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RESUMEN

En la presente investigacion se realizé el analisis de la informacién bibliogréafica de articulos
realizados en diferentes sectores que contienen las caracteristicas similares al area de estudio.
El objetivo de la investigacidn fue elaborar un protocolo y metodologia para la recoleccion de
especies de hongos en los frutos en componentes floristicos, él estudio se desarroll6 en la
Cordillera Occidental de los Andes en el bosque Siempre Verde Pie Montano que se encuentra
ubicado en el recinto Los Laureles entre el cantdn Pangua y la Mana. Mediante metodologia
bibliogréfica se establecieron mecanismos que parten desde el area en estudio con el fin de
aislar y cultivar los hongos invasores que Estrada y Ramirez en la publicacion de Micologia
General establecen que pueden ser (Botrytis cinérea, Rhizopus y Mucor, Alternaria citri,
Penicillium y Fusarium, Phytophthora infestans Oomycete), que segun las condiciones
ambientales pueden contaminar a las plantas produciendo enfermedades en los frutos en
especies silvestres. Se utilizé una metodologia inductivo y deductivo que va de lo particular a
lo general de tipo descriptivo. Se delimito el area de estudio utilizando el software SIG.
Informacion relevante que permitié estructurar un protocolo con metodologias y técnicas para
la recolecta de hongo en campo y laboratorio, que beneficiara a investigadores sobre trabajos
practicos de estas caracteristicas. En conclusion, la ausencia de datos sobre el objeto de estudio
dentro del pais es una limitacion significativa, es conveniente apoyar la investigacion sobre los
recursos naturales y evitar la pérdida forestal, genéticos que podrian derivar en grandes
descubrimientos cientificos.

Palabras clave: protocolo, metodologia, recoleccion, especies de hongos, los frutos,
componentes floristicos.
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ABSTRACT

In this research, the analysis of the bibliographic information of articles made in different
sectors that contain similar characteristics to the study area was carried out. The objective of
the research was to develop a protocol and methodology for the collection of fungal species in
the fruits in floristic components, the study was developed in the Western Cordillera of the
Andes in the Evergreen Pie Montano forest that is located in the Los Laurels between the canton
Pangua and La Mana. Through bibliographic methodology, mechanisms were established that
start from the area under study in order to isolate and cultivate the invasive fungi that Estrada
and Ramirez in the General Mycology publication establish that they can be (Botrytis cinérea,
Rhizopus and Mucor, Alternaria citri, Penicillium and Fusarium, Phytophthora infestans
Oomycete), which depending on the environmental conditions can contaminate plants,
producing diseases in the fruits in wild spies. An inductive and deductive methodology was
used that goes from the particular to the general descriptive. The study area was delimited using
the GIS software. Relevant information that allowed structuring a protocol with methodologies
and techniques for collecting fungus in the field and laboratory, which will benefit researchers
on practical work of these characteristics. In conclusion, the absence of data on the object of
study within the country is a significant limitation, it is convenient to support research on natural
resources and avoid forest loss, genetic that could lead to great scientific discoveries.

Keywords: protocol, methodology, collection, fungal species, fruits, floristic components.
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1. INTRODUCCION

El presente trabajo investigativo tiene como tema elaboracién de un protocolo y metodologia
de recoleccion de especies de hongos en frutos en componentes floristicos en el bosque siempre
verde pie montano (BsPn01) de la Cordillera de Los Andes en el recinto Los Laureles entre el

canton Pangua y La Mana en el periodo 2019 — 2020.

A lo largo de la historia, los bosques han constituido un elemento prioritario como medio de
subsistencia humana debido a sus aportes a la diversidad biolégica que origina una importante
variedad de especies en flora y ecosistemas, el aprovisionamiento de bienes y la prestacion de
diversos servicios ambientales. Ademas, estan intimamente ligados a los suelos y las aguas, los
bosques, especialmente los nativos, constituyen recursos naturales de gran importancia,

controlan la erosidn y proporcionan madera, semillas y otros productos para diferentes usos.

Solamente la funcién del bosque como productor de madera es tomada en cuenta, por lo cual
se deforestan los bosques hasta agotar el recurso, ocasionando problemas de erosion,
disminuyendo la fertilidad del suelo y limitando la posibilidad de recoleccién de frutos y
semillas con fines de propagacion de las especies.

La gran cantidad de tipos de animales, plantas, parasitos, hongos microorganismos y diferentes
tipos de vida que ocupan nuestro planeta estan conectados entre si a través de numerosas
interacciones ecolégicas, las cuales realizan numerosos procedimientos naturales. Esta increible
biodiversidad se identifica su relacidn entre si desde hace muchos afios, lo que ha permitido su
transformacion y convivencia. Ademas, las interacciones ecoldgicas son basicas para mantener
la biodiversidad en los ecosistemas actuales.

Para comprender esto, se puede percibir como se mantiene vivo un bosque, no era posible sin
considerar las interacciones que ocurren entre las plantas, criaturas y diferentes seres vivos que
lo residen. Por ejemplo, cuando un arbol florece, las abejas meliferas y diferentes criaturas se
guedan con sus flores, posteriormente, algunas son polinizadas, resultando ser productos

organicos rebosantes de semillas. Después, los productos organicos envejecen, muchos son



devorados por las aves, otros caen al suelo donde son sobrevivientes de bichos, hongos y
microbios.

Las aves que comieron algun producto natural, cuando vuelan comenzando con un lugar y luego
en el siguiente, pueden esparcir las semillas que comieron. Una porcion de estas semillas
florecerd a otra planta, la planta se desarrollard y tendremos otro arbol, por lo que el bosque
seguird desarrollandose y funcionando. Numerosas plantas esperan que las animales se
multipliquen y se dispersen, las criaturas y las plantas se cuiden a si mismas, de esta manera
entre todas las especies las interacciones ecoldgicas son la razén por la que ocurren los

ecosistemas en los ambientes.

Pero también se ven amenazados estos ecosistemas por la presencia del hombre, de desastres
naturales, que si desaparecen estas semillas no tendriamos un material vegetal para poder
reproducir estas especies en estos lugares. El presente documento constituye una importante
contribucion en materia forestal y se espera que se convierta en un insumo clave para las
personas involucradas con la gestidn de los bosques montanos en La Mana, o que a su vez les
permita tomar decisiones que contribuyan al manejo sostenible de los recursos naturales y al

mantenimiento de los servicios eco sistémicos que los bosques montanos proporcionan.

Esta investigacion se trabajara en tres etapas:

En primer lugar, la presentacion se compondra redactando sobre los aspectos que componen el
trabajo, incluida la importancia de sus sugerencias, asi como la forma en que se ha considerado
atil para avanzar hacia la investigacion de sus diversos componentes. En ese punto, se detalla
el soporte de la tarea, explicando los propdsitos detras de la exploracién y sus compromisos
potenciales desde la perspectiva hipotética y / o realista que se aclaran en una estructura

resumida.

A raiz del presente estudio, fundamentacidn cientifica se construira, se elaborard metodologias
y parametros para poder colectar especimenes en buen estado en ciertas épocas del afio que la
investigacion lo va a determinar. El anlisis y la conversacion de los resultados con los factores
y su operacionalizacion y verificacion también se representan, al igual que la representacion de

los resultados adquiridos.

También las conclusiones donde se tiene en cuenta el camino por el que se ha considerado Util

para avanzar hacia la investigacion de sus diversos componentes. Ademas, la bibliografia con



referencia que depende de las consultas de la base de datos, de libros, repositorios universitarios
con fechas actualizadas. Para completar, se uniran los datos que se consideran importantes que

deben estar conectados al proyecto.

Una vez identificados los hongos que degradan los frutos de especies arboreas se procedera a
la descripcién de cada una utilizando apoyo bibliografico de claves dicotémicas para detallar
las caracteristicas morfologicas y proceder a su identificacion.

Como limitaciones se puede indicar qué no se han encontrado estudios o secuencias fenoldgica
de las especies silvestres de esta area ni investigaciones especificos sobre la biodegradacion de
los frutos ocasionados por bacterias, insectos, climas entre otros. Este es uno de los temas menos
descritos e investigados a nivel nacional a pesar de la alta diversidad especifica en el bosque

siempreverde Pie montano de cordillera occidental de los Andes.

2. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

El propdsito de la investigacion es frente a la indiscutible necesidad de preservar y manejar
adecuadamente la recoleccion de especies de hongos en frutos del componente floristico.
Debido a que la interaccion ecoldgica que se da entre los animales, especies de hongos y plantas
es la razén por la que ocurren las formas en los ecosistemas. Sea como fuere, los hongos se
alimentan de los frutos y semillas en el suelo, prescindiendo de futuras plantas, produciendo
una ventaja para el hongo, pero no para las plantas. Ademas, las interacciones ecologicas no se
limitan a las interacciones entre conjuntos de especies, en general, hay una enorme cantidad de

categorias de animales involucradas con cada tipo de interaccion que ocurre.

Con este estudio se lograra el levantamiento de informacion, de hongos en frutos de especies
silvestres e identificacion de la metodologia de la recolecta de microorganismos mediante fases
(campo, laboratorio, gabinete). A su vez se podra determinar protocolo de muestreo para la
recoleccion de hongos presentes en los frutos y si es prudente ir en las épocas del afio dos o tres
veces, conocer la frecuencia fonoldgica de las especies. Ademas, de estructurar protocolo a
través de metodologias y técnicas para la recoleccion y cultivo de hongos de frutos de especies

silvestres.



Con la presente investigacion se beneficiara a estudiantes de la carrera de ingenieria en medio
ambiente. Porque permite conocer con profundidad sobre la recoleccidn de especies de hongos
en los frutos en componentes floristicos. A través de la investigacion se tendra evidencia
cientifica de cémo realizar el trabajo de levantamiento de esta informacion. Ademas, permitié
dar a conocer a futuros cientificos la época en que se puede acudir a realizar trabajo de

laboratorio, de campo o de gabinete.

Mediante la identificacion pertinente de las especies de hongos en componentes floristicos, se
determinara el impacto que cada una de las mismas produce en el campo social y ambiental del
bosque siempreverde Pie montano de cordillera occidental de los Andes, informacién con la
que se puede generar un mejor manejo y uso de las mismas en épocas de recoleccion de frutos
como fuente de alimento, asi como el aprovechamiento de diversos factores y componentes del

ecosistema generando un bien econdmico-social y ambiental.

En cuanto la utilidad, desde una perspectiva realista, los resultados concluyentes obtenidos con
esta investigacion se elevaran las soluciones mas conocidas y evidentes, ya que el objetivo de
la investigacion es elaborar un protocolo y metodologia para colectar especies de hongos en los
frutos en componentes floristicos, cuestion que, hasta la fecha, se ha planteado sélo desde un
punto de vista conceptual. Pero no se tiene evidencia cientifica de estudios fenoldgicos de las
especies silvestres que se encuentran en el bosque siempre verde Pie Montano de la Cordillera
Occidental de los Andes. Trabajo que seréa lo suficientemente novedoso e innovador como para
provocar el interés no solo de los estudiantes de la carrera de carrera de ingenieria en medio
ambiente, sino también de otros investigadores interesados en la diversidad de flora silvestre

del area en estudio.

3. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO

3.1.Beneficiarios Directos

Con el presente estudio seran beneficiados directamente la Universidad Técnica de Cotopaxi,

sus estudiantes y docentes de la Carrera de Medio Ambiente.



3.2.Beneficiarios Indirectos
Los beneficiarios indirectos que seran favorecidos con el presente proyecto seran los habitantes
del Recinto Los Laureles.

Tabla 1. Beneficiarios Indirectos

BENEFICIARIOS INDIRECTOS
CANTON LA MANA

Hombres 21420
Mujeres 20796

TOTAL: 42216
Elaborado por: Guevara, K. (2020)

Fuente: https://www.ecuadorencifras.gob.ec/wp-content/descargas/Manu-lateral/Resultados-
provinciales/cotopaxi.pdf

4. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

En la Provincia de Cotopaxi, el bosque Siempre Verde Pie Montano (BsPn01) de la Cordillera
Occidental de los Andes, da origen a diversos pisos altitudinales, donde existen diferentes
microclimas, ademas de un alto nimero de especies de plantas y animales con adaptaciones
especificas. Los bosques de esta zona proveen bienes a traves de productos no maderables, entre
las que se encuentran las semillas, cuya germinacion es la etapa mas crucial y vulnerable de la
historia de vida de una planta. Este bosque nativo se constituye en fuentes semilleras que deben

ser considerados en los programas de reforestacion y restauracion ecolégica.

La incursion de especies desconocidas, por ejemplo, los hongos en un territorio especifico,
puede provocar la disminucién o desaparicion de plantas locales que no pueden lidiar con las

variaciones de estas irrupciones (Narvaez, 2015).

La renovacion regular de plantas es de suma importancia para un ecosistema ya que, si los
elementos internos estan funcionando con precision, existe un equilibrio que asegura las
condiciones para que tanto plantas y animales puedan crecer normalmente sin la mediacion del

hombre (Zamora, Garcia y Gomez, 20014).

Los microorganismos (hongos) son uno de los principales factores que influyen en la
recuperacion de las plantas, ya que es un proceso natural donde las semillas deben experimentar

un impulso satisfactorio, o presentarse en perfectas condiciones para comenzar su germinacion.



Existe un porcentaje de biodegradacion de frutos, posiblemente sea por el clima, o por los

hongos.

Lamentablemente, no se encuentran estudios fenoldgicos de especies silvestres del bosque
Siempre Verde Pie Montano que permita conocer las fases y el desarrollo de los mismos y
establecer los momentos de recoleccion de semillas para comprender los procesos de
regeneracion natural en los bosques. Por otra parte, todas las plantas son atacadas por algun tipo
de hongo, y cada uno de los hongos paréasitos ataca a uno 0 mas tipos de plantas. Existe un
porcentaje de biodegradacion de frutos en componentes floristicos, posiblemente sea por el

clima, o por los hongos.

Ademas, esta alta diversidad floristica existente se ve amenazada por un problema evidente que
es la deforestacion, la que esta siendo destruida aceleradamente en los ultimos afios, por
diversas razones, siendo la expansién agricola y agropecuaria, quema de monte, las principales
causas para la pérdida florestal, pues se ha expandido a los detrimentos de ecosistemas fragiles,
reduciendo la capacidad del bosque para sustentar las funciones tanto a nivel ecolégico y
ambiental, sometiendo a la composicién floristica (arborea) de la zona a su disminucion. (Lagla,
2017)

A nivel mundial los hongos fitopatdgenos constituyen el grupo méas importante desde el punto
de vista econdomico derivado de su frecuencia de aparicion y dafio potencial (Agrios, Plant
Pathology. 5a. ed. , 2005). Estos hongos fitopatdgenos ademas de ocasionar grandes pérdidas
econdmicas y aumentar los costos de produccidon por la implementacidén de medidas de control,
provocan pérdidas de la produccion biologica, es decir, las plantas albergan el patdgeno a través
de la semilla y surgen durante su desarrollo (Garcia, 2004; Agrios, 2005; Calidad Fertilab,
2019).

En el pais el Estado ha establecido el “Sistema Nacional de Clasificacion de Ecosistemas del
Ecuador”, con el afan de proveer informacion oficial para el uso de actores internos y externos
que trabajan en el sector ambiental de la nacion. Para el afio 2010, la informacion de flora se
encontraba desactualizada, y no se disponia de metodologias y protocolos estandarizados para
el mapeo de la vegetacion y ecosistemas del pais; lo cual generaba incertidumbre al emplear la
informacidn disponible para el desarrollo de proyectos y elaboracidn de reportes en el MAE y



otras instituciones que trabajan con temas relacionados con el ambiente y los recursos naturales
(Ministerio del Ambiente, 2013).

En la actualidad los impactos econémicos negativos, producidos por el modelo econémico
neoliberal, han orillado a los territorios rurales a adoptar nuevas funciones como la
conservacion de la naturaleza, la produccién local de calidad, las energias renovables y
funciones culturales como el turismo (Jiménez, Thome, Espinoza, & Vizcarra, 2017)

La relevancia de la investigacion es porque a pesar de la alta diversidad especifica en el pais, la
recoleccidn de especies de hongos en los frutos en componentes floristicos y las secuencias
fenoldgicas de especies silvestres es uno de los contenidos menos descrito e investigado a nivel
nacional. Los estudios al respecto se han centrado basicamente en las variedades de plantas
cultivadas con el fin de mejorar las caracteristicas de produccion; pero muy poco se ha logrado
en diversidad de flora silvestre proveniente de los bosques dado la insuficiente informacién

cuantitativa y cualitativa sobre la existencia de especies y el funcionamiento de los ecosistemas.

5. OBJETIVOS

5.1.General

Elaborar un protocolo y metodologia mediante una investigacion bibliogréafica para la
recoleccion de especies de hongos en los frutos en componentes floristicos del bosque Siempre
Verde Pie Montano (bspn01) de la Cordillera Occidental de los Andes en el recinto Los

Laureles entre el cantdén Pangua y la Mana.

5.2.Especificos
e Recopilar informacién cientifica relevante sobre hongos en especies silvestres.
e Seleccionar una metodologia adecuada para la recoleccion de hongos en campo e
identificacion en laboratorio.
e Estructurar un protocolo de muestreo para la recoleccion de hongos presentes en los

frutos de especies silvestres.

6. ACTIVIDADES Y SISTEMA DE TAREAS EN RELACION A LOS OBJETIVOS
PLANTEADOS

Tabla 2. Actividades en relacion con los objetivos planteados



Resultado de la

Descripcion de la

Objetivo Actividad L L.
J actividad actividad
Recopilar Delimitar el area de El éarea de estudio se
informacion estudio georreferenciara en el
cientifica relevante Mapa de la zona donde | software SIG.
sobre hongos en Realizar un mapa|Se obtendran las
especies silvestres. |para identificar las | muestras para
zonas de muestreo | realizar la
ili investigacion .
utilizando SIG g Con los materiales vy
Trabajo de  campo herramientas se levantara
: la informacion y se
i Especies de hongos en L -
levantamiento de fruﬂos de esgecies procedera a identificar las
informacion, de silvestres P muestras  en libros,
hongos en frutos de | SHVESt catidlogos y  herbarios
especies silvestres | identificados (fase de | jngtit cionales tanto

laboratorio).

publica o privada.

Seleccionar una Investigacion y | Metodologia Metodologia con la que se
metodologia compilacién de|adecuada para la|procedera a construir el
adecuada para la | informacion de | recoleccién de | protocolo de recoleccion
recoleccion de metodologia  para|hongos en campo e|de hongos en campo e
hongos en campo e | recoleccion de | identificacion ~ en | identificacion en
identificacionen | hongos en campo e | laboratorio laboratorio
laboratorio. identificacion  en
laboratorio

Estructurar un Resultado de la|Las muestras de hongos
protocolo de Investigacion y | diversidad y el valor de | obtenidas se las
muestreo para la | compilacion de | importancia ecologica | esterilizara, aislara, se
recoleccidn de informacion (fase | relativa de cada especie | sembrara lo
hongos presentes | 9abinete) de hongos. microorganismos en
en los frutos de cajas de Petri y se
especies silvestres. i incubaréan en una

Culivo de | autoclave.

microorganismos en

medios de cultivo

especifico para su

posterior

caracterizacion.

Elaborado: Guevara, K. (2020)

7. FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

La distribucidn gque se explica en este trabajo depende de los datos actuales de especimenes de
la coleccién del bosque siempreverde Pie montano de cordillera occidental de los Andes,
informacion adquirida de las publicaciones importantes aplicables para las especies
ecuatorianas, asi como de los extraidos de bases de datos publicados por diferentes autores a

nivel nacional y local. Se dara un trabajo hipotético que llenara de razon para determinar,
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cultivar, aislar y caracterizar a los hongos que pertenezcan a un grupo de microorganismos

responsables de la degradacion de frutos en componentes floristicos.

La region amazdnica con aproximadamente 82 120 km2, representa cerca del 30 % del territorio
nacional y en el contexto regional el 2 % de la Cuenca Amazonica. Incluye tanto las planicies
de inundacién de los rios de origen andino y amazonico, sus interfluvios, asi como las
cordilleras amazonicas que se levantan hacia el sur (Ministerio del Ambiente del Ecuador,
2013)

Esta region alberga sitios que contienen recursos floristicos sobresalientes, la distribucion de
las especies es heterogénea, desarrollandose en sitios especificos respecto a caracteristicas
edaficas y ambientales. Estos factores determinan que las formaciones vegetales presenten
diferencias marcadas en cuanto a su composicion floristica, diversidad y estructura (Fuentes &
Ronquillo, 2000).

Los bosques montanos encierran una excelente diversidad biolégica especialmente floristica
(Kvist, Aguirre, & Sanchez, 2006). Estos bosques tienen una importancia global por ser
reservorios de biodiversidad y por sus excepcionales funciones de regulacion hidrica y
mantenimiento de la calidad del agua (Bubb, May, Miles, & Sayer, 2004).

El Bosques siempre verde piemontano del sector del recinto los Laureles entre el canton Pangua
y La Mana es muy importante porque alberga una gran diversidad genética de plantas de uso
forestal, ornamental, medicinal y comestible, ademas por los recursos hidricos y la proteccién
de cuencas que el bosque provee. También se encuentran especies endémicas de flora y fauna.
En estos bosques se han identificado diversas especies de hongos en las diferentes etapas del
procesamiento de la fruta.

Tanto en las practicas de manejo del cultivo como en las épocas del afio han mostrado tener un
efecto significativo sobre los principales microorganismos que causan pérdidas poscosecha,
causantes de pudriciones de frutos, en funcion del manejo agronémico del cultivo y de la época
del afio. Ademas, se han encontrado diferencias importantes en la carga microbioldgica
presentes sobre la superficie los frutos, las cuales dependen de las condiciones climaticas, el
estado de desarrollo del fruto y la variedad utilizada (Jha, y otros, 2010).

En la tesis de Garzon (2015) con el tema “Caracterizacion morfologica de hongos fitopatdgenos

en el cultivo de tomate de &rbol (Solanum betaceum), sector Patain — Cotopaxi. 2014” entre sus
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objetivos estaba decidir el hongo fitopatdgeno con el mayor choque en la fabricacion, distinguir
los signos y sintomas del hongo, retratar a escala completa y microestructuras del patdgeno,
representar el patron de existencia del patdégeno en las condiciones del centro de investigacion
y establecer una guia didactica para la representacion morfoldgica del hongo bajo investigacion.
La metodologia se realiz6 utilizando estrategias de aislamiento en laboratorio y la observacion
resultante del hongo en el Microscopio Trinocular CX31, para tener la opcion de observar sus
partes y luego confirmarlo con el indice de referencia actual (Garzdn, 2015)

Entre los aspectos fundamentales que estuvieron en la investigacion fueron; El aseguramiento
del crecimiento del hongo fitopatdgeno con mayor impacto en la produccion del tomate de arbol
que termind siendo Colletotrichum gloeosporioides, que se resolvid en agradecimiento al
relevantamiento bibliografico y al intercambio de diferentes puntos de vista, de esta manera
averiguando cémo distinguir los signos y efectos secundarios del hongo en campo, el método
utilizado fue la percepcion directa contrastando y el referido a la fuente, permitiéndonos hacer
el retrato de estructuras a macro y micro, por ejemplo, talo, micelio, conididgeno y
acervulosporas, obteniendo fotos digitales, las mismas que con la ayuda de claves taxonémicas
existente era concebible detectar la presencia del agente causal que es Colletotrichum
gloeosporioides, su ciclo de vida podria ser representado en condiciones controladas mediante
la siembra y confinamiento del patdgeno en cajas de Petri en un cultivo de papa-dextrosa-agar,
con un lapso de cinco dias a una temperatura de 22°C. en una camara de incubacién (Garzon,
2015).

En el trabajo de Urgiles, y otros (2019) con el tema “Aislamiento y caracterizacion morfologica
de Hongos Micorrizicos Arbusculares (HMA) de zonas riparias del Sur del Ecuador: un enfoque
a la produccion de biofertilizantes” de la Universidad Nacional de Loja. El objetivo de la
investigacion se enfoca en la separacion y descripcién morfoldgica de los morfotipos de las
esporas de hongos micorrizicos arbusculares (HMA). Con la estrategia utilizada se pudieron
distinguir los géneros Glomus, Acaulospora y Scutellospora. Las esporas descubiertas se
utilizaron como bioinoculantes en plantulas de tomate de mesa (Solanum lycopersicum Mill).
Entre los resultados mas importantes, se encontré que la inoculacion de las plantas afectd
significativamente el desarrollo, biomasa y peso de los frutos naturales al respecto que para las
plantas no inoculadas (tratamiento control). Se descubrié que los HMA presentes en el

bioindculo o inoculantes microbianos presentan potencial en el crecimiento de bioinoculantes
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para aplicacion agraria. Emprender que permitié adquirir datos pertinentes sobre una accion

simbidtica entre el hongo y la planta en la investigacion presente (Urgiles, y otros, 2019).

7.1. Bosque siempre verde pie Montano de la Cordillera de los Andes

La vegetacion local de la region de investigacion es un bosque siempreverde montano que tiene
un aspecto himedo. Los arboles son enormes y rectos que llegan a los 25 m de estatura, las
epifitas son extravagantes y en el sotobosque hay numerosas hierbas, a pesar de que hay un
periodo seco de un par de meses con aguacero casi nulo, sin embargo, es a menudo una gran
humedad ambiental. Constantemente, incluidos los meses secos, la niebla cubre esta region
durante la noche y alrededor de la tarde. Debido a las condiciones de nivel de precipitacion, la
vegetacion mantiene el follaje, aunque algunos arboles pueden perder sus hojas hacia el final

de la estacion seca (Kvist, Aguirre, & Sanchez, 2006).

Baquero y otros (2004), demuestra en su libro que este bosque se describe por tener arboles
cuyas copas llegan a los 30 m de estatura, abundante presencia de epifitas en la capa inferior
del bosque, arbustos y herbéaceas de las familias Orchidaceae, Araceae, Cyclanthaceae,
Piperaceae y Gesneriaceae. Uno de los tipos corrientes de estos lares es Iriartea dehoidea, que
se utilizé para determinar y / 0 modelar este tipo de formacion de plantas. Iriartea deltoidea es
un tipo local de la Costa, Andes y Amazonia que se encuentra en las areas de Cotopaxi, El Oro,
Esmeraldas, Los Rios, Morona Santiago, Napo, Pastaza, Pichincha y Sucumbios, en un

territorio de altura que cambia en algun lugar del rango de 0 y 1500 m.

Este tipo de bosque se encuentra en el occidente de las zonas de Pichincha, Cotopaxi, Los Rios,
Bolivar, Azuay y oriente del territorio de Esmeraldas. Se encuentra entre en las siguientes
variables biofisicas: escasez de agua de 0 a 5 mm, altura promedio 1099 m, pendiente de 11 °,
meses secos 4. temperatura minima anual 15 ° C, temperatura maxima anual 24 ° C,

precipitacién anual 1786 mm, Potencial de Evapotranspiracion 958 mm.

7.2. Fenologia

La fenologia se compara con muchos procesos ecosistémicos en su conjunto relacionadas con
la productividad que se amoldan a ciertos ritmos de regularidad, por ejemplo, floracion,
envejecimiento o maduracion de productos organicos, pérdida foliar, entre otros. Para el marco
de agrupamiento actual, se caracterizaron cuatro tipos fenolégicos dependientes de Di Gregorio

y Jansen (2000): Deciduo, aludiendo a regiones donde los periodos secos duran entre seis y
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ocho meses y el 75% de los individuos de las especies arboreas o arbustivas pierden sus hojas.
(Prentice 1990). Semideciduo, en los trépicos estas formaciones estan situados en zonas donde
los periodos secos duran en 6 meses y un afo (Prentice 1990); en su mayor parte entre el 75y

el 25% de los individuos de las especies arbdreas o arbustivas pierden sus hojas.

El término siempreverde pie montano, son tipos de vegetacion que, a pesar de que mantienen
las hojas verdes durante todo el afio, algunas de ellas caen en su mayor parte en la estacion seca,
sin embargo, son suplantadas por otras nuevas en un breve periodo de tiempo. o muy
rdpidamente, sin influir considerablemente en la apariencia siempreverde de los bosques (Josse
et al. 2003); en estas zonas predomina la vegetacion siempreverde y menos del 25% es de hoja

caduca.

Siempreverde, alude a los tipos de vegetacion en los distritos del tropico con estaciones secas
(épocas de poca o nula precipitacién) que duran menos de un mes al afio, que mantienen el
follaje de manera constante. Vale la pena mencionar que el factor analitico Fenologia alude
basicamente a ecosistemas con componentes predominantemente arbéreos o arbustivos, ya que
los campos a nivel climatico o en las cercanias de cursos de agua son constantemente
siempreverdes en cualquier evento o periodos anuales, bianuales o perdurables. (Servicio de
Medio Ambiente, 2013, p.20)

7.3. Composicion Floristica

Es la cantidad de arboles que existen por especie en un area determinada, se debe ademas
conocer de qué familia proceden y cuantos individuos hay por cada especie (Gonzalez &
Narvéez, 2005).

La composicion floristica de un bosque se enfoca como la diversidad de especies en un
ecosistema la cual se mide por su riqueza y representatividad. La composicion floristica esta
representada en un bosque como todas las especies arboreas que estan integrando un ecosistema
forestal. Cuando hacemos un andlisis de composicion floristica lo que hacemos es evaluar un
listado de nombres comunes, cientificos y familias botanicas (Gonzalez & Narvaez, 2005).
7.4. Sanidad forestal

Involucra la determinacién de los principales factores de dafio biético que estan afectando a la
arboleda. En las recomendaciones de manejo forestal se da particular atencion a este aspecto,
mediante el registro y estudio de cualquier tipo de enfermedad y plaga visible en el arbol (FAO,
2008).
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La importancia de las plagas y de su repercusion negativa en los bosques a menudo es
subestimada. Los brotes de plagas pueden contribuir directa o indirectamente a pérdidas
econdmicas y medioambientales. Los insectos y las enfermedades pueden tener efectos
negativos sobre el crecimiento y la supervivencia de los arboles, el rendimiento y la calidad de
la madera y de los productos no madereros, el habitat de la fauna silvestre y los valores
recreativos, estéticos y culturales. Por tanto, son parte integrante de los bosques. Las especies
de plantas invasivas también puede n causar dafios en la competencia con las especies arboreas
nativas o en la prevencion de su regeneracion, planteando nuevos desafios especialmente para
la conservacion in situ de la diversidad bioldgica forestal. La contaminacidn constituye también
una amenaza para la salud y la vitalidad de los bosques (FAO, 2008).

7.5. Los hongos que atacan a las plantas

En la agricultura mundial, los hongos fitopatégenos son la causa de las enfermedades pre y post
cosecha en cultivos de hortalizas, avena y frutas, siendo estos responsables de enormes
desgracias econdémicas; el dafio que causan no solo alude a las desgracias monetaria, sino que
se suma a las desgracias de la produccion bioldgica, es decir, a la transformacion que existe en
el desarrollo y mejoramiento de las plantas hospedadoras agredidas por estos microorganismos
(Agrios, 2005).

Los patdgenos mas importantes que causan grandes pérdidas de frutos y hortalizas son
normalmente las bacterias y los hongos, sin embargo, las especies de hongos son los mas
habitualmente responsables de la desintegracidn obsesiva de frutas, hojas, tallos y elementos
subterraneos (raices, tubérculos, bulbos). etc.). Algunas fuentes estiman que estas pérdidas son
en un estimado del 5 al 25% en las naciones desarrolladas y del 20 al 50% en las naciones en
vias de desarrollo (FHIA, 2007).

Se ha descrito una amplia gama de hongos que causan el deterioro patolégico en una variedad
de productos, los mas conocidos especies de Altemaria, Botrytis, Diplodia, Monilinia,
Penicillium, Colletotrichum, Phomopsis, Fusarium, Rhizopus y Mucor (FHIA, 2007).

Las enfermedades de las plantas suelen ser un componente limitante en la produccién de
cualquier cultivo, por lo que un factor importante a considerar es su control (Investigacion y

Desarrollo, 2010). Hay varias estrategias que se pueden utilizar para controlar los fitopatogenos.
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en cuyo interior se puede hacer referencia a la utilizacion de fungicidas quimicos.

procedimientos térmicos uso de aceites esenciales entre otros.

Es por ello que la trascendencia de este trabajo, y radica en brindar datos aplicables sobre
algunos hongos fitopatdgenos que causan dolencias en cosechas de alta trascendencia monetaria

y en dar a conocer las diversas técnicas de control que existen para des arraigarlos.

7.6. Los hongos fitopatdgenos

Las frutas son productos perecederos, susceptibles al ataque de microorganismos causando
enfermedades: antes o después de la cosecha y durante el almacenamiento; los hongos que
causan estas infecciones se denominan fitopatdégenos (phyton: "planta™; pathos: "enfermedad,

dolencia™) (Trigos, Ramirez, & Salinas, 2008).

Estos microorganismos constituyen una concentracion importante en la agricultura debido a su
gran niumero y su limite gigantesco en cuanto a la proliferacion, que regularmente dificulta su
control. Estos hongos causan perdidas e incrementos monetarios extraordinarios. ademas. eleva
los costos de produccion estableciendo medidas para intentar controlarlos (Garcia, 2004). Los
hongos fitopatdgenos son el grupo méas importante desde una perspectiva monetaria en cuanto
a su reaparicion y el dafio que pueden causar. El dafio que causan alude a perdidas en la
produccion monetaria, pero ademas de pérdidas en la produccion biologica (FAO, Manjo
integrado de enfermedades en cultivos hidroponicos., 2004); (Agrios, 2005).

Segun las observaciones existen mas de 8.000 tipos de hongos que causan enfermedades en las
plantas. La mayoria de las plantas pueden ser atacadas por algun tipo de hongo (al menos uno
0 varios a la vez) y también se sabe que el hongo fitopatdgeno puede contaminar al menos uno
0 varios tipos de plantas, independientemente de que sean de varias familias. Una gran parte de
los hongos fitopatdgenos pasan por la gran mayoria de su ciclo de tiempo se quedan en la planta
que se sirve como su huésped (por ejemplo, parasitos) y otra parte en la tierra, en los residuos
de plantas alli descubiertos (como saprdfitos), aunque algunos simplemente se desarrollan
como parasitos. En general, los cuerpos reproductores de la estructura del hongo se encuentran
en el exterior de los tejidos de la planta huésped (o cerca de ella), lo que hace que las esporas
se dispersen rapida y eficazmente (Garcia, 2004).

Los impactos que producen los hongos en las plantas pueden ser solo local, cuando influyen en
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una pequefia parte del tejido, o en general, en el caso de que provoguen un dafio total a toda la
planta, que depende del tipo de planta que parasitan. Sea como fuere, en una planta podrian
generar un impacto local y luego uno generalizado. El dafo causado por los hongos es
esencialmente una muerte del tejido o (corrupcion) que infectan. Asimismo, pueden provocar
la descomposicién de toda la planta o de una parte de ella y, en diferentes casos, pueden
provocar un desarrollo mayor de lo normal (hipertrofia). Asimismo, los hongos que influyen en
la raiz o en el sistema vascular de la planta produciran en general un matiz amarillo en la planta
y se marchitaran (Garcia, 2004).

Las manchas de las hojas, el tizon, la pudricion de las raices son algunos casos de signos
necroticos, mientras que los signos relacionados con la hipertrofia de las partes de la planta
pueden ser agallas de la raiz, lunares o tumores. Todos los impactos antes mencionados pueden
ocasionar la otrofia, descomposicién o disminucion de la imperatividad de las plantas (u
organos contaminados), lo que puede provocar la muerte de la planta o su ineficacia productiva
(Garcia, 2004).

En la tabla 3 se resumen algunos estudios realizados utilizando microorganismos antagonistas

para el control de las enfermedades postcosecha.

Tabla 3. Microorganismos antagnistas en el control de hongos postcosecha in vitro einsitu

Microorganismo Hongo Enfermedad Efectos obtenidos Referencia
antagonista fitopatdgeno
Bacillus Colletotrichum Antracnosis en | Control de la antracnosisy | Govender et
licheniformis gloeosporioides mango de las pudriciones | al.,2005
pediculares en mango (in
situ)
Pseudomonas Penicillium Pudriciones en | Resultados variables de | Huang et
cepacia expansum y | naranjas pendiendo del tiempo de | al.,1993
Penicillium almacenamiento (in situ)
digitatun
Pseudomonas Penicillium Moho verde en | Inhibicién del crecimiento | Smilanick vy
cepacia digitatum limén del patdgeno y control de | Denis  Arme,
la enfermedad en un 80% | 1992
(in vitro e in situ)
Pseudomonas Penicillium Pudricién de los | P. cepacia mostr6 mejor | Wilson y
cepacia, digitatun y citricos efecto de  biocontrol | Chalutz, 1989
Pseudomonas Penicillium evidencidndose mediante
syringae, italicum la produccion de
Debaromyces antibioticos (in vitro)
hansenii
Aureobasidium,
pullulans
Aureobasidium Botrytis  cinérea, | Pudriciones vy | Actividad extracelular de | Castoria et
pullulans Penicillium mohos en uvas y | exoquitinasa y p -1,3- | al.,2001
expansum, manzanas glucanasa
(in vitro e in situ)
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Rhizopus stolonifer
y Aspergillus niger

Rhodoturla glutinis | Penicillium Mohos azul vy | Altos niveles de B -1,3- | Castoria et al.,
y expansum y gris de diferentes | glucanasa 1997
Cryptococcus Botrytis cinerea frutos (in vitro e in situ)

laurentii

Cryptococcus Botrytis cinerea Moho gris en | Efecto  variable, en | Zhang et

laurentii pera funcion del momento de | al.,2005

aplicacion del in6culo (in
situ)

Cryptococcus Monilia fructicola, | Pudriciones en | Altos niveles de B -1,3- | Zhulong y

albidus y Penicillium manzanas glucanasa Tian, 2005

Pichia expansum y (in vitro e in situ)

membranefaciens Rhizopus stolonifer

Cryptococcus Penicillium Moho azul en | Reducciéndelaincidencia | Vero et

laurentti y Gandida | expansum manzanas de la enfemledad (80%) | al.,2002

ciferri (in situ)

Cryptococcus Penicillium Moho azul Reduccidn significativa de

laurentti y | expansum En manzanas la incidencia y severidad | Chand-Goyal y

Cryptococcus del moho cuando se aplicé | Spotts,1996

infimo-miniatus simultdneamente el

antagonista y el patdégeno
(in situ)

Gandida saitoana Botrytis cinerea | Pudriciones de | aplicacion del antagonista | EI Ghaouth et
Penicillium manzanas, con 0.2% de 2-deoxy-D- | al.,2000
expansum naranja y | glucosa fue efectiva. en
Penicillium limones controlar las pudriciones
digitatum (in vitro e in situ)

Gandida saitoana Bonytis cinerea Moho gris en | Los sitios del hospedero | EI Ghaouth et

manzanas colonizados por el | al., 1998
antagonista no presentaron
degradacion en la pared
celular (in situ)

Candida oleophila Bonytis cinerea y Pudriciones en | El antagolista tuvo efecto | Karabulut vy
Penicillium duraznos s6lo al combinarse con | Baykal,2004
expansum atmdsfera modificada (in

situ)

Candida famata Penicillium Pudriciones en | Produccion de fitoalexinas | Arras, 1996
digitatum naranja y control de la pudricion

en un 90% (in situ)

Metschnikowia Bonytis cinerea Efecto de acuerdo al | Spadaro et al.,

pulcherrima Pentcillium Pudriciones en | patgeno estudiado 2002
expansum, manzanas (in vitro e in situ)

Alternaria spp. vy
Monilinia spp.

Pantoea Bonytis cinerea | Pudriciones en | Reduccion de la | Nunes et

agglomerans Penicillium peras enfermedad causada por | al.,2001
expansum y B. cinerea (80%) (in situ)

Rhizopus stolonifer
Rhodotorula minuta | Golletotrichum Antracnosis  en | Reduccién  considerable | Patifio-Vera et
(Saito) Harrison gloeosporioides mango de la severidad de la | al,
antracnosis (in vitro e in | 2005
situ)

Rhodotorula minuta | Colletotrichum Antracnosis en | Aplicaciones precosecha | Canillo-Fasio

y Bacillus subtilis | gloeosporioides mango de los antagonistas | et al.,2005

(Ehrenberg) Cohn reducen la severidad en

postcosecha (in situ)

Verlicillium lecanii | Penicilltum Moho verde de | Induccidon de reacciones | Benhamou vy

digitatum los citricos de defensa en el patégeno | Brodeur,2000

y antibiosis (in vitro)




18

Trtchoderma Botrytis cinerea Pudricion en | Control parcial de la | Latorre et al,
harzianum uvas enfermedad 1997

(in situ)
Trichoderma Botrytis cinerea Moho gris en | Proteccidn durante mas de | Batta, 20004a
harzianum manzanas dos meses de la

enfermedad (in situ)

Proteccién durante mas de
Trichodenna Penicillium Moho azul en | dos meses de la | Batta,20004b
harzianum expansum manzanas enfermedad (in situ)

Fuente: (Herndndez, Bautista, Veldzquez, & Hernandez, 2007)

7.7. Especies de hongos fitopatdgenos

7.7.1.Colletrotrichum gloeosporioides.

C. gloeosporioides es un moho que forma estructura sencilla de conidios, pero prolongada y
conidios hialinos, que son S-OO0 unicelulares, céreos y, en general, opacos en sombreado (Fig.
1) (Jay, 1994).

Figura 1. Incremento de Colletrotrichum
gloeosporioides en agar para dextrosa

Desarrollos himedos y extremadamente humedos, la frecuencia de esta enfermedad puede
alcanzar practicamente el 100% de los productos organicos en estas condiciones (Arauz, 2000)
La antracnosis de hongo es una de las enfermedades més serias de este cultivo. Pueden
producirse dafios en las hojas, los tallos y las paniculas de florales, siendo la mayoria de los
dafios a los productos organicos (Holliday, 1995); Ploe12, 1999). Su impacto es coartante en
la produccion, ya que provocan pérdidas extraordinarias de frutos en el campo; durante la
cosecha y pos cosecha en ciertos afios ha influido hasta en la mitad de la produccion (Mendoza
y Moreno, 2006).

Aparecen pequefias manchas de color terroso en las hojas, redondeadas o con un ajuste
impredecible como un violin, generalmente rodeadas por una zona mas palida que el tejido

solido. Las manchas se sittan en los bordes o en la cima y de vez en cuando en la pieza central
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del limbo de la hoja. Las llagas se extienden y se unen entre si, dando forma de areas enormes,
Secos Yy oscuros, que en ese punto se desprenden y caen. El dafio a las inflorescencias se
manifiesta por pequefias manchas opacas que al principio aparecen en las flores. La invasion
puede producirse en ejes provocando la caida de flores y frutos o la muerte a de forma parcial

de la inflorescencia.

En el momento en que simplemente se les da forma, los productos naturales adquieren un tono
opaco, en ese momento se momifican y caen. En los productos organicos juveniles, la
enfermedad se muestra con manchas color pardo claro y apariencia resbaladiza, ubicadas en

la zona que envuelve el pedunculo (Mendoza & Moreno, 2006).

A pesar de que la enfermedad ocurre de etapa temprana en el desarrollo de productos
organicos, las llagas comunes de antracnosis se vuelven notorias con la maduracion. En esta
etapa se observan manchas rotondas, sangrias y manchas oscuras, con una superficie fragil.
En el momento en que se desarrollan las llagas, terminan uniéndose, enmarcando una
putrefaccion total del fruto (Mendoza y Moreno, 2006).

La tasa de antracnosis aumenta debido a practicas incorrectas, por ejemplo, el no retiro de
frutos infectados y por la utilizacion de fungicidas no adecuados en el suelo. Para controlar la
infeccion, es importante conocer y comprender las sintomatologias y las cualidades del agente
causante (Sosa, 2009).

Es un moho que produce conidi6foros largos, endebles y frecuentemente pigmentados. El
micelio esta septado; los conidios se conciben en células apicales y tienen un sombreado
oscuro, a pesar de que pueden ser oscuros; de vez en cuando producen esclerocios
impredecibles (Fig.2) (Jay, 1994).
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Figura 2. Crecimiento de Botrytis
cirenea en agar papa dextrosa

7.7.2.Botrytis cirenea

es una especie importante en los productos organicos, se desarrolla mejor en climas frios y
himedos, y puede ser devastadora si el clima lluvioso coincide con la recoleccion cuando el
producto organico esta listo y excepcionalmente susceptible. Este microorganismo es el
operador causal de la pudricion oscura en manzanas, peras, frambuesas, fresas, uvas y limones
(lay, 1994), al igual que la toronja y productos organicos con hueso (Zhang, D., A., & Gullino,
2010); Guerra y Bom, 2007). En la figura 3 se puede ver la propagacion de Botrytis cirenea

en fresas en dos fases Unicas de la enfermedad (Juarez, Sosa, & Lopez, 2010).

Figura 3. Fresa contaminada con Botrytis cirenea en dos
diferentes etapas de la enfermedad:(a) temprana y (b)
avanzada (UC 0-dvis, 2005)

B. cirenea se considera una de las causas de las enfermedades mas notables de las uvas de mesa
(He, Liu, Musthapa, & Lin, 2010). Produce llagas de color terroso y la se presenta moho oscuro

aparece en las hojas, capullos y flores.

Asimismo, puede hacer que las plantas jovenes y delicadas se mueran por descomposicién
acuosa en la base de los tallos y manchadas por infecciones y heridas. Puede corromper la
epidermis y entrar en un fruto vecino de un fruto en mal estado, creando nueva podredumbre.
Este es el medio por el cual se crean los "nidos", donde se encuentran varios frutos cerca con la
misma infeccién de hongo. En cualquier caso, la afeccién comienza a partir de una primera
fruta en la que la espora ingresa por una lesion (Di Masi y Colodner, 20 1°). La enfermedad
provocada por el moho oscuro Botrytis cirenea es una de las més graves de una amplia gama

de cultivos de importancia en todo el mundo (Deferera, Ziogas, & Polissiou, 2003).

7.7.3. Penicillium
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Esta variedad se caracteriza dando forma a los conidios en una estructura ramificadas que tienen
un parecido a un pincel que se cierra en células conidiogénicas llamadas fialides; sus

tonalidades comunes difieren del azul al azul verdoso (Fig. 4) (Jay, 1994).

J
—

Figura 4. Desarrollo  del
Penicillium spp, en agar papa
dextrosa.

Algunas categorias de especias producen la descomposicion de la forma azul y verde de los
frutos citricos, la descomposicion azul por moho de las manzanas, uvas, peras y frutos de hueso.
Penicillium es una variedad enorme que se encuentra por todas partes, siendo generalmente la
familia de hongos méas abundante en los suelos. Lo sencillo de su multiplicacion de Penicillium
en los alimentos es un problema. Algunos grupos de especies producen toxinas y pueden hacer
que la comida sea poco apetitosa o incluso peligrosa. A escala mundial, Penicillium es una de
las causas méas importantes de descomposicion en los citricos (Jay, 1994).; Smith et al., 1998).

Penicillium digitatum causa la enfermedad conocida como moho verde de los citrica, causa
descomposicién suave. El efecto principal es una mancha redonda en el exterior del fruto; si la
temperatura es ideal, la llaga se desarrolla rapidamente y se cubre con un moho blanco que esta
avanzada y se hace verde oliva mientras crea esporas. Las esporas de Penicillium pueden
sobrevivir en el suelo y en las gavetas de prensado o almacenes durante largos periodos; los
flujos de aire los transportan a los nuevos frutos. Las esporas no germinan en el exterior del
fruto hasta que se dafa la piel. El elevado sereno favorece el desarrollo de este microorganismo
en los frutos (Smith et al., 1998).

Penicillium italicum es un patégeno que se muestra en citricos; Causa la enfermedad del moho
azul y crea una delicada descomposicion como el moho verde. La zona de creacion de esporas

en el exterior del fruto en descomposicion es de un azul brillante y estad rodeada de micelio
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blanco. EI hongo ingresa al fruto a través de lesiones, sin embargo, también puede extenderse

de un producto organico contaminado a sélido por contacto (Smith et al., 1998).

7.8. Semillas

Segun la FAO, la unidad reproductora creada a partir de un évulo, que en su mayor parte ha
sido tratado y desarrollado se conoce como semilla, que puede contener un embrién y tejido
nutritivo, que se encuentra dentro de los tejidos protectores que también se denomina cubierta

seminal (FAO, Manjo integrado de enfermedades en cultivos hidropénicos., 2004).

Las semillas tienen una importancia extrema en el avance de un ecosistema, ya que son una
parte de la multiplicacion de plantas que son la base del modo de la cadena alimenticia. Asi
como el responsable del control de los espacios de la especie para la accesibilidad de los

alimentos (Escribano, Couso, Alcantara, & Cantalapiedra, 2015).

La semilla asume un trabajo importante en el proceso de regeneracion de las plantas ya que esta
firmemente asociada a diferentes procedimientos, por ejemplo, fertilizacién, dispersion,
dormancia y desarrollo. Procedimientos que funcionan especificamente para elegir a los
individuos méas adecuadas para el desarrollo de otra planta, ya que la mayoria de semillas no
llegan a la etapa de dispersion (Fenner, 2012).

El desarrollo de las plantas puede ocurrir de forma sexual a través de la presencia de nuevas
semillas o de forma asexual a través de diferentes tipos de propagacion, por lo que la semilla es
importante para el intercambio genético de las plantas, con un objetivo especifico en mente

"mejorarlas™ comenzando con una generacion y luego a la siguiente (Fenner, 2012).

8. HIPOTESIS

Con la elaboracion de un protocolo y metodologia de recoleccion de especies de hongos se
permitira cosechar los frutos en componentes floristicos del bosque siempre verde Pie Montano
(BsPn01) de la Cordillera Occidental de Los Andes.

9. METODOLOGIAS
La presente investigacion estd basada en un estudio bibliografico que busca recopilar
informacién cientifica relevante sobre hongos en especies silvestres, teniendo en cuenta la

metodologia adecuada para la recoleccion del fruto. Se utilizo la investigacion descriptiva para
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georreferenciar del lugar seleccionado, para describir el comportamiento de los hongos de los
componentes floristicos en el fruto afectado, como instrumento se utiliz6 la libreta de campo

para anotar el proceso de recoleccidon en campo Yy la identificacion del hongo en laboratorio.

9.1. Investigacion bibliografica

La presente investigacion es de caracter bibliogréfica, mediante este método se recopild
informacion cientifica relevantes publicadas en fuentes confiables como repositorios de
universidades, donde se encontraron tesis que en primera instancia dieron a conocer sus estudios
antes elaborados y relacionados con el actual estudio. Ademas, de coger como referencia
articulos cientificos como Scielo, Agrocalidad, libros e informes para tomar datos sobre la
importancia, caracteristicas y fenologia que estudia la productividad en cuanto a floracion,
envejecimiento 0 maduracion en frutos de las especies arboreas o arbustivas dependiendo del
clima de la region. La composicion floristica enfocada en la diversidad de especies que se
producen en el recinto los Laureles entre el canton Pangua y la Mand. La sanidad forestal, los
hongos que atacan a las plantas, los hongos fitopatogenos y se referencio algunas especies de

hongos fitopatdgenos.

9.2. Tipo de investigacion descriptiva

Esta investigacion se realizo dentro del tipo descriptivo, Porque para su desarrollo y avance de la
investigacion necesita ser descrito sigilosamente, la misma que me permitié recopilar informacién
de la flora, frutos y la recoleccion de los hongos presentes en los frutos silvestres. Ademas de ser
descriptiva por el desarrollo de un protocolo con metodologia y técnicas de los procesos a llevar

para la recoleccidn de los hongos en frutos de los componentes floristicos.

9.3. Método inductivo deductivo

Para la presente investigacion se considera una metodologia inductivo y deductivo porque va
de lo general a lo particular, lo que permitio hacer el estudio desde la recoleccion del fruto hasta
el aislamiento y obtencién de microorganismos, es decir a partir de material frutal infectado.
La técnica inductiva puede distinguirse cuatro pasos esenciales: la observacién de los hechos
para su registro; la clasificacion y el estudio de estos hechos; la derivacién inductiva que parte
de los hechos y permite llegar a una generalizacion; y la contrastacion.

9.4. Técnica e instrumentos de investigacion
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Como técnica se uso la observacidn, que consiste en observar desde el lugar de los hechos, todos
los sucesos de manera directa y abierta con el propésito de obtener informacion de primera mano
del fendmeno que se investiga.

La observacion permitio identificar los arboles con frutos para luego realizar el proceso de
monitoreo para el establecimiento de las parcelas, en donde para la recolecta se seleccion6 un fruto
en estado de biodegradacién con la finalidad de conocer la realidad de la recoleccion de especies
de hongos fitopatdgeno en campo e identificacion del mismo en laboratorio. Ademas, permitié
observar macro y micro estructuras del patégeno. Lo cual se utilizd una guia de observacion en
donde se registrd los datos, los cuales se podia determinar en el cultivo también se utiliz6 el

microscopio como instrumento.

9.5. Metodologia para el levantamiento de informacion de hongos.

9.5.1. Método cartografico

La proyeccion cartografica es una correspondencia biunivoca entre los puntos de la superficie
terrestre y sus transformados en el plano llamado plano de proyeccion.

En funcion de las cualidades métricas, una proyeccion cartografica es equivalente cuando en el
mapa se conservan las superficies del terreno, aunque las figuras dejen de ser semejantes. Se
utilizan generalmente en mapas tematicos o parcelarios. (Instituto Geografico Nacional, 2010,
p.5)

9.5.2. Aplicacion de la metodologia a traves de la Tecnologia SIG

Para indicar las cualidades biofisicas de la zona delimitada se realizara un mapa a través de un
Sistema de Informacion Geografica (SIGS) que permitira:

- Tener en cuenta las condiciones climaticas, geograficas y del tipo de suelo, considerando

las coordenadas UTM del sector en estudio.

- Porcentajes de cultivos existentes en la region de investigacion.

- Delimitar los puntos de muestreo a ser investigado con sus respectivas coordenadas.
Como regla general, la utilizacion de SIG se propone igual que un aparato de administracién y
eleccidn, cuyo aporte a la investigacion del problema en el bosque sera en la determinacion de
sus atributos biofisicos. Las instrucciones (UTM-WGS84) determinan los enfoques que

conforman la regién de investigacion. (Sarabia, 2019)
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Se recomienda la utilizacion del Sistema de posicionamiento global (GPS) Navigator — mapa,

aplicacion que facilita Google Play desde el (2018) en forma gratuita y es confiable.

Herramienta Gtil para delimitar el o los transectos seleccionados en el bosque siempre verde pie

montano del Recinto Los Laureles.
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Tabla 4. Ubicacion del ensayo

Provincia | Cotopaxi

Cantén La Mana.

Localidad | Recinto Los Laureles
Latitud S0° 56' 27

Longitud |W 79°13'25

Altitud 220 msnm

Elaborado: Guevara, K. (2020)

9.5.2.2.Delimitacion del area de Estudio

El &rea en estudio se ubica en las estribaciones de la Cordillera Occidental de los Andes.

El bosque donde se realizd el proyecto se encuentra localizado con una zona montafiosa

(bosques altos). Este sistema bioldgico involucra arboleda siempreverdes multiestratificados,

con un dosel entre 25 a 30 m, imparte numerosas especies a bosques de pantanos y algunas

variedades de animales en selva montano. Sucede en inclinaciones pronunciadas (Ministerio
del Ambiente, 2013).
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Las coordenadas (UTM-WGSB84) en la siguiente tabla se especifica los puntos que conforman

el &rea de estudio.

9.5.2.4.Coordenadas del area de estudio

COORDENADAS.

COORDENADAS UTM SECTOR EL RECINTO LOS
LAURELES (ENTRE EL CANTON PANGUA Y LA MANA)

LONGITUD (X)

PUNTOS LATITUD (Y)
1 70531 989042
2 70358 989278
3 70225 989128
4 70198 989202

9.5.3. Clima de la zona

Elaborado por: Guevara, K. (2020)

Segun el Instituto Nacional de Innovacién y Transferencia en Tecnologia Agropecuaria (2017) Para

este tipo de estudio es importante considerar el cambio climatico, debido a que las interacciones

entre microorganismos son constantes a través de los ciclos fenoldgicos de las plantas y sus

variaciones son influenciadas por las condiciones del clima, hospederos susceptibles, fitopatdgenos

y la intervencion del hombre (p. 1).
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Tabla 5. Clima de las zonas altitudinales

ALTITUD TEMPERATURA
ZONAS TIPO DE CLIMA
(m.s.n.m) (°C)
Baja 300-1400 20-26 Tropical Megatermico Hamedo

Fuente: De la Torre, Navarrete, Muriel, Macia y Balslev (2008).
Elaborado por:

Es conveniente considerar que en los bosques siempreverde Pie montano de cordillera
occidental de los Andes se observan varios estratos y una estructura compleja con muchas
especies que provienen de las tierras bajas. Crece en las vertientes mas hiumedas, actualmente
sobre laderas muy pronunciadas. Los factores que determinan la humedad en esta zona estan
relacionados con la exposicion y no con la altitud. Las partes mas cercanas a la costa tienen
bosques mas himedos, mientras que las zonas mas alejadas son mas estacionales. Entre las

familias dominantes estan las palmas, las lauraceas y las rubiaceas.

9.6. Metodologia para determinar un protocolo de muestreo para la recoleccion de hongos

presentes en los frutos de especies silvestres.

Para el protocolo de muestreo en recoleccion de especies de hongos en frutos del componente
floristico se adopta la metodologia presentada por los autores Cuervo, Espadas, y Zita (2015)
publicada por la Universidad Nacional Autbnoma de México. En el que se describe a la fitologia
como la ciencia que estudia las enfermedades de las plantas sus agentes causales, su interaccion
con los hospederos, asi como su sintomatologia y medios de control, es notorio el papel que
desempefia dentro de esta ciencia el trabajo de gabinete; es decir, el analisis de laboratorio,
debido a que es en este lugar donde se establece el conocimiento de cada uno de los enunciados

anteriores.

9.6.1 Fase de Campo

9.6.1.1 Metodologia de colecta

Para Cuervo et al (2015) la colecta inicia con una observacion de alteraciones del cultivo, y sera
mas precisa si el que la realiza ha examinado de manera personal la enfermedad en el campo.
Un observador cuidadoso puede obtener datos valiosos que faciliten todo el proceso. Por
ejemplo, la distribucién local de una enfermedad varia de acuerdo con las circunstancias; es

decir, pueden estar atacadas todas las plantas por igual, algunas mas que otras, plantas sanas
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alternadas con plantas enfermas, areas bien definidas de plantas enfermas, en hileras en los

bordes de la plantacién, en las partes mas bajas o distribuidas al azar.

Es importante notar la presencia de focos de infeccion inicial, a partir de los cuales se extiende
la enfermedad, debido a que esa informacion da idea del patron de diseminacion y de la fuente
de indéculo primario. En el desarrollo de la Fitopatologia practica es de suma importancia la
colecta del material enfermo, puesto que de esto dependera el que se puedan realizar las técnicas

conducentes a una identificacion acertada del patégeno en cuestion.

Para el correcto desarrollo metodologico de los procesos de recoleccion se brinda al
investigador en el anexo 1 un cuestionario con interrogantes que al contestarlo permitira
manejar las técnicas mas comunes de colecta y preservacion de material de estudio
fitopatologico. Ademas, es indispensable que todos los ejemplares que se colecten, se
acompafien de la mayor cantidad de datos posibles, que se anotaran en la libreta de campo que

se puede observar en el (anexo 2) (Cuervo, Espadas, & Zita, 2015).

9.6.1.2 Diseflo de muestreo

En los estudios ecoldgicos, el disefio de muestreo es la parte que requiere mayor cuidado ya
que éste determina el éxito potencial de un experimento, y de éste depende el tipo de analisis e
interpretacion a realizarse. Los disefios de muestreo deben ser anteriores y no posteriores. Sin
embargo, antes de pensar en el disefio y forma de muestreo, es importante hacer una

diferenciacion entre muestras y poblaciones.

Tabla 5 Diferencias entre poblacion y muestra.

Poblacion Estadistica Muestra
(conjunto de individuos) (un determinado porcentaje de la poblacion)
Los 100 arboles de una especie elegida | Unos 15 arboles de la especie elegida al azar para
en un bosque de una hectarea su medicion, de los 100 arboles
Toda la region de la Amazonia Unas 100 parcelas de 0.1 hectareas medidas

aleatoriamente en toda la regién amazonica.
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La cantidad de luz que llega al suelo del | Unas 100 mediciones de luz con un fotdmetro
Cerrado medidas en el Cerrado
Fuente: (Mostacedo, 2000, p. 4)

9.6.1.3 Envasado e Identificacion de la muestra

Fundas ziploc o el contenedor elegido deben ser comodos para moverse en el campo, no debe
ser excesivamente enorme. Bajo ningun punto de vista se deberia sobrecargarlo, ya que
provocaria la devastacion y descomposicion de los hongos colectados.

A continuacion, las muestras deben guardarse en la oscuridad a 4°C + 2°C con entrada al aire
libre (Burlage, Atlas, Stahl, Geesey, & Sayler, 1998). Para ello, es conveniente utilizar fundas
de plésticas atadas libremente, manteniéndose alejados de las condiciones anaerdbicas en la
base de estos. Ademas, es fundamental no dejar que el material se seque 0 se sumerja en agua
durante su capacidad y no se acumule uno sobre otro.

9.6.1.4 Registro de las muestras

Es necesario identificar cada muestra por medio de un registro, asi en el caso de que exista una
enorme cantidad de hongos para recolectar, tipo de andlisis de suelo solicitado, nombre del

propietario, nombre del predio, ubicacidn geografica, nimero de submuestras,

9.6.1.5 Transporte
Se debe elegir un contenedor auxiliar, por ejemplo, canastas de pléstico donde una vez llenos
se pueda mover el material recolectado. Las canastas deben contener aberturas para mantener a

los parésitos en circulacion de aire.

9.6.2. Fase de Laboratorio

9.6.2.1. Metodologia para la preparacion de medios de cultivo
En el diagnostico de las enfermedades vegetales, el trabajo de laboratorio es de suma
importancia debido a que ahi se efectla la identificacion del agente causal, lo que posibilita la

aplicacion de los métodos de control mas adecuados.
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El proceso de identificacion de un patogeno requiere el aislamiento del mismo, para lo que es
necesaria la elaboracién de medios de cultivo que permitan el desarrollo de dicho patdgeno.
Una identificacion cientifica debe realizarse segun los Postulados de Koch, que revisten

una importancia dentro de a Fitopatologia, y deben seguirse siempre que se esta frente a una
enfermedad de la que se desconozca o se dude del agente causal.

Montagud (2018) los Postulados de Koch son los siguientes:
1. El organismo o agente causal debe estar constantemente asociados con la enfermedad.
2. El organismo debe ser aislado y cultivado en cultivo puro (identificacion).
3. Al inocular una planta susceptible sana, debe desarrollarse la enfermedad original.
4. El organismo patdgeno debe ser aislado de la planta infectada bajo condiciones

experimentales (reidentificacién) (Montagud, 2018).

9.6.2.2 Técnicas de aislamiento de microorganismos

En la naturaleza abundan los microorganismos que se desarrollan estrechamente relacionados
entre si, de manera que encontramos bacterias, hongos y otros organismos de muy diversos
tipos, tanto de vida libre como parasitos. Para poder estudiarlos y conocerlos se deben cultivar
en medios adecuados aislandolos del suelo o de partes vegetales enfermas.

A partir de la primera muestra que se coloca en un medio de cultivo, se obtiene un cultivo
mixto del que se deben tomar nuevas muestras para realizar otros cultivos, seleccionando

las diferentes colonias hasta lograr que en el medio se desarrolle un solo tipo de organismo,

consiguiendo de esta forma un cultivo puro.

Para realizar aislamientos a partir del suelo, existen diversas técnicas como la de placa directa
y la de dilucion en serie. En el caso de que el patdgeno se encuentre en las partes vegetales, se
puede proceder a realizar aislamientos directos, utilizar camaras hamedas, colocar partes

vegetales en el medio de cultivo a través de trampas, etc.

9.6.2.3 Preparacion de medios de cultivo
Para lograr el desarrollo y reproduccion de las diferentes especies fitopatdgenas, los medios de
cultivo deben reunir caracteristicas especiales, tomando en cuenta factores como se mencionan

a continuacion:

Nutrientes. En el medio de cultivo deberan estar presentes elementos nutricionales
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tales como fuentes de carbono, nitrégeno, macroelementos (P, K, Mg, Ca), microelementos (Fe,

Zn, Mn, Cu, Mo), vitaminas, etc.

Humedad. Debera proporcionarse una humedad relativa favorable a los fitopatdgenos que se
desee cultivar. Por lo general requieren del 50 % o0 mas.

Temperatura. Los valores optimos de ésta son muy variables para cada especie, pero la
mayoria de ellas pueden crecer en un rango de 20 a 25 °C. Este es un factor determinante para
el desarrollo y la reproduccion.

pH. También en este caso los valores éptimos son muy variables, pero en general los hongos
fitopatdgenos se desarrollan y reproducen mejor en pH ligeramente acidos, mientras que las

bacterias prefieren los ligeramente alcalinos.

Luz. Este factor en algunos casos afecta la reproduccion de los hongos fitopatégenos, pero en

general no influye.

Asepsia. Los medios de cultivo deben esterilizarse y mantenerse a salvo de cualquier

contaminacion por otros microorganismos.

Los medios de cultivo pueden ordenarse de acuerdo con su composicion o0 a su consistencia,

quedando de la siguiente manera:

Composicion

Medios de cultivo sintéticos. Son aquellos medios de cultivo en los que se conoce con
exactitud la composicion de cada uno de sus componentes, por ejemplo, agar y Czapek.
Medios de cultivo complejos o semisintéticos. En estos la composicidn de uno de sus
elementos no se conoce de manera exacta, o bien, se integran de sustancias naturales y
sustancias sintéticas, por ejemplo, PDA (papa-dextrosa-agar).

Medios de cultivo naturales. Se forman a partir de material vegetal natural, por ejemplo: hojas,
tallos, vainas, tubérculos, raices, etc.

Consistencia
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Medios sélidos. Contienen esencialmente agar, gelatina, albimina, etc., materiales que al
enfriarse quedan so6lidos por completo. Son muy empleados para el aislamiento y la
reproduccion de hongos y bacterias.

Medios semisélidos. Contienen bajas proporciones de agar y gelatina mezclados o separados;
al enfriarse permanecen en estado coloidal. Se emplean para mantener cultivos por largo
tiempo.

Medios liquidos. Son preparados sin agar, gelatina u otras sustancias solidificantes, por lo que
permanecen liquidos aun al enfriarse. Se emplean cuando se necesita incrementar el indculo de

hongos o bacterias.

Entre los medios de cultivo de uso frecuente en Fitopatologia estan los siguientes:

PDA (papa-dextrosa-agar) AA (agua-agar)

AN (agar nutritivo) HMA (harina de maiz-agar)
HFA (harina de frijol-agar) JFA (jugo de frijol-agar)

VM (Ougo Va agar) 12. JTA jugo de tomate-agar)
AVA (avena-agar) MSA (malta-sal-agar)

TSA (jugo de tomate-sal-agar) BA (Bonner Addoat)

MM (medio de Martin) BK (medio B de King)

VFA (vainas de frijol-agar)

9.6.2.4 Metodologia para la identificacion de las bacterias fitopatégenas

En el proceso de diagndstico de las enfermedades de las plantas, la identificacién del agente
causal ocupa un lugar preponderante. Las técnicas de identificacion articularizan en los agentes
bidticos que causan enfermedades, en decir, en los microorganismos fitopatégenos, entre los
que encontraremos virus, fitoplasmas, espiroplasmas, bacterias, hongos y nemétodos.

Los virus son tan pequefios y requieren de técnicas tan elaboradas para su observacién que es
imposible llevarla a cabo en un laboratorio como éste. En cambio, es completamente factible

observar a las bacterias (y organismos semejantes a ellas), a los hongos y a los neméatodos.

La pared celular determina la forma de las bacterias y es selectiva, pudiendo contener
aminoacidos aromaticos, proteinas, acidos teitoicos y diferentes aztcares. Dependiendo de la
cantidad de éstos, las bacterias pueden tefiirse de rojo o de violeta al seguir la técnica de tincion

de Gram. Se conocen aproximadamente mil 600 especies de bacterias. La mayoria son
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saprofitas obligadas y como tales benefician al hombre porque ayudan descomponiendo

grandes cantidades de materia organica y deshechos animales y vegetales

El habitat de los hongos es muy amplio, puesto que se encuentran en el suelo, en el aguay en
las plantas y animales. Pueden desarrollarse en condiciones climaticas muy variadas, en todo

tipo de ecosistemas.

Los organismos semejantes a los hongos pertenecen a los reinos Protozoa y Chromista, y los
hongos al reino Fungi. Son microscdpicos y macroscopicos, uni y pluricelulares. Presentan

pared celular y carecen de clorofila.

Estan constituidos por celulas redondas u ovales solitarias o en plasmodios, o mas
frecuentemente por estructuras alargadas y ramificadas llamadas hifas, cuyo conjunto se
denomina micelio. Cada hifa estd conformada por una pared celular que protege a la membrana
celular y al contenido protoplasmatico, en donde se encuentran dispersos sus nucleos
verdaderos, asi como las mitocondrias, ribosomas, reticulo endoplasmico y granulos de
sustancias de reserva. Si las hifas estan separadas en celdas, se dice que el micelio es septado,
y si el protoplasma es continuo en las hifas el micelio es cenocitico. En algunos hongos el
micelio llega a formar pseudotejidos. Prosénquima y pseudoparénquima.

Entre las estructuras de reproduccion asexual estan los oidos, clamidosporas, esporangios y

conidios, estos Ultimos solitarios 0 agrupados en sinemas, esporodoquios, acérvulos o picnidios.
Las esporas sexuales son las siguientes: cigosporas, oosporas, ascas-libres o en apotecios,
peritecios y cleistotecios- y basidios, que nacen de forma directa de una espora de resistencia o
en basidiocarpo, o dentro de basidiocarpos.

11. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

11.1. Protocolo a través de metodologias y técnicas para la recoleccion y cultivo de hongos

de frutos de especies silvestres.

Introduccion
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El presente protocolo tiene la intencion de brindar a los estudiantes de la carrera de Ingenieria
en Medio Ambiente de la Universidad Técnica de Cotopaxi informacién necesaria en el trabajo
practico de la Fitopatologia, tratando siempre de establecer la relacion hospedero-patogeno, al
aportarles el conocimiento basico para que en un futuro puedan diagnosticar cuando un cultivo
esta enfermo o dafiado, y tengan nocién de los métodos y técnicas de control que podrian

emplear para lograr una mejor produccién.

Medio de colecta en especies silvestres
Reconocimiento del lugar y determinacion de los puntos de colecta
Para la toma de muestreos, se hara un recorrido a pie y se georeferenciara los puntos en el

Recinto Los Laureles donde se delimitaran los transectos donde se tomaran las muestras.

Establecimiento de area de incidencia en el campo

Georeferenciacion del lugar

Mediante la utilizacién de un GPS se procedera a delimitar el o los transectos seleccionados en
el bosque siempre verde pie montano del Recinto Los Laureles, para elaborar un mapa del sector

y ubicar los puntos donde se recolectaran las muestras.

Recorridos libres por el area de estudio
Para la toma de muestreos, se hara un recorrido a pie reconociendo el lugar y determinando los
puntos de colecta, para lo cual se georreferenciara los puntos en el Recinto Los Laureles

delimitandose los transectos donde se tomaran las muestras.

Materiales a utilizar
e Para la elaboracion de transectos o parcelas: cuerda, decamétro, metro.
e Paralacoleccion de muestras botanicas y de tejidos: barreno o pala, recipiente o bandeja
de pléastico para mezcla de sub-muestras, fundas plasticas, etiquetas, orden de trabajo

vigente, marcador indeleble, cajas de carton, GPS, caja térmica, gel o hielo.

Elaboraciéon del transecto 1000 m2

Tipo de muestreo cuadrante

Establecemos la metodologia de muestreo
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Se aplicard como método el montaje de transecto o parcelas ideal para bosques

Aplicacion de la técnica del metro cuadrado

Los arboles seleccionados para las muestras tienen que ser fructiferos en las mismas fechas,
debido a que pueden presentar inconvenientes como escases de frutos o influencia del clima
que imposibiliten su extraccion. (Sanchez, 2017)

Altura (m): con un flexdmetro se toma la estatura de cada individuo, desde la base hasta el
final de la rama mas apical, se evalla a los que tienen una la altura superior a 3 m con la ayuda

de una vara graduada a 1.5 m (Figura 5), o utilizando un Hipsémetro (RIMAC, 2017).

Identificacion taxondmica y origen de las especies: los arboles inventariados en el campo se
deben registrar con el nombre normal, dado por los habitantes del sector, asi como los nombres
cientificos reconocidos por el grupo especializado y los colaboradores de campo. Las especies
que no se pueden identificar con nombres cientificos deben recopilarse para su posterior
identificacion con la ayuda de colecciones fisicas o en linea de herbarios virtuales (RIMAC,
2017).

Fenologia: se incluye en la base de datos informacion sobre la presencia de estructuras
reproductivas (e.i. flores, frutos, bracteas) de los individuos registrados en campo, para cada

monitoreo, al igual que la fecha de ocurrencia (RIMAC, 2017).

Origen: por ultimo, con la ayuda de literatura especializada se debe incorporar los datos
relacionados con el lugar de origen de las especies en dos categorias: nativa e introducida
(RIMAC, 2017).

Espacializacién de los individuos: teniendo en cuenta que el error de georreferenciacion del
GPS es de + 3 m en relacion al punto capturado, el georeferenciar cada individuo vegetal
inventariado incurriria en la propagacion de este error, una vez por cada individuo. Por lo tanto,
con el fin de mantener constante esta variacion, cada individuo se debe especializar con
coordenadas X, y en un plot (Figura 30) coordenado desde el punto de referencia central
(ensayos circulares), vertices (ensayos regulares) o puntos de amarre (transectos).
Posteriormente, estas coordenadas (X, y) se transformaron a las coordenadas reales con base en
los puntos geo-referenciados en campo.



Figura 5 Medicion de la altura. Tomada de (RIMAC, 2017).

Identificamos numero de arboles (10 muestra)
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Se identificaran 10 arboles, que se encuentre en estado reproductivo (flor y/o fruto), se tomaran

muestras de tejido y se hara una descripcion preliminar del estado de las poblaciones de algunas

especies (especies de hongos). En campo se deben anotar los siguientes datos:

Tabla 6. Datos para anotar en campo

Caodigo
del area de
estudio

Areade
muestreo
(humedal)

Especie

Familia

Habito

Altura
(m)

Longitud
(0°0°007)

Latitud
(0°0°007)

Espécimen

de referencia

Fuente: (Humboldt, 2015)

Consideraciones postcosecha

Personal manipulador de los frutos

Las personas que manipulen los alimentos en las labores de poscosecha deben tener en cuenta

las siguientes normas higiénico—sanitarias, para evitar la contaminacion del producto y

garantizar la salud de los operarios:

Estado de salud



37

Si padece alguna enfermedad como: faringitis, amigdalitis, laringitis, otitis, conjuntivitis,
diarrea o lesiones infectadas, informar al supervisor o a su jefe inmediato para que tome las
medidas pertinentes.

Educacion y capacitacion

Es necesario que el personal que tenga que realizar el trabajo de recoleccion tanto del fruto
postcosecha, como de los hongos tenga presente contestar las interrogantes que se plantean en

el cuestionario (Anexo 3)

Practicas higiénicas

e Deben bafiarse todos los dias, mantener los dientes limpios, y ufias cortas, limpias y sin
esmaltes.

e Taparse la boca al estornudar o toser, y luego lavarse las manos.

e Mantener el cabello limpio y corto o bien recogido.

e Lavarse las manos antes y después de manipular los frutos, antes o después de comer o
de rascarse cualquier parte del cuerpo, al estornudar o toser, al manipular recipientes de
basura, aspersores de fumigacion, escobas u otros utensilios sucios, al hacer uso del
sanitario, antes de ingresar a la sala poscosecha.

e Llevar el uniforme completo, limpio y ordenado

e No utilizar relojes, anillos, aretes ni collares cuando se encuentren manipulando las
hortalizas

e No consumir alimentos y bebidas en la poscosecha.

e No fumar en las labores de cosecha y poscosecha.

e No manipular dinero (billetes, monedas) mientras esté en contacto con los alimentos.

Para la recoleccion de los frutos

En el momento de la recoleccién, verifique el rendimiento del cultivo para determinar la
madurez del fruto, una vez que el productor se dé cuenta de que la cosecha esta preparado
hacia la recopilacion, puede comenzar a recolectar los frutos de forma manual. Dado que,
los frutos silvestres maduran en varias ocasiones, el producto orgénico se aisla del arbol

en la recoleccién.
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En donde se efectia un proceso de manipulacion, considerando que para lograr una mejor

calidad de los frutos silvestres se deberian seguir los consejos adjuntos:

Es relevante que la recoleccion no comience hasta que la fruta esté totalmente seca y no haya
indicios de humedad en la piel de la fruta. En el momento en que la piel estd mojada es mas

facil marcar los dedos en el instante de la recoleccion, ya que la humedad reblandece la piel.

Por el tipo de clima Tropical Megatermico Humedo gue se da en el bosque siempre verde Pie
Montano de la cordillera occidental de los andes, cuando ha habido un tiempo de lluvia
prolongado, si es posible, debe esperar un tiempo antes de cosechar nuevamente para tener la
opcidén de poder detectar frutos afectados por el hongo. Que pueden afectar su sistema radical
o0 zona cortical del cuello del fruto y se desarrolla entre 15° C y 25° C, y una humedad relativa

elevada, sirviendo el agua libre como vehiculo de esparcimiento.

Adicionalmente en el producto organico humedo al recolectarlo, hay que tener presente que
cuando esta en estas condiciones las glandulas oleiferas estan un tanto mas lleno, por lo que
cualquier golpe provoca la rotura de estas glandulas y la salida del aceite esencial, ampliando

de esta manera la probabilidad de entrada de patogenos.

Es recomendable que esta accion se realice con la utilizacién de unos alicates especificos para
no dafiar el producto organico, ya que se ha comprobado las pérdidas de las frutas como

resultado de la recoleccién a tiron.

Los atributos del alicate son importantes, ya que la utilizacion de una herramienta inadmisible
puede causar un nimero considerable de heridas en la piel de la fruta que pueden podrirse en

algin momento.
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Alicates para la recoleccion de los frutos.
Tomado de (Manzana-nules, 2016)

Por lo tanto, el alicate tiene que tener una forma en curvas sus puntas para la probabilidad de
doblarse y ajustarse a las puntas y evitar pinchazos, y un realce en la contra-hoja con el objetivo

de que no rayen la piel de la fruta.

Asimismo, es fundamental cortar el pedunculo lo mas corto posible, para evitar que estos

puedan pinchar a diferentes frutas durante su manipulacion y transporte.

Seleccion del fruto afectado

Los frutos considerados para la identificacion y luego recoleccion de los hongos deben estar en
estado de madurez con coloracién cambiante diferente al normal de su madurez. Es decir, se
toman en cuenta los frutos de color amarillo y café, que estén aun en la planta o que tengan
anomalias como lineas o grietas por la mordida de los animales y si presentan una consistencia
blanda debido a que puede dafiar el resto del lote (Sanchez, 2017)

Procedimiento a seguir para la colecta del hongo

Se seleccionan los frutos de la variedad de plantas, una parte para ser inoculados y otra parte
para dejarlos como testigo (Tabla 5), todos ellos se desinfectan.

¢ Reuvisar el aspecto fitopatologico de las plantas de la parcela seleccionada para efectuar la
cosecha.

e Considerar en las plantas un declive en la colecta, modificaciones en el desarrollo,
decoloraciones, sobrepigmentacion, manchas, rayones, pudricion, marchitamiento, entre
diferentes otros aspectos.

e Para recolectar el vegetal es conveniente identificar muy bien el tipo de cultivo que puede

ser; rendimiento anual o duradero.

Tabla 7. hongos causantes de pudriciones en Postcoseha

Porcentaje de frutos podridos (%)
Hongos

Sin herida Con herida

Botrytis cinérea

Rhizopus

Mucor
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Alternaria citri

Penicillium

Fusarium

Phytophthora infestans (Oomycete)

Verticillium

Testigo

Transporte de las muestras

Los frutos deben ser enviados frescos y acondicionados en fundas de papel con perforaciones

permitido el movimiento del aire.

Utilizara Fundas plasticas o fundas de papel
Guardar los frutos en una funda de plastico, bien cerrada y con perforaciones permitido el

movimiento del aire.

Etiquetado de cada muestra
Colocar una etiqueta de identificacion por fuera de la funda y llenar todos los campos con
marcador indeleble. Estos datos también deben registrarse en la Orden de Trabajo.

Mantener las muestras en un lugar fresco o bajo la sombra. Si se van a conservar las muestras
mantenerlas a una temperatura entre los 4 y 12°C (refrigeracion), esto evitara la muerte de los
nematodos. Los frutos carnosos maduros son facilmente destruidos en el transporte y
normalmente necesitan refrigeracion. Enviar la muestra al Laboratorio lo mas pronto posible.
(Agrocalidad, 2018)

Propagacion desarrollo del hongo en fase de laboratorio
Materiales de laboratorio

Charolas Agar agua
Alcohol Estereoscopio
Bolsas herméticas (ziploc multi-pack) Aguja
Papa-dextrosa-agar (pda). Lactofenol
Hipoclorito de sodio Colorante azul
Agua destilada estéril. Algoddn

Placas petri Papel absorbente

Tubo de ensayo
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Frutos sanos. De cada muestra, se seleccionaran unos cuantos frutos aparentemente sanos 'y se
colocaron en unas charolas desinfectadas con alcohol al 70%, evitando el contacto entre ellos.
Cada una de las charolas se deben colocar en bolsas de plastico, y se sellaran con el fin de crear
una camara himeda que se mantenga en el laboratorio en condiciones naturales de
luz/oscuridad y temperatura ambiente (+ 25°C) durante cuatro dias.

Cada 24 h se debe evaluar la presencia de hongos y formacidn de sintomas en cada fruto; los
hongos se aislaran en medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA). Posteriormente, se purifica

el aislamiento por cultivo monosporico y se realiza los postulados de Koch

Frutos sintomaticos. De cada una de las diez muestras se seleccionaran 20 frutos sintomaticos,
y de cada fruto se tomaran cinco cortes pequefios del margen del tejido sintomatico; se
desinfestaran con hipoclorito de sodio al 1.5% por 2 min y se lavaran tres veces consecutivas

con agua destilada estéril.

Elaboracion del medio de cultivo

e Se toma una pequefia porcidn de micelio con esporas de las placas Petri (90 mm @), que
deben contener 20 ml del medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA).

e La porcién de micelio tomada, mediante un horadador, tiene que ser de 10 mm de
diametro, a partir de cultivos de siete dias de crecidos a 20°C.

e El micelio de cada aislado se tiene que suspender en un tubo de ensayo estéril que
contenga 10 ml de agua destilada estéril.

e Después de la agitacion mediante vortex durante un minuto, parte de la suspension
conidial (1 ml) se debe verter en placas Petri (90 mm @) que contenga 20 ml de Agar
Agua al 2 % y se disemina mediante una espatula de Drigalski.

e Posteriormente, las placas se colocan en posicion vertical y se incuban a 20°C, en
oscuridad durante 24 h.

e Los conidios germinados se visualizan con un estereoscopio con un aumento de 40X

e Se toman conidios individuales germinados con una aguja y se transfirieren a placas Petri
(90 mm @) que contengan 20 ml del medio de cultivo PDA, las cuales se incuban a 20°C
durante siete dias.

e Para la identificacion de la especie B. cinerea se siguen los criterios sugeridos por Elad

et al. Para la observacion de los aislados se preparan laminas de portaobjetos de micelio
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con estructuras reproductivas y se les afiade una gota de lactofenol con un colorante
algoddn azul.

Se examina las estructuras reproductivas de los diferentes aislados en un microscopio
binocular con aumento de 200 X, para confirmar los criterios morfolégicos informados
para dicha especie.

Para estos ensayos se utilizan 10 frutos de Fragaria vesca cv. Albion por cada aislado y

otros 10 se usan como control de inoculacién y se inoculan con agua estéril.

Inoculacion del hongo

La inoculacidn se realiza por inmersion de los frutos en una suspension de conidios de
aproximadamente 1.2x105 conidios. ml-1 para cada aislado.
Posteriormente, los frutos se dejan secar sobre papel absorbente durante una hora en una

cabina de flujo laminar vertical.

Almacenamiento

e Una vez secos los frutos, se colocan individualmente en bolsas herméticas con cierre

dentado y se incuban a 20°C y oscuridad durante 10 dias.

e Sobre la base de la sintomatologia observada, se confecciona una escala de evaluacion

basada en el porcentaje de frutos con sintomas con la cual se realizaron evaluaciones

diarias.

Seguimiento del desarrollo de los micelios del hongo

Este ensayo se repite dos veces bajo las mismas condiciones

Identificacién del hongo

Tabla 8. Enfermedades de poscosechas mas importantes para frutos silvestres

Nombre de la Agente causal

enfermedad
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Moho verde

Penicillium digitatum Sacc.

Moho azul

Penicillium italicum Wehmer

Podredumbre gris

Botrytis cinérea

Podredumbre amarga

Geotrichum candidum Link

Podredumbre negra

Alternaria spp.

Podredumbre peduncular

Phomopsis citri Fawcett

Podredumbre marrén

Phytophthora citrophthora (Smith el Smith) Leonian,

parasitica Dastur

P.

Antracnosis

Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Sacc.

Podredumbre por

Fusarium

Fasarium proliferatum (Mat.) Nir., F. oxysporum Schlecht.

Fuente: (Murray, Candan, & Vazquez, 2019)

Tabla 9. Escala diagramética cuantitativa basada en la sintomatologia de Botrytis cinérea

observada en frutos de Mandarinas

Grado Descripcion Correspondencia visual
= b 3 W Ao
0 Fruto sin sintomas = 3
1 Menor de ¥ del fruto con sintomas
5 De ¥4 a ¥ del fruto con sintomas
3 De %2 a — del fruto con sintomas
4 Mas de — del fruto con sintomas

Fuente: (Leiva, Panimboza, Rivas, Rivera, & Carpio, 2019, p. 5)

Claves de identificacion

Son numerosos los agentes causales de enfermedades postcosecha de frutos silvestres en el pais.

Las principales enfermedades que afectan a este grupo de frutas son:

Tabla 10. Claves de identificacion
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Identificacion

Agente causal

Moho verde y Moho azul son patégenos de heridas y causan
una podredumbre blanda y himeda que deteriora

rapidamente la forma del fruto.

Penicillium digitatum Sacc.

Penicillium italicum
Wehmer

Podredumbre amarga

Geotrichum candidum Link

Podredumbre negra

Alternaria spp.

Alternaria citri

Podredumbre peduncular

Phomopsis citri Fawcett

Podredumbre marrén

Phytophthora citrophthora
(Smith el Smith) Leonian, P.

parasitica Dastur

Antracnosis 0 podredumbre

Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.)

Sacc.

Podredumbre por Fusarium Esta afeccion puede observarse
desde los 10 dias posteriores al desverdizado, en etapa de
almacenamiento y/o transporte.

El primer sintoma de podredumbre peduncular es un
oscurecimiento de la cascara alrededor del pedinculo hasta
alcanzar color marrén oscuro y de aspecto seco al inicio,
aunque segun las condiciones de almacenamiento puede
tornarse himeda, y desarrollar un micelio blanco sobre la
mancha, como asi también una invasion secundaria de
Penicilium spp. Algunos frutos muestran una pudricion de

color castafio claro alrededor del pedunculo.

Fasarium proliferatum
(Mat.) Nir., F. oxysporum
Schlecht.

se manifiesta inicialmente como una mancha marrén clara o
amarillenta hacia el final del caliz y en pocos dias cubre el

fruto con un moho gris

Botrytis cinérea

Fuente: (Murray, Candan, & Vazquez, 2019)
12. IMPACTOS

e AMBIENTAL.: El proyecto aporta a la preservacion de especies nativas en la zona de

estudio
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e TECNICO: Al llevar a cabo la identificacion de las especies de hongos en el lugar se
obtendra informacion sobre la composicion Microbiana en el recinto los Laureles, para

tomar acciones futuras generando un mejoramiento ecoldgico

e SOCIAL: Establecer la metodologia adecuada para asi lograr obtener los resultados
adecuados para la investigacion.

13. PRESUPUESTO PARA LA ELABORACION DEL PROYECTO

Tabla 11. Presupuesto de lo que se va a utilizar en el proyecto

RECURSOS |DESCRIPCION UNIDADES |V.UNITARIO |V.TOTAL
HUManos. Investigador 0 $ - $ -
Tutor 0 $ - $ -
Tecnolégicos. Computadora. 330 h. $ 0,75 $ 247,50
Flash. 1 $ 10,00 $ 10,00
Resma de papel. 2 $ 3,50 $ 7,00
Tinta de impresion 4 $ 6,00 $ 24,00
Carpeta. 5 $ 0,40 $ 200
Perforadora. 1 $ 2,50 $ 250
. Anillados. 2 $ 5,00 $ 10,00
Oficina.
Grapadora. 1 $ 1,50 $ 150
Cuaderno. 1 $ 1,20 $ 120
Esfero. 3 $ 0,45 $ 135
CD 3 $ 0,50 $ 150
Copias. 300 $ 0,05 $ 15,00
Subtotal. $ 323,55
Imprevisto 10% $ 32,36
Total. $ 355091
Elaborado: Guevara, K. (2020)
Tabla 12. Presupuesto para elaborar el protocolo
Recursos Cantidad Unidad \V. Unitario \ Valor Total
Materiales de campo
Transporte Dias 12 $ 300 | $ 36,00
Alimentacion Dias 12 $ 500 | $ 60,00
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Guia Dias 12 $ 30,00 |$ 360, 00
Internet Plan 1 $ 20,00 | $ 20,00
Pala recta 1 $ 2500 |$ 25,00
Tijeras de podas 1 $ 1200 | $ 12,00
Serrucho 1 $ 1500 | $ 15,00
Cémara fotogréafica 1 $ 60,00 | $ 60,00
Etiquetas Docena 12 $ 010 | $ 1,20
Papel secante 1 $ 300 | $ 3,00
Navaja de campo 1 $ 500 |$ 5,00
Lupa de campo 1 $ 300 | $ 3,00
Bolsas de papel secante Docena 12 $ 100 | $ 12,00
Prensa botanica 1 $ 20,00 | $ 20,00
Periddico y carton corrugado 5 $ 100 | $ 5,00
Libreta de campo 1 $ 300 | $ 3,00
Hielera portatil 1 $ 13,00 | $ 13,00
Ligas 1/2 Docena 6 $ 010 | $ 0,60
Engrapadora 1 $ 500 |$ 5,00
Total | $ 542,80

Materiales de laboratorio
Frascos 1/2 Docena 6 $ 030 |$ 1,80
Soluciones fijadoras 1 $ 360 | $ 3,60
Asa microbioldgica 1 $ 60,00 | $ 60,00
Pinzas de diseccién Docena 12 $ 1,00 | $ 12,00
Agujas de diseccion Docena 12 $ 005 |$ 0,60
Cajas de PETRI cajas 10 $ 060 |$ 6,00
Mechero 10 $ 1,00 | $ 10,00
Soporte con anillo 10 $ 1,00 |'$ 10,00
Tela de asbesto Par 1 $ 10,00 | $ 10,00
Balanza granataria 1 $ 30,00 |$ 30,00
Papa Libra 3 $ 050 |$ 1,50
Tomates Libra 5 $ 050 | $ 2,50
Portaobjetos 2 $ 1,00 | $ 2,00
Cubreobjetos 2 $ 1,00 | $ 2,00
Cristal violeta 1 $ 500 |$ 5,00
Safranina 1 $ 300 | $ 3,00
Agua destilada 1 $ 250 | $ 2,50
Sulfato de cobre 1 $ 6,00 |$ 6,00
Alcohol etilico 1 $ 1200 | $ 12,00
Lugol 1 $ 500 | $ 5,00
Azul de metileno 1 $ 300 |3 3,00
Rojo congo 1 $ 700 | $ 7,00
TOTAL | $ 195,50
TOTAL APAGAR | $ 738,30

Elaborado: Guevara, K. (2020)

14. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

13.1Conclusiones

De acuerdo a los resultados y a los objetivos propuestos se han llegado a las siguientes conclusiones:
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En el proceso investigativo de fuentes bibliogréaficas no se encontr6 en el pais trabajos
cientificos de técnicas y metodologias completos para la recoleccion de hongos en frutos
de especies silvestres, por esta razon se adapto el protocolo de muestreo y el protocolo de
técnicas para la recoleccion a la metodologia presentada por los autores Cuervo, Espadas,
y Zita (2015) publicada por la Universidad Nacional Autonoma de Mexico.

La ausencia de datos sobre las plantaciones de especies silvestres que se encuentran
dentro del pais es una limitacién significativa para la mejora de muchos métodos de
investigaciones que se quieren desarrollar, es conveniente apoyar la investigacion sobre
los recursos naturales y evitar la pérdida de recursos forestales genéticos que podrian

derivar en grandes descubrimientos cientificos.

Los organismos fitopatdgenos siguen siendo motivo de auténticas epidemias, pérdida
total de rendimiento de la cosecha y elevados perjuicios monetarias, que cada dia influyen
en los cultivos y, anualmente llevan al uso de grandes cantidades de agroguimicos en

general, dada la necesidad de establecer un marco de control.

El control de organismos fitopatdgenos tiene una importancia financiera increible, ya que
el desarrollo de parasitos en las plantas disminuye la cantidad y la calidad general durante
y después de la cosecha. Los incesantes impactos monetarios provocados por los
crecimientos fitopatdgenos establecen una incesante necesidad de cultivar nuevos
fungicidas mas exitosos y agradables a la naturaleza, (por ejemplo, los basados en aceites
esenciales), de esta manera la busqueda y mejora de nuevas técnicas de control para los

organismos fitopatdgenos sigue siendo un tema actual y necesario.

Para el protocolo de muestreo se de recoleccion de hongos presentes en frutos de especies
silvestres se presenta la metodologia de recolecta, metodologia para la preparacién de
medios de cultivo, técnicas de aislamiento de microorganismos, preparacion de medios
de cultivos, metodologia para la identificacion de las bacterias fitopatogenas y la
metodologia para la identificacion de hongos fitopatogenos, informacion que permitira

guiar en la forma en se debe realizar esta actividad
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e Hay que tener presente el hongo Botrytis cinérea, ya que al principio es dificil detectarlo
y el peligro que tiene este hongo es que puede transmitirse a otros frutos sanos por

contacto sin que haya ninguna herida.

13.2 Recomendaciones

e Se recomienda priorizar los estudios y actividades de cultivo, recoleccion, siembra de
especies de hongos presentes en los frutos de especies silvestres, que permitiran aportar

informacidn en este aspecto.

e Se sugiere a los estudiantes de la Universidad Técnica de Cotopaxi a la carrera de
Ingenieria Ambiental poner en préctica las actividades plasmadas en el protocolo que se

presenta en el actual proyecto.
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Anexo 2. Curriculum Vitae del Estudiante

HOJA DE VIDA
I. DATOS PERSONALES.
NOMBRES: Katherine Adriana.
APELLIDOS: Guevara Castillo.
LUGAR DE NACIMIENTO: Santa Prisca — Quito — Ecuador.
CEDULA DE CIUDADANIA: 175291663-3.
FECHA DE NACIMIENTO: 11 de enero de 1996.
EDAD: 24 afos.
ESTADO CIVIL: Soltera.
CIUDAD DOMICILIARIA: Quito
DIRECCION: Quitumbe Calle Amauta y S35C Lote 4
TELEFONO FIJO: (02) 27385-13
CELULAR: 0983458704
E-MAIL: katherine.guevara6633@utc.edu.ec

Il. DATOS DE INSTRUCCION.
ESTUDIOS PRIMARIOS:

“Escuela Aristoteles Bilingiie.”

ESTUDIOS SECUNDARIOS:
“Colegio Técnico Humanistico Experimental Quito"

Titulos: Bachiller en Quimico - Bidlogo

ESTUDIOS UNIVERSITARIOS:
Universidad Técnica de Cotopaxi (2015 — 2020)
Titulo: Cursando el Décimo Ciclo de la Carrera de Ingenieria en Medio Ambiente

Suficiencia en el Idioma inglés, en la Universidad Técnica de Cotopaxi U.T.C.
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Anexo 3. Aval de traduccién

Universidad

Técnica de
- CENTRO DE IDIOMAS

AVAL DE TRADUCCION

En calidad de Docente dei Centro de Idiomas de ka Universidad Técnica de Cotopaxi; en
forma legal CERTIFICO gue: Lo traduccian def resumen det proyecto de investigacion
al Idsoma Inglés presentado por la Seta. Egresadn de la Carrera de INGENIERIA EN
MEDIO AMBIENTE de la FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS Y
RECURSOS NATURALES: GUEVARA CASTILLO KATHERINE ADRIANA,
curo tiwlo versa “ELABORACION DE UN PROTOCOLO Y METODOLOGIA
DE RECOLECCION DE ESPECIES DE HONGOS EN FRUTOS DEL
COMPONENTE FLORISTICO EN EL BOSQUE SIEMPRE VERDE PIE
MONTANO (BsPa01) DE LA CORDILLERA OCCIDENTAL DE LOS ANDES
EN EL RECINTO LOS LAURELES ENTRE EL CANTON PANGUA ¥ LA
MANA EN EL PERIODO 2019 - 2020.", Jo realizd bajo mi supervision v cumple con

una correcta estructura gramatical del Idicena,

Es todo cuanto puedo certificar en honor s la verdad y sutorizo & la peticionaria hacer
wso ded presente certificado de 1o munery dica gue estimane convenicnic.

Latacunga, septicmbre del 2020

Alerilimente,

Lic. Murcelo Pacheco MSc.
DOCENTE CENTRO DE IDIOMAS
C.C. 080261735-0

DEIDIOMAS
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Anexo 4. Preguntas para una colecta eficiente
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1 | ¢Qué es el diagnostico de las enfermedades?

2 | ¢Por qué es indispensable llevar a cabo un diagnostico?

3 | ¢En cuéles casos es facil diagnosticar una enfermedad?

4 | ¢{Qué actividades se deben realizar cuando el diagndstico se complica?

5 | ¢Qué es una colecta?

6 | ¢Por quéy cuando se debe realizar una colecta?

7 | ¢Que observaciones se deben hacer en el campo?

8 | ¢Cuél es el objetivo de esta practica?

9 | ¢(Qué material se necesita para realizar una colecta?

10 | ¢(Como se detectan los problemas fitopatol6gicos?

11 | ;De qué dependen las partes vegetales que es necesario colectar?

12 | ¢Qué se debe colectar en un cultivo anual?

13 | {Qué se debe colectar en un cultivo perenne?

14 | ¢Qué se debe hacer si el tejido es carnoso?

15 | ¢Qué se debe hacer si la planta presenta nodulaciones en la raiz?

16 | ¢Qué se debe anotar en la libreta de campo con respecto al material colectado?

17 | ¢Qué usos se le puede dar al material colectado?

18 | ¢Qué se debe hacer si el material colectado se va a utilizar para realizar
aislamientos?

19 | ¢Qué se debe hacer si el material colectado se destinara al herbario fitopatoldgico?

20 | ¢Qué es una solucidn fijadora?




Anexo 5. Datos generales para la libreta de campo

1. Datos generales
Muestra No.

Localidad

Fecha

Cultivo (hospedero)

2. Apariencia general del cultivo
Marchitez

Amarillamiento

Areas muertas

Manchas foliares

3. Partes atacadas de las plantas
Raiz

Hojas

Frutos

4. Distribucion de la enfermedad
Plantas aisladas

Areas grandes

Bandas o franjas

Variedad

Edad del cultivo
Cultivos anteriores
Predio

Tizones

Desarrollo anormal
Otros

Brotes o tallos
Flores

Manchones o grupos de plantas
Areas pequefas
Bordes de cultivo

5. Condiciones prevalecientes durante la aparicion de los primeros sintomas y el

desarrollo de la enfermedad
Precipitacion

Vientos

Granizo

6. Labores culturales
Frecuencia de riego

Incorporacion de materia orgénica
Podas

Humedad relativa
Heladas
Otros

Fertilizaciones
Aclareos
Otros

7. Quimicos aplicados al cultivo (concentraciones y dosis)

Fertilizantes

Herbicidas

Defoliantes

8. Caracteristicas del suelo
Drenaje

pH

Fungicidas
Insecticidas
Otros

Textura
Otros

9. Posibles deficiencias 0 excesos nutricionales

Zn
K
P

Mn N
Mg Bo
Otros
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Anexo 6. Tipo de semillas
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usualmente se
encuentra en las
coniferas.

los cotiledones.

Segun sus . . Segun su Segun su base Segun et tipo de | Segun su contenido ele Hibridas
; Segun su base agricola contenido de oy S
cotiledones botanica germinacion reserva
humedad
Segun Stone y Gifford | Basado en Cedefio (2015) Basado en Cedefio | Segin Stone y | Tomado de | Seglin Stone y Gifford
(1997) (2015) Gifford (1997) Raffaele (1999) (1997)
Monocotiedoneas Semilla verdadera Recalcitrantes Semilla desnuda | Hipdgena Perispermadas Combinacion  de
La semilla contiene | Semillas que se originan de | No soportan | No se requiere de | Los cotiledones se | Tienen un tejido nuclear | dos semillas puras
solamente un | una flor, una vez fertilizada y | contenidos bajos de | un fruto o unaflor, | mantienen  bajo | llamado perisperma que | de distintas
cotiledon. madura es considerada como | humedad. este  tipo  de | sueloylaplimula | funciona como una | especies. Mejoran
verdadera. semillas es llevada sobre | reserva nutritiva la produccién de

ciertas plantas, ya

que toman
resistencias de
ambas semillas
iniciales.

Dicotiledéneas
La semilla contiene
dos cotiledones.

Semilla vegetativa

Como en el caso de la papa,
que siendo un tubérculo la
papa funciona como raiz para
el nacimiento de una nueva
planta. Otros ejemplos son la
cebolla, jengibre, entre otras.

Ortodoxas
Pueden soportar
procesos de secado
que eliminen la
humedad
disponible.

Semilla cubierta
Embriéon

fertilizado y
maduro que se
encuentra

recubierto por el
tejido seminal.

Epigea
Los cotiledones se
encuentran sobre

el suelo por
elongacién del
hipocotilo.

Oleaginosas
Predominan los lipidos en
su contenido de reserva.

Endospermadas

Las reservas se acumulan
en el endospermo debido
a la doble fecundacion

Exendospermadas

las sustancias de reserva
se acumulan en los
cotiledones

Fuente: (Leon, 2017)



Anexo 7. Abundancia Absoluta de las especies arboreas segun su clasificacion

70

Familia Especie Nombre comin Abundancia Clasificacion
absoluta
Euphorbiaceae Alchornea glandulosa Niguas 16 E
Euphorbiaceae Alchornea triplinervea Tumbil 1 MR
Salicaceae Casearia sylvestris sw. Willa 3 MR
Urticaceae Cecropia aderiopus Guarumo 6 R
Euphorbiaceae Croton draconoides Sangre de drago 1 MR
Fabaceae Erythrina caffra Porotillo 8 R
Arecaceae Euterpe edulis Palma 3 MR
Moraceae Ficus Higueron 14 R
Moraceae Ficus crocata Uabolén 17 E
Myristicaceae Ficus obtusiuscula Quitasol 11 R
Moraceae Ficus schippii standl Locma de monte 2 MR
Meliaceae Guarea Sp. Manzano 10 R
Euphorbiaceae Hevea brasiliensis Caucho 3 MR
Chrysobalanaceae Hirtella triandra sw. Insilillo 2 MR
Fabaceae Inga edulis Uavillo 17 E
Chrysobalanaceae Licania sp. Samil colorado 2 MR
Moraceae Maclura tintoria El moras 3 MR
Melastomataceae Miconia Aguacatillo 6 R
Moraceae Perebea sp. Colca 7 R
Arecaceae Phytelephas macrocarpa | Tagua 2 MR
Total general 134

Fuente: (Pilatasig, 2017)

Anexo 8. Manejo de los residuos bioldgicos peligrosos

En las practicas 2, 3, 4 y 5, cuando los aislamientos de microorganismos (bacterias, hongos y

nematodos) se desechan, se convierten en residuos bioldgicos peligrosos. Por lo tanto, es muy

importante darle el manejo adecuado que contrarreste su peligrosidad. Todos los recipientes

que contengan estos cultivos (principalmente cajas de PETRI), deberan envolverse en papel

periodico en paquetes de tres cajas cada uno. Una vez envueltos se esterilizaran en autoclave

para destruir el indculo patégeno. EI medio de cultivo sobrante y las cajas de Petri desechables

deberén ponerse en bolsas especiales para incinerarse en el horno de veterinaria. Asi mismo,

los restos que contengan nematodos deberan seguir el mismo procedimiento.



Anexo 9. Frutos infectados por hongos
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Foto 1. Moho verde (Penicillium
digitatum) en naranja.

Foto 2. Moho azul (Penicillium italicum)
y moho verde (P. digitatum) en limones.

Foto 5. Podredumbre morena (Monilinia
fructicola) en duraznos.

Foto 6. Podredumbre morena (Monilinia fructicola)
en ciruelas.

Foto 7. Podredumbre gris (Botrytis cinerea) en uva de
mesa.

Foto 8. Podredumbre 4cida en racimo
de uva de mesa.

Foto 10. Podredumbre por Alternaria (Alternaria
alternata) en baya de uva de mesa

Foto 9. Podredumbre acida en baya
de uva de mesa

Foto 17. Podredumbre por Alternaria en ardndano.
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|
Foto 3. Moho azul (Penicillium expansum) en peras.

Foto 4. Podredumbre gris (Botrytis cinerea) en peras.

Anexo 10. Camaras humedas con muestras vegetales

En caja de icopor

En bolsa plastica

Fuente: (Estrada & Ramirez, 2019)

Anexo 11. Aislamiento de hongos de sintomas de muestras de tejido vegetal

incubacion

Camara himeda después del periodo de | Cortes de porciones de tejido vegetal para la

siembra
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Tejido vegetal en hipoclorito de sodio al 0,25

Tejido vegetal en agua destilada esteril por 1
minuto

Secado del tejido vegetal

Siembra directa de tejido vegetal con

sintomas

Finalizacion de la siembra de tejido vegetal
con sintomas

Crecimiento de colonias despues del periodo
de incubacion

Purificacion del crecimiento del hongo

Fuente: (Estrada & Ramirez, 2019)
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Anexo 12. Aislamiento de hongos de signos de muestras de tejido vegetal

Tejido vegetal con signos

Siembra del hongo en medio de cultivo Crecimiento del hongo despues del periodo de

incubacion

Fuente: (Estrada & Ramirez, 2019)



