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RESUMEN

La presente investigacion se realizé mediante ¢ésrde aislamiento en laboratorio y
la observacién posterior del hongo en el microscdpnocular CX31, para poder
diferenciar sus partes para luego ratificarlo carbibliografia existente. Entre los
aspectos fundamentales de esta investigacion edmeterminacion del hongo
fitopatbgeno de mayor impacto en la produccién denadilla que resulto ser
Colletotrichum gloeosporioide$a cual se determino gracias a la revision yudism
bibliogréafica, logrando identificar asi los signpsintomas del hongo en campo, la
técnica empleada fue la observacion directa comgata con la fuente citada,
permitiendo con esto realizar la caracterizacionm@ero y micro estructuras como:
talo, micelio, conididbgeno y acervulosporas, diedo a obtener fotografias digitales,
las mismas que con ayuda de claves taxondmicasert@s se logro ratificar la
presencia del agente causal qu€ebetotrichum gloeosporioidesse pudo describir
su ciclo de vida en condiciones controladas reatiada siembra y el aislamiento del
patégeno en cajas Petri en un medio de cultivo pamkextrosa — agar, con la
duracién de cuatro dias a una temperatura de E39@oducto de esta investigacion
ha sido consolidado en una guia didactica de laactisticas morfologicas del

hongo para difundir los resultados obtenidos.
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ABSTRACT

This research was performed by laboratory isolatiechniques and subsequent
observation of the fungus in the trinocular micayse CX31, in order to differentiate
parts and then ratify them with the existing liteara. Among the fundamental aspects
of this research are: determining the phytopathiegengus of greatest impact on the
production passion fruit that i€olletotrichum gloeosporioideswhich it was
determined by the literature review and discusstbns managing to identify the
signs and symptoms of the fungus in the field teehmique used was direct
observation compared with quated source, allowangetrform the characterization of
macro and micro structures as: talo, mycelium, diogeno and acervulosporas,
obtaining digital pictures, which by using existitexonomic keys, the researcher
ratify the presence of the causative agent th&oetotrichum gloeosporioidests
life cycle under controlled conditions making sogvend isolation of the pathogen in
Petri dishes in a growth medium of potato - dexdroagar, with a length of four days
at 23 ° C of temperature. The product of this rese&as been consolidated into a
tutorial of the morphological characteristics of flangus to spread the results.

viii



INDICE

F O 0] =7 ii
AVAL DEL DIRECTOR DE TESIS .....ooiiiiiiitiiiiiieee e iii
AVAL DE LOS MIEMBROS DEL TRIBUNAL .....cooiiiiiiii e iv..
DEDICATORIA e e e e e e e e e e e e e e e aea e e s e s s s e e s e e e e e e e e e e e e eeas Y
AGRADECIMIENTO ..ttt ettt ettt e e e e e e e bt mm s e e e e e e eeneens Vi
RESUMEN ..ottt ettt e e e e e e e e e e e e e e e eeeeas vii
A B S T R A T ettt e e e et et et e e e e e e e ne et e b e e e e aeereaaaas viii
INDICE ...ttt ettt et et e et et e s e e et e et eneeans e e etesteeeeesenearesteseenas iX
INTRODUCCION ......ooviiiieieeeteeteeteee e ene et eneeveeteese e s seeeaeaseesenseneereenens Xiv
N0 (107X [0 ] RO XV
OBUJETIVOS ...ttt et ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt teeeeeaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaeaas XVi
(CT=T LT - | PP PP PPPPPPPP XVi
PREGUNTAS DIRECTRICES .....coiiiiiiiiiiiiiiitmi et XVii
(07X = 1 U 11 2 PR 1
1. FUNDAMENTO TEORICO .....cooiviiiieeee ettt ettt aeaneae s ane e, 1
1.1. GRANADILLA (Passiflora NQUIAIQ ...........ueeueeumueeiiiiieeeeeee e 1
1.1.1. Origen y Distribucion GeOgrafiCa.....cccceeeveeeeeeeiiiiiiiiiiiiee e eeecieee e 1
1.1.2. CaracteristiCas BOTANICAS .......... oo eeeeiiriiieeiiiiiiie st e s 1
1.1.3. DescripCion de 18 Plantal............ oo 2
O = (o] [0 1 1 T R PP PP PPTPPPP PRI 3

1.2. ENFERMEDADES DEL CULTIVO DE GRANADILLA PRassiflora ligularig

CAUSADAS POR HONGOS. ... .coiiiiiiiieiiie e ettt sttt ettt eeneesseeeees 3
1.2.1. AntracnosisGolletotrichum gloeosporioid@s..........cevveevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 3
1.2.2. SecaderdFusarium SOIANI).........uuuuuiruriiiiiiiii e 4
1.2.3. Ojo de pollo 0 PhOMENOMOPSIS SP-)....uvvrrrrriieeeeiiiiiiiiiiiee e e e e e ssmnreee e 4
1.2.4. MohO grigBOtrytiS CINEIEA).......uuuvurerirriiiiiiieiiiaaii s naeesbeeabreeenrenneennneannes 5

1.3. LAANTRACNOSIS ...ttt ettt e e e e e e ea e e e eeenaa s 6
1.3.1.  Generalidades..........ccooiiiiiiiiiiii s 6
1.3.2. Hongos del géne@olletotriChUML.............uvvviiiiiiii s 6



1.3.3. Caracteristicas morfologicas@elletotrichum............ccccooveeiiiiiiiiiiiie, 9

1.4. CLASIFICACION DE LOS HONGOS FITOPATOGENOS..........cccoveeeveveeerenne 10
I o T T [0 TS 1Y = o (= S 10
1.4.2. HONQOS SUPEIIOIES ..o oo, 12

1.5. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE HONGOS.......cceoveveeeercveeeennas 18
1.5.1. TIPOS AE tAl0OS .....cci e reesrrreranarrne 18
1.5.2. IMCEIIO ... et e e 20
15,3 HITBS i 20
1.5.4. CONIAIO . ...eeeiiiiiieeee ettt ettt e e et e e e ee e e e e e e e e 21
1.5.5. CONIIOTONO ...ttt 21

(07N = 1 U 1 1 | OO 23
2. DISENO DE LA INVESTIGACION ......cooovotiemmeeeeeteeeeieeeeteeeseesseessee s eeaeeenns 23

2.1 MATERIALES ...t a e e e e e 23
2.1.1. INSHIUCIONAIES .....eeiiiiieiiiit e et e e e e 23
2.1.2. RECUISOS HUMEBNOS........uueiiiie s sttt 23
2.1.3. Materiales de OfiCING..........couiiiiiiiii e 24
2.1.4. MaterialesS de CAMPO .....uuuiiiiiii et 24
2.1.5. MAterialeS 08 @S0 ........uuuiiiiiiiecee i 24
2.1.6. REACHVOS U8 @S0 .....cccuureie s oottt e ettt e et e e e e s s e e s asreeee s 24
2.1.7. Materiales de [aDOratorio ...........ooccceuuriiiiiieee e 25
2.1.8. Reactivos de [aboratorio............ceceeeiiiiiiiiiiiiiiicceee e 25
N e TR o U] oL 1= PP 26

2.2. DISENO METODOLOGICO .......cooiieecieceeeeeeeeeeeeee et ennnnnes 27
2.2.1. Tipo de investigacion desCriptiVa.....ccccccvvvieeiieeiiiieiieeiiieivieeeveeeeeeee e 27

2.3. METODOS Y TECNICAS ......oeieeeeee et cteeeete et ee et ee ettt te e s eaennneeane s 27
2.3.1. MEtOdO @NAITICO ....cciuviiiieiiiieemme s 27
PR B I =Tol oo 1 TP PUPPPT 28
2.3.2.1. ODSEIVACION .....evviiiiiiiiiee e ettt e et e e e e e s e e e s ees 28
2.3.2.0. FICNAJE et 28

2.4, METODOLOGIA ..ottt semr ettt ate e tenentn s aseene e, 29
2.4.1. Recoleccion de la muestra €N CaMPO e eeeeeeeeeeieeeiiieiiieeeeeeeeeeeeensieseennss 29
2.4.2. Tratamiento de las muestras en 1aboratorio..........cceevvveiiiriiiiieeeeeeee e 29



2.4.3. Preparacion del medio de CUILIVO .....ccccueeiviiieiiieiiieeeeeeeeeeeeeeev e 29

244, SIBMDIA ...ttt e et e e e e e e e 30
A ST V1 1)V o I o [=1 I oo oo To TSR 31
2.4.6. 1deNTIfICACION .....eiiiiiiiiiie e 31
2.4.7. AISIAMIENTO ....uiiiiiiiiie et rrree et e e e e e e e 31
2.4.8. Caracterizacion MorfolOgiCa..........ccceeevieiiiiii e, 32
2.4.9. Elaboracion de una guia didactica de lactaniaacion morfolégica del ............ 32
(07N 1 U | 1 | OO 33
3. RESULTADOS Y DISCUSION ......ocveiiieeeeetieeee ettt enannane e 33
3.1. DETERMINACION DEL HONGO FITOPATOGENO DE MAYOR
IMPORTANCIA EN LA L.ttt e ettt e e e e e ee b bmma e e e e 33
3.2. Identificacion de signos y sintomas del hoAigtvacnosis Colletotrichum............. 35
3.3. Caracterizacion de macro y microestructurapaégeno............ccccoccvvveeeriineneen 36
3.4. Descripcién del ciclo de vida del patbgene@mndiciones de laboratorio ................. 41
3.5. Elaboracion de una guia didactica de la teniaacion morfologica del .................. 43
CONCLUSIONES ...ttt ettt e e e e ettt e e e e e e e e eeees bbb aeeaaaeeees 44
RECOMENDACIONES ......coiiiiiiiiieiitiiiiei it s e e banbenne 45
GLOSARIO et e ettt e e et 46
BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt te et neae s aseste et e aenaeseanes 51
AN X O S e ettt e e e e ae b aaaeeaae 53
ANEXO 1. FOTOGRAFIAS DE LA RECOLECCION DE MUESTRAS......c.cccoveveennna. 54
ANEXO 2. FOTOGRAFIAS DE MATERIALES Y EQUIPOS UTILIZDOS.................... 56
ANEXO 3. FOTOGRAFIAS DE LA PRACTICA ......ootmeeeeeeeeteeeeee e 60
ANEXO 4. FOTOGRAFIAS DEL PROCESO DE OBTENCION DE........ccccccoveveuenenne. 63
ANEXO 5. COSTOS ..ttt sttt ettt e e e e e e et e bt e e e e e e et e temnnasba e e e aaeeeennens 67
ANEXO 6. GUIA DIDACTICA DE LA CARACTERIZACION .....c.cccoeoveveeiieceeieeeeeee 69
GUIA DIDACTICA DE LA CARACTERIZACION ......coooviemeeeeeeeeeeeeeeee e 70
Tabla 3. Preparaciéon del medio de cultivo, papa - destr@gar (PDA), ................ 74
Tabla 5. Identificacion y AiSIamMIENtO..........c..coei e e e eeeiiiiiieecee e 76

Xi



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Descripcion de la planta de Granadasiflora ligularis)............ccccceeeo..... 2

Tabla 2. Clasificacion TaXONOMUCA. . .. .ce et 3

Tabla 3. Identificacion de signos y sintomas delgmoAntracnosisolletotrichum
gloeosporioidesen el cultivo de Granadilld@ssiflora ligularig...........cccccceeeenennn. 35

Tabla 4. Caracterizacion de Macro y Microestrudutel Patogeno ............cc..eee.... 36

Tabla 5. Descripcién del ciclo de vida del patdgen@ondiciones de laboratorio .. 41

INDICE DE IMAGENES

IMAGEN 1. Talo deColletotrichum gloeosporioides............ccccovvvvveeiiiiviiiiieneeennn. 37
IMAGEN 2. Micelio deColletotrichum gloeosporioides...........ccccceeeviiiiieeeeennnnnn. 38
IMAGEN 3. Acervulosporas d€olletotrichum gloeosporioides................cc........ 39
IMAGEN 4. Reproduccién d€olletotrichum gloeosporioides.............ccccceeeeeiennn. 40

Xii



INDICE DE ANEXOS

ANEXO 1. FOTOGRAFIAS DE LA RECOLECCION DE MUESTRAS............ 54
ANEXO 2. FOTOGRAFIAS DE MATERIALES Y EQUIPOS UTILIZDOS........ 56
ANEXO 3. FOTOGRAFIAS DE LA PRACTICA ......coooeeeeeee e 60
ANEXO 4. FOTOGRAFIAS DEL PROCESO DE OBTENCION DE
(Colletotrichum gloeosporioid@&EN LABORATORIO .......ccovvvvvvvviiiiii s 63
ANEXO 5. COSTOS ..ottt va et esaeesesasaavesaestesensessnsenssesees 67

ANEXO 6. GUIA DIDACTICA DE LA CARACTERIZACION MORFQ.OGICA
DE (Colletotrichum gloeosporioidgsEN EL CULTIVO DE GRANADILLA
(PasSIflora lIQUIAI ........vueeeeiiie e 69.

Xiii



Xiii



INTRODUCCION

El potencial de expansion y crecimiento del cultde granadilla se ve seriamente
amenazado debido a la presencia de problemas ritasas, especialmente
enfermedades fungosas, y particularmente la entEdelocalmente llamada

antracnosis provocada por el hor@alletotrichum gloeosporioides

Esta enfermedad es la causante de la pérdida gernagpales areas sembradas en la
parroquia Gonzalo Diaz de Pineda de la provincil@ao. Lo que ha obligado a que
este cultivo sea considerado como un cultivo quperdiendo su rentabilidad, pues
las areas que son invadidas por este patdgeno debabandonadas o sembrarse con
otros cultivos no tan susceptibles o simplementndbnarse. Después de cierto

tiempo (no establecido aun) son sembradas nuevaroenteste cultivo.

En el presente trabajo se presentan los resultalbdiagndstico en campo de la
principal enfermedad que ataca al cultivo, idecdifido sus signos y sintomas,
obteniendo en laboratorio bajo condiciones contladasu ciclo de vida, para
posteriormente caracterizarlo morfolégicamente tificar sus estructuras con

bibliografia existente.

Con toda la informacion recolectada se pretendeudarsolucion al agricultor para

mejorar su rentabilidad en cultivo sintetizandalauea guia didactica.
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JUSTIFICACION

Los hongos fitopatdgenos que mas afectan a la monal cultivo de interés
econdmico granadilla P@ssiflora ligularig, ante esta probleméatica, surge la
necesidad de identificar el agente causal de larmidad y evaluar medidas
alternativas en un laboratorio de microbiologiaap@ntribuir con el agricultor a que
se informe o conozca este tipo de enfermedadesligoenuye su produccion y asi
pueda minimizar el uso inadecuado de sustanciasicas que contaminan el medio
ambiente y permitir prevenir las infecciones engdimtas con el fin de reducir las
pérdidas, elevar los rendimientos y no puedan tpnablemas de resistencia que

pueden generar los hongos fitopatégenos.

Por lo tanto se plantea la blusqueda de una alieareftciente en el laboratorio a las
gue actualmente se usa para contribuir con el @tgpicen una solucion de la
problematica causada por hongos fitopatégenos fastaa al cultivo de granadilla

(Passiflora ligularig.
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OBJETIVOS

General

e Caracterizar morfologicamente el hongo fitopatogemee causa mayor
impacto en la produccion en el cultivo de Granadf®assiflora ligularig,
Sector Gonzalo Diaz de Pineda — Napo 2014.

Especificos

» Determinar el hongo fitopatogeno de mayor impactolae produccion del

cultivo de GranadillaRassiflora ligularig.

» ldentificar signos y sintomas del hongo de mayopaoio de Granadilla

(Passiflora ligularig en campo.

» Caracterizar macro y microestructuras del patdgeno

» Describir el ciclo de vida del patdgeno en condiemde laboratorio

» Elaborar una guia didactica de la caracterizaciénfotdgica del hongo en

estudio.
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PREGUNTAS DIRECTRICES

¢, Se reconocera signos y sintomas del hongo fitggadd del cultivo de

Granadilla Passiflora ligularig en base a la observacion realizada?

¢Cudl es el hongo fitopatbgeno que afecta a la a@ikan (Passiflora

ligularis) en el sector de Gonzalo Diaz de Pineda?

¢, Determinar cuales son las caracteristicas deldiiiogatogeno encontrado?

XVii



CAPITULO |

1. FUNDAMENTO TEORICO

1.1. GRANADILLA (Passifloraligularis)

1.1.1. Origen y Distribucion Geogréfica

La Granadilla es una planta pasifloraceginaria de las montafias de los
Andes entre Bolivia y Venezuela. Se cultiva desbenaste de Argentina hasta
México y en montafias tropicales de Africa y Ausaraén climas entre 15°y 18° C
de temperatura, 600 a 1000 mm de precipitacion|anwdtitud de 1700 a 2600
m.s.n.m. (PADILLA, 2007)

Al comienzo del Siglo XVI, los misioneroatolicos romanos, a su llegada al
nuevo mundo, encontraron a la planta de la grdaagliservaron que la flor de la
granadilla aparecia como una clara representac@nladpasion de Cristo, la
denominacion al Género como Passiflora, la misneacpmprende alrededor de 500

especies nativas de América, Asia, Australia yriesia. (YANA, 2009)

1.1.2. Caracteristicas Botanicas

La granadilla se caracteriza por ser (fanta trepadora, con raices
fasciculadas poco profundas de produccion rapidargnte todo el afo, la planta de

granadilla con la ayuda de un tutor o soporte pwedeer cada afio de 5 a 7 m del



nivel del suelo, tiene una vida productiva de uonpedio de 7 afios. (GONZALES,
2006)

1.1.3. Descripcion de la Planta

Tabla 1. Descripcion de la planta de GranadilldPasiflora ligularis)

ORGANO DESCRIPCION

Raiz: La raiz es fibrosa, fasciculada y poco profundaaia primaria
es de escaso crecimiento y se desarrolla en logeprs 50 cn

del suelo.

Tallo: La granadilla posee un tallo herbaceo, y lefios@abacbase
cilindrico, estriado, y voluble, que le da sopatéa planta,

cumple con la funcién de almacenar agua.

Hojas: Las hojas son grandes, de 8-20 cm, de largo y pde
ancho, gruesas, acorazonadas y de color verdesmtborde
liso, entero, alternos y con nervaduras bien proiaglias por e

enveés.

Flores: Son de color violeta, y miden entre 7-10 cm, demeido
visualmente, vienen dos en un nudo y estan sostemdr un

pedunculo axilar de 4 cm.

Fruto: Es una baya de cubierta dura, de forma casi eafayiee mide

entre 7-8 cm, de diametro. El color cambia de verdenarillo

O

intenso segun el grado de madurez, esta compuestel|

epicarpio, mesocarpio, endocarpio y las semillas.
Fuente: (GONZALES, 2006)




1.1.4. Taxonomia

Tabla 2. Clasificacion Taxon6mica

Reino: Vegetal
Subreino: Espermatophyta
Division: Angiosperma
Clase: Dicotiladonea
Subclase: Archiclamydae
Orden: Parietales
Sub-orden: Flacaurtineas
Familia: Passifloraceae
Género: Passiflora
Especie: Pasiflora ligularis

Fuente: (GONZALES, 2006)

1.2. ENFERMEDADES DEL CULTIVO DE GRANADILLA ( Passiflora
ligularis) CAUSADAS POR HONGOS.

1.2.1. Antracnosis Colletotrichum gloeosporioides)

Sintomas:Afecta hojas, tallos y frutos de la granadilla. Fesenta como
manchas necraoticas irregulares, principalmente krgo de las nervaduras; estas
lesiones son oscuras y generalmente avanzan Hapecielo. En tejidos carnosos
como tallos y frutos, la antracnosis causa lesiomesilares y hundidas que se
conocen como chancros; en el centro de esas lsssenforman los fructificaciones
del patdgeno que son pequeiios puntos de coloraasdohon. Con el tiempo, los
chancros del tallo se transforman en lesiones malixs que toman aspecto
corchoso. (PEREDES, 2001)

Diseminacionias esporas son diseminadas por el viento e irsecto
SobrevivenciaPersiste asociado a tejidos enfermos aparenterakestado de

micelio o de conidios.



Control: Realizar podas de saneamiento, destruccién dedias, htallos y frutos
contaminados, uso de materiales con resistencig&tigan Realizar aspersiones
foliares de fungicidas a base de cobre. (PEREDES])2

1.2.2. SecaderaFusarium solani)

Sintomas:Cuando esta enfermedad ataca desde la etapa diéesemas

plantulas presentan amarillamiento, crecimienticggfte y finalmente la muerte.

En plantas adultas es evidente el marchitamietdaalorosis gradual de las hojas que
se manifiesta en forma ascendente; posteriormesi@&s hojas y el tallo se van
secando hasta producir la muerte de la planta. deuasto sucede, se pueden
observar puntos de color rojo o naranja en la bdaktallo, los cuales corresponden a
las estructuras reproductivas del hongo, éstossperdan con ayuda del viento, el
agua o permanecen en el suelo. Asimismo, las glaféztadas con “secadera” no se
recuperan. (TAMAYO, 1999)

DiseminacionPor el viento, insectos nematodos, o por el hondiespre y

cuando haya una herida para poder ingresar.
SobrevivenciaPresentes en restos de tejidos enfermos y enlel sue
Control: Respetar las distancias de siembra y revisar eanaf@emanal el

cultivo, desinfectar las herramientas y utilizariedades resistentes. (TAMAYO,
1999)

1.2.3. Ojo de pollo o Phom#&Phomopsis sp.)

Sintomas:Esta enfermedad se presenta en el follaje en falenananchas

circulares de color marron, concéntricas con etroemas claro y un amplio halo



amarillo, caracteristicas que le dan el nombreenfarmedad; puede atacar también
tallos y frutos, especialmente cuando el tejidbegao. (TAMAYO, 1999)
Diseminacion:Por el viento, las salpicaduras de las gotas weallo por

factores indirectos como las labores culturales.

SobrevivenciaSobrevive en residuos de tejidos enfermos que asgemga

humedos.

Control: Eliminar la maleza. Control quimico mediante asjoeres foliares
de fungicidas a base de cobre. (TAMAYO, 1999)

1.2.4. Moho gris(Botrytis cinerea)

Sintomas:Crece rapidamente y produce gran cantidad de imicgls y
esporas sobre las lesiones, por lo cual la enfacthéama ese nombre. En flores y
frutos tiernos ocasiona pudricion cubriendo laguetiiras con el moho gris. El

exceso de sombra favorece el desarrollo de estaneedlad. (ICA, 2011)

Diseminacion: Facilmente por el viento.

Sobrevivencia: Puede sobrevivir en el suelo en forma de estrastute
resistencia llamadas esclerocios, o por el micedio tejido vegetal en

descomposicion.

Control: Aplicacién de fungicidas apropiados, de acuerdo leoorientacion
de un ingeniero agronomo Yy respetando los periddosarencia necesarios para no
contaminar la fruta. (ICA, 2011)



1.3. LA ANTRACNOSIS

1.3.1. Generalidades

La antracnosis es un sintoma de enfdachéle las plantas de zonas calurosas
y himedas, causada por un hongo que puede sealpeaste elColletotrichumo el
Gloeosporium(CIAT, 2004)

Entre los sintomas se encuentran meashas hundidas de diversos colores
en las hojas, tallos, frutos o flores, que muclexes derivan en el marchitamiento y
muerte de los tejidos. Puede llegar a infectaragaplantas desde arboles hasta
hierbas. (CIAT, 2004)

Es controlada mediante la destrucciénlab tejidos vegetales afectados,
usando semillas que aun no tienen el padecimienueo son resistentes a este,
aplicando fungicidas y/o confrontando a los insectoparasitos que diseminan el

hongo de la antracnosis de una planta a otra. (C2804)

1.3.2. Hongos del génerGolletotrichum

1.3.2.1. Generalidades del patdgeno

El génerQolletotrichumpresenta un niamero diverso de especies que incluye
los patégenos y los saprofitos. Las especies @egésiero son consideradas como las
mas exitosas dentro de los hongos patdgenos dephaise presentan tanto en zonas
templadas como tropicales. Este patdogeno puedé¢aafg@n parte de los tejidos,
organos de la planta en desarrollo, y frutos. Siacdad para causar infecciones
latentes o quiescentes lo ubican dentro de losgpats de post cosechas mas
importantes. (CONTRERAS, 2006)



Las enfermedades causadas por hatejagnerdColletotrichumhan sido
encontradas en casi todos los paises del mundsjoneado dafios en muchas

especies de frutales y especies vegetales. (CONARERI06)

Las setas presentes 0 ausenteginamas irregularmente desde el
pseudoparénquima, mas o menos fuertes, no ranmaficazbn un apice agudo u
obtuso, suaves y con una pared gruesa septaday@moslcasos. (CONTRERAS,
2006)

Los conidiéforos septados, ranaifigs sobre la base de color castafio claro
o hialino, formados de la parte superior de lasilaél del pseudoparénquima son
simples, cortos, erectos. Los conidios también k@atinas, aceptadas en forma
cilindrica, fusiforme, de una sola célula, que dtgda germinacion se torna de color
castafio palido, se septan y forman el apresorionehudo las esporas son tan
numerosas que pueden formar masas brillantes de oméado. (CONTRERAS,
2006)

Las formas de Colletotrichum tienen diferentes modelos de
comportamiento en la naturaleza, variando de séprad cepas parasiticas
especializadas con un estrecho rango de hospedesonidios son producidos en
masas mucilaginosos, a menudo rosadas, bastarsgiaees y tipicamente hundidas,
con un contorno irregular en las lesiones necrst{denominadas antracnosis) sobre
frutos hojas y tejidos. (CONTRERAS, 2006)

Algunas lesiones sobre frutos en wlela llegan a presentarse en relieve;
como chancros, costras, cicatrices, o con formaeimiga en apariencia. (CIAT,
2004)

Algunas especies causan infecciolagsntes sobre los frutos, que se
desarrollan en lesiones de antracnosis durantaska de maduracion. Pero algunas
lesiones surgen sin la presencia de un estadddat@rando la infeccién toma lugar a



través de una herida en el tejido del hospedemekpecies generalmente sobreviven
por largos periodos de tiempo sobre los desechyetales o sobre o dentro del suelo.
El género patbgeno mas comun en los tropico€a@ketotrichum gloeosporioides
(CIAT, 2004)

1.3.2.2. Taxonomia del géner@Golletotrichum

La identificacion correcta de un arigano permite conocer los patrones de

comportamiento de la especie o del grupo taxonaniPATA, 2008)

Estado anamorfo

Reino................. Fungi
Subdivision......... Deuteromycotina
Clase...........c.... Deuteromycetes
Orden................. Melanconiales
Geénero................ Colletotrichum

Reino................. Fungi
Subdivision......... Acomycotina
Clase................ Pyrenomycetos
Orden................. Sphaeriales
Geénero................. Glomerella



Colletotrichumpresenta acérvulos en forma de disco o almohadgiasos,
subepidermales, tipicamente color salmén, setad barde del acérvulo y entre los
conidiéforos, conidias hialinas, unicelulares, oles u oblongas. (JAVERIANA,
2002)

La taxonomia d€olletotrichum es confusa, hay cerca de 900 especies
descritas o asignadasGolletotrichum.La identificacion ha sido estudiada por sus
caracteristicas morfolégicas, culturales, espe@ats caracteristicas conidiales,
presencia de setas, esclerocios y forma de los@puws. Las conidias pueden ser
cilindricas o elipticas. Los métodos tradicionates han sido satisfactorios para
diferenciar entre especies Gelletotrichum (JAVERIANA, 2002)

1.3.2.3. Caracteristicas biologicas del géne€plletotrichum.

Colletotrichum se encuentra en la naturaleza en su estado agexfese
conidial), produce unas estructuras en forma dmdon un diametro de 300 micras,
en forma subepidermal en la lesion llamados acésyutstos cuerpos presentan
varias espinas o setas con cuatro a nueve micrdsuehetro y menos de 100 micras
de longitud, los cuales estan ubicados al bordentce da masa de conidioforos
simples y alargados. (JAVERIANA, 2002)

1.3.3. Caracteristicas morfolégicas d€olletotrichum

Acérvulos de forma tendencial discoidal, formadesedtromas miceliales,
que al inicio son subepidermicos errumpentes, ptositipicamente de largas setas
marrones o negras, rigidas uni o pluricelular. tosidiogenos son simples, por lo
general son filiformes y cortos, dispuestos enzpdh, produciendo acervulosporas

acrdgenas, de tipo unicelular, hialinas en algwasiones de color rosa, cuando



estan agrupadas, rectas, ovoidales o0 elongadghiynadas en una masa viscosa.
(FALCONI, 2002)

1.4. CLASIFICACION DE LOS HONGOS FITOPATOGENOS

Los hongos que producen enfermedades epldadas constituyen un grupo
diverso y, debido a su abundancia y diversidad,i &po se presentaran una

clasificacion superficial de algunos de los généitopatdgenos mas importantes.

1.4.1. Hongos Inferiores

Clase: MYXOMYCETES (mohos mucilaginosos). Carecen de micelio. Su

forma es un plasmodio amorfo y desnudo.

e Orden: Physarales. Forman un plasmodio saprofito que yseduerpos
fructiferos costrosos que contienen esporas. Pevdzmosporas.

* Género: fuligo, mucilago y physarum producen mohos muaiagps en
plantas de poca altura.

e Orden: Plasmodiophorales. Los plasmodios se forman antetfior de las
células de las raices y tallos de las plantas.uéedzoosporas.

» Géneros:Plasmodiophora. P. brassicae produce la hernasd&uciferas.

* Polymyxa. P. graminis parasita al trigo y a otreseales.

* Spongoporas. S. subterranea produce la sarna oiteode los tubérculos de
papa.

» Urophlyctis. U. alfalfae produce la verruga dedaona de la alfalfa.

Clase: PHYCOMYCETES (hongos algaceos); hongos inferiores verdaderos.

e Subclase: CHYTRIDIOMYCETES.- Tiene un micelio redondeado o

alargado que carece de septos.
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Orden: Chytridiales. Tienen pared celular pero carecenude micelio
verdadero; la mayoria de ellos forman un rizomacglproducen zoosporas.
Géneros: Olpidum. O. brassicae parasita las raices de laycde otras
plantas.

Physoderma. P. maydis produce la mancha pardaaiel m

Synchytrium. S. endobioticum produce la verrugéadeapa.

Urophlyctis. U. alfalfae produce la verruga dedaona de la alfalfa.
Subclase: OOMYCETES (mohos acuaticos, royas blancas y mildius).
Tienen un micelio alargado. Producen zoosporas aosporangios. Las
oosporas se forman por la fusion de gametos mgjiftdtente distintos.
Orden: Saprolegniales. Tienen un micelio bien desamlolld.as zoosporas se
forman en largos zoosporangios cilindricos quenseentran fijos al micelio,
forman oosporas.

Género: Aphanomyces ocasion la pudricion de la raiz desVaortalizas.
Orden: Peronosporales. Los esporangios (por lo comunspoangios) se
forman en las puntas de las hifas y quedan lilfi@snan oosporas.

Familia: Pythiaceae.

Géneros: Pythium produce el ahogamiento de las plantuladripiones de
semillas y raices y el tizén algodonoso de los edsp.

Phytophthora. P. infestan produce el tizon tardidadpapa y otras especies
producen la mayoria de las pudriciones de la raiz.

Familia: Albuginaceae (royas blancas).

Género: Albugo. A. candida produce la roya blanca de tasiteras.

Familia: Peronosporaceae (mildius)

Género: Plasmopara. P. Viticola produce el mildiu de vid.

Peronospora. P. nicotianae produce el mildiu (maaho) del tabaco.

Bremia. B. lactucae produce el mildiu de la lechuga

Sclerospora. S. graminicola produce el mildiu degiaamineas.

Pseudoperonospora. P. cubensis produce el mildasdricurbitaceas.
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* Subclase: ZYGOMYCETES (Mohos del pan). Hongos terrestres. Producen
esporas asexuales no moviles en esporangios. Nwaforzoosporas. Su
espora de resistencia es una zigospora que se fmmnia fusién de un par de
gametos morfolégicamente idénticos.

* Orden: Mucorales producen zigosporas. Las esporas agsxnalmoviles se
forman en esporangios terminales.

* Géneros:Rhizopus produce la pudricién blanda de los frythsertalizas.

* Choanephora. C. cucurbitarum produce la pudriclanda de la calabaza.

1.4.2. Hongos Superiores

Clase: ASCOMYCETES (hongos de saco). Producen grupos de ocho esporas

asexuales, denominadas ascoporas, en el intetiascke

e Subclase: HEMIASCOMYCETES. Con ascas desnudas que no se forman
en ascoporas.

 Orden: Taphrinales. Las ascas se forman a partir de alakcogenas
binucleadas.

» Género: Taphrina. Produce el enrizamiento de las hojas diebzno,
abolsamiento del ciruelo, la verruga foliar dellegletc.

* Subclase: EUASCOMYCETES.Las ascas se forman en ascocarpos.

» Serie: PYRENOMYCETES (hongos periteciales). Las ascas se forman en
cuerpos fructiferos totalmente cerrados (cleistogg® en cuerpos fructiferos
que presentan una abertura (peritecios).

* Orden: Erysiphales (cenicillas). El micelio y los cleistoios se forman sobre
la superficie de la planta hospedera.

» Géneros:Erysiphe produce la cenicilla de las gramineasymitaceas, etc.

* Microsphaera; una especie produce la cenicilladial

» Podosphaera. P. leucotricha produce la cenicilland&@zano.

» Sphaerotheca. S. pafiosa produce la cenicilla dal yodel durazno.

* Unicinula. U. necator produce la cenicilla de ld.vi
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Orden: Sphaeriales. Los peritecios poseen paredes fiyroekres obscuros.
Géneros:Ceratocystis. C. ulmi produce la enfermedad dabdholandés.
Diaporthe produce el tizén de la vaina del frijalmelanosis de los citricos y
la pudricion del fruto de la berenjena.

Endothia. E. parasitica produce el tizon del castaf

Glomerella. G. cingulata produce muchas antracnps$ss pudricion amarga
del manzano.

Gnomonia produce la antracnosis o0 mancha foliaadas plantas.

Rosellinia produce las enfermedades de la raizaded y de los arboles
frutales.

Valsa produce el cancer del durazno y de otrodesbo

Xylaria produce el cancer de los arboles y la midini de la madera.

Orden: Hypocreales. Los peritecios son de colores claiopss o azules.
Géneros:Claviceps. C. purpurea produce el cornezuelo elgieno.
Gibberella ocasiona la pudricion del pie o talld deiz y de pequefios
granos.

Nectria produce el cancer del tallo y ramas déitbsles.

Serie: PSEUDOSPHAEROMYCETES (hongos ascostromaticos). Presentan
estromas en forma de peritecio que presentan asceavidades separadas o
en grandes cavidades.

Orden: Myriangiales. Con cavidades dispuestas a vario®les y que
contienen ascas individuales.

Género: ElI signo produce las antracnosis de la vid yadédmbuesa y la
sarna de los citricos.

Orden: Dothideales. Con cavidades dispuestas en unalzegad, las cuales
contienen muchas ascas. Los peritecios carecesetelpparafisas.
Géneros:Dibotryon. D. morbosum produce la nodulacion netgdas ramas
en cerezos y ciruelos.

Dothidella. D. ulei ocasiona la mancha foliar dg dmboles del caucho.
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e Gugnardia. G. bidwelli produce la pudricion negedak uvas.

* Mycosphaerella produce las manchas foliares de asuglantas.

* Orden: pleosporales. Con cavidades dispuestas en unabesp§ las cuales
contienen muchas ascas. Los peritecios presentanlqsarafisas.

» Géneros:ophiobolus. O. graminis produce la enfermedacietie trigo.

* Physalospora. P. obtusa produce la pudricion regyfa manzana.

* Venturia. V. inaequalis ocasiona la rofia de la raaaz

» Serie: DISCOMYCETES (hongos de copa). Las ascas se forman en la
superficie de apotecios carnosas en forma de copgptato.

* Orden: Helotiales. Las ascas liberan sus esporas a tcevésa perforacion
apical o circular.

* Géneros:Coccomyces. C. hiemalis produce la mancha fokhcdrezo.

* Diplocarpon. D. rosae produce la mancha negradeotas.

* Lophdermium produce el tizon de las agujas del.pino

* Monilinia. M. frucyicola produce la mancha pardalakfrutos de hueso.

* Rhytisma. R. acerium produce la mancha alquitradadas hojas del arce.

e Sclerotinia. S. sclerotiorum produce la pudricidlanbda aguanosa de las
hortalizas.

» Orden: pezizales. Las ascosporas se liberan a travésaeestructura en
forma de tapa o capsula que se localiza en la plettasca.

» Génera pseudopeziza. P. medicaginis produce la mandiza &te la alfalfa.

Clase: FUNGI IMPERPECTI O DEUTEROMYCETES (hongos asexuales).

Carecen de estructuras o reproduccion sexualese sabe que las presenten.

* Orden: Sphaeropsidales. Las esporas asexuales se fommacnélios.

» Geéneros Ascochyta. A. pisi produce el tizén del tallolddrambuesa.

» Cytospora ocasiona el cancer del durazno y otioses. (Valsa representa su
etapa sexual).

* Diplodia. D. zeae produce la pudriciéon del tallmynazorca del maiz.
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Phoma. P. lingam ocasiona la pierna negra de lasferas.

Phomopsis produce al tizon y el cancer del talloates arboles.

Phyllosticta produce las manchas foliares de muplzadas.

Septoria. S. apti produce el tizén tardio del apio.

Orden: Melanconiales. Las esporas asexuales se forman acervulo.
Géneros: Colletotrichum ocasiona la antracnosis de muchiastas de
cultivo.

Coryneum: C. beijerincki produce el tizén de lagds de hueso.
Cylindrosporium produce manchas foliares en mucleses de plantas.
Gloeosporium muy parecido (si no idéntico) a Cotiéthum; produce
antracnosis en muchas plantas.

Marssonina ocasiona el tizon de las y hojas deh@lda quemadura de las
hojas de fresa y la antracnosis de los nogales.

Melanconium. M. fuligenum produce la pudricion agede la vid.
Sphaceloma produce la antracnosis de la vid y deatabuesa y la sarna de
los citricos del aguacate.

Orden: Moniliales. Las esporas asexuales se forman dabrkifas (0 en su
interior) del hongo que se encuentran expuestesiente a la atmodsfera.
Géneros:Alternaria produce manchas foliares y tizones eohas plantas.
Aspergillus produce la pudricion de las semillasadenadas.

Botrytis. B. cinerea produce el moho gris y logties de muchas plantas.
Cercospora; una especie de este género produzéretemprano del apio.
Cladosporium. C. fulvum produce el moho de las $idgl tomate.

Fusarium produce el marchitamiento y la pudrici@ ld raiz de muchas
plantas anuales, asi como el cAncer de arbolestdtes.

Fusicladium produce la rofia de la manzana (vent@psesenta su etapa
sexual).

Graphium. G. ulmi produce | enfermedad del olmahdés

(Ceratocystis representa su etapa sexual).
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* Helminthosporium produce el tizon de los cerealesnfermedades de los
céspedes.

e Penicillium produce la pudricion de los frutos yost 6rganos carnosos
debido a los mohos azules.

e Phymatotrichum. P. omnivorum produce la pudricior t raiz del
algodonero y otras plantas.

» Pyricularia produce el tizon del arroz y la mangha foliar de los céspedes.

» Strumella produce el cancer del roble.

» Thielaviopsis. T. basico la produce la pudriciégnaede la raiz del tabaco.

e Verticillium produce la marchitez de muchas plarsasgales y perennes.

e Orden: Mycelia Sterilla. No se ha observado o es muy pimeocuente la
formacion de esporas asexuales o sexuales enraptedge hongos.

* Géneros: Rhizoctonia produce las pudriciones de la raitadeorona de las
plantas anuales y mancha parda de los céspedesetépa perfecta
corresponde a Thanatephorus).

e Sclerotium produce las pudriciones de la raiz ya& de muchas plantas (su

etapa perfecta corresponde a Pellicularia).

Clase: BASIDIOMYCETES (hongos en forma de mazo). Las esporas sexuales,
denominadas basidiosporas o esporidios, se formdarnamente sobre una

estructura (denominada basidio) constituida poraicaatro células.

e Subclase: HETEROBASIDIOMYCETES (royas y carbones). El basidio
presenta septos y equivale al promicelio de umastebra. Estas se encuentran
solas 0 se unen a manera de columnas o costrasameriendo en los tejidos
del hospedero o interrumpiendo a través de su episle

* Orden: Ustilaginales. La fecundacion se efectla de espifas, etc., que
sean compatibles. Solo producen teliosporas.

» Géneros: Sphacelotheca; varias especies de este géneracpro@l carbén

volador del sorgo.
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Tilletia; varias especies producen el afiublo o @adpestoso del trigo.
Urocystis. U. cepulae produce el carbdn de la ¢abol

Orden: Uredinales. Las células espermaticas denominasiasrraacios o
picniosporas fecundan a las hifas receptoras edgacias que contienen los
espermagonios (picnios). Producen aeciosporas, ogpedas (esporas
repetidoras), teliosporas y basidiosporas.

Géneros:Cronartium. C. ribicola produce la roya vejigosanisa del pino.
Gymnosporangium. G. juniperi-virginianae producerda del manzano
cedro.

Melampsora. M. lini produce la roya del lino.

Phragmidium; una de sus especies produce la rolzss desas.

Puccinia; varias especies producen la roya del frij

Subclase: HOMOBASIDIOMYCETES (hongos de la pudricion de la raiz y
de la descomposicion de la madera). Basidios giose El basidiocarpo
puede 0 no estar presente. Incluyen las setasologos repisa, los bejines,
etc.

Serie: HYMENOMYCETES. Los basidios se forman en un himenio que se
expone al aire antes de que las esporas se deapréadbs estergmas.
Orden: Exobasidiales. Carecen de basidiocarpos: los ibasiske forman
sobre la superficie de los tejidos parasitadosidspedero.
Géneros:Corticium; una de las especies produce la enfesichdél filamento
rojo de los céspedes.

Exobasidium produce agallas en tallo, hojas y fate las plantas de ornato.
Orden: polyporales. El himenio reviste las superficiespkquefios poros o
tubos.

Géneros:Fomes produce la pudricion del corazén de mucHuses.
Pellicularia (Sclerotium) produce las pudricionésadlo y la raiz de muchas
plantas.

Polyporus produce las pudriciones del tallo y deia de muchos arboles.
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Poria produce las pudriciones de la madera y d&izade arboles forestales.
Stereum produce la descomposiciéon de la maderegfeamedad de la hoja
plateada de los arboles.

Thanatephorus (Rhizoctonia) produce pudriciones td#d y la raiz de
muchas plantas anuales y mancha parda de los essped

Typhula; una de sus especies produce el moho nevadon de los céspedes.
Orden: Agaricales. ElI himenio se localiza sobre barbasdiantes o
laminillas.

Géneros: Armillaria. A. mellea produce pudricion de, lasces de arboles
frutales y forestales.

Lenzites produce la pudricion parda de las corgfgrdescomposicion de los
productos de la madera.

Marasmius produce la enfermedad anular falsa dedggedes.

Peniophora produce la descomposicion del tron@mddera de pulpa de las
coniferas.

Pholiota produce la pudricion parda de la maderaadmles forestales
deciduos.

Pleurotus produce la pudricion blanca de la maydeidos arboles forestales
deciduos.

Schizophyllum produce la pudricidon blanca de |d®bes forestales deciduos.

(AGRIOS, 1999)

1.5. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE HONGOS

1.5.1. Tipos de talos

A. Talos fruticulosos

No aplicados al sustrato, solo adheridbssustrato por una superficie de

fijacion reducida.
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Pueden ser erectos, péndulos o extesdidy varios tipos:
Cilindricos, ramificados: Usnea, Ale@or

Laciniados: Evernia, Ramalina, Cetraria

B. Talos foliaceos

Extendidos sobre el sustrato.

Fijados por un conjunto de ricinas: Xanthoria, Rigs

Unidos por un solo punto, talos umbilicados: Unidmltia, Dermatocarpon.

C. Talos escuamulosos

Formados por un conjunto de escamas andnenos cercanas, contiguas o
imbricadas, con un borde no adherido al sustratoraPdecipiens.

D. Talos gelatinosos

Negruzcos, coriacos y friables cuaretms pero al menos pulposos, flexibles

y traslacidos cuando humedos.

Ficobionte siempre cianofita: Collemgrescens.

F. Talos filamentosos

Formados por filamentos muy finos erafiados, con aspecto lanoso,

extendidos sobre el sustrato.

Constituidos por una clorofita del géndrentepohlia, con los filamentos
cubiertos por una vaina de hifas: Ephebe lanata $tgonema), Cystocoleus,

Racodium. (LICHEN, 2014)
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1.5.2. Micelio

Masa entretejida de filamentos de unalaéle espesor.
Tipos de micelio

A. Micelio vegetativo, que crece por toda la supafidel sustrato (suelo,
alimento, tejido vegetal) y tiene como funcion abso nutrientes del sustrato al

penetrar en él y fijar el hongo al sustrato.

B.Micelio aéreo o reproductor, que produce espoeasiaes y asexuales.
(IMAICELA, 2001)

1.5.3. Hifas

Es la unidad vegetativa en la estruatieréos hongos.

Su forma es filamentosa y de tipo tubwan paredes celulares, pudiendo
presentar tabiques (hifas septadas) o no (hifagtadas) y que contienen en su
interior citoplasma que viene a ser una sustameigas a la clara de huevo junto con
pequefias estructuras con morfologias y funciondermdmadas denominadas
organoides. (MORENO, 2009)

El conjunto de hifas forman un enfrdteque constituye el micelio (hongo)
y sus frutos son las setas. (MORENO, 2009)

1.5.3.1. TIPOS DE HIFAS

GENERATIVAS: Producen estructurastiiés y con paredes delgadas,

septadas (con septos o paredes transversales)fjput@as presentes o ausentes.

ESQUELETICAS: Aseptadas (sin septosparedes transversales), no
ramificadas, con paredes gruesa, hialinas o calasa
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ENVOLVENTES: Aseptadas, con pareglegsas, ramificadas y extremos
terminados en punta (acuminados). (MORENO, 2009)

1.5.4. Conidio

Un conidio es una espora asexual innfowihada directamente a partir de una
hifa o célula conidiogena o esporégena. Aparecenhengos: Zygomycetes,
Ascomycetes y algunos Basidiomycetes. El términat®emycetes estd en desuso
pues la tendencia actual es referirse a estos Bamgdiante los grupos principales

mencionados a los que pertenecen. (MORENO, 2009)

Aunque muchas especies de hongos hatidpela capacidad de producir
estructuras sexuales y se reproducen sélo asexualmes posible ubicarlos en
alguno de los grandes grupos de hongos mencionadtEsiormente, mediante
analisis morfolégico o molecular. El término cooidse utiliza también como
sinbnimo de exospora, esporas de las bacteriasoiflesy del grupo de los

Actinomycetes, como las del género StreptomyceQRENO, 2009)

Los Conidios son esporas asexualesaguenudo estan pigmentadas y son
resistentes a la desecacion. Los conidios sirvea giapersar al hongo hacia nuevos
habitats. Cuando estos se forman el color blantond®lio cambia y toma el color
de los conidios que puede ser negro, verde azulego, amarillo o marrén.
(MORENO, 2009)

1.5.5. Conidi6foro

En ciertos hongos, el conidiéforo o dbdfioro estructura microscopica
especializada en la produccion asexual de milessperas llamadas conidios. Se
localizan en el extremo de hifas las cuales levaat@onidiéforo en el aire con el fin

de esparcir las esporas con mas eficiencia. Algooagliéforos (en el Geotrichum
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candidum, por ejemplo) son de un filamento, mientrae otras (en el Trichoderma

viride, por ejemplo) son ramificadas.
Los conidiéforos se localizan aisladosn conidiomas siendo la morfologia

de éstos (picnidios, acérvulos, sinemas o espotoo)gun caracter taxondmico
importante en hongos imperfectos. (MORENO, 2009)
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CAPITULO Il

2. DISENO DE LA INVESTIGACION

2.1. MATERIALES

2.1.1. Institucionales

» Universidad Técnica de Cotopaxi
* Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias y Resuxaiturales
» Carrera de Ingenieria Agronémica

* Laboratorio

2.1.2. Recursos Humanos

* Autor (a): Adaliz Maricela Cachago Toapanta
» Director de tesis: Ing. Edwin Chancusig
* Miembros del Tribunal:

* Ing. Karina Marin

* Ing. David Carrera

* Ing. Santiago Jiménez
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2.1.3. Materiales de oficina

« Computador

* Internet

* Flash memory
« CdoDVD

* Hojas formato A4

2.1.4. Materiales de campo

* Muestras de hojas y frutos de Granadilla infectambwsantracnosis

2.1.5. Materiales de aseo

» Escoba

e Trapeador

* Franela

» Papel de cocina
* Zapatones

* Guantes

* Mascarillas

» Cofias

* Mandil

2.1.6. Reactivos de aseo
» Desinfectante (Kalipto)

+ Alcohol
* Yodo
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2.1.7. Materiales de laboratorio

* Pinzas

e Lampara de alcohol

* Laminas porta-objetos

e Cubre objetos

* Hojas de bisturi estéril

* Vasos de precipitacion de 50 ml, 100 ml, 600 m0gQA ml
* Erlenmeyer de 500 ml y 1000 mi
* Asa de inoculacion de cromo

e Cajas mono Petri descartables

* Papel parafilm

» Juego de botellén de agua

» Papel aluminio

» Cajoneras de plastico

» Colador

* Tijeras

e Cintas de pH

» Varilla de agitacion

* Olla

2.1.8. Reactivos de laboratorio

* Bacto agar
* Agua

* Levadura

» Sacarosa

« Acido citrico
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2.1.9. Equipos

Refrigeradora R1-425 QUARZO INDURAMA
Incubadora IN110

Microscopio Trinocular CX31

Camara de flujo laminar aurora mini con base
Autoclave semiautomatica 2540-23 litros
Destilador de agua waterwise 9000

Camara cientifica infinity 1-2CB

Desecador 250mm de diametro con tapa
Cocineta eléctrica

Cémara digital

Balanza

Termdmetro digital
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2.2. DISENO METODOLOGICO

2.2.1. Tipo de investigacion descriptiva

En esta investigacidon se describe lascteniaaciones morfolégicas de las
macro y micro estructuras del principal hongo fatdgeno del cultivo de Granadilla
(Passiflora ligularig, en base a imagenes obtenidas con ayuda del ddapm
Trinocular CX31 y la camara cientifica que coincideon la descripcion de la
bibliografia ya existente, y en las cuales se puedsualizar las estructuras

predominantes.
2.3. METODOS Y TECNICAS

2.3.1. Método analitico

El Método analitico es aquel método deestigacidon que consiste en la
desmembracion de un todo, descomponiéndolo en adsspo elementos para
observar las causas, la naturaleza y los efect@ndisis es la observacion y examen
de un hecho en particular. Es necesario conocesitleraleza del fenémeno y objeto
gue se estudia para comprender su esencia. Estdaon@s permite conocer mas del
objeto de estudio, con lo cual se puede: explitacer analogias, comprender mejor

su comportamiento y establecer nuevas teorias. (BNM2006)

Con la aplicacion de este método se amaliziclo de vida del principal hongo
fitopatdogeno y se describié segun lo observada;i@himente se us6 el método
comparativo ya que se plante6 una comparacion Entsbservado y lo existente en

la bibliografia.
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2.3.2. Técnicas

2.3.2.1. Observacion

La observacién consiste en saber s@eaciaguello que queremos analizar.
Se suele decir que "Saber observar es saber swlacti Para la observacion lo
primero es plantear previamente qué es lo queesdeobservar. En definitiva haber
seleccionado un objetivo claro de observacion. heeovacion cientifica "tiene la
capacidad de describir y explicar el comportamierstb haber obtenido datos
adecuados y fiables correspondientes a conducteentos y /o situaciones

perfectamente identificadas e insertas en un ctmterrico. (RAMON, 2006)

La observaciéon cientifica nos permit@nacer la realidad de los signos y
sintomas de las muestras en campo para poder aietds, ademas permitié

caracterizar macro y micro estructuras del hongogamo.

2.3.2.1. Fichaje

El fichaje es una técnica utilizada esgdemente por los investigadores. Es un
modo de recolectar y almacenar informacion, cadaaficontiene una informacién
que, mas alla de su extension le da unidad y y@aigpio. La ficha es un recurso
valioso para el estudio porque permite registraoda informacion proveniente de
diversas fuentes, recordar y manejar el contenalolitas leidas. Ademas la ficha
ahorra tiempo y esfuerzo y facilita la elaboracitieh indice de autores y de titulos

consultados asi como la memorizacion y la compbsan$RAMON, 2006)
Con el fichaje se realizaron tablas e@hciclo de vida del hongo, los signos

y sintomas del cultivo y la guia didactica de leacterizacion morfolégica del hongo

en estudio.
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2.4. METODOLOGIA

2.4.1. Recoleccion de la muestra en campo

En cultivares de granadill&®gssiflora ligulari9 ubicados en la Parroquia
Gonzalo Diaz de Pineda del Cantdn El Chaco dedeaitiia de Napo, a una altura de
1650 m.s.n.s, con Latitud: 0°29"N y Longitud: 77°4&7"0O con una temperatura
promedio de 19° C, se tomé muestras de huenaprgsentaban signos y sintomas
de estar afectados p@olletotrichum gloeosporioidesonocido empiricamente en el

sector como Antracnosis.

Utilizando protocolos de recoleccion datenial en campo se recolecto hojas y
frutos enfermos, fueron almacenados en fundaspel para evitar que se dafien por
la humedad, y luego en fundas de tetrapac patsasemportados hacia el laboratorio
en un rango de tiempo de 4 horas y 45 min en vkhicu

2.4.2. Tratamiento de las muestras en laboratorio
En un refrigerador a una temperatura entre 6 y 8i€ron almacenadas las
muestras tomadas en campo, con la finalidad delgp@ogeno se mantenga vivo en

estado de latencia, hasta sembrarlo en el medaultigo, tomando en cuenta que
este tiempo no sea mayor a 8 dias.

2.4.3. Preparacion del medio de cultivo

El medio de cultivo que se preparo fugpaba destroza agar (PDA), ya que

este es el medio de cultivo universal para la pyapi&n de hongos en laboratorio.
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Primero.- pesamos 200 gr. De papa pelgu@leamos en cuadritos, pusimos en
una olla para cocinarlas por 10 minutos con 50@enhgua con un pH de 6.5 que lo

bajamos con acido citrico, esto para evitar la @gapion de bacterias.

Segundo.- pasamos por el colador la sastaobtenida para liberarla de
impurezas, la regresamos a fuego lento completandoagua lo que se evaporo,

procedimos a afadir 15 gr. de agar, 20 gr. de aexto sacarosa y 2 gr. de levadura.

Tercero.- una vez que ya tuvimos una cé@tu homogénea procedimos a
trasladarla a un Erlenmeyer lo tapamos bien comrlp@lpminio para evitar que se

derrame y lo sometemos a 35 min en el autoclaeegsdterilizarlo.

Cuarto.- una vez que obtuvimos el megda@ultivo esterilizado procedimos a
ponerlo en cada caja Petri con mucho cuidado peitar econtaminaciones, fue
necesario esperar de 5 a 10 minutos para que agngs y pudimos realizar la

siembra.

2.4.4. Siembra

Las cajas Petri con el medio de cultiverbn trasladadas a la camara de flujo
laminar al igual que las muestras, bisturi, pirza, de siembra en donde se procedio
a cortar pedazos del fruto y de las hojas contaamae 3 mm y con las pinzas las
colocamos en el centro de la caja Petri, de inn@di@llamos las cajas con parafilm
y etiqguetamos, de esta manera se termin6 con e¢goale siembra.
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2.4.5. Cultivo del hongo

Las cajas Petri ya sembradas las colosan la incubadora a una temperatura

de 23°C para que el hongo se propague de maayEdar

En esta etapa tuvimos que estar peradiatd las muestras observandolas cada
24 horas y siendo muy minuciosos con todo lo qeedalen las cajas, diferenciando
colonias de hongos y bacterias, que fueron contames, inhibiendo la reproduccion

del Colletotrichum gloeosporioides.

2.4.6. Identificacion

Se llevo las cajas Petri a la aante flujo laminar en donde las abrimos
para coger muestras en el porta objetos, la megorera de coger las muestras fue
con un pedacito de cita adhesiva transparentep llgegy llevamos al microscopios
para poder diferenciar las estructuras de losefitess hongos que se propagaron en la

caja hasta encontr@olletotrichum gloeosporioides.

Para poder diferenciar las estmas en el microscopio fue necesario ver

en los lentes de 5x, 10x, 20x y 100x.
Una vez que ya diferenciamos tradsongo de interés separamos la capa

Petri para de esa volver a sembrar y obtener lan@oldel hongo libre de cualquier

tipo de contaminacion.

2.4.7. Aislamiento

De la caja Petri que contiene el hongantierés se realizé el aislamiento de
Colletotrichum gloeosporioide®.ara lo cual se realizo el siguiente procedimiento:
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Realizamos un nuevo medio de cultivagiml manera que para la siembra,
llevamos todo a la camara de flujo laminar, en dosd obtiene una porcion de
micelio y se lo siembra en la caja Petri con el imete cultivo, la llevamos a la

incubadora de igual manera y continuamos con lasrghciones cada 24 horas.

2.4.8. Caracterizacion Morfolégica

Como ya tuvimos la caja Petri co@olletotrichum gloeosporioides.
Completamente libre de contaminacion pudimos cégenuestra para llevarla al
microscopio y observarla con los lentes de 20 ¢ X ya que estos son los de mayor
aumento y pudimos diferenciar de mejor manera,wa&zaque ya tuvimos enfocado
en el microscopio procedimos a tomar las fotografem la camara digital

acercandola al ocular que fue la manera mas adacdsadbtener fotografia claras.

En las fotografias que obtuvimos secgd® a identificar las partes del

hongo que pudimos diferenciar y lo comparamos admtliografia existente.

2.4.9. Elaboracion de una guia didactica de la cacterizacidon morfologica del

hongo en estudio

Se elaboré una guia en la cual se resodueel trabajo realizado (ANEXO 6).
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. DETERMINACION DEL HONGO FITOPATOGENO DE MAYOR
IMPORTANCIA EN LA PRODUCCION DE GRANADILLA ( Passflora

ligularis).

En Ecuador esta planta se cultiva prinoipate en las provincias de
Tungurahua, Napo y Azuay, en donde el InstitutoGAomo de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP) calcula que estdn sembrad@® Bectareas, con una
produccion promedio de 40 toneladas por hectareal.anAunque también hay
cultivos informales en provincias como Manabi, Riss, Bolivar y El Oro. (INIAP,
2010)

Wilson Vasquez, del Programa NaciondFdsicultura del INIAP, explica que
el clima optimo para el cultivo oscila entre losyl30 grados centigrados, aunque las
condiciones climaticas de Ecuador favorecen sulsi@ma planta de granadilla es
atacada por tres hongos: antracnosis, botrytis sarium, que disminuyen su
produccion. (INIAP, 2010)

José Valencia, director Agropecuario d@hiserio de Agricultura, Ganaderia,
Acuacultura y Pesca (MAGAP) en Tungurahua, calquia en esa provincia existen
cerca de 50 ha cultivadas pero la produccion esdetjido a problemas fitosanitarios

que dafan la presentacion de la fruta. (MAGAP, 2011
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La granadilla es un fruto que se prodtme facilidad en Ecuador, debido a
que el clima y el suelo favorecen su cultivo. Smbargo, falta tecnificar el
proceso para aumentar la produccion evitando asadaehongos fitopatdgenos.
(MAGAP, 2011)

Antracnosis y su agente cau€allletotrichum gloeosporioidegs la causa de la
pérdida de las principales areas sembradas emrtagpéa Gonzalo Diaz de Pineda de
la provincia de Napo. Lo que ha obligado a que @gtée/o sea considerado como un
cultivo que va perdiendo su rentabilidad, puesal@as que son invadidas por este
patogeno deben ser abandonadas o sembrarse csrcwtreos no tan susceptibles o
simplemente abandonarse. Después de cierto tiempoegtablecido aun) son

sembradas nuevamente con este cultivo.
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3.2. Identificacién de signos y sintomas del hondmtracnosis (Colletotrichum
gloeosporioides) en el cultivo de Granadilla Passifloraligularis).

Tabla 3. Identificacion de signos y sintomas del hongo &criosis Colletotrichum
gloeosporioidesen el cultivo de Granadilld@ssiflora ligularis.

Signos /
Sintomas Bibliografia Campo Fotos
Corresponde a Se ratifica la | &
Signos Colletotrichum Bibliografia de
gloeosporioides (ICA, 2011)
Se presenta como manchas
Necroticas irregulares,
principalmente a lo largp
de las nervaduras; estaSe Ratifica la
lesiones son oscuras |Bibliografia de
Sintomas | generalmente avanzarlCA, 2011)
hacia el peciolo. En tejidas
carnosos como tallos |y
frutos, la antracnosis causa
lesiones  circulares
hundidas que se conocen
como chancros.

Fuente: CACHAGO, Adaliz 2015
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3.3. Caracterizacion de macro y microestructuras degatdogeno

Tabla 4. Caracterizacién de Macro y Microestructuras deb§etio

CONCEPTUALIZACION |INDICADOR |INDICE |TECNICAS |INSTRUMENTO
Talo Tipo
Caracterizacion Micelio Tipo g . .
foléaica de h Observaciony  Microscopio
.mor(?oglca e ongqs Esporas Tipo
fitopatdgenos en el cultivo
de Granadilla Reproduccién Tipo

Fuente: CACHAGO, Adaliz 2015
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Talo observado al Microscopio Trinocular CX31
En la Imagen 1 se puede apreciar el tal€dietotrichum gloeosporioide€btenido

en laboratorio en medio de cultivo PDA.

La imagen fue obtenida con ayuda de un microscomioel lente de 20x, en campo

oscuro Phl y con intensidad de luz de 5, como edeabservar en la imagen 1.

IMAGEN 1. A. Talo deColletotrichum gloeosporioides.

Tomada por: El Investigador

El talo deColletotrichum gloeosporioidess filamentoso, formado por filamentos
muy finos enmarafiados, con aspecto lanoso, exendmbre el sustrato, tal como se
obtuvo en laboratorio y se ratifica con lo diche dCHEN, 2014)

Constituidos por una clorofita del genero Trentdipglton los filamentos cubiertos

por una vaina de hifas: Ephebe lanata con Stigope@stocoleus, Racodium.
(LICHEN, 2014)

37



Micelio observado al microscopio trinocular cx31

En la Imagen 2 se puede apreciar el micelioCadletotrichum gloeosporioides.

Obtenido en laboratorio en medio de cultivo PDA.

La imagen fue obtenida con ayuda de un microscomnoel lente de 100x, en campo

oscuro Phl y con intensidad de luz de 5.

IMAGEN 2. A. Micelio.

Tomada por: El Investigador

El micelio deColletotrichum gloeosporioidessta formado por la reuniéon de hifas
cenociticas, de color hialino en ocasiones de calsado cuando estan agrupadas

como obtuvimos en el laboratorio y con cuerda pafitho por (LICHEN, 2014)

Los conididgenos son simples, por lo general sliforfnes y cortos, dispuestos en
palizada, produciendo acervulosporas acrégenastipde unicelular, hialinas en
algunas ocasiones de color rosa, cuando estan aagsip rectas, ovoidales o
elongadas y aglutinadas en una masa viscosa lseuatifica con lo dicho por
(FALCONI, 2002)
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Esporas observadas al Microscopio Trinocular CX31
En la Imagen 3 se puede apreciar las acervulospdeasColletotrichum

gloeosporioidesObtenido en laboratorio en medio de cultivo PDA.

La imagen fue obtenida con ayuda de un microscomnoel lente de 100x, en campo

oscuro Phl y con intensidad de luz de 5.

IMAGEN 3. A. Acervulosporas d€olletotrichum gloeosporioides.

Tomada por: El Investigador

Como menciona (FALCONI, 2002) las acervulosporasvipnen de acérvulos de
forma tendencial discoidal, formados de estromaselmies, que al inicio son
subepidermicos errumpentes, provistos tipicamestardas setas marrones o negras,

rigidas uni o pluricelular.
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Reproduccion observada al Microscopio Trinocular CX31
En la Imagen 4 se puede apreciar los 6rganos deduqrion deColletotrichum

gloeosporioidesObtenido en laboratorio en medio de cultivo PDA.

La imagen fue obtenida con ayuda de un microscogicel lente de 100x, en campo

oscuro Phl y con intensidad de luz de 5.

IMAGEN 4. A. AcervulosporasB. Conididgenos.

Tomada por: El Investigador

La reproduccién d€olletotrichum gloeosporioidess de forma asexual por medio de
conidioforos o las acervulosporas, esto por pecemnal grupo de los deuteromicetes
gue son hongos imperfectos al carecer de estrgcaemauales tal como menciona
(AGRIOS, 1999) en su publicacion.
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3.4. Descripcion del ciclo de vida del patégeno eondiciones de laboratorio

Tabla 5. Descripcién del ciclo de vida del patégeno en coindies de laboratorio

ACTIVIDAD | TIEMPO | (°C) GRAFICO

Siembra del 10 min | 23°C

Hongo
24 h
Produccion de | (1 dia)
Talo 23°C
48 h
(2 dias)

Produccién de| 72h 23°C
Micelio y (3 dias)
Conidiégenos

Continua...
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Formacién de

acervulosporas

96 h
(4 dias)

23°C

Fuente: CACHAGO, Adaliz 2015
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3.5. Elaboracién de una guia didactica de la cartarizaciéon morfolégica del
hongo en estudio

La guia didactica de la caracterizacion morfolégieahongo en estudio se encuentra
en el ANEXO 6.
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CONCLUSIONES

Las muestras tomadas en cultivos de granadilladelal porcentaje de
perdidas supera el 25% se determiné que el agenigal es antracnosis

(Colletotrichum gloeosporioides).

Luego del analisis de las muestras tomadas en caapdetermind los
sintomas; en hojas manchas necraéticas irreguldeaegyo de las nervaduras
y en frutos causa lesiones circulares y hundida®adas como chancro,
siendo el signo Colletotrichum gloeosporioidesmas conocido como

antracnosis; lo que se ratifica con la literatuaatita.

Utilizando claves taxonOmicas y con la aplicacior gdrotocolos de
laboratorio para aislar, purificar y reproducirhgngo en estudio, se pudo
caracterizar las estructuras del patoger@ollétotrichum gloeosporioides),
tales como: Talo, Micelio, Acervulosporas y Conghdo; gracias a la

observacion al microscopio con los lentes de 2080x.

Bajo condiciones controladas en el laboratorio eyada de una incubadora
a una temperatura de 23°Cqlletotrichum gloeosporioidesjompleto su
ciclo de vida en 4 dias, permitiendo documentascdbir cada 24 horas el

avance del desarrollo de cada macro y microestaudtl hongo en estudio.
Los datos obtenidos en la investigacion se shagin en una guia didactica,

detallando la  caracterizacion = morfolégica  de Col(etotrichum

gloeosporioides).
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RECOMENDACIONES

Determinar con datos actuales las zonas con mapeéreédas economicas a

causa de problemas fitosanitarios para posiblesstigaciones a futuro.

En la caracterizacion de las macro y micro estrastudel hongo se
recomienda buscar claves taxondémicas actualizadas wna mejor

descripcion de las mismas.

Se recomienda tener mucho cuidado con los protecd® asepsia en
laboratorio para evitar contaminacién y poder idsntificar el hongo en

estudio.

Difundir los resultados de la investigacion metkamna campafa de

socializacion de los datos obtenidos, sintetizahols guia didactica.

Para obtener fotografias de mejor calidad de lasia@sras del patdgeno se
recomienda utilizar los lentes de 20x y 100x dekrglscopio Trinocular
CX31.

Se recomienda continuar con esta investigacion parfundizar en la cepa

estudiada.
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GLOSARIO

Actinomorfo. Se aplica a cualquiera de las partes u 6rganasdeegetal que esta
dividido en dos partes simétricas por cualquienplgue pase por su eje y por la
linea media de un sépalo o pétalo.

Agallas. Porciones alargadas de las plantas que por lorc@stan llenas del micelio

del hongo.

Agar. Sustancia de consistencia gelatinosa que se eldietas algas marinas y que
se utiliza para reparar medios de cultivo nutrgien los que se estudia y cultiva a los

microorganismaos.

Ahogamiento o secaderaMuerte rapida y colapso de plantulas muy jévenes g

cultivan en el campo o en el alméacigo.

Aislamiento. Separacion de un patégeno a partir de un hospegant cultivo en un

medio nutritivo.

Antracnosis. Lesion necrotica que se asemeja a una Ulcerarmtafy que se produce

en el tallo, hojas, frutos o flores de las plamaspedantes.
Aquenios. Un aquenio 0 aqueno es un tipo de fruto seco prddypor numerosas
especies de plantas. Los aquenios son monocargeladman un Gnico carpelo, e

indehiscentes, no se abre al madurar.

Cancro. Herida localizada o lesion necrética; con freciensumida bajo la

superficie del tallo de una planta lefiosa.
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Cepa. Progenie de un solo aislamiento en un cultivo paislado; grupo de aislados

similares; una raza.

Cleistotecio.Ascocarpo cerrado que ha de romperse para litlzeraiscosporas.
Conidioforos. Es una estructura microscoépica especializada prothuccion asexual
de miles de esporas llamadas conidios. Se locatimagl extremo de hifas las cuales
levantan el conidioforo en el aire con el fin dpasir las esporas con mas eficiencia.
Cuerpo fructifero. Estructura compleja de los hongos que contiengoras.
Decaimiento. Crecimiento deficiente de las plantas; las hojas @equefias,
guebradizas, amarillentas o de color rojo; las tammuestran cierto grado de
defoliacion y muerte descendente.

Dextrosa. Es un hidrato de carbono. Incluimos en este galadmidon, los azlucares
(sacarosa, glucosa o dextrosa y lactosa) y looaaiganicos (citrico, fumarico y
propidénico).

Enchinamiento foliar. Deformacion, engrosamiento y enchinamiento dédges.
Esporas. Una célula reproductora generalmente haploide ycelar. La
reproduccién por esporas permite al mismo tiempdidpersion y la supervivencia

por largo tiempo en condiciones adversas.

Esterilizacién. Eliminacion de los patégenos y otros organisma®svidel suelo,

recipientes, etc., mediante calor o sustanciasigagn
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Fitopatdgeno. Se denomina a un organismo, en general micro@genique causa
enfermedades en las plantas por medio de distudrogl metabolismo celular

causado por la secrecion de enzimas, toxinas y strstancias.

Hernia de las raicesRaices alargadas en forma de huso o mazo.

Hifas. Vegetativas con conidioforos simples o ramificadealitarios o formando
esporadiquitos con microconidas apicales simplesagroconidias fusiformes de
bordes curvados, con apices obtusos o agudosargmdito en cadena y con algunos
tabiques transversales.

Hongos Los hongos son un grupo de seres vivos diferadgesas plantas y de los
animales, razon por la cual se clasifican en umoraparte llamado Fungi. La ciencia

gue los estudia se llama Micologia (Mykes=Hongmgds=Estudio)

Hospedante.Planta que es invadida por un parasito y de |4 est@ obtiene sus

nutrientes.

Infestacion. Se denomina a la invasion de un organismo vivoagentes parasitos
externos o internos. La diferencia fundamental elotérmino infeccion es que este
altimo, se aplica exclusivamente a microorganismos tienen como objetivo su
reproduccién en el organismo infectado, causandawaghas ocasiones la muerte del
mismo, mientras que el objetivo de los parasitosiesupervivencia a costa del

huésped que parasitan.

Inéculo. Es la Cantidad o Numero de Gérmenes infectantessqn introducidos

accidental o voluntariamente en los tejidos vivenonedios de cultivos.

Manchas foliares.Lesiones localizadas en las hojas de los hospesigie constan

de células muertas y colapsadas.
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Marchitamiento. Por lo comun, es un sintoma secundario generalieacel que las
hojas o los retofios de las plantas pierden su riaigey se cuelgan debido a las

alteraciones que sufre el sistema vascular dddaordel tallo.

Medio de cultivo. Medio nutritivo preparado en el que se cultivacrneorganismos
o células vegetales.

Micelio. Aparato vegetativo de los hongos que constituyetagn, formado por

filamentos muy ramificados.

Mitospéricos. Los hongos Mitosporicos, también llamados deuteret®s, hongos

imperfectos o anamorfos, carecen de fase sexual.

Muerte descendente.Necrosis generalizada de las ramitas de las plaqia se

inicia en sus puntas y avanza hacia su base.

Necrosis. Es la degeneraciéon de un tejido por la muerte uwe ®lulas. Esta
mortalidad es producida por la accion de un agaeotdvo que genera una lesion
irreparable

Oospora.Una oospora es una espora sexual de pared cgtukzsa que se desarrolla
a partir de una oosfera fertilizada en algunosigiast, algas y hongos. Es una

estructura de supervivencia que puede resistintiraarios anos.

Parafilm. Es una pelicula autosellante, moldeable y flexialea numerosos usos en

el trabajo cotidiano en el laboratorio, incluidalel microscopia electronica.

Pudricion basal del tallo.Desintegracion de la parte inferior del tallo.
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Pudricion de la raiz. Pudricién o desintegracion de todo el sistemaceddie una

planta o parte de él.

Pudriciones blandas y pudriciones secadaceracion y desintegracion de frutos,

raices, bulbos, tubérculos y hojas carnosas dedasas.

Purificacion. Aislamiento y concentracion de particulas viraasforma pura, libre

de los componentes celulares.
Sarna. Lesiones que se producen sobre el fruto, hojagrtulos y otros érganos de
las plantas hospedantes, por lo comun ligeramesdkzadas o bien profundas y

agrietadas, lo cual les da una apariencia costrosa.

Semiperemne Dicho de un vegetal, que pierde parcialmenteokhjé. Se aplica

también a la hoja, viene a ser equivalente a selnca

Sintoma. Reacciones o alteraciones internas y externassgfuie una planta como

resultado de una enfermedad.

Tizon. Coloracion café general y extremadamente rapidasibojas, ramas, ramitas

y organos florales de una planta, que dan comdtaeleula muerte de estos 6rganos.
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ANEXOS

ANEXO 1. FOTOGRAFIAS DE LA RECOLECCION DE MUESTRAS

Fotografia 1.Frutos de granadilla con sintomas de Antracnosis.

Tomada por: El Investigador

Fotografia 2. Agricultor recolectamos frutos con Antracnosis

Tomada por: El Investigador
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Fotografia 3. Fruto con Antracnosis en etapa avanzada, se pgadubundimiento
conocido como chancro.

Tomada por: El Investigador
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Fotografia 4. Hoja de granadilla con sintomas de Antracnosis

Tomada por: El Investigador
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ANEXO 2. FOTOGRAFIAS DE MATERIALES Y EQUIPOS UTILIZ ADOS

Fotografia 1. Destilador de agua waterwise 9000.

Tomada por: El Investigador

Fotografia 2echeros de alcohol.

Tomada por: El Investigador
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Fotografia 3. Microscopio Trinocular CX31 con Camara cientificénity 1-2CB

Tomada por: El Investigador

w

Fotografia 4. Incubadora IN110.

Tomada por: El Investigador
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Fotografia 5. Autoclave semiautomatica 2540-23 litros.

Tomada por: El Investigador
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Fotografia 6. Anaquel con todos los materiales del laboratorio.

Tomada por: El Investigador
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Fotografia 7. Refrigeradora R1-425 QUARZO INDURAMA.

Tomada por: El Investigador

Fotografia 8. Camara de flujo laminar aurora mini con base.

Tomada por: El Investigador
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ANEXO 3. FOTOGRAFIAS DE LA PRACTICA

Fotografia 1.Preparacion de medio de cultivo PDA.

Tomada por: El Investigador

Fotografia 2. Colocacién del medio de cultivo en las cajas Pleteigo de haber sido
esterilizado en la autoclave.

Tomada por: El Investigador
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Fotografia 3. Siembra de pedazos de hojas con antracnosis eajks Petri con
ayuda de una pinza, todo el trabajo dentro derteaca de flujo laminar.

Tomada por: El Investigador

Fotografia 4. Revision de las cajas Petri después de 4 diksgiembra, se puede
observar un hongo endofito de color blanco - arearil

Tomada por: El Investigador

61



Fotografia 5. Porta objetos listos con muestras de micelio atbbsnde la siembra en
las cajas Petri para observar en el microscopaniaestras son cogidas con pedazos
de cinta adhesiva trasparente.

Tomada por: El Investigador

Fotografia 6. Observacién al microscopio de las placas portaabje

fotografiandolas con ayuda de la cdmara cientifiselada en el microscopio.

Tomada por: El Investigador
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ANEXO 4. FOTOGRAFIAS DEL PROCESO DE OBTENCION DE
(Colletotrichum gloeosporioides) EN LABORATORIO

Fotografia 1. Propagacion de bacterias y hongos contaminarddsayrastro del
patégeno en estudio.

Tomada por: El Investigador

Fotografia 2. Reproduccién de un hongo de micelio de color negridiaminado con
bacterias.

Tomada por: El Investigador
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Fotografia 3.Obtencion de un hongo de micelio blanco, libre aetdrias y hongos.

Tomada por: El Investigador

Fotografia 4. Contaminacion de todas las muestras por mal usalialatorio.

Tomada por: El Investigador
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Fotografia 7. Obtencion de un hongo de coloracién azulada csmge
corresponde al hongo en estudio, con bacteriasigdsocontaminantes.

Tomada por: El Investigador

Fotografia 12.0Obtencién deColletotrichum gloeosporioidespntaminado con
bacterias y hongos.

Tomada por: El Investigador
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Fotografia 16.0btencién deColletotrichum gloeosporioidesn medio de cultivo
papa destroza agar, libre de bacterias y hongdamamantes.

Tomada por: El Investigador

Fotografia 18.Colletotrichum gloeosporioidesn medio PDA en cajas Petri presenta
una coloracién azulada de micelio con los bordesriélemtos.

Tomada por: El Investigador
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ANEXO 5. COSTOS

COSTO COSTO

DESCRIPCION CANTIDAD | UNITARIO TOTAL
Materiales de aseo
Escoba 1 2 2
Trapeador 2 3 6
Franela 2 4,5 9
Papel de cocina 2 3,5 7
Zapatones 15 0,35 5,25
Guantes 15 0,25 3,75
Mascarillas 15 0,25 3,75
Cofias 15 0,3 4,5
Reactivos de aseo
Desinfectante Kalipto 1 4,3 4,3
Alcohol 1 5,5 5,5
Yodo 1 3,6 3,6
Materiales de laboratorio
Pinzas 1 2,08 2,08
Lampara de alcohol 3 3,99 11,97
Laminas porta-objetos 1 2,99 2,99
Cubre objetos 1 2,5 2,5
Hojas de bisturi estéril 10 0,04 0,4
Vasos de precipitacion de 50 ml, 100 ml, 600 ml
y 1000 ml 4 2,5 10
Erlenmeyer de 500 ml y 1000 ml 3 5 15
Asa de inoculacion de cromo 2 3,6 7,2
Cajas mono Petri descartables 40 0,21 8,4
Papel parafilm 0,5 49 24,5
Juego de botellén de agua 1 28 28
Papel aluminio 1 3 3
Cajoneras de plastico 1 7,5 7,5
Colador 1 2 2
Tijeras 1 15 1,5
Cintas de pH 10 0,14 1,4
Varilla de agitacion 1 3,5 3,5
Olla 1 4 4

Continte....
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Continda...

Reactivos de laboratorio

Bacto agar 0,5 88 44
Agua 1 2 2
Levadura 1 2 2
Sacarosa 1 2 2
Acido citrico 1 2,5 2,5
Equipos
Refrigeradora R1-425 QUARZO INDURAMA 1 767.97 767.97
Incubadora IN110 1 2665,7 2665,7
Microscopio Trinocular CX31 1 2455,68 2455,68
Camara de flujo laminar aurora mini con base L 6690 6690
Autoclave semiautomatica 2540-23 litros 1 2999,47 2999,47
Destilador de agua waterwise 9000 1 511,3 511,3
Camara cientifica infinity 1-2CB 1 2176,56 2176,56
Desecador 250mm de diametro con tapa 1 229,8 229,8
Cocineta eléctrica 1 30 30
Camara digital 1 280 280
Balanza 1 30 30
Termdmetro digital 1 25 25
SUBTOTAL 19104,57
Imprevistos (10%) 1910,457
COSTO TOTAL 21015,027

Fuente: CACHAGO, Adaliz 2015
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ANEXO 6. GUIA DIDACTICA DE LA CARACTERIZACION
MORFOLOGICA DE ( Colletotrichum gloeosporioides) EN EL CULTIVO DE
GRANADILLA ( Passifloraligularis)

69



Universidad
Técnica de
Cotopaxi

UNIDAD ACADEMICA DE RECURSOS AGROPECUARIOS Y RECURS OS NATURALES

CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA

GUIA DIDACTICA DE LA CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE
Colletotrichum gloeosporioides EN EL CULTIVO DE GRANADILLA ( Passiflora

ligularis).

Autor: Adaliz Maricela Cachago Toapanta

INDICE

Introduccion
Fundamentacion
Objetivo

Ubicacion

Bloque I. Metodologia
Bloque II. Resultados

Material de consulta sugerido

70



INTRODUCCION:

En muchos sectores del Ecuador los hongos fitopatixy son los culpables de

grandes pérdidas econdmicas al dafiar los culteosector de Gonzalo Diaz de
Pineda no es la excepcion al tener muchos problemasl cultivo de granadilla

causado porColletotrichum gloeosporioidesnas conocido en la zona por sus
agricultores como Antracnosis, por lo cual en kspnte Guia Didactica se redactan
los pasos mas practicos para la reproduccion deodiongo en condiciones de
laboratorio, con el objetivo de aislar, propaga&studiar el fitopatbgeno para poder a
futuro recomendar un control adecuado, teniendmyg claro el ciclo de vida, y la

morfologia del patégeno.

FUNDAMENTACION:

La Granadilla es una planta pasiflordcea origindealas montafias de los Andes
entre Bolivia y Venezuela. Se cultiva desde elendg Argentina hasta México y en
montafias tropicales de Africa y Australia, en cimentre 15° y 18° C de
temperatura, 600 a 1000 mm de precipitacion anadtityd de 1700 a 2600 m.s.n.m.
(PADILLA, 2007)

Al comienzo del Siglo XVI, los misioneroatolicos romanos, a su llegada al
nuevo mundo, encontraron a la planta de la grdaanoliservaron que la flor de la
granadilla aparecia como una clara representac@®nadpasion de Cristo, la
denominacion al Género como Passiflora, la misneacpmprende alrededor de 500

especies nativas de América, Asia, Australia yriegia. (YANA, 2009)

Av. Simén Rodriguez s/n Barrio El Ejido /San Felipe. Tel: (03) 2252346 - 2252307 - 2252205
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La granadilla se caracteriza por ser una plangattera, con raices fasciculadas poco

profundas de produccién rapida y durante todo e| Efiplanta de granadilla con la

ayuda de un tutor o soporte puede crecer cadaeab@ad m del nivel del suelo, tiene

una vida productiva de un promedio de 7 afos. (GAINES, 2006)

OBJETIVO:

La presente guia didactica sobre la caracterizacitorfolégica del hongo

Colletotrichum gloeosporioidesuya finalidad es complementar los conocimientos y

fomentar el autoaprendizaje en el aula.

UBICACION:

Tabla 1. Ubicacién del laboratorio.

Sitio: Salache Bajo
Parroquia: Eloy Alfaro
Cantén: Latacunga
Provincia: Cotopaxi

Coordenadas cuadricula mercator
utm:

N: 9888.749,37.
E: 764.660,386.

Altitud:

2757,59 msnm.

Fuente: Autoria propia

Av. Simén Rodriguez s/n Barrio El Ejido /San Felipe. Tel: (03) 2252346 - 2252307 - 2252205
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BLOQUE |. METODOLOGIA:

Tabla 2. Recoleccion de la muestra en campeatamiento en laboratorio.

En cultivares de granadili@assiflora
ligularis) ubicados en el sector
Gonzalo Diaz de Pineda del Cantén El
Chaco de la Provincia de Napo, a una
altura de 1650 m.s.n.m, se tomo
muestras de frutos y hojas que
presentaban signos y sintomas de gstar
afectados por  Colletotrichum
gloeosporioides.

Utilizando protocolos de recoleccion
de material en campo se recolecto
frutos y hojas enfermas, luego fueron
almacenados en fundas tetrapac para
ser transportados hacia el laboratorio
en un rango de tiempo de 4 horas ¢con
45 min en vehiculo.

En un refrigerador a una temperatura
entre 6 y 8°C fueron almacenadas|las
muestras tomadas en campo en |las
fundas de tetrapac, esto con |la
finalidad de que el patégeno sse
mantenga vivo.

Las muestras deben estar rotulagdas
para evitar que se mesclen, tomando
en cuenta que el tiempo de

almacenado no sea mayor a 8 dias.

Fuente: CACHAGO, Adaliz 2015

Av. Simén Rodriguez s/n Barrio El Ejido /San Felipe. Tel: (03) 2252346 - 2252307 - 2252205
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Tabla 3. Preparacion del medio de cultivo, papa - destraagar (PDA),

Primero.- pesamos 200 gr. de papa
pelada y picamos en cuadritos, poner en
una olla para cocinarlas por 10 minutos
con 500 ml de agua con un pH de 6.5
que lo bajamos con &cido citrico, esto
para evitar la propagacion de bacterias.

Segundo- pasamos por el colador [la
sustancia obtenida para liberarla |de
impurezas, la regresamos a fuego lento
completando con agua lo que se evappro,
procedimos a afadir 15 gr. de agar,| 20
gr. de dextrosa y 2 gr. de levadura.

Tercero.- una vez que ya tuvimos umna
solucibn homogénea procedimos | a
trasladarla a un Erlenmeyer lo tapamos
bien con papel aluminio para evitar que
se derrame y lo sometemos a 35 min en
el autoclave para esterilizarlo.

Cuarto.- una vez que obtuvimos gl
medio de cultivo esterilizado procedimios
a ponerlo en cada caja Petri con mucho
cuidado para evitar contaminaciones, fue
necesario esperar de 5 a 10 minutos para
que se gelatinice.

Fuente: CACHAGQ, Adaliz2015_
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Tabla 4. Siembra y cultivo del hongo

Las cajas Petri con el medio gde
cultivo PDA fueron trasladadas a|la
camara de flujo laminar al igual
gue las muestras para ahi realizar la
siembra, la camara de flujo laminar
es para evitar que se contaming el
trabajo.

Con un bisturi se procedié a cortar
pedazos del fruto u hojas
contaminadas de 3 mm, que fuefon
colocados en el centro de cada gaja
Petri con ayuda de una pinza y aza
de siembra, de inmediato sellamos
las cajas con parafim |y
etiquetamos.

Las cajas Petri ya sembradas |las
colocamos en la incubadora a yna
temperatura de 23°C para que el
hongo se propague de manera mas
rapida.

En esta etapa tuvimos que estar
pendientes de las muestras
observandolas cada 24 horas| y
siendo muy minuciosos con todo|lo
que suceda en las cajas,
diferenciando colonias de hongos y
bacterias

Fuente: Autoria nronia_.
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Tabla 5. Identificacion y Aislamiento

Se llevé las cajas Petri a la camara

de

flujo laminar en donde las abrimos para
coger muestras en el porta objetos, la

mejor manera de coger las muestras
con un pedacito de cita adhes
transparente.

fue
va

Observamos al microscopios para poder
diferenciar las estructuras de los
diferentes hongos que se propagarorn en

la caja hasta encontraColletotrichum
gloeosporioidesytilizando los lentes d
20x y 100x.

Se diferencia la caja Petri que contenga

Colletotrichum gloeosporioides,
Preparamos nuevamente medio
cultivo PDA, llevamos a la camara
flujo laminar para volver a sembrar.

de
e

Ya todo en la camara de flujo laminar
obtiene una porcién de micelio y se
siembra en la caja Petri con el medio
cultivo, la llevamos a la incubadora
continuamos con las observaciones ¢
24 horas.

se
lo
de

y
ada

Fuente: CACHAGQ., Adaliz20155

Av. Simén Rodriguez s/n Barrio El Ejido /San Felipe. Tel: (03) 2252346 - 2252307 - 2252205

76



Tabla 6. Caracterizacion Morfoldgica

Como ya tuvimos la caja Petri con
Colletotrichum gloeosporioides

completamente libre de contaminacién

pudimos coger la muestra para llevarla

al

microscopio y observarla con los lentes

de 20 x y 100x ya que estos son los

de

mayor aumento y pudimos diferenciar |de

mejor manera sus estructuras.

Una vez que ya tuvimos enfocado er

el

microscopio procedimos a tomar las

fotografias con la camara digital

acercandola al ocular que fue la manera
mas adecuada de obtener fotografia

claras.

En las fotografias que obtuvimos |se

procedio a identificar las partes

hongo que pudimos diferenciar y |lo
comparamos con la  bibliografia

existente.

Fuente: CACHAGQ., Adaliz2015_
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BLOQUE Il. RESULTADOS:

Talo observado al Microscopio Trinocular CX31

En la Imagen 1 se puede apreciar el tal€dietotrichum gloeosporioide€btenido

en laboratorio en medio de cultivo PDA.

La imagen fue obtenida con ayuda de un microscomioel lente de 20x, en campo

oscuro Phly con intensidad de luz de 5.

IMAGEN 5. A. Talo deColletotrichum gloeosporioides.

Tomada por: El Investigador

El talo deColletotrichum gloeosporioidess filamentoso, formado por filamentos
muy finos enmarafados, con aspecto lanoso, exiendmbre el sustrato, tal como se
obtuvo en laboratorio y se ratifica con lo diche dCHEN, 2014)

Constituidos por una clorofita del genero Trentdipglton los filamentos cubiertos
por una vaina de hifas: Ephebe lanata con Stigope@stocoleus, Racodium.
(LICHEN, 2014)
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Micelio observado al Microscopio Trinocular CX31

En la Imagen 2 se puede apreciar el micelioCadletotrichum gloeosporioides.

Obtenido en laboratorio en medio de cultivo PDA.

La imagen fue obtenida con ayuda de un microscomnoel lente de 100x, en campo

oscuro Phl y con intensidad de luz de 5.

IMAGEN 6. A. Micelio.

Tomada por: El Investigador

El micelio deColletotrichum gloeosporioidessta formado por la reuniéon de hifas
cenociticas, de color hialino en ocasiones de calsado cuando estan agrupadas

como obtuvimos en el laboratorio y con cuerda pafitho por (LICHEN, 2014)

Los conididgenos son simples, por lo general sliforfnes y cortos, dispuestos en
palizada, produciendo acervulosporas acrégenastipde unicelular, hialinas en
algunas ocasiones de color rosa, cuando estan aagsip rectas, ovoidales o
elongadas y aglutinadas en una masa viscosa lseuatifica con lo dicho por
(FALCONI, 2002)
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Esporas observadas al Microscopio Trinocular CX31
En la Imagen 3 se puede apreciar las acervulospdeasColletotrichum

gloeosporioidesObtenido en laboratorio en medio de cultivo PDA.

La imagen fue obtenida con ayuda de un microscomnoel lente de 100x, en campo

oscuro Phl y con intensidad de luz de 5.

IMAGEN 7. A. Acervulosporas d€olletotrichum gloeosporioides.

Tomada por: El Investigador

Como menciona (FALCONI, 2002) las acervulosporasvipnen de acérvulos de
forma tendencial discoidal, formados de estromaselmies, que al inicio son
subepidermicos errumpentes, provistos tipicamestardas setas marrones o negras,

rigidas uni o pluricelular.
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Reproduccion observada al Microscopio Trinocular CX31
En la Imagen 4 se puede apreciar los 6rganos deduqrion deColletotrichum

gloeosporioidesObtenido en laboratorio en medio de cultivo PDA.

La imagen fue obtenida con ayuda de un microscomnoel lente de 100x, en campo

oscuro Phl y con intensidad de luz de 5.

IMAGEN 8. A. AcervulosporasB. Conidiégenos.

Tomada por: El Investigador

La reproduccién d€olletotrichum gloeosporioidess de forma asexual por medio de
conidioforos o las acervulosporas, esto por pecenal grupo de los deuteromicetes
gue son hongos imperfectos al carecer de estrgcaemauales tal como menciona
(AGRIOS, 1999) en su publicacion.
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