa Nacional de Leguminosas de
Grano del Instituto Boliviano de Tecnologia Agropecuaria — IBTA, en el tiempo de su
vigencia (1991 -1998), realizé una diversidad de estudios para mejorar los niveles de
produccion en las diferentes regiones del pais (Informe Técnico PNLG, 1996).

Coca (2004), opina que la intensificacion del cultivo ha ocasionado mayor incidencia
de enfermedades foliares que afectan el rendimiento y calidad del producto.
También la severidad esta presente en diferentes grados aun dentro de una misma
zona. Quiton (1994), sefala que la mancha chocolate (Botrytis fabe) fue la
enfermedad principal en las zonas de altura entre 3000 y 4000 m.s.n.m. causando

pérdidas anuales de hasta la mitad del rendimiento y mermando la calidad de grano.
2.3 Laimportancia de las enfermedades y su control
Del Ponte y Luzzardi (2006), indican que la importancia de las enfermedades se

manifiestan en el hecho de que afecta directa o indirectamente a toda la humanidad y

que la importancia econdmica debe ser medida no solamente por el verdadero dafo



que ocasionan, si no también por los costos de las medidas preventivas y por las
limitaciones que imponen las especies cultivadas de plantas de determinadas zonas

agricolas.

Segun la opinion de los mismos autores, en la actualidad para el control del avance
de esos patogenos destructivos se utiliza fungicidas de forma general, sin embargo a
pesar de la eficacia en el control de enfermedades éstos han sido aplicados en forma

aislada, lo cual es incorrecto desde el punto de vista epidemiolégico y ambiental.

Azevedo (2001), realiza algunas preguntas que hacen ver esta problematica:
¢, Cuales son las razones para explicar el comportamiento erratico de los fungicidas?,
¢ Son las recomendaciones muy complicadas o hay falta de informaciéon?, ;Coémo
disminuir la probabilidad de errores en la utilizacién del producto en el campo? Existe
consenso en la opinion de que los problemas de los agricultores no seran resueltos

con tacticas aisladas o independientes.

El uso de variedades resistentes, forma parte del conjunto de métodos utilizados en
el manejo integrado de enfermedades, donde de forma multidimensional,
multidisciplinar y flexible se usa en combinacién con la manipulacién de habitad,
modificacion de las practicas culturales, control biolégico, control fisico, control
quimico, control legislativo, entre otros. Actuando en forma integrada pueden reducir
la severidad de la enfermedad con alcance de la maxima productividad, sin perjuicios
y agresiones al medio ambiente. Segun los principios de Whetzel, enumerados
como pasos légicos y secuenciales en el control de enfermedades, considerando el
ciclo de la enfermedad (Figura 1), se dara interés particular a las medidas de control

basadas en la inmunizacion.

2.3.1 Medidas de control basados en la inmunizacién

El control basado en la inmunizacion basicamente es aquella en que hay la

resistencia de la planta a los patdégenos, sea por el uso de variedades resistentes o



tolerantes; uso de sustancias que induzcan la resistencia en la planta (inmunizacion
quimica); uso del propio patégeno en concentraciones bajas  (inmunizacion
bioldgica) o resistencia inducida por la nutricion mineral de las plantas. Las plantas
cultivadas son inmunes a la grande mayoria de los fitopatdgenos existentes en la
naturaleza; aunque cada cultivo de importancia agricola es hospedero de un
pequefio y diferente conjunto de patdégenos que representan una parcela reducida

del numero total de patégenos conocidos (Del Ponte y Luzardi, 2006).

2.3.2 Variedades resistentes y tolerantes

En la ausencia de barreras protectoras de control utilizadas por el hombre, o
vencidas estas, el patégeno enfrenta, por parte de la planta hospedera, resistencia
mayor 0 menor a su desarrollo, ya antes de la penetracion, en la penetracién, en las
fases subsecuentes del proceso de la enfermedad, en la extensién de los tejidos
afectados y en la produccién del in6culo. Aunque esa resistencia sea baja, resta aun
la posibilidad de los danos en el cultivo afectado ser poco pronunciado. Es en la
explotacion de esas caracteristicas, naturalmente presentes en las poblaciones
vegetales, que se fundamenta el principio de la inmunizacién genética resultando,

entonces, en el uso de variedades inmunes, resistentes y tolerantes.

La verdadera resistencia al patégeno es genéticamente controlada por la presencia
de unos pocos 0 muchos genes para resistencia. Hospederos y patdégenos son
incompatibles en mayor o en menor grado debido a la falta de reconocimiento
quimico entre los dos o porque la planta ejerce su autodefensa contra el patégeno,
gracias a varios mecanismos ya existentes o activados en respuesta a la infeccion
por el patdgeno. Existen dos tipos de resistencia verdadera: La vertical y la
horizontal (Del Ponte y Luzzardi, 2006).

Los mismos autores indican que en la resistencia vertical el patdbgeno presenta razas
que atacan determinadas variedades de una especie hospedera. El uso de

variedades con resistencia vertical es utilizado para el control de algunas



enfermedades importantes. Sin embargo, las variedades deben ser substituidas
después de algun tiempo debido a la capacidad del patégeno en quebrar la
resistencia de la planta con el surgimiento de razas que atacan aquella variedad.
Mencionan también que la resistencia horizontal es controlada por muchos genes
que controlan las diferentes etapas de los procesos fisiologicos de las plantas,
involucradas en el mecanismo de defensa. Actua en las fases de infeccion

colonizacion y esporulacion del ciclo de la enfermedad.

2.4 Mejoramiento genético

El uso de variedades resistentes es considerado el método de control ideal pues,
siendo funcional, no aumenta directamente el costo de produccién y puede hasta
dispensar otras medidas de control. Sin embargo, muchas veces implica en sacrificio
de la productividad y/o del valor comercial del producto. Este método es sin duda,
uno de los mas significativos avances tecnoldgicos de la agricultura. Existen cultivos
donde el control de las enfermedades mas importantes se da casi exclusivamente
por medio de la resistencia, tales como las royas y carbones en cereales, manchas

vasculares en hortalizas y las virosis en la mayoria de los cultivos.

Tres etapas basicas deben ser consideradas en cualquier programa de obtencioén y
utilizacidon de variedades resistentes:
a) ldentificacion de fuentes de resistencia, o sea identificar germoplasma que
posea los genes en variedades requeridas.
b) Incorporar estos genes en variedades comerciales por medio de los
métodos de mejoramiento.
c) Después de la obtencién de de una variedad resistente, trazar la mejor
estrategia para que la resistencia sea durable, considerando la naturaleza

dinamica de las poblaciones patogénicas (Del Ponte y Luzzardi, 2006).
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2.5 Resistencia genética

2.5.1 Recursos genéticos
La gran variabilidad genética esta restringida solo a la especie Vicia faba L. debido a
la imposibilidad de producir hibridos fértiles con las especies mas cercanamente
emparentadas.

Cuadro 1 Bancos de germoplasma de haba (Vicia faba L.)

Institucion, ciudad Pais EntLacdas
ICARDA, Aleppo Siria 3300
IBTA. San Benito, Cochabamba Bolivia 400
CIFP, Pairumani, Cochabamba Bolivia 350
Universidad Agraria La Molina, Lima Peru 500
INIAA, Estacion experimental Andes, Cusco Peru 200
INIAP, Estacion experimental Santa Catalina, Quito Ecuador 150
:%étgentro Regional de Investigacién, Obonuco, Colombia 116

Fuente: Meneses et al. 1996.

A nivel mundial el tamafo de las colectas de haba es relativamente pequeno,
comparado con aquellos en cereales, tubérculo u otras leguminosas de auto

polinizacién (Meneses et al. 1996).

2.6 Trabajos realizados en Bolivia

Segun (Crespo, 1996), uno de los factores que limita la produccién de haba es la
falta de cultivares resistentes a enfermedades, razon por la cual fue un tema para
actividades de investigacion y validacion en el Programa Nacional de Leguminosas
de Grano (PNLG). Senala que una de las consecuencias de la adopcion de nuevos

cultivares, seria la reduccion de la variacion genética y esto pondria en riesgo su
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estabilidad. Indica también que se deberia contar con recursos genéticos de diverso
origen, para:

Ampliar la base genética de los cultivares a formarse.

Preservar los recursos genéticos de nuestra region.

Incorporar resistencia a factores limitantes biéticos o abioticos.

Conseguir mejores rendimientos en términos de cantidad y calidad.

Para estos cometidos se inici6 la recoleccién del germoplasma de haba en Bolivia.

2.6.1 Recoleccioén y caracterizacion de germoplasma.

Segun lo indicado por (Crespo 1996) en julio de 1991 se inicid la recoleccion de
ecotipos de haba en los departamentos de La Paz y Tarija, a la cual se continu6 con
los demas departamentos productores con excepcion de Oruro. Se llegé a un total
de 450 muestras, cuya tenencia y conservacidon se concentré6 en la estacion
experimental de San Benito. Con el objeto de conocer las accesiones colectadas se
realizd la caracterizacion del germoplasma a partir de la primera gestion agricola
(1991 — 1992) y en cuatro campafias agricolas se completd el trabajo. Existirian
mayores coeficientes de variacion, superior al 50%, en las variables agronomicas de
peso de granos por planta, numero de granos por vaina y el numero de vainas por

planta.

2.6.2 Identificacion de fuentes de resistencia a enfermedades.

El Programa Nacional de Leguminosas inicié esta actividad en 1993 — 1994, con
énfasis en mancha chocolate, roya, alternaria y virosis, para ser utilizadas en el
mejoramiento genético tradicional de las selecciones y/o hibridaciones. Se
identificaron y seleccionaron 1972 plantas individuales en 15 poblaciones o ecotipos
locales de Cochabamba, La Paz, Potosi y Tarija. Estas se evaluaron durante 1994 —
1995 en San Benito y Toralapa (Cochabamba), usando como parametros la
incidencia y severidad de las tres primeras enfermedades. Los informes solo

indicaron la susceptibilidad y / o resistencia de cada una de las poblaciones. Se
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menciono al cultivar PLG 101 como el mas resistente a roya y mancha chocolate,
pero susceptible a alternaria. No se encontré una poblacion con resistencia a las tres

enfermedades.

Los trabajos, aunque importantes, no tuvieron un aporte significativo, porque no dejo
material sujeto de ser utilizado. EIl analisis de estabilidad para las localidades de
zonas altas, indicé el buen comportamiento y la estabilidad de los cultivares Usnayo
(procedente del Altiplano norte de La Paz) y Pairumani 5. Para la gestion 1997 -
1998, la mayor parte del personal antiguo del programa fue retirado, del trabajo del
nuevo personal no se conocen informes técnicos. En el afo 1998 — 1999 el

programa solo funcioné en Cochabamba con recursos limitados (Crespo, 1996).

En trabajos realizados por (Medina, 1997) con material de La Paz y Potosi, donde se
encuentran: Gigante Copacabana, Usnayo y habillas criollas, cerca a un 10% de
plantas denotan comportamiento de resistencia bajo un amplio rango de condiciones
medio ambientales y debido a que las plantas mostraron un rango de variacion
continua de extremadamente susceptible a muy resistente, se puede asumir que los
materiales seleccionados tienen resistencia cuantitativa, especialmente para Bofrytis

fabae.

2.6.3 Trabajos en tolerancia.

(Crespo, 1996) indica que uno de los objetivos para el Mejoramiento de Haba, fue el
de: Obtener cultivares de haba de valle y altura, tolerantes a las principales
enfermedades, con caracteristicas agrondmicas deseables. Segun Zegarra (1998),
de 178 accesiones de la coleccion de germoplasma de haba de altura de San
Benito, Cochabamba, el 50% es susceptible a mancha chocolate, de 30 — 50%
moderadamente tolerantes y menor al 30% son tolerantes. La moda se encontraria

con moderada tolerancia.
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(Piérola y Siles, 2002) sefialan que la variedad Pairumani 5 para zona alta o puna, es
tolerante a la mancha chocolate (Botrytis fabae) y mancha concéntrica (Alternaria
sp.). De esta variedad se habrian evaluado 50 familias en la localidad de Toralapa.
La acumulacion de familias con baja presencia y ausencia de severidad en el dafo
causado por la enfermedad, muestra la eficiencia de la seleccion aplicada en los

ciclos anteriores a la poblacién Pairumani 5.

2.7 Consideraciones generales acerca de Botrytis.

Las enfermedades causadas por Bofrytis, quizd sean las enfermedades mas
comunes y mas ampliamente distribuidas de hortalizas, plantas de ornato, frutales y
aun de cultivos mayores en todo el mundo. El patégeno produce abundante micelio
gris y varios conidiéforos largos ramificados que presentan células apicales redondas
que portan racimos de conidios ovoides, unicelulares, incoloros o de color gris. Los
conidiéforos y los racimos de conidios se asemejan a un racimo de uvas. El hongo
libera facilmente los conidios cuando el clima es humedo y luego estos son
diseminados por el viento. El hongo a menudo produce esclerocios irregulares,
planos, duros y de color negro (Agrios, 1996)

Dominguez (2004), sefala que la enfermedad también es conocida con el nombre
de Sclerotinia sclerotiorum a la forma de esclerocio, mientras a su forma conidica se
la denomina Botrytis vulgaris, constituyéndose ambas formas en una sola especie,
menciona también que es una enfermedad frecuente en cultivos de haba, judias y

altramuces.

Las enfermedades ciclicas producen epidemias, que segun Del Ponte y Luzzardi
(2006), generan repetidos ciclos de desarrollo del patdégeno con relacion a su
hospedero. El ciclo puede ser dividido en ciclo primario y ciclo secundario. El ciclo
primario se caracteriza por la ocurrencia de una enfermedad iniciada por
aparecimiento de la primera lesion en una planta, causada por un propagulo del

patogeno.
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De este modo el primer paso del ciclo primario corresponde a la sobrevivencia del
in6culo en un determinado lugar, denominado fuente de in6culo. Para que ocurra la
infeccion, el inéculo producido en su fuente debe ser removido, transportado y
depositado sobre el cultivo. Esta fase es llamada de diseminacion. Después de la
deposicion del ind6culo sobre la planta y habiendo condiciones ambientales
favorables, ocurre la infeccidn. Una vez establecida la enfermedad, el patégeno
genera nuevos individuos que garantizara la perpetuacion de la especie. Esta fase
de multiplicacion que ocurre antes de la diseminacion, es la fase de reproduccion.
Las estructuras propagativas del patégeno producidas en la fase de reproduccion
seran diseminadas y alcanzaran otras plantas o partes de la misma planta, donde ira
promover la infeccién y causar la enfermedad. En ese caso el ciclo se repetira y
todas las infecciones originadas de las lesiones y establecidas en la planta enferma,

hacen parte del ciclo secundario (Del Ponte y Luzzardi, 2006).
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FIGURA 1. Fases del ciclo de las relaciones patdgeno-hospedero donde actuan los

principios de Whetzel. Adaptado de Kimati y Bergamim-Filho (1995)
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FIGURA 2. Desarrollo de las enfermedades producidas por el moho gris Botrytis

2.8 Mancha Chocolate (Botrytis fabae).

(Coca, 2004), sefala que la enfermedad producida por este hongo tiene la
caracteristica de presentarse desde la emergencia hasta la fase de maduracién del
cultivo. En cuanto a efectos se registran en la produccion de haba verde y calidad de
grano seco (manchas sobre los granos). De igual manera indica que valores
transformados de incidencia de tratamientos testigos, se aproximan a una linea recta,
con un valor estimado de la tasa de infeccion aparente de r = 0.1, lo cual sugeriria un
comportamiento aproximado a una epidemia policiclica del patdégeno Botrytis fabae
en condiciones del Altiplano Norte; este valor se consideraria bajo respecto a otras

enfermedades policiclicas.
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En condiciones del Altiplano el patogeno se mostraria virulento, el hospedante de
ciclo tardio no es altamente susceptible y las condiciones medioambientales no son

limitantes para el desarrollo de la enfermedad.

2.8.1 Estado actual de la enfermedad.

En las zonas tradicionalmente productoras de haba, en los ultimos 12 afios, se han
evidenciado elevados porcentajes de incidencia de mancha chocolate vy
enfermedades virgticas. La mancha chocolate incide mayormente en la zona alta,
sin embargo ambas enfermedades (mancha chocolate y virGticas) presentan
epifitotias conjuntas, evidenciando efectos detrimentales en los rendimientos y

calidad del producto (Moreira et al, 1997)

2.8.2 Importancia econémica.

Segun (Coca, 2004), la enfermedad de Mancha chocolate, es una de las mas
conocidas y de mayor importancia econémica en el Altiplano de La Paz y otras
regiones productoras de haba en Bolivia.

(Quiton, 1994) indica que el haba como cultivo tradicional, tiene una gran limitante
que es la enfermedad de Boftrytis fabae. La misma que reduce la capacidad
fotosintética y en consecuencia el rendimiento en 20 a 80 %.

2.8.3 Descripcion de la enfermedad.

Etiologia.- Es causada por el hongo Deuteromicete Botrytis fabae Sardifia, Se sabe
que la especie B. cinerea Pers., también causa una enfermedad parecida a la

mancha chocolate.

Patogénesis.- En la médula de los tallos muertos se encuentran unos corpusculos

negros duros; son los esclerocios que constituyen el estado de reposo del hongo,
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quedan estos en el terreno, donde pueden persistir afos sin perder la facultad
germinativa. También aparecen los esclerocios entre las dos valvas de la legumbre
(Dominguez, 2004). Este hongo produce macro y microconidios que son
diseminados con el concurso del viento y el agua de riego y de la lluvia que salpica a

toda la parte aérea de la planta ( Herbas, 1981).

La Botrytis inverna en el suelo en forma de esclerocio o de micelio, el cual se
desarrolla sobre restos de plantas en proceso de descomposicion. Al parecer este
hongo no infecta a las semillas, pero puede propagarse con las semillas
contaminadas mediante esclerocios o sobre restos de plantas a los que ha infectado
(Agrios, 1996)

Sintomas.- En las fases de desarrollo inicial del cultivo, la enfermedad se puede
presentar en forma de manchas caracteristicas de color chocolate sobre las hojas
(fase no agresiva); posteriormente alcanza a los tallos flores y vainas. En la fase
agresiva de la enfermedad (floracion, formaciéon y maduracion de vainas), las partes
afectadas se ven como manchas necrosadas con abundante formaciéon de felpa
color gris marrdon sobre las mismas. La defoliacion de las hojas y flores, ocurre
como consecuencia de la infeccion. En las vainas verdes, la pudricion de vainas,
ocurre desde la punta hacia la base, hasta necrosarla completamente. Los granos
secos, presentan manchas irregulares de color marrén sobre el tegumento (Coca,
2004). Ninguna parte de la planta escapa a los ataques de Botrytis, las infecciones
pequefias causan una reduccion del vigor de la planta, y también una produccion
mas baja de la cosecha, en casos extremos la planta puede morir (Agroinformacion,
2002).

Medios de lucha.- Segun (Agroinformacion, 2002) se debe sembrar en suelo bien
drenado, espaciando las filas para ayudar a la circulacion del aire. En
recomendaciones de ORS La Paz (2005) se deberia emplear 30-50 cm. Entre
plantas y 60-80 cm. entre surcos para produccion de semillas. Evitar los fertilizantes

de alto contenido en nitrogeno, eliminar restos de cultivos anteriores y evitar el uso
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de semillas provenientes de cultivares donde la enfermedad estuvo presente. De
manifestarse la enfermedad, se debe arrancar inmediatamente las primeras plantas
atacadas a golpe de azadon, retirando al mismo tiempo el cepelldn de tierra que le
rodea evitando asi la presencia de algun esclerocio, las plantas se destruiran por

fuego y de ningun modo se arrojaran al estercolero (Dominguez, 2004).

En el uso de pesticidas (Crepo, 1996) recomienda el uso de fungicidas a base de
cobre como el oxicloruro de cobre. También fungicidas organicos como Maneb,
Mancozeb y Benomil, los cuales en parcelas de investigacion fueron efectivos. En
informes presentados por (Quiton, 1994) de estudios realizados en el Altiplano norte
de La Paz, sefala que el fungicida Benlate, fue el mas efectivo para reducir la

incidencia y severidad de la mancha chocolate, como también el de mayor costo.

2.8.4 Caracteristicas del hongo.

Un examen microscopico cuidadoso, evidencia la presencia de Botrytis fabae, donde
la manifestacion de septas marcaria la diferencia con Botrytis cinerea. (Coca, 2004)
indica que de acuerdo a aislamientos obtenidos, se mostraria una escasa presencia
de septas en la parte terminal de los conidioforos en relacion a lo descrito por Ellis
(1971).

2.8.5 Clasificacion taxonémica del hongo

Segun Cruz (2001), el fitopatégeno pertenece a la subdivisibn Deuteromycotina,

familia Moniliaceae, género Botrytis y especie Botrytis fabae.

Subdivision Deuteromycotina o Deuteromycetes (hongos imperfectos o

asexuales)
En estos hongos se pueden observar las siguientes caracteristicas: Carecen de

estructuras o reproduccion sexual al menos no se sabe que las presenten. Su

micelio es generalmente tabicado y produce conidias ya en conidioforos, picnidios o
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acérvulos. Debido a la semejanza de la fase asexual de los deuteromicetes con la
de los Ascomycetes, se cree que muchas especies de la clase Ascomycete son la

fase sexual de especies agrupadas dentro de la clase Deuteromycete (Cruz, 2001).

Clase Hyphomycetes

Las conidias se originan en conidiéforos libres o directamente en hifas somaticas.

Muchas de estas especies tienen su estado perfecto en la Subdivision Ascomycotina.

2.8.6 Condiciones favorables para el desarrollo de la enfermedad

Las condiciones favorables para la infeccion son: temperaturas de 18 °C a 20 °C y
una humedad relativa mayor al 80%. En zonas altas por encima de los 3000m, la
mancha chocolate se presenta en verano entre los meses de diciembre a marzo,

dependiendo del periodo de lluvias (Crespo, 1996).

La humedad es importante para el desarrollo de esta enfermedad. En afos de alta
humedad puede ser destructivo. La fase no agresiva, se presenta desde la
emergencia hasta la madurez del cultivo. Durante el desarrollo del cultivo, la
humedad dentro el follaje crea un microclima ideal para el desarrollo de la
enfermedad, por lo que es importante la densidad del cultivo (entre surco y sobre
surco). Abundante crecimiento vegetativo, alta humedad, lluvias y suelos pesados,

hacen mas vulnerables al cultivo para el desarrollo de la enfermedad (Coca, 2004).

Los micelios requieren de un clima humedo y moderadamente frio (18 a 23° C) para
que se desarrolle adecuadamente, esporule, libere y germine sus esporas y para que
produzca infeccién. El patégeno muestra actividad a bajas temperaturas y produce
pérdidas considerables en cosechas que se han mantenido almacenadas durante
largos periodos, aun cuando las temperaturas estén entre 0 y 10° C. Las esporas
que han germinado rara vez penetran directamente en los tejidos que muestran un

crecimiento activo, pero penetran en los tejidos de la planta a través de heridas o

20



después de que se han desarrollado durante un cierto tiempo y han formado micelio
sobre follaje moribundo (Dominguez y Tejero, 2004).

2.9 Métodos de propagacion del hongo en laboratorio

Los trabajos referentes al aislamiento de los conidios para la realizacién de la
caracterizacion de las cepas o bioensayos para determinar la virulencia de las
mismas deben ser efectuados en un laboratorio que cuente con los implementos
minimos necesario y de esta forma obtener material biolégico de buena calidad
(Tovar 1999).

Temperatura

La temperatura del medio de cultivo debe mantenerse entre 27° y 28° C. siendo éste
un parametro de primera importancia, temperaturas menores afectan la cinética de
crecimiento y la produccién es muy baja, temperaturas mas altas conducen a
contaminaciones por bacterias del ambiente con pérdidas de material fungico.
(Morales 1992, citado por Tovar1999).

Medios de cultivo

Existen varios medios de cultivo: uno muy usado es el compuesto por la mezcla de
20 gramos de agar, 200 gramos de papa y 20 gramos de dextrosa, en un litro de
agua destilada. Este medio es conocido comunmente con el nombre de PDA (papa-
dextrosa-agar) y para impedir el crecimiento de bacterias contaminantes se pude
acidificar con acido lactico. Otros medios de cultivo son Czapek, Agar Malta Agar, V-
8 (jugo de vegetales) y HFDA (hojas de frijol, dextrosa y agar). Existen los
comerciales, hidratados o sintéticos, que pueden usarse de acuerdo con
requerimientos especificos. Usualmente los hongos crecen mejor en medios ricos en

carbohidratos y con un pH entre 6 y 6.5 (Ospina, 1984).
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Esterilizacion

El mismo autor menciona que el uso de autoclave es la forma mas comun para
esterilizar el medio de cultivo vertido en tubos, cajas de Petri, matraces o frascos, asi
como para esterilizar otro tipo de materiales (por ejemplo, cristaleria e instrumental).
Recomendando una temperatura de 120 °C durante 15 a 20 min. a 1.5 atm de

presion.

Cuadro 4. Tiempos de esterilizaciéon para diferentes cantidades de medio de
Cultivo.

Tiempo minimo
Volumen de esterilizacién
a 1.5 atm. en (min)

20 - 50 15
75 20
250 -500 25
1000 30
1500 35
2000 40

Fuente: (Barba et al, 2001)

Se debe tener ciertas precauciones en el empleo de las autoclaves por ejemplo, el
medio no debe esterilizarse en grandes volumenes empleando un solo recipiente,
sino debe esterilizarse fraccionando en volumenes pequefos en varios recipientes.
A mayor cantidad de volumen del medio en un frasco, menor es el intercambio de
calor. El instrumental y cristaleria que se requiere esterilizar en autoclave debe
envolverse con anterioridad en papel aluminio o papel secante. El etanol se utiliza al
70 — 80% (v/v) y se emplea principalmente para esterilizar cristaleria e instrumental

(bisturis, pinzas, agujas, etc.) por medio de flameo (Barba et al. 2001).
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Preparacioén del inéculo

La cuantificacion de la concentracion de esporas permite determinar el numero de
unidades infectivas por unidad de peso 6 volumen existentes en una formulacion,

que sirven de base para establecer la dosificacion de un producto.

Para el recuento de esporas se utiliza la camara de Neubauer o Hemocitometro,

donde se debe:

- Lavary secar el hemocitometro.

- Agitar el tubo de la dilucion de la muestra de la cual se va a hacer el conteo de
esporas durante 30 segundos.

- Tomar inmediatamente la muestra de 0.01 ml, con micropipeta.

- Depositar con cuidado, de manera que el liquido entre por capilaridad sin
formacion de burbujas en la camara, de lo contrario repetir el proceso.

- Dejar reposar medio minuto antes de proceder al conteo.

- Localizar con el objetivo 10x en el campo visual el cuadrante central de la
camara.

- Observar nitidamente los cuadrantes y pasar al objetivo 40x para el conteo
(CENICAFE, 1996)

Inoculaciones

En los hongos el indculo consiste generalmente de estructuras especializadas como
los conidios, pero también las estructuras vegetativas como micelios, pueden servir
de in6culo. (Gonzales, 1989) Durante la siembra in vitro debe existir un area estéril,
por lo que en esta sala deben tenerse los maximos cuidados de asepsia. La forma

mas facil de lograr esto es el empleo de una campana de flujo laminar de aire.

Si se cuenta con una lampara auxiliar de luz ultravioleta, ésta puede encenderse de

10 a 15 min antes de iniciar la siembra in vitro. La luz ultravioleta actia sobre los
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acidos nucleicos y proteinas de los microorganismos matandolos (el area debe

ventilarse adecuadamente antes de utilizarla) (Barba et al. 2001).

Incubacion

La aseveracion de (Barba et al.2001), es que esta area es indispensable para
mantener el material en buenas condiciones. De manera general las temperaturas
ideales para el desarrollo 6ptimo de los hongos varian entre 14 y 28°C, dependiendo
del lugar de recoleccion de la muestra. Es recomendable determinar la temperatura

optima de desarrollo para cada hongo en cada zona.

210 Evaluacion del crecimiento del hongo en medio de cultivo.

Segun lo indicado por (Agrios, 1996), el crecimiento de un organismo es uniforme en
un medio sdlido, de esta manera se facilita la medicién lineal, que puede realizarse
periddicamente para establecer el ritmo de crecimiento. Las lecturas por tanto se
pueden hacer midiendo el diametro de desarrollo de las diferentes cepas sobre los
medios solidos. (Mamani, 2007) recomienda, mencionando a (French y Hebert,
1982), que para medir el desarrollo de micelios sobre el medio de cultivo se proceda

de la siguiente manera:

- Dibujar sobre el envés de la placa una cruz, con tinta indeleble de esta manera
identificar el centro donde fue inoculada la caja.

- Identificar cada placa con un numero.

- Marcar los cuatro radios marcados en la placa.

- Las cifras de incremento permitiran preparar una curva de crecimiento.

- El ritmo promedio de crecimiento se calcula dividiendo el incremento total por el

tiempo.
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3 MATERIALES Y METODOS
3.1 Localizacion

La investigacidon fue realizada en el laboratorio de la Oficina Regional de Semillas
(ORS) La Paz, dependiente del Programa Nacional de Semilla (PNS) Bolivia,
ubicada en la zona de Miraflores, Provincia Murillo del Departamento de La Paz.

El origen de los materiales genéticos estd en comunidades aledafas al Lago
Titicaca, que debido al microclima existente, posee las condiciones 6ptimas para la
produccion de haba y son conocidas como zonas haberas (Anexo 8).

3.2 Materiales

3.2.1 Material biolégico

Para este trabajo de investigacion, se utilizaron tres ecotipos y una variedad de haba.

Gigante Copacabana, procedente de la comunidad de Chani, provincia Manco
Kapac, del Altiplano norte de La Paz, Ecotipo de ciclo largo aproximadamente 210
dias a la maduracion, semilla grande de testa clara, porte alto con numerosos

macollos.

Usnayo, ecotipo procedente de la comunidad de Chirapaca, provincia Los Andes, del
Altiplano norte de La Paz, de maduracion tardia, grano de mediano a grande con
testa clara. Considerado un material destacable por su estabilidad a través de los

ensayos.

Isla del Sol, proveniente de la Isla con el mismo nombre en el Lago Titicaca, ciclo

largo, semilla grande de testa delgada y clara.

Pairumani 1, proveniente de CIFP Cochabamba (Centro de Investigaciones
Fitoecogenéticas de Pairumani), variedad de ciclo semi precoz, planta de mediana
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altura y grano pequefio a mediano con testa clara. Obtenida por el mismo Centro

luego de varios ciclos de seleccion en diferentes ambientes a partir de material criollo

procedentes de diferentes zonas haberas del pais.

Se utilizaron, cuatro poblaciones de Botrytis fabae. Muestras provenientes de las

comunidades:

Chaiii, provincia Manco Kapac, La Paz.
Camacachi, provincia Manco Kapac, La Paz.
Suntia Grande, provincia Omasuyo, La Paz
Chirapaca, provincia Los Andes, La Paz.

3.2.2 Equipo de laboratorio

Camara climatizada -
Camara de flujo laminar -
Estereoscopio -
Microscopio comun -

Termometro de bulbo seco y humedo -

3.2.3 Vidrieria

Hemocitometro -
Cajas Petri -
Pipetas -

3.2.4 Reactivos

Agar -
Agua destilada -
Alcohol etilico -

Glucosa

3.2.5 Varios

Parafilm

Mechero de alcohol
Pinzas

Balanza analitica
Autoclave

Bisturies

Vasos de precipitacion
Porta y cubreobjetos
Frascos de vidrio

Semilla de haba
Lactofenol
Acido lactico
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3.3 Meétodos

3.3.1 Recoleccién de material contaminado.

Las comunidades elegidas para la recoleccion de Botrytis tienen época de siembra
diferente, incidiendo principalmente el factor humedad. En la comunidad de
Chirapaca (prov. Los Andes) y la comunidad Suntia Grande (provincia Omasuyos)
producen con riego, razén por la cual pueden adelantar la siembra desde fines de
Junio a principios de Julio. No sucede lo mismo con las comunidades de Chani y
Camacachi de la provincia Manco Kapac, donde siembran a mediados del mes de

Septiembre, para aprovechar las lluvias de la época.

- En la recoleccion del material contaminado, se consideré la época de
maduracion de grano, cuando la enfermedad se torna agresiva y se observa
mayor incidencia y severidad.

- En las comunidades de Chafii y Camacachi se efectud la primera toma de
muestras en la segunda quincena del mes de enero.

- Se eligid parcelas con la manifestacién de la enfermedad (Mancha chocolate),
seleccionando las plantas mas afectadas.

- En la colecta de material contaminado con el hongo, en su mayoria se tomo
foliolos, por la facilidad de su manejo.

- Se colocaron en bolsas plasticas con la identificacion correspondiente

- En laboratorio se sometieron a un lavado con agua corriente.

- Posteriormente fueron puestas en ambiente estérii a 5 °C sobre toallas
desechables para una lenta pérdida de humedad. Este procedimiento nos
permitié tener disponible las muestras de las cuatro comunidades, al momento
de ser utilizadas.

- En las comunidades de Chirapaca y Suntia Grande la coleccion de muestras
fueron realizadas en la primera quincena del mes de Marzo.

- También se realiz6 la recoleccion de material durante el proceso de secado de

semilla, cuando las plantas se encuentran dispuestas en “callchas”. En las
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comunidades de Chani y Tiquina en la segunda quincena de Marzo. En
Suntia Grande y Chirapaca en la segunda quincena de Mayo.
- Fue muy importante la seleccion del material no expuesto directamente al sol,

que baja notablemente la presencia del hongo.

Foto 1: Foliolos con sintomas de Botrytis, Foto 2: Frutos con sintomas de Botrytis,
fase no agresiva fase agresiva

Foto 3: Plantas dispuestas en “callchas” Foto 4: “callchas” de 30 dias
Comunidad: Suntia Grande
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3.3.2 Recoleccion de semilla
Esta labor se llevd a cabo desde fines del mes de Marzo hasta fines del mes de
Mayo. Durante estas semanas el agricultor esta finalizando los trabajos de
poscosecha. Las actividades que se realizaron durante esta fase implica las
siguientes:
- La seleccion de parcelas y muestras al azar, tomando en cuenta, que el cultivo
del grano seria destinado a semilla.
- La semilla de Pairumani 1, fue producida en la anterior cosecha y trasladada
directamente del Centro de Investigaciones Fitoecogenéticas de Pairumani
(CIFP). El material llegado a laboratorio fue puesto en ambiente estéril a 5 °C.

Foto 5: Grano Gigante Copacabana Foto 6: Productores de grano
Provincia Omasuyo Cuenca del rio Keka

3.3.3 Siembra de semilla

Para esta actividad las semillas pasaron por un proceso riguroso de seleccion,
evitando aquellas con signo de enfermedades, afectadas por heladas, partidas y
testa rota. Disminuyendo asi la contaminacién durante la germinacion y emergencia.

Sin embargo se realizaron otras acciones para dar mayor seguridad a esta labor:

- Se efectud el tratamiento de termoterapia, sumergiendo las semillas en agua

hervida por un lapso de tiempo de 3 minutos.
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- Para la desinfecciéon del suelo se procedid a la utilizacion de radiacion solar,
donde el suelo humedo destinado a macetas fueron expuestas al sol en bolsas
de nylon negro (para concentrar el calor) por espacio de dos semanas.

- Dada la dificultad de obtener foliolos en gran numero, se recurrié a la siembra
en pequefias macetas, en numero de diez macetas de cada ecotipo en lugar
semiprotegido.

- Se sembré dos semillas por maceta.

Colocadas las macetas en lugar semiprotegido, se esperd cinco meses para la
utilizacion de sus foliolos. Etapa en la cual se ve una mayor incidencia del hongo

(Botrytis fabae) en campo.

Foto 7: Macetas con plantulas Foto 8: Plantas con tamafo adecuadas para la

extraccion de foliolos

3.3.4 Preparacion de medios de cultivo

a) Haba, dextrosa y agar (HDA)
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En la preparacion del medio de cultivo, se trabajoé con el mas adecuado, en virtud
de la especificidad del hongo. Por tratarse de un fitopatégeno que ataca al haba,
el medio se prepardé en base a su grano. Las labores efectuadas fueron las

siguientes:

Pesado de 250 gramos de semilla de haba seca.

Se procedio luego al cocido por 20 minutos a alta presion en 2 litros de agua.

El liquido obtenido fue vertido en un recipiente transparente que permitid la
utilizacion de la parte cristalina en la preparacién del medio.

Se empled en la preparacion tres cuatas parte de este liquido y una de agua
destilada.

Se eligieron frascos de 250 ml. de volumen, utilizando solo 200 ml con
preparado para facilitar la manipulaciéon al momento del plagueado (llenado de
cajas petri).

La relacion empleada fue: 20 gramos de agar y 20 gramos de azucar por litro.

El azucar fue empleado en lugar de la dextrosa, que provee al cultivo de
carbono y energia. Existe mejor crecimiento del hongo con medios ricos en
carbohidratos.

Los medio de cultivos en frascos de 250 ml y cajas petri vacias, fueron
cubiertos cuidadosamente en papel sabana comun.

Acomodados luego en autoclave, evitando el contacto directo con las paredes
de la misma.

La esterilizacion fue hecha a 120 °C a una presion de 1.5 bares por 20 minutos.
La Camara de Flujo laminar permanecié encendida 15 minutos antes de recibir
los medios de cultivo y cajas petri.

Se empled dos mecheros de alcohol a los costados para realizar el llenado de
cajas con medio de cultivo (plagueado).

La temperatura del liquido fue la adecuada, no muy caliente para evitar la
condensacion del agua en las tapas que luego favorecen la contaminacion del
medio, ni muy frio para dificultar el vaciado al pasar de un estado liquido a

semisolido.
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b)

Agar — Agua (A-A)

Se eligieron frascos cuya capacidad era de 250 ml, a fin de facilitar el vaciado

en las cajas petri.

Se utilizé agua destilada para la preparacion del medio.

Las proporciones utilizadas fueron de 17 gramos de agar por cada litro de agua

destilada, siendo estos dos los unicos componentes.

Este medio fue utilizado, solo para dar sostén al foliolo.

La esterilizacion se hizo en autoclave a 120 °C a una presion de 1.5 bares por

20 minutos.

Para el vaciado en cajas petri se utilizé Camara de Flujo Laminar empleando en

cada caja aproximadamente 15 — 20 ml. de medio de cultivo.

3.3.5 Reactivacion del hongo

El procedimiento contd con las siguientes actividades:

Desinfeccion de recipientes plasticos mas sus tapas con alcohol al 70 %.
Colocado de papel toalla al fondo del envase y posterior humedecimiento con
agua destilada esteril, evitando en lo posible el exceso.

Sometimiento a flameo de portaobjetos y demas instrumental empleado, como
ser: Bisturis, agujas y pinzas

Los portaobjetos fueron colocados sobre el papel humedo de los envases
plasticos, guardando una debida distancia entre ellos.

Colocado de muestras con evidentes sintomas de la enfermedad sobre los
mismos. Con el cuidado necesario para que no exista contacto directo con la
toalla humeda.

Estas actividades fueron realizadas con dos mecheros a los costados, a fin de
disminuir las contaminaciones comunes en laboratorios. Trabajando dentro
del area de asepsia que crea el mechero, aproximadamente 30 cm. de
diametro.

Los envases fueron colocados en Camara Humeda a una temperatura de 25

°C por el lapso de tiempo de aproximadamente 72 horas.
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3.3.6 Identificacion de Botrytis fabae

En la realizacién de esta importante labor se efectuaron los siguientes pasos:

Con la ayuda de estereoscopio, se pudo observar que en algunos lugares del
material sometido a Camara Humeda existia la presencia de cuerpos
fructiferos del hongo Botrytis.

Para la identificacion de muestras se procedié al aislamiento en portaobjetos,
con empleo de lactofenol y cutex transparente sobre el cubreobjetos.

Esta labor fue repetida en numerosas ocasiones, hasta adquirir la destreza
necesaria para colocar en portaobjetos las conidias sin desprenderlas de los
conidiéforos.

El tiempo en Camara Humeda debié ser adecuada (48 Hrs.), para evitar la
formacion de mayor cantidad de micelios que dificultaban la toma de muestra
para el aislamiento.

Las muestras de Boftrytis fueron llevados al microscopio que facilitdo la
visualizacion del hongo e identificacidn. Se encontrétanto Botrytis fabae,

como Botrytis cinerea.

3.3.7 Inoculaciéon y evaluaciones

3.3.7.1

Inoculacion en medio de cultivo HDA.

En la realizacién de esta actividad se procedié de la siguiente manera:

Una vez identificado el hongo, se procedié a la seleccion de los mismos
descartando el remanente de foliolos contaminados.

Con la ayuda del estereoscopio se visualizaba los cuerpos fructiferos y con
una aguja esterilizada se llevo las conidias al centro de la caja petri con HDA.
Labor sumamente minuciosa, donde se tuvo el auxilio de dos mecheros de
alcohol a los costados.

Se tomo nota del orden en que fueron inoculadas las cajas para la respectiva

enumeracion.
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Inmediatamente después de la inoculacion, fueron selladas con cinta de
parafilm, lo que facilité la manipulacion y evité la contaminacion.

La totalidad del trabajo se llevo a cabo sobre mesén esterilizado con alcohol al
70 %, sin el uso de Camara de Flujo Laminar, por la dificultad de tener en ese
lugar el estereoscopio, equipo vital para la ubicacion de conidias.

Las cajas inoculadas fueron llevadas a camara climatizada a una temperatura
de 25 °C.

Evaluacion de velocidad de crecimiento micelial.

En esta tarea se tomo en cuenta el orden en que fueron realizadas las inoculaciones,

procurando realizar las lecturas en ese mismo orden y a la misma hora.

Con la ayuda de marcador indeleble fueron trazadas coordenadas (x, y) en la
base de cada caja, tomando como centro de origen (0) el punto de
inoculacion.

Habiendo llegado a las 48 horas, se procedié a realizar la primera lectura,
midiendo los dos diametros del circulo formado por el crecimiento de los
micelios.

A partir de la primera toma de datos las siguientes se efectuaron cada 24
horas.

La evaluacion de velocidad de crecimiento se lo hizo en milimetros con la
ayuda de un calibrador, hasta el momento del llenado de la caja de 90

milimetros de diametro.

Foto 9: Detalle de crecimiento del hongo en medio de cultivo HDA

34



Desarrollo micelial de colectas.

La evaluacion implico los siguientes procedimientos:

Transcurridos los cinco dias se procedid a una observacién macroscopica de la
colonia, lo cual permiti6 determinar el desarrollo del mismo. Tornandose
algunos con una expansion suave de micelios, otros con abundante crecimiento
micelial y también un crecimiento vertical.

Se efectud las evaluaciones asignandolas a cuatro grupos.

Dias a la esporulacion

Para efectuar esta labor, se hicieron numerosas pruebas, a fin de obtener el

esporulado en las poblaciones de Botrytis fabae.

Las primeras cajas fueron puestas en camara humeda con cuatro inoculaciones,
posteriormente con solo una al centro, de las cuales solo se obtuvo micelios.

Se procedié a experimentar con la cantidad de medio de cultivo, donde la
prueba primera fue puesta en camara humeda con aproximadamente 30 ml. de
medio de cultivo, continuando con 20 y finalmente con 15 ml. El resultado fue el
mismo.

Las ultimas pruebas fueron evaluadas con la presencia de conidias en la

poblacion procedente de la comunidad de Camacachi (Tiquina).

Aspecto de la colonia.

En la realizacién de esta actividad se procedio de la siguiente manera:

Se efectuaron observaciones macroscopicas a partir del cuarto dia, donde el
aspecto micelial de las poblaciones se comienza a manifestar de forma
particular. Esta actividad continu6é hasta el llenado de cajas.

Las notas fueron tomadas al sexto dia de la inoculacion clasificando las mismas
de acuerdo a cinco grupos caracteristicos en su mayoria. Esta labor se puede
efectuar hasta el séptimo dia, a partir del cual se dificulta por la particularidad de

formas que adoptan cada una.
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Foto 10: Cajas inoculadas con Botrytis fabae llenas.

3.3.7.2 Preparacion de suspension conidial

Se obtuvo la esporulacién del material proveniente de la comunidad de Camacachi y

a partir de él se procedié a la preparacion de suspension conidial de la siguiente

manera:

La caja petri donde se logré el esporulado del hongo, fue descubierta
cuidadosamente en la presencia de dos mecheros, para evitar esporas de
contaminantes.

Se verti6 en su interior agua destilada y esterilizada, en un volumen de 20 ml.
Esta mezcla se trasladé a un tubo de ensayo.

Para romper la tension superficial del agua y lograr que los conidios formen
parte de esta solucién, se le agregd una pequefiisima parte de detergente.

A fin de lograr una suspension homogénea se procedio al agitado.

Para lograr una buena infeccién, se tomd un parametro intermedio en la
concentracion del inéculo, segun sugerencias de (Ospina 1984), la cual llega a

ser 5 x 10 ° esporas por ml.

Concentracion de esporas

El conteo de esporas, permitié determinar el numero de unidades infectivas por

unidad de volumen existente en la formulacion, sirvi6 de base para establecer la
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dosificacion del producto. Para el recuento de esporas se utilizé la camara

Neubauer o Hemocitometro, realizando las siguientes acciones:

Se procedio al lavado y secado cuidadoso del Hemocitometro.

Con una pipeta se tomd una muestra de la suspension conidial ya preparada.
Se depositd una gota en un extremo préximo al centro de la camara Neubauer y
se dejo que el liquido se extienda por capilaridad sin formar burbujas a la parte
central. Dejamos reposar por medio minuto antes de proceder al conteo.

Se llevo luego la camara al microscopio, con el objetivo 10x se ubico el
cuadrante central. Cuando se veia de manera nitida, se paso al objetivo 40x.
Finalmente se procedio al conteo de esporas por cuadrante.

Para la obtencion de la concentracion adecuada se recurrid a la siguiente

féormula: Cix Vi= Cf x Vf, donde C= concentracion y V= volumen.

3.3.7.3 Inoculacioén en foliolos

Foto 11: Inoculacion de foliolos en Foto 12: Foliolos en camara humeda
Camara de Flujo Laminar

Cuando las plantas en macetas ya contaban con cinco meses se procedio a la
extraccién de foliolos, para llevarlas al laboratorio; teniendo el cuidado de
elegir las que estuvieran sanas, que fueran de la parte media de la planta y de
esta manera evitar trabajar con las mas tiernas y con las maduras.

En laboratorio se les hizo un lavado con agua corriente. Luego se procedio al

trabajo en Camara de Flujo Laminar, donde con la ayuda de pinzas flameadas,
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los foliolos se sumergieron en soluciones esterilizantes de superficie, pasando
primero por alcohol al 70% y luego por agua destilada.

- Finalmente colocadas sobre toallas estériles para extraerles el exceso de
agua.

- Cada uno de los foliolos fue colocado en la parte central de las cajas petri con
el medio de cultivo Agar-Agua.

- Fueron inoculados con una gota de suspension conidial de 5x10 > Se inoculd
directamente sobre el tejido en el envés del foliolo, segun lo sugerido por
(Ospina 1984), luego fueron selladas con cinta parafilm, el mismo que facilito
la manipulacién y evito la contaminacion.

- Las cajas fueron puestas en camara climatizada a 25 °C.

Evaluacién del avance del hongo en foliolo

Para llevar a cabo esta actividad se siguieron los siguientes procedimientos:
- A partir de 72 horas de la inoculacion fueron observadas en estereoscopio
diariamente, a fin de detectar la aparicion de los sintomas. Se tomé en cuenta el

numero de puntos cafés formados, los cuales crecieron en numero, formando

manchas tenues y luego manchas oscuras.

Foto 13: Foliolos inoculados con Botrytis fabae Foto 14: Foliolos en medio de cultivo A-A
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- Pasado el periodo de los nueve dias se disecaron los foliolos. Estos, fueron la
base para obtener una imagen clara de los contornos del foliolo integro y de la
mancha correspondiente.

- Este material fue escaneado y pasado directamente al programa PIXELES. La
informacion alli obtenida permitié determinar las areas afectadas y areas libres
de Botrytis,

- Para el andlisis de datos correspondientes, se utilizé el porcentaje de area
afectada por el hongo en relacion al area total del foliolo, para determinar la

severidad en cada ecotipo.

3.3.8 Diseifio Experimental

3.3.8.1 Evaluacion de Velocidad de crecimiento micelial.

El estudio fue instalado en base aun disefio Completamente al Azar, evaluando

cuatro poblaciones de Botrytis, el modelo lineal aditivo fue:
Xij= p4+ai+ij
X ij = observacion cualquiera, debido a la i-esima poblacion de Botrytis fabae y

en la j- ésima repeticion

1) = media general
o i = efecto de la i - ésima poblacion de Botrytis.
§ij = error experimental

Se evalué cuatro poblaciones de Botrytis, realizando tres repeticiones con 40
unidades experimentales.

Factores a evaluarse (tratamientos):

T1 = Chafdi

T2 = Camacachi (Tiquina)
T3 = Suntia Grande

T4 = Chirapaca
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3.3.8.2 Evaluacion de resistencia

Este estudio fue realizado en base al Diseno Completamente al Azar, donde el

modelo lineal aditivo fue el siguiente:

Xij= W..t+tai+ §ij
X ij = observacion cualquiera, debido al i-ésimo ecotipo de haba en la j-ésima
repeticion.
il = media general
i = efecto del i — ésimo ecotipo de haba.
Eij = error experimental

Se evaluod tres ecotipos y una variedad de haba (Vicia faba). Efectuandose tres

repeticiones con cuarenta unidades experimentales.
Factores a evaluarse (tratamientos):
T1 = Gigante Copacabana
T2 = Usnayo
T3 = Isla del Sol
T4 = Pairumani
Factor comun, poblacion de Botrytis fabae: Camacachi (Tiquina).
3.3.9 Variables de respuestas
3.3.9.1 Caracteristicas morfolégicas de poblaciones de Botrytis fabae.
Velocidad de crecimiento, medida tomada en area sobre tiempo. La inoculacion

realizada en el centro de la caja petri, fué tomada como el centro de origen de las

coordenadas (x, y), a partir del cual se tenia dos diametros de crecimiento en mm.
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medidos cada 24 horas. El crecimiento del hongo en medio de cultivo, es

generalmente circular, lo que permitié tomar datos de esa manera.

Desarrollo micelial de colectas, caracteristica evaluada a partir de observaciones
macroscopicas en el sexto dia hasta el séptimo, tomando en cuenta el desarrollo
micelial en las cajas inoculadas. La evolucion se efectud clasificandolas en cuatro

grupos.

Dias a la esporulacién, caracteristica evaluada a partir de observaciones diarias

con estereoscopio en las cajas inoculadas.

Aspecto de la colonia, se logré6 en base a observaciones macroscépicas de la
colonia, que permitié determinar la forma de crecimiento de los micelios y el aspecto

general del mismo (algodonoso, plumoso, etc).

3.3.9.2 Evaluacion de resistencia

Evaluacion del avance del hongo en foliolo, Luego de 72 horas de la inoculacion
se procedio a realizar la primera observacion, tomando nota de los puntos cafés que
aparecieron sobre los foliolos, como sintomas de Botrytis fabae. Los puntos fueron

formando manchas tenues, luego manchas oscuras, de lo cual también se tomo nota.
Determinacion de severidad, Pasados los nueve dias los foliolos fueron disecados.

A partir de esto se pudo calcular el area de los foliolos, las manchas causadas por

Botrytis, y determinar la severidad.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

41 Recoleccion de material contaminado para identificacion de Botrytis

Del material colectado con signos claros de enfermedad, se evidencidé mayor
presencia de Botrytis en muestras extraidas de la planta en etapa de maduracion del
grano, donde se extiende con pronunciada agresividad el hongo. Las muestras
tomadas de diferentes partes de la planta (tallo, hoja y fruto) no dieron igual resultado
en la manifestacién del fitopatégeno, resultando ser la hoja el 6rgano en el que se
identific6 en mayor proporcién el hongo; existiendo poca cantidad del mismo en

frutos y casi ausente en tallos.

Esta situacion puede deberse a que en algunos casos las hifas permanecen sobre la
superficie externa de la hoja, parasitando solamente las células de la epidermis, para
luego penetrar por las aberturas estomaticas. También puede ser debido a que los
foliolos poseen mayor superficie de exposicion a la llegada de conidios o micelios del

hongo, que los demas 6rganos de la planta.

Del material colectado en poscosecha, hubo mayor presencia de Botrytis en los
foliolos que no recibieron directamente los rayos solares, que se evidencidé por
conservar estas una coloracion mas oscura. Se podria suponer que el material
contaminado habria sufrido la muerte del patégeno al haber recibido una mayor
intensidad de radiacion solar, creando condiciones desfavorables al patégeno. En
virtud del cual se habria efectuado un control natural de enfermedad. El trabajar con
foliolos disminuy6 en gran medida la dificultad de obtener placas y aislamientos por

no existir complicacion en el manipuleo.

4.2 Recoleccion de semilla

Las comunidades de la Isla del Sol fueron durante mucho tiempo las que proveian de
semilla a las comunidades que circundan el Lago Titicaca, tal era el caso de la
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comunidad de Chanii, que ahora producen su propia semilla al haber recibido

asesoramiento técnico para la produccion de la misma. Las comunidades de Chani,

Camacachi y Chirapaca, son productoras de semilla certificada. La comunidad de

Suntia Grande, perteneciente a la parte media de la Cuenca del Rio Keka, produce

grano para exportacion junto con otras comunidades pertenecientes a la parte alta de

la cuenca.

En la colecta de semilla se logré reunir el material con sus caracteristicas

sobresalientes: Grano grande y testa clara.

indico que el material provenia de reciente cosecha.

Cuadro 3: Descripcion de ecotipos

La falta de oxidacion de la testa nos

DATOS GENERALES

Vicia faba var.

Vicia faba var.

Vicia faba var.

Vicia faba var.

Variedad botanica: major major major equina
Gigante
Ecotipo Copacab. Usnayo Isla del Sol Pairumani
PROCEDENCIA
Departamento La Paz La Paz La Paz Cochabamba
Provincia Manco Kapac Los Andes Manco Kapac Cercado
CARACTERISTICAS
AGRONOMICAS
Rendimiento en grano(t/ha) 2,76 3,643 2,08 5,715
Tamafio de grano grande grande grande mediano
Forma, seccion logit. del
grano irregular eliptica irregular eliptica
Color de testa (en grano seco) | clara (beige) clara clara clara
CARAC'[ERiSTICAS
FENOLOGICAS
Ciclo tardio tardio tardio semi precoz
Dias a la maduracién
fisiologica > 190 dias > 190 dias > 190 dias 160 -190 dias
% de germinacion 95% 96% 91% 94%
> N° de semillas | > N° de semillas
Observasciones con con
testa rota testa rota
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El calibre del grano se puede apreciar, cuando se hace una pequefia comparacion

con una variedad mejorada en Chile (Portuguesa — INIA) a la cual consideran de

buena calidad por el tamafio del grano, que llega a 14 granos por onza.

Con

relacion al presente estudio, los tres ecotipos evaluados poseen granos que

sobrepasan en peso a la variedad mencionada.

Esto es evidente al analizar los

resultados obtenidos en el pesado de los mismos. Los tres ecotipos del Altiplano han

logrado esta cualidad que las pone en ventaja con relacién a otros ecotipos que no

logran alcanzar este peso.

Cuadro 4: Peso de semillas

Ecotipo de haba Pes<_> de 100 Semillas por onza
semillas (gr)
Gigante Copacabana 305.74 9
Isla del Sol 300.24 9
Usnayo 217.94 12
Pairumani 155.7 17

Foto 15: Ecotipos de haba
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4.3 Reactivacion del hongo

En la reactivacion del fitopatégeno a partir del material contaminado recolectado en
campo, se encontré contaminantes comunes: Aspergillus y Penicillium. En principio
la manifestacion de Botrytis se hizo escasa, la dificultad fue en aumento debido a que
se debia identificar el hongo Botrytis fabae para luego inocular los medios de cultivo
en las cajas petri. Para subsanar el problema se procedié a la seleccion cuidadosa
de los foliolos y el empleo de un numero mucho mayor de cajas con sus respectivas
muestras. Esta situacion sugiere que los foliolos colectados también fueron atacados

por otros hongos ademas de saprofitos y Botrytis.

4.4 Identificacion de Botrytis fabae

Foto 16: Conidios y conidiéforo de Foto 17 : Conidios y conidioéforos
Botrytis cinerea, 1000X de Botrytis fabae, 1000X

Durante el proceso de aislamiento del hongo para su identificacion, se tomo6 en
cuenta el tiempo que los foliolos contaminados permanecian en camara humeda. Al
sobrepasar las 20 horas del esporulado, el aislamiento se tornaba imposible por la
facilidad con que se desprendian las conidias de los conidiéforos y la flacidez de los

micelios.
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A través de examenes microscopicos, se logré diferenciar Botrytis fabae asi como
Botrytis cinerea, tomando en cuenta las aseveraciones de Ellis (1971) los cuales
indican que la alta presencia de septas en la parte terminal de los conidiéforos en el
hongo Botrytis fabae es un caracter morfoldgico que la diferencia del fitopatégeno B.
cinerea. El numero de septas (dos) resultaria ser escaso para Botrytis fabae del
Altiplano Norte de La Paz, segun la opinion de Coca (2004). Con el numero de
aislamientos e identificaciones logradas se llegd a conocer la frecuencia con que

estos dos hongos se presentan.

Cuadro 5. Relacién de la existencia de Botrytis segun identificacion en muestras

Procedencia del hongo Botrytis fabae (%) | Botritis cinerea (%)
Chafii 30 70
Tiquina (Camacachi) 37.0 62.0
Suntia Grande 33.0 66.0
Chirapaca 56.0 44.0

Heredia (1996), menciona a la mancha chocolate, causada por Botrytis fabae Sard.
Como una de las enfermedades mas conocidas y de mayor importancia econémica
en el altiplano de La Paz. Sin embargo al analizar la presencia notoria de Boftrytis
cinerea encontrada en las cuatro comunidades, muestra un indicio de que el ataque
por parte de este hongo es bastante importante en el cultivo de haba, sumandose asi
al producido por Botrytis fabae.

4.5 Inoculaciéon
Durante la realizacion de las primeras pruebas en inoculaciéon de medios de cultivo
HDA (haba-dextrosa-agar), existid6 la manifestacion de hongos contaminantes

especialmente Penicillium y Aspergillius de 20 a 80%, que ocasionaron la invalidez

de esas pruebas. Para erradicar estos contaminantes se tomaron tres medidas:

46



a). La utilizacion de rayos Ultra violeta durante quince minutos sobre instrumentos y
materiales, antes de efectuarse el vaciado de cajas con medio de cultivo.

b) El plagueado fue realizado de manera exclusiva en camara de flujo laminar, para
luego nuevamente someter a treinta minutos de rayos ultra violeta, en esta ocasion
las cajas llenas.

c) Por ultimo la utilizacién de dos mecheros al momento de la inoculaciéon creando
asi una mayor area de asepsia, tomando en cuenta para la distribucién de los
mismos, que cada mechero libra de contaminantes un area aproximada de treinta

centimetro de diametro.

En lo referente a cajas con medio de Agar-Agua, luego de un procedimiento similar al
anterior, se controlé contaminantes con la utilizacién de alcohol al 70%, que resulté

ser el de mayor efectividad en el tratamiento de foliolos.

Foto 18: Contaminacion en foliolos con medio A-A

4.6 Variables de estudio.

4.6.1 Evaluacioén de velocidad de crecimiento en medio de cultivo (HDA)

En el siguiente cuadro (datos Anexo 1) se empled los promedios alcanzados del
crecimiento micelial en cajas petri, al transcurrir 120 Hrs. de la inoculacion. Se
hicieron seis lecturas (7 dias de la inoculacion) tiempo suficiente para el llenado de la
caja petri con micelios. Los resultados del estudio, correspondiente al analisis de

47



varianza de las poblaciones de Botrytis fabae, muestra la existencia de una
diferencia altamente significativa entre los tratamientos, indicando la tendencia de un

crecimiento micelial diferente entre poblaciones.

Cuadro 6. ANALISIS DE VARIANZA PARA EVALUACION DE
VELOCIDAD DE CRECIMIENTO (MEDIAS).

FV GL SC CM Fc Ft 5%
Tratamientos 3 1454 ,34 484,78 58,61 2,86
Error 36 297,77 8,27
Total 39
|cv= 4,74

Cuadro 7. PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE
PARA POBLACIONES DE Botrytis fabae
TRATAMIENTO MEDIA (Vel. de crecimiento)

T1: Chani 70,4 a

T2: Suntia Grande 599 ab

T3: Chirapaca 58.0 ab

T4: Tiquina 541 b

TUKEY= 19,7

De acuerdo al analisis con prueba de significancia Tukey, el crecimiento micelial de
Botrytis procedente del T1 es estadisticamente superior al del T4. Asi mismo las
diferencias no son significativas entre los tratamientos T1, T2 y T3. El analisis de los

tratamientos T2, T3 y T4 muestra diferencias no significativas estadisticamente.

De este mismo comportamiento dependera la ocupacion rapida o lenta del
fitopatdogeno en los sitios de cultivo, asegurandose la sobrevivencia. Otra situacion
inherente al crecimiento de micelios es la formacién de esclerocios los cuales se
manifiestan de manera proporcional a la existencia de micelios, pues estos al
compactarse dan lugar a estas estructuras. Nunes et al. (2005) con respecto a los
mismos, menciona que en la ausencia de hospedero susceptible la persistencia de

esclerocios en el suelo puede alcanzar hasta ocho afios, también menciona que este
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tipo de enfermedades pueden volverse mas severa ano tras ano, por el acumulo de
estructuras de resistencia. Esto indica que a mediano o largo plazo habria la

posibilidad de que la enfermedad producida por este patégeno se extienda al no

tomarse medidas necesarias.

Foto 19: Esclerocios de Botrytis fabae en medio HDA

CREC. MICELIAL
(mm.)

80-
70
60 .
50. @ Chaii
40 @ Chirap.
30. o Tiquina
20/ 0O Suntia
10

04

Chani Chirap. Tiquina Suntia

FIGURA 3. Comportamiento de las cuatro poblaciones de Botrytis fabae
(120 hrs. de la inoculacion)
Transcurrido 120 hrs. de la inoculacion con Botrytis fabae en medio de cultivo HDA
(haba-dextrosa agar), el hongo proveniente de la comunidad de Chahi (Figura 4),
mostré indices mayores en la velocidad de crecimiento de micelios. Estos

resultados permiten inferir que este hongo muestra cierta agresividad en el estado de
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incubacion, durante el desarrollo del in6culo. El hongo proveniente de la comunidad
de Camacachi (Tiquina), se encuentra en el otro extremo, sugiriendo poseer una
menor agresividad. Las diferencias en el desarrollo probablemente se deban

también a una variabilidad genética.

100,0
90,0
80,0 //
70,0 I
500 ey —e— Chai
50’0 /'/ —m— Chirapaca
40’0 S Tiquina
30’0 . Suntia Grande
) / { /
20,0 4
v
10,0 4
0,0 ‘ ‘ T

48 72 96 120 144 168
Hrs. Hrs. Hrs. Hrs. Hrs. Hrs.

Horas desde la inoculacion

FIGURA 4. Desarrollo del hongo en medio de cultivo HDA.

4.6.2 Desarrollo micelial de colectas.

En observaciones macroscopicas de cajas inoculadas con poblaciones de Botrytis
fabae, se manifestaron diferentes tipos del desarrollo de micelios, los cuales se
clasificaron en cuatro grupos. Esta caracteristica pudo ser evaluada desde el quinto
al séptimo dia de inoculacién, que es el tiempo aproximado que tarda en llenar la
caja, pasado este periodo tuvieron un desarrollo tan variada que resulté imposible la

agrupacion.
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Foto 20: Desarrollo de micelios

a. Poco micelio, b. Presencia media de micelios

c. Abundante micelio, d. Crecimiento en espesor de micelio
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60%
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FIGURA 5. Caracteristica morfoldgica del crecimiento micelial
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La figura 5 representa la manifestacion del crecimiento micelial de los hongos, que
sugiere una emision abundante de micelios en las poblaciones de Chaiii y Chirapaca.
Es importante recalcar que la formacién de esclerocios es en forma proporcional a la
emision de micelios, lo que hace estimar que el fitopatégeno proveniente de ambas
comunidades formara mayor cantidad de estructuras de sobrevivencia, poniendo en

riesgo los cultivos donde llegue el inoculo.

4.6.3 Dias ala esporulacion

Con la finalidad de evaluar caracteristicas de las poblaciones de Botrytis fabae, se
efectuaron las pruebas correspondientes a fin de determinar los dias a la
esporulacion, medidos desde la inoculacion. En numerosas pruebas realizadas solo
se logro la esporulacion del material proveniente de la comunidad de Camacachi
(Tiquina), el cual lleg6 a esporular al sexto dia en el 70% de las cajas inoculadas.
Las cajas cuyo contenido provenian de las otras comunidades, solo manifestaron

crecimiento micelial, para luego formar esclerocios.

El comportamiento de las colectas puede deberse a las diferentes condiciones
ambientales del lugar de recoleccion de las muestras. Factores con los cuales no se
pudo experimentar en laboratorio por las limitaciones existentes. Segun datos de
SENAMMI, 2005; la comunidad de Chirapaca habria contado con una temperatura
media anual de 9,1 °C; una maxima media anual de 16,15°C, con su extrema de
17,8. La temperatura minima anual habria llegado a 2°C con una extrema de -1.1
°C. Llegando a un promedio de la Humedad Relativa anual de 56,4 %. La
comunidad de Camacachi (Tiquina) habria tenido una temperatura anual de 9°C, con
una maxima media anual de 17°C, una extrema maxima de 21°C, una minima anual
de 1.7 °C con la extrema minima de -2°C. La H°R estaria fluctuando alrededor del
60%.

Estas condiciones podria ser una de las razones por las que no se obtuvo el

esporulado de las poblaciones de Botrytis fabae, ya que los datos correspondientes
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indicarian una diferencia en las temperaturas extremas y la humedad. Es asi que la
Comunidad de Camacachi (Tiquina), situada a orillas del Lago Titicaca se
caracterizaria por ser una zona de mayor humedad con temperaturas de minima y
maxima de amplio rango. Otra de las causas podria ser el factor de iluminacion,
pues los hongos presentan mecanismos para reaccionar ante variaciones en la
calidad y la intensidad de la luz, pues algunos hongos esporulan ante la presencia de
luz azul cercana a la ultravioleta, pero pueden preferir diversas frecuencias del

espectro, como lo indican Mayea y Padrén (1983).

4.6.4 Aspecto de la colonia

Nuevas observaciones macroscopicas permitieron determinar la caracteristica del
aspecto de la colonia. Estas formas singulares se pudieron evidenciar cuando el
crecimiento micelial llend las cajas, al séptimo dia aproximadamente. A partir de ese
momento, las formas adquieren tal numero de formas que resulta imposible
evaluarlas. La Figura 6, indica que la poblacion de Botrytis fabae proveniente de la
comunidad Chaii manifiesta un crecimiento del tipo parejo (A) en un 60% vy la
ausencia total del crecimiento del tipo (B). Con respecto a la poblacién proveniente
de la comunidad de Chirapaca el desarrollo micelial adquiere la forma del tipo ondas
(B) en un 13,44% y existe una minima manifestaciéon 3.10% en el crecimiento de la
forma pareja (A). La poblacion de Camacachi (Tiquina) manifiesta un crecimiento
micelial del tipo (E) en un 16.54%, ausencia total de la forma (C) y de la forma (D)
un 1.3%. Con respecto a la poblacién proveniente de la comunidad de Suntia
Grande el cuadro indica una mayor manifestacion del crecimiento del tipo (B) con
12,40%, como minima la forma (C) con 3.10% y no existe manifestacion del
crecimiento del tipo (D). Es comun en las cuatro comunidades los tipos de
crecimiento (A), (B) y (E), pero no en la misma proporcion. Las formas (C)y (D) son
las menos frecuentes. Una de las razones para esta manifestacion podria ser la
variabilidad genética existente en las poblaciones de Botrytis Fabae, pues en réplicas

a partir de micelios manifestaban similares caracteristicas.
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Foto 21: Aspecto de la colonia
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FIGURA 6. Aspecto de la colonia
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4.6.5 Evaluacioén del avance del hongo en foliolo

En la evaluacion de resistencia de ecotipos al hongo Botrytis fabae, se utilizd
unicamente la poblacion proveniente de Camacachi (Tiquina), que en condiciones de
laboratorio logré esporular. A partir de las conidias obtenidas se procedié a la
preparacion de diluciones, para proceder con las inoculaciones de foliolos. La

suspension conidial empleada fue de 5 x 10° esporas por ml.
El analisis de varianza del siguiente cuadro (datos Anexo 3) muestra una diferencia

altamente significativa entre los tratamientos, que indica la diferente reaccion de los

ecotipos de haba (Vicia faba) al ataque del hongo Botrytis fabae.

Cuadro 8. ANALISIS DE VARIANZA PARA EVALUACION DE

, RESISTENCIA

Area del foliolo expresado en % (MEDIAS)
FV GL|[SC CM Fc Ft(5%)
Tratamientos 3 [38413,9 [12804,6 [452,142 |[2.86
Error 36 |1019,52 (28,3199
Total 39
IMEDIA 2021 | |cv= 26,33 |

Cuadro 9. PRUEBA DE COMPARACION MULTIPLE
PARA EVALUACION DE RESISTENCIA A Botrytis fabae
TRATAMIENTO MEDIA (Area afectada expr. en %)

Pairumani 73,88 a
Isla del Sol 3,03 b
Gigante Copacabana |2,25 bc
Usnayo 1,68 bc
TUKEY= 19,7

Segun el analisis con prueba de comparacion Tukey, (datos Anexo 4), existirian tres
grupos en cuanto a resistencia de ecotipos al ataque de Boltrytis fabae. En términos
estadisticos la variedad Pairumani mostraria una diferencia significativa con los tres
ecotipos del Altiplano Norte (Isla del Sol, Gigante Copacabana y Usnayo). La prueba

indica la diferencia del ecotipo Isla del Sol con Gigante Copacabana y Usnayo.
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Existiria similitud entre los ecotipos Gigante Copacabana y Usnhayo donde sus
diferencias estadisticamente no son significativas. La diferencia entre el de mayor
susceptibilidad (Variedad Pairumani) y el que muestra menos susceptibilidad

(ecotipo Usnayo) llegaria a ser de 72.2 % en area foliar afectada.

Los resultados obtenidos de las inoculacion con Botrytis fabae a ecotipos de haba
(Vicia faba) corroboran los resultados obtenidos por Medina (1997) en estudios
realizados con habillas procedentes de La Paz y Potosi, donde figura Usnayo como
la de menor susceptibilidad. De Quiton (2000) opina de manera diferente, quien

menciona al ecotipo Usnayo como susceptible a la enfermedad mancha chocolate.

No se tienen antecedentes con respecto a la resistencia a enfermedades del ecotipo
Isla del Sol, sin embargo los resultados del presente estudio evidencian una
resistencia menor a Botrytis fabae en relacion a los ecotipos Usnayo y Gigante
Copacabana, pero mayor con respecto al de Pairumani. Se podria estimar la
existencia de una mayor resistencia en los ecotipos de haba con ciclo largo, cuyo
cultivo se efectua en el Altiplano, en relacion a los poseen un ciclo mediano o

precoz.

El estudio hace estimar la superioridad de los ecotipos del Altiplano Norte en cuanto
a cierta resistencia a la enfermedad Mancha Chocolate producida por el hongo
Botrytis fabae, sobresaliendo los ecotipos Usnayo y Gigante Copacabana. Los
cuales bien podrian considerarse como una fuente de resistencia y a partir de los

cuales trabajar en la obtencién de variedades.
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5. CONCLUSIONES

Se lleg6 a las siguientes conclusiones:

1.

El crecimiento micelial de la poblacion de Botrytis fabae procedente de
Chani se muestra con mayor agresividad, teniendo un crecimiento medio
de 70,4 mm. con + 3,5 mm. de la media a 120 hrs. de la inoculacion.
Tomando en cuenta que la cantidad de esclerocios que producen va en
proporcion directa a la cantidad de micelios, se puede entender que logra
producir mayor cantidad de medios de propagacion.

Este aspecto es preocupante, debido a que esa comunidad es una de las
mayores productoras de semilla en haba las cuales llegan a diferentes
zonas haberas. Existe el peligro latente de la diseminando del hongo

Botrytis fabae.

La presencia abundante de micelio en Botrytis procedente de Chani
corrobora los resultados de la velocidad de crecimiento, donde es evidente
que el crecimiento de los mismos no solo es en superficie, sino también en

mayor cantidad.

El aspecto que adoptan las colonias son muy variados y solamente
pueden evaluarse con claridad hasta el séptimo dia, si bien esta
caracteristica no es determinante, sin embargo podria ser un punto de

referencia importante para evaluar la variabilidad genética.

La falta de esporulado en las poblaciones de Botrytis provenientes de
Chani, Suntia Grande y Chirapaca, nos indica que cada una requiere de
diferentes condiciones en calidad, horas luz, humedad y temperatura,
factores con los cuales no se pudo trabajar por las limitaciones fisicas del

laboratorio.
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La determinacion del avance del hongo en foliolos de haba, mostré
diferencias altamente significativas de los ecotipos procedentes del
Altiplano Norte de La Paz con la variedad Pairumani de Cochabamba,
especialmente con el ecotipo Usnayo, cuyas medias de areas afectadas
son: 73,88% y 1.68 % respectivamente. El ecotipo Isla del Sol, se muestra
con mayor susceptibilidad frente a los ecotipos Usnayo y Gigante
Copacabana, cuyas medias tienen diferencias no significativas en la
resistencia a la enfermedad Mancha Chocolate, producida por Botrytis
fabae. Los resultados de trabajos especificos con Usnayo muestran una
favorable resistencia a la enfermedad, esto nos ayuda a saber que también
los ecotipos Isla del Sol y Gigante Copacabana gozan de similares

aptitudes.

La presencia de Botrytis cinerea (60,5%) en las muestras obtenidas, nos
indica una mayor presencia de esta en las comunidades de donde se
obtuvieron las colectas, como también podria ser la sensibilidad del hongo
Botrytis fabae a las manipulaciones en laboratorio. En campo resulté dificil
diferenciarlos, los sintomas producidos por ambos son bastante similares.

Solo las observaciones microscoépicas permitieron efectuar la diferencia.

En base a todo el trabajo realizado se concluye que los ecotipos de haba
del Altiplano norte de La Paz, poseen cierto grado de resistencia a la
enfermedad producida por Botrytis fabae, los cuales podrian ser un aporte
bastante significativo en la identificacion de fuentes de resistencia.
También podrian ser consideradas material promisorio para la obtencién

de variedades mejoradas.
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8.

RECOMENDACIONES

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo, a manera de experiencia

se recomienda:

1.

Con referencia a resistencia, se recomienda efectuar ensayos en huertos
atemperados y luego en campo con los ecotipos Usnayo, Isla del Sol y

Gigante Copacabana.

Para continuar con este estudio, evaluar mayor numero de poblaciones de
Botrytis faba y en diferentes épocas del ciclo bioldgico, a fin de determinar la

existencia de razas.

Para trabajos extensos con Botfrytis, se recomienda la toma de muestras de la
planta en la etapa final del cultivo, realizar la perdida de humedad en ambiente
estéril a bajas temperaturas (5°C), sin la incidencia de rayos solares, pues

disminuyen considerablemente la presencia del hongo en la misma.

Proceder con precaucién al trabajar con semilla proveniente de la comunidad
de Chahii, en virtud a que la poblacion de Botrytis fabae traida de esa
comunidad mostré mayor agresividad que las originarias de Tiquina, Suntia

Grande y Chirapaca; las cuales pertenecen a zonas productoras de semilla.

Se recomienda el uso de semilla de los ecotipos Isla del Sol, Usnayo y
Gigante Copacabana para siembras en el Altiplano de La Paz (donde existe
mayor incidencia de Mancha Chocolate), por la manifestacién de cierto grado
de resistencia a la enfermedad producida por Botrytis fabae, afiadiendo las

cualidades en cuanto a rendimiento y calidad de grano.
Realizar ensayos mas especificos con las poblaciones de Boftrytis fabae, a fin

de determinar las condiciones favorables para la esporulacién en cuanto a

horas luz y temperatura, por la dificultad en la obtencion de esporas.
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ANEXOS


WENDY
Texto tecleado
A N E X O S 


ANEXO 1
Velocidad de crecimiento en % (120 Hrs de la inoculacién)
Prueba
COMUNIDA R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
Chafii 69,0 70,5 74,5 75,0 75,0 70,5 70,0 74,5 77,0 75,0
Chirapaci 56,0 50,0 56,0 57,0 63,0 45,0 54,0 53,5 40,0 58,0
Tiquina 59,5 53,0 55,5 41,0 51,5 55,0 45,5 46,5 56,0 56,0
Suntia Gr 59,0 65,0 60,5 56,0 60,0 54,0 46,0 59,0 50,0 54,0
Velocidad de crecimiento en % (120 Hrs de la inoculacién)
Prueba Il
COMUN. R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
Chaiii 71,5 77,0 80,0 74,5 71,0 70,0 70,5 71,0 70,0 75,0
Chirapac: 55,0 70,0 70,0 65,0 54,0 63,0 56,0 60,0 60,5 68,0
Tiquina 61,5 60,0 66,0 56,5 45,0 54,0 65,0 62,0 55,0 40,0
Suntia 54,0 52,5 53,5 59,0 53,0 51,5 55,0 52,5 59,0 53,0
Velocidad de crecimiento en % (120 Hrs de la inoculacion)
Prueba lll
COMUN. R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
Chaiii 76,0 60,0 72,0 75,0 56,0 60,5 62,5 70,5 70,5 47,0
Chirapaci 63,0 64,0 43,5 59,5 55,5 62,5 57,0 61,5 64,5 54,0
Tiquina 60,0 41,5 46,5 52,0 59,0 58,5 64,0 52,0 48,0 57,0
Suntia Gr 62,0 49,0 59,0 64,5 64,0 69,0 70,0 76,5 80,5 73,0
ANEXO 2
Velocidad de crecimiento en % (120 Hrs de la inoculacion)
Medias
COMUN. R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R8 R9 R10
Chaiii 72,2 69,2 75,5 74,8 67,3 67,0 67,7 72,0 72,5 65,7
Chirap. 58,0 61,3 56,5 60,5 57,5 56,8 55,7 58,3 55,0 60,0
Tiquina 60,3 51,5 56,0 49,8 51,8 55,8 58,2 53,5 53,0 51,0
Suntia 58,3 62,8 57,7 59,8 59,0 58,2 57,0 62,7 63,2 60,0
MEDIA GENERAL 60,5792




ANEXO 3
Evaluacion de resistencia
Variedad: Pairumani
area del foliolo afectado expresada en %
I | Il | m | v v | oowvi v v | x] X
1° Pruebg 66,4 83,0 58,3 48,0 71,0 96,3 59,5 67,2 61,7 61,4
2° Prueby 87,64 56,0 72,1 54,9 100,0 44,6 84,6 100,0 93,5 66,2
3° Pruebgd 100 58,1 100,0 73,0 37,0 43,0 100,0 96,5 100,0 76,6
MEDIA g468] 657/ 768/ 586/ 693 613 814 879 851 681
Evaluacion de resistencia
Ecotipo: Usnayo
area del foliolo afectado expresada en %
I | Il | m | v v | oowvi v v | x] X
1° Pruebg 1,12 0,9 1,95 1,85 1,24 1,86 1,32 1,71 2,02 1,95
2° Pruebg 2,01 1,93 0,85 0,97 1,89 1,78 1,72 0,99 0,84 1,06
3° Prueb 1,73 1,85 2,31 2,29 1,92 1,3 2,22 2,31 2,14 2,28
MEDIA 162] 156 170l 170 168 165 1,75] 167 167 1,76|
Evaluacion de resistencia
Ecotipo: Isla del Sol
area del foliolo afectado expresada en %
I | Il | m | v v | oowvi v v | x] X
1° Pruebg 4,59 1,66 2,13 3,14 3,12 3,10 4,01 3,25 3,18 3,29
2° Pruebg 3,20 3,24 3,17 3,19 1,35 3,19 1,60 4,40 4,00 2,60
3° Pruebgd 3,85 3,12 3,21 4,22 1,85 3,57 3,26 1,70 3,35 1,48
MEDIA 388] 267] 284 352 211 329 296 312 351] 246|
Evaluacion de resistencia
Ecotipo: Gigante Copacabana
area del foliolo afectado expresada en %
I | Il | m | v v | oowvi v v | x] X
1° Pruebg 3,05 1,53 3,27 1,71 2,09 3,08 2,14 1,73 1,90 2,62
2° Pruebg 2,65 2,64 2,58 2,13 3,82 2,33 3,35 1,85 1,81 1,64
3° Pruebgd 2,85 2,49 2,16 1,20 1,05 1,96 2,04 2,32 1,97 1,68
MEDIA 285 222 267 168 232 246 251 197 1589 1,98




ANEXO 4

Evaluacion de resistencia
area del foliolo afectado expresado en %

MEDIAS
I Il Il v \Y VI VI Vil IX X
PAIRUM/A 84,68 65,7 76,8 58,6 69,3 61,3 81,4 87,9 85,1 68,1
USNAYO 1,62 1,56 1,70 1,70 1,68 1,65 1,75 1,67 1,67 1,76
ISLA 3,88 2,67 2,84 3,52 2,11 3,29 2,96 3,12 3,51 2,46
COPA 2,85 2,22 2,67 1,68 2,32 2,46 2,51 1,97 1,89 1,98
MEDIA GENERAL 20,21
ANEXO 5
Colecta de poblaciones de Botrytis fabae
Parte de la Epoca de
Comunidad Provincia Depto. planta colectada colecta
Chaiii Manco Kapac |La Paz foliolos maduracién, poscosecha
Camacachi Manco Kapac |La Paz foliolos v tallo maduracidén, poscosecha
Suntia Grande Omasuyos La Paz foliolos maduracién, poscosecha
Chirapaca Los Andes La Paz foliolos v fruto maduracién, poscosecha
ANEXO 6
Produccion
Paises habas
verdes afio 2002
(toneladas)
Argelia 125.000
China 115.991
Chipre 110.000
Marruecos 103.820
Espana 73.100
Perl 66.085
México 53.000
Ecuador 22.000




ANEXO 7

Rendimiento de haba en grano seco

Pais |Rendimiento t/ha
Argentina 9.11
Argelia 0.40
China 211
Chipre 1.33
Marruecos 0.70
Espafia 0.75
Perd 1.17
México 0.82
Ecuador 0.86
Bolivia 1.00




Anexo 8
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