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RESUMEN

La presente investigacion se realizd en el sector Los Laureles, canton La
Mana, provincia de Cotopaxi, en el cultivo de banano (Musa paradisiaca L.)
Donde se pudo determinar que el hongo que provoca la mayor pérdida hasta un
50 % de la producciones la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijensis), el hongo se
presenta en las hojas a modo de puntos de color marrdn, oscuro rojizo con un
diametro aproximado de 0,25mm los que al unirse conforme avanza la

enfermedad, aumenta de tamafio por la muerte de los tejidos foliares.

Con la informacion presentada se realiz una caracterizacion morfoldgica
del hongo Mycosphaerella fijensisen condiciones de laboratorio en un medio de
cultivo PDA 'y fueron incubados a una temperatura de 23,5 °C por el lapso de 15
dias, donde se determiné las macro y micro estructuras del hongo en estudio. Las
macro estructuras observadas fueron un micelio de color blanco, ademéas se
observo una coloracion rojiza en la base de la caja petri, el cual al pasar los dias se
desarroll6 méas formando colonias de forma redondeada la misma que se extendio
en todo el medio de cultivo. Las micro estructuras observadas con la ayuda de un
microscopio trinocular fueron hifas segmentadas donde se iniciaron a
desarrollarse los conidios, conidiéforos y esporas con las siguientes dimensiones:
dimension de conidios L=34350.05um B: dimension de conidi6foros
L=50048.92um C: dimension de esporas L=3911.50 um. y se las fotografié con la
ayuda de una cdmara INFINITY (1-2 CB)

Con la ayuda de las referencias bibliograficas y las observaciones
realizadas de las macro y microestructuras, se determiné que el hongo en estudio

correspondia a Micosphaerella fijensis.



SUMMARY

The present research was made in the Los Laureles sector, with the
following coordinates: Latitude: 07° 06' 198" S, Longitude: 98° 89" 232" W,
Altitude: 586 msnm in the La Manéa canton, Cotopaxi province into the banana
crop (Musa paradisiaca L.), where, it was can determined that the fungus which
causes the greatest economic loss up to 50% of production, that is the black
Sigatoka (Mycosphaerella fijensis), the fungus is appeared on the leaves as a
brown, dark reddish spots with an approximate diameter of 0.25 mm, which

joining as the disease progresses, enlarged by the death of leaf tissue.

With the presented information was made a morphological
characterization of the Mycosphaerella fijensis fungus, into laboratory conditions
located in Latacunga at the following coordinates: Latitude: 0° 55' 44.8" S,
Longitude: 78° 37.24.2" W, Altitude: 2850 msmn, for its inoculation is made on a
crop medium PDA (potato dextrose agar) and are incubated at a temperature of
23.5° C for a period of 15 days, where was determined the macro and micro
structures of the fungus in study. The looked macro structures were a mycelium of
white color. Also, they are looked a reddish coloration at the base of the petri box,
which as the days are unfolded more rounded form colonies that spread itself
throughout crop medium. The micro structures were segmented hyphae, where is
started to develop the conidia, conidiophores and spores with the following
dimensions:  conidi6foros L=34350.05umconidios L=50048.92um  spores
L=L=3911.50 um, these dimensions could be looked with a trinocular microscope
and the help of a camera INFINITY (1-2 CB).

With an increase of 4x, 10x, 20x, 100x, with the bibliographic references
help and the made observations of the macro and micro structures was determined

that the fungus in study will correspond to Mycosphaerealla fijensis.

Xi



INTRODUCCION

Segun los datos disponibles de la. (FAO, 2012), la produccién de banano
sumd 55 millones de toneladas, siendo los 10 principales productores: India
(20%); Brasil (11,5%), Ecuador y China (9% cada uno); Filipinas (6,5%);
Indonesia (5,7%); Costa Rica (3,8%); y, México, Tailandia y Colombia, con
porcentajes menores. Solo India, produjo 24,8 millones de toneladas métricas de
banano, en segundo lugar se encuentra China, que realizé una produccion de 10,5
millones de toneladas. En tercer lugar se ubica Filipinas con 9,2 millones y cuarto
Ecuador con 7 millones. Brasil ya registra una produccién de 6,9 millones por lo
que ocupa el quinto lugar. En el 2007, Ecuador ocupaba el quinto lugar pero en
los siguientes afios mejord sus niveles de produccién, por un incremento en las

extensiones de cultivo.

El banano constituye una importante rengldon tanto para la economia de los
paises y de los productores individualmente, como para la sostenibilidad
alimentaria en América Latina y particularmente en Ecuador. Los patdgenos de
mayor importancia afectan la productividad de las plantaciones y aumentan los
costos de produccion, con fuerte impacto en la rentabilidad de las producciones y
la contaminacion ambiental. Una de las enfermedades que mas ataca al cultivo y
provoca pérdidas de mas de 50% es la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijensis).
A nivel mundial el costo para el control es estimado en aproximadamente US$
3500 millones por afio, lo que no incluye su costo sobre el ambiente. Cuando la
produccion de banano se realiza con fines de exportacion, se hace indispensable
mantener el follaje libre de la enfermedad, aspecto que se logra parcialmente con
la aplicacion de fungicidas protectantes y sistémicos, lo que representa un costo
anual de cerca de 350 millones de ddlares para América Latina y 25 millones de
ddlares para Ecuador. (RIMACHE, 2008).



Segun. (ROSALES & RIVAS, 2013), el Ecuador continental esta dividido

en tres regiones geogréficas: litoral o costa, Interandina o sierra y region oriental.

La Sigatoka negra es detectada en el Ecuador en febrero de 1987 al norte
de la provincia de Esmeraldas, en el afio de 1989 se encontro en las provincias de
los Rios y el Guayas y finalmente aparecio en las bananeras del Oro y al sur de
pais en 1992 por lo que esta enfermedad le tomo 5 afios en infectar todas las
bananeras del Ecuador. (ROSALES & RIVAS, 2013).



JUSTIFICACION

La presente investigacion genera interés a sabiendas que la Sigatoka negra
constituye uno de las principales pérdidas econdémicas para el sector bananero, lo

que ocasiona hasta un 27% del costo total de la produccion.

El aporte social de esta investigacion nace de las necesidades de
identificar el hongo fitopatdgeno que existe en el cultivo para apoyar al agricultor
para su conocimiento y ayudar a reducir costos de produccion, este tema de
investigacion es importante porque conociendo a cabalidad la estructura de los
hongos fitopatdgenos los agricultores y los consumidores del Banano (Musa
paradisiaca L.) conoceran como combatir este problema para evitar pérdidas

econdmicos, ambientales y sociales.

La presencia de la Sigatoka negra se ha expandido excesivamente en los
cultivos del sector los Laureles de la provincia de Cotopaxi, cantén La Man4, que
ha obligado a intensificar las medidas de combate y han puesto en manifiesto la
necesidad de crear estrategias para el manejo integrado de la enfermedad, para

mitigar su impacto negativo.

Con una cultura adecuada sobre la descripcién morfoldgica de hongos
fitopatdgenos en el cultivo de banano (Musa Paradisiaca L.), se estima reducir el
uso excesivo de agroguimicos asi el productor obtendrd una mayor produccion y

comercializacion, y por ende una mejor produccion.

Con la presente investigacion se realizara una guia didactica que servira al
agricultor a tomar decisiones adecuadas para el control de enfermedades
producidas por el hongo fitopatogeno (Mycosphaerella fijensis), y a su vez a los

estudiantes que realicen futuras investigaciones.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar morfoldgicamente el hongo fitopatdgeno que causa mayor
impacto en la produccion del cultivo de banano (Musa paradisiaca L.), Sector

Los Laureles, Canton La Mana. Cotopaxi. 2015.

OBJETIVO ESPECIFICOS

e Determinar el hongo fitopatdgeno de mayor impacto en la produccion del
cultivo de banano (Musa paradisiaca L.).

¢ Identificar signos y sintomas del hongo fitopatdgeno del banano (Musa
paradisiaca L.) en campo.

e Caracterizar macro y microestructuras del patégeno.

e Describir el ciclo de vida del patdégeno en condiciones de laboratorio.

e Elaborar una guia didactica de la caracterizacion morfoldgica del hongo

en estudio.



PREGUNTA DIRECTRIZ

e (Se podré caracterizar morfoldégicamente sus macro, micro estructuras y
ciclo de vida del hongo fitopatdgeno (Mycospharealle fijensis) en

condiciones del laboratorio?



CAPITULO |

1. FUNDAMENTACION TEORICA

1.1. El cultivo de banano

El banano tiene su origen probablemente en la region indomalaya donde
han sido cultivados desde hace miles de afios, desde Indonesia se propag6 hacia el
sur y el oeste, alcanzando Hawai y la Polinesia, los comerciantes europeos
llevaron noticias del arbol a Europa alrededor del siglo Ill, aunque no fue
introducido hasta el siglo X. De las plantaciones de Africa Occidental los
colonizadores portugueses lo llevarian a Sudamérica en el siglo XVI,
concretamente a Santo Domingo. (INFOAGRO, 2012)

Los primeros clones identificados en América fueron el SEDA; vy el
FRANCES, denominados por LINNEO como las especies Musa sapientumy
Musa paradisiaca. Ambas especies ya existian en las Antillas desde el siglo
XVII. Se sabe ademéas que plantones de los cultivares fueron introducidos a
principios del siglo X1X a Republica Dominicana. (RIMACHE, 2008).

El banano es la fruta tropical mas cultivada y una de las cuatro mas
importantes en terminos globales, sélo por detras de los citricos, la uva y la
manzana, los paises latinoamericanos y del Caribe producen el grueso de los

platanos que entran en el comercio internacional, a pesar de que los principales
6



productores son India y China, siendo el principal cultivo de las regiones himedas
y calidas del suroeste asiatico, los principales importadores son Europa, EE.UU.,
Japon y Canada. Los consumidores del norte lo aprecian s6lo como un postre,
pero constituye una parte esencial de la dieta diaria para los habitantes de mas de

cien paises tropicales y subtropicales. (INFOAGRO, 2012).

El banano es uno de los cultivos mas importante del mundo, después del
arroz, el trigo y el maiz. Ademas de ser considerado un producto béasico y de
exportacion, constituye una importante fuente de empleo e ingresos en numerosos
paises en desarrollo. (INFOAGRO, 2012)

1.1.1. Clasificacion Taxonomica

Tabla 1. Clasificacion Taxondmica

Reino: Plantae

Subreino: Franqueahionta
Division: Espermatophyta
Subdivision: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Orden: Zingiberales
Familia: Musaceae.

Género: Musa sp.

Especie: Musa paradisiaca L.
Nombre comun: | Banano

Fuente: (INFOAGRO, 2012)

1.2. Enfermedades en el cultivo del banano.

1.2.1. Sigatoka Amarilla (Mycosphaerella musicola)



Los primeros sintomas de la Sigatoka amarilla se presentan en manchas
pequefias o rayas amarillas, que empiezan a salir en las hojas en sentido paralelo
de las venas de las mismas y son visibles a trasluz. Las esporas de este hongo
(ascosporas y conidias) germinan en la superficie del limbo y el micelio penetra
por una abertura estomatica, que luego de tres a siete dias el color se nota visible
para luego tomar un color rojizo hasta marron. En esta fase las rayas de la
Sigatoka sobre pasan los 12 milimetros de largo comenzando a ser perjudiciales
para el cultivo, continuamente se forma un doblez negro y un centro gris que
terminan por morir, luego estas infecciones se unen entre si y pasa a ser severa
produciendo grandes areas necroticas que cubren el total de las hojas. (JONES,
2000)

Esta enfermedad resulta favorecida por las precipitaciones y la alta
humedad. Los efectos directos de la Sigatoka amarilla sobre el follaje estan en

relacién directa con la cantidad de manchas presentes en las hojas. (JONES, 2000)

Los efectos indirectos de la enfermedad inciden en los racimos, al
reducirse la superficie funcional de las hojas, debido a la presencia de numerosas
manchas, el control méas descrito consiste en la aplicacién de aceite agricola,
siendo més eficaz en las manchas jovenes en el proceso de evolucién que
interrumpe la produccion de esporas, estas aplicaciones se encuentran dadas por

medio de inspecciones Yy evaluaciones constantes al cultivo. (JONES, 2000)

Otro método de control es por medio de labores culturales en el cultivo las
cuales son complementarias y se llevan a cabo conjuntamente para tener éxito en
la operacion. (JONES, 2000)

Sintomas: La enfermedad origina la muerte de grandes areas de la superficie
foliar, resultando afectada en algunos casos la hoja entera. El area fotosintética es
reducida drasticamente y en casos severos los frutos no maduran totalmente. Los
frutos tienen una madurez prematura ya sea antes o0 después del corte de

separacién del racimo y presentan olor y sabor anormales. (RIMACHE, 2008).



Los frutos cosechados de plantas infectadas son méas sensibles al “dafio por
frio” durante el almacenaje en frio. Ademas, son mas propensos a infecciones con
descomposicion en relacion a los frutos de racimos sanos. La fruta de plantas
enfermas no que dan apta para travesias y menos para comercio externo. Las
pérdidas econdmicas derivadas de esta enfermedad estan relacionadas con la
severidad de las lesiones en las hojas, desde dafios leves hasta casos extremos en
las que han sido cuantiosas, en las cuales se tuvo que abandonar esta produccion.
(RIMACHE, 2008)

1.2.2. Sigatoka Negra (Mycosphaerella fijiensis)

La Sigatoka negra, es una enfermedad de tipo foliar econdmicamente méas
importante en Latinoamérica y el Caribe, Esta enfermedad destruye el area foliar
disminuyendo la capacidad fotosintética de la planta conllevando a una prematura
maduracion de los frutos, se encuentra distribuida en la mayoria de las regiones
bananeras en el mundo, fue reportado por primera vez en febrero de 1963 en el
distrito de Sigatoka de la isla de VitiLevu en Fidji situada al sudeste Asiatico.
(JONES, 2000).

La primera aparicion en el continente Americano de esta enfermedad fue
reportada en Honduras en afio de 1972 mezclada con Sigatoka amarilla.
(STOVER, 1980). A partir de entonces se encuentra diseminada en toda América
y el Caribe: Belice en 1975; Guatemala, el Salvador, Costa Rica, Nicaragua en
1977; en Panama en 1980; Colombia 1981; Ecuador en. 1986, Venezuela y Cuba
en 1991 Jamaica y Per( en 1994; Republica Dominica 1996; Bolivia 1997 y
Brasil 1998 En 1999 se detectd en Estados Unidos en condiciones de invernadero
en la Florida, Estados Unidos y Haiti en el 2000. (MOURICHON X., PETER D.,
ZAPATER M., 1987)

Los ultimos reportes se confirman que se encuentra registrada la

enfermedad en Australia, Trinidad y Tobago, Puerto Rico y Granada. A la fecha,
9



no se ha reportado la presencia de la enfermedad en las islas caribefias de
Guadalupe, San Vicente y Santa Lucia. (FOURTUNE & RAMBARAN, 2005)

> Agente Causal:

El agente causal de la Sigatoka negra es el hongo Ascomycete que se
reproduce en forma sexual y asexual durante su ciclo de vida. Mycosphaerella
fijiensis Morelet, (fase sexual) o Paracercospora fijensis Morelet (fase asexual).
Durante la fase asexual correspondiente al género Paracercospora se presenta en
el desarrollo de las primeras lesiones de esta enfermedad las cuales son descritas
como pizcas o estrias, en esta fase se observa la presencia de conididforos
emergiendo de los estomas a la superficie de las hojas, terminado la fase de
reproduccion de los conidiéforos, se inicia la fase sexual de la enfermedad sobre
el primer estado de la mancha con la produccion de ascosporas en estructuras
Ilamadas peritecios, los cuales se forman sobre la superficie del estado mas
avanzado. (MARIN D.H., ROMERO R.A., GUZMAN M.,, 2008)

Los conidioforos se desarrollan en las manchas de color café sobre el
envés de la hoja y son producidos unicamente hasta el segundo estadio de la
enfermedad. Estos son rectos o curvos de color marrén, septados de tamafio de 25
micrémetros y 3 a 4 micrémetros de ancho. (CARRASCO & PINEDA, 2008)

Las conidias son estructuras hialinas, cilindricas, rectas o ligeramente
curvas, que poseen de seis a nueve septos, delgadas en al apice y mas anchas en la
base. (CARRASCO & PINEDA, 2008)

El peritecio en una estructura de forma globosa de color marrén oscuro en
donde en la parte superior presenta una apertura denominada ostiolo que dentro se
encuentran las ascas que son especies de sacos, donde en el interior reencuentran
las ascosporas que son las esporas sexuales. (MARIN D.H., ROMERO R.A.,
GUZMAN M.,, 2008)
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Las ascosporas son hialinas, fusiformes clavadas, con dos células y
ligeramente constrictivas en el septo, miden de 14-20 mm de longitud y de cuatro
hasta 6 mm de ancho, la fase sexual es la mas importante en la produccion de la
enfermedad ya que es aqui donde se disemina la enfermedad (MARIN D.H.,
ROMERO R.A., GUZMAN M.,, 2008)

> Epidemiologia:

La Sigatoka es una enfermedad policiclica, en donde los conidias y las
ascosporas cumplen la funcion de disipar la enfermedad con una secuencia sin fin
de inoculacion, infeccién, colonizacion, esporulacion, dispersion y nuevas
infecciones. (MOURICHON X., PETER D., ZAPATER M., 1987)

Las conidias cumplen un rol muy importante en la prevalecia de la
enfermedad durante periodos de baja precipitacion, las ascosporas son
consideradas mas importantes en la dispersion de la enfermedad a distancias
mayores por efecto del viento y responsables de la introduccion de la enfermedad
a nuevas areas, las trampas de ascosporas han recolectado de 8.000 a 33.000 mil
ascosporas por metro cubico de aire en 24 horas, bajo condiciones normales las
ascosporas maduras pueden presentarse de 3 a 4 semanas de la aparicion de las
primeras estrias. (GUAHL & STOVER, 1994 - 1980).

Las ascosporas se producen en cuerpos fructiferos denominados
pseudotecios, en lesiones maduras, generalmente en las hojas mas viejas, por lo
cual estas hojas necesitan ser removidas del cultivo, tanto las conidias como las
ascosporas infectan la hoja via estomatica por lo cual son mas abundantes en la
parte abaxial, el rango 6ptimo para la reproduccion de los conidios es del 92 al
100% de humedad y las ascosporas de 98 a 100 % con un rango de temperatura de
26 a 28°C, cabe sefialar tanto las conidias como las ascosporas presentan el mismo
desarrollo de la enfermedad. (GUAHL & STOVER, 1994 - 1980).
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Estudios realizados acerca de la viabilidad de las conidias y ascosporas
demuestran que las conidias pueden permanecer viables hasta 60 dias sobre la
superficie de la hoja y hasta 18 dias en la epidermis de los frutos en condiciones
de sombra. (GUAHL & STOVER, 1994 - 1980).

> Desarrollo De La Enfermedad:

Los sintomas iniciales de la Sigatoka negra estan determinados por el
patron de infeccion en el desarrollo en la hoja, el desarrollo de una hoja de banano
es constante y expandido en forma de embudo, de donde nuevos tejidos son
expuestos a la infeccidn del hongo, que por medio del viento y el agua se dispersa.
La infeccion causada por las esporas generalmente germinan dentro de 2 a 3 horas
cuando caen sobre superficies himedas, una vez infectado se encuentra
establecido la esporodoquia que son los grupos de conidiéforos alineados dentro
del estoma de la hoja infectada, el cual se desarrolla en la cavidad sub estomatica
de donde una o mas hifas de Mycosphaerella fijiensis emergen del estoma en el
envés de la hoja. (MARIN D.H., ROMERO R.A., GUZMAN M.,, 2008)

Para la infeccion de estomas adyacentes las hifas se desarrollan a manera
de red por la superficie foliar produciendo ramificaciones, por lo cual es infectada
toda la hoja en la etapa final mostrando un crecimiento epifitico, la produccion de
conidias se observa en mayor nimero en la etapa antes de floracion los sintomas
de la enfermedad, pueden desarrollarle por completo desde los 50 a 115 dias los
primeros sintomas se presenta en las hojas a modo de puntos de color marron
oscuro rojizo con un didmetro aproximado de presentandose en el periodo mas
largo en la época més seca del afio, mientras que en la temporada lluviosa ocurre
un desarrollo acelerado posible de encontrar los estadios en todas las épocas del
afio especialmente en las hojas jévenes. (MARIN D.H., ROMERO R.A,
GUZMAN M.,, 2008)
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> Sintomas:

Los primeros sintomas de presentan en las hojas a modo de puntos de
color marrdn, oscuro rojizo con un diametro aproximado de 0,25mm los que, al
unirse conforme avanza la enfermedad, aumenta de tamafio por la muerte de los
tejidos foliares, torndndose de color marron negro.

El mal afecta severamente el &rea fotosintética con el consecuente
debilitamiento de la planta y si estd en la etapa de fructuacion, los racimos de
frutos no alcanzan el valor comercial, el hongo se reproduce sexualmente

mediante su fase escdgena y asexualmente por conidias.

Las ascosporas son diseminadas por el viento y las conidias también por
el viento y las lluvias, la mayor infeccion es originada por las ascosporas, las que
al adherirse a la lamina foliar en condiciones de humedad ya temperaturas
favorables, germinan y emiten un tubo germinativo que penetra al interior de la
hoja via las estomas, una vez al interior se desarrollan gracias a la sustancias
nutritivas que circulan internamente en la lamina foliar el mal aparece en forma de
puntos a lo largo de la margen izquierda de la hoja, luego estos puntos se repiten
en la punta de la hoja para enseguida aparecer en el lado derecho, hasta llegar al
apice. (RIMACHE, 2008).

(FOURE, 1985), describe los estadios de la enfermedad como aparecen a

continuacion.

Estadio 1: pequefias manchas de color blancuzco o amarillo visibles en el envés

de la hoja
Estadio 2: se observa una pequefia raya, generalmente de color café y visible en

el envés de la hoja; en el haz se visualiza como una raya que cambia

progresivamente de color café a negro.
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Estadio 3: la raya se hace méas alargada y bajo condiciones climaticas favorables,

alcanza una longitud de 2 a3 cm.

Estadio 4: mancha negra en el haz de la hoja, claramente apreciada a simple vista.

Estadio 5: la mancha eliptica se vuelve totalmente negra y se ha extendido en el
haz de la hoja. Esta mancha tiene un halo amarillo que la rodea y su centro

comienza a deprimirse.

Estadio 6: el centro de la mancha se seca, adquiere un color gris claro y lo rodea
un anillo bien definido de color negro, rodeado a su vez por un halo de color

amarillo brillante.

Interaccién planta patégeno

El patdgeno que causa la Sigatoka negra presenta varios grados de
agresividad, segun el grado de compatibilidad que exista entre en la especie Musa
sp. Y el hongo generalmente, ataca a especies como Musa balbisiana, Musa
acuminata. (GAUHL, 1997)

Los cultivares se clasifican de acuerdo a la resistencia o susceptibilidad a
la Sigatoka negra, las plantas poseen diferentes mecanismos de defensa, asi como
los patdgenos evaden estos ataques hasta suprimirlos de esta forma encontramos

tres niveles de susceptibilidad a Mycosphaerella fijiensis. Que son:

> Susceptibles: los que se caracterizan por que la enfermedad se desarrolla
con gran rapidez la fase 1 hacia la necrosis mostrando todos los estadio.
Particularmente las plantas susceptibles presentan con una a dos hojas funcionales
al momento de la cosecha. Ciertos bananos presentan una reaccién de sensibilidad
a la Sigatoka negra comparable a la del cultivar Grande Naine (AAA, Cavendish).
Otras especies presentan una resistencia parcial que se puede ser moderada.

(MOURICHON, X. FOURE, E., 1990-1997)
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> Los tolerantes: Muestran un lento desarrollo de los sintomas de la fase
uno hacia la necrosis teniendo una esporulacion débil. La planta conserva su
superficie foliar funcional al momento de la cosecha. (MOURICHON, X.
FOURE, E., 1990-1997)

1.3. Hongos fitopatdgenos

Segin (FHIA, 2007), Manifiesta que los bidlogos utilizan el término
hongo para incluir organismos eucariéticos, esporogenos, sin clorofila.

Los hongos son pequefios organismos productores de esporas,
generalmente microscopicos, eucarioticos, ramificados y a menudo filamentoso
que carecen de clorofila y que tienen paredes celulares que tienen quitina,
celulosa, 0 ambos componentes. (AGRIOS, 1999)

1.3.1. Caracteristicas generales

Los hongos son organismos carentes de clorofila que se reproducen
mediante esporas. Son por lo general filamentosos y multicelulares, con nucleos
que se observan con facilidad. Los filamentos constituyen el cuerpo (soma) de los
hongos que se alargan mediante un crecimiento especial y un pequefio fragmento
de ellos puede reproducirse un nuevo individuo. (HERRERA & MAYEA, 1994)

Las estructuras reproductivas se diferencian de las somaéticas y sobre la
base de sus caracteristicas se clasifican los hongos. Las estructuras somaticas de
los diversos hongos son muy similares y pocos pueden ser identificados cuando
no se presentan las estructuras reproductivas. (HERRERA & MAYEA, 1994)

1.3.1.1. Estructuras somaticas

El talo de los hongos consiste tipicamente en filamentos microscopicos

ramificados hacia todas partes y que se extienden sobre o dentro del sustrato que
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se utiliza como alimento. Estos filamentos se denominan hifas. El conjunto de
hifas constituyen el micelio de los hongos. (HERRERA & MAYEA, 1994).

Las hifas pueden ser septadas o sin septos (lisas 0 cenociticas) este ultimo
tipo de hifa es caracteristico de los hongos inferiores y cuando envejecen pueden
formarse septos en varios lugares. Los septos varian en su estructura y pueden ser
simples o complejos. (HERRERA & MAYEA, 1994).

El micelio en algunos hongos forma gruesos cordones denominado
rizomorfos que semejan raices, son resistentes a condiciones adversas Yy
permanecen en estado de letargo hasta que se presentan condiciones favorables.
En algunos casos, los rizomorfos pueden alcanzar grandes longitudes.
(HERRERA & MAYEA, 1994).

1.3.1.2. Hongos como patdgenos en las plantas

El efecto nocivo de los hongos se debe a su capacidad para destruir
fisicamente los tejidos de la planta, alterar la fisiologia vegetal reduciendo el
crecimiento de toda la planta o de 6rganos determinados, o producir toxinas que
afectan tanto a plantas como animales. Algunos hongos, conocidos como
biotrofos, pueden crecer y multiplicarse manteniéndose durante todo su ciclo de
vida en la planta huésped, viviendo y obteniendo nutrientes sin causar la muerte.
Otros son necrotrofos, en una parte de su ciclo vital requieren una planta huésped
pudiendo crecer sobre tejido muerto o producir la muerte celular para absorber los

nutrientes del tejido muerto.

Muchas infecciones empiezan con una fase biotréfica que se convierte mas
tarde en necrotréfica. Algunos hongos son simbiontes facultativos, creciendo
tanto libres como asociados a plantas, y otros son simbiontes obligados, creciendo

solo si estan asociados a plantas. (AGRIOS, 2005)
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1.3.1.3. Identificacion de hongos

(CALZADA, 2002), afirma que para la identificacion de hongos
fitopatdgenos es necesario la observacion de sus estructuras somaéticas y
reproductivas, mediante la técnica de camara himeda y/o aislamiento es posible
inducir la aparicion de estas estructuras producidas y el uso de claves taxondmicas
son necesarios para determinar el género y la especie del hongo patégeno, para la
identificacion de los hongos es necesario el reconocimiento de las estructuras

vegetativas y reproductivas. En cuanto a estructuras vegetativas se debe analizar:}

Plasmodio: se refiere al cuerpo o soma vegetativo de algunos hongos
inferiores, el cual esta constituido por una masa multinucleadas, sin pared celular,
son escasos los hongos fitopatdgenos que poseen soma vegetativo de tipo

plasmodial.

Micelio: la mayoria de los hongos poseen cuerpos filamentosos provistos
de pared celular, a los filamentos que constituyen el cuerpo o soma vegetativo se
les denomina hifas, al conjunto de hifas se le denomina micelio cuando las hifas
no presentan septas, el micelio es denominado cenocitico o no tabicado y cuando

las presenta el micelio se dice que es tabicado.

1.3.1.4. Signos y sintomas de hongos patdgenos en la planta

Los sintomas que producen los hongos en sus hospedantes son de tipo
local o general y pueden aparecer por separado en hospedantes distintos, en un
mismo hospedante aparecer uno después de otro en un mismo en un mismo
hospedante. En general, los hongos producen una necrosis local o general o la
muerte de los tejidos vegetales que infectan, hipertrofia e hipoplasia o atrofia de
plantas completas o de sus drganos, e hiperplasia o crecimiento excesivo de ellas
0 de algunos de sus 6rganos. (AGRIOS, 1999).

17



En muchas enfermedades, el patdgeno se desarrolla, o produce varias
estructuras, sobre la superficie de su hospedante estas estructuras que incluyen al
micelio, esporoforos, cuerpos fructiferos y esporas, se les denomina signos y
difieren de los sintomas, los cuales solo se refieren a la apariencia que toman las
plantas o sus tejidos cuando han sido infectados. (AGRIOS, 1999).

1.3.1.5. Medios de cultivos usados en el aislamiento de hongos

(FRENCH, E.,& HEBERT, T., 1980). Manifiestan que los medios de

cultivo utilizados habitualmente que se encuentran en el mercado son:

AGAR PAPA DEXTROSA (PDA). Es un medio util para valorar el
aspecto morfolégico y la coloracion de la colonia. Su alto contenido de
carbohidratos condiciona un mayor crecimiento, el detrimento de la esporulacion

que suele retrasarse hasta un mes, las colonias pueden ser atipicas.

AGAR PAPA SACAROSA ACIDIFICADO (APSA). Este medio, que
inhibe la multiplicacion de las bacterias, es de uso generalizado para el
aislamiento de los hongos a partir de tejidos enfermos. Si se reduce a la mitad la
cantidad de azucar, generalmente se produce un crecimiento mas ralo y facil de
observar, y una esporulacion mas rapida, factores que facilitan la identificacion de

hongos.

La temperatura habitual de incubacion de los hongos es entre 23 y 28 °C.

1.4. Estructuras reproductivas

1.4.1. Hongos superiores

e Estructuras representativas de la clase ascomycetes: La clase
ascomycetes se caracteriza por poseer micelio tabicado y producir esporas de
origen sexual denominadas Ascosporas, estas ascosporas se producen dentro de

sacos llamados ascas las ascas pueden encontrarse en forma libre o contenida en
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cuerpos fructiferos. Los cuerpos fructiferos pueden ser de dos tipos: Apotecios y
Cleistotecios.

e Estructuras representativas de la clase Basidiomycetes:La clase
basidiomycetes se caracteriza por tener micelio tabicado y reproducirse
sexualmente mediante la produccion de basidioporas. Estas son producidas
exogenamente sobre una estructura llamada basidio. Los basidios pueden ser

septados o0 no.

e Estructuras representativas de la clase Deuteromycetes: Esta Clase
incluye a los hongos superiores (micelio tabicado) a los que no se les conoce la
reproduccion sexual. En algunos casos por no tener reproduccion sexual, o si la
tienen esta se produce rara vez, o simplemente porque no se le conoce ain. Estos

hongos se reproducen de forma asexual formando esporas denominadas conidios.

Estos conidios pueden producirse en forma libre o dentro de cuerpos
fructiferos.

Los conidios pueden tener diferentes formas y tamafios. Pueden ser

hialinos u obscuros. Pueden ser unicelulares o multicelulares. Pueden estar sueltos

0 agrupados en ramilletes o cadenas.
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CAPITULO II

2. DISENO DE LA INVESTIGACION

2.1 Materiales y Recursos

2.1.1 Institucionales

Universidad Técnica de Cotopaxi
Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales
Carrera de Ingenieria Agrondmica

Laboratorio de Microbiologia
2.1.2 Recursos Humanos

Autor: Edison Javier Batallas Fonseca
Director de tesis: Ing. Santiago Jiménez
Miembros del tribunal:

» Ing. Adolfo Cevallos. Msc.

» Ing. Luis Benavides

» Ing. David Carrera

2.1.3. Material De oficina

Céamara fotografica SONY
Computadora hp

Flash memory

Fundas de papel “sobres de carta”
Fundas de plastico “Ziploc”

GPS GARMIN



» Impresora

» Libro de campo
» Navaja
>

Tijeras
2.1.4. Material experimental

» Muestra de la planta o parte enferma del Muestra de la planta o parte
enferma del Banano (Musa paradisiaca L.)

» Hoja infectada con (Micosphaerealla fijensis) de la planta de banano del

Banano (Musa paradisiaca L.)

2.1.5. Materiales de laboratorio

2.1.5.1.Equipos

Autoclave semiautomatica 2540-23 litros
Balanza digital.

Céamara cientifica INFINITY 1-2CB

Céamara de crecimiento o incubadora

Camara de flujo laminar aurora mini con base
Desmineralizador de agua waterwise 9000
Estufa eléctrica

Incubadora IN110

Microscopio Trinocular Olympus CX31
Refrigeradora R1-425 QUARZO INDURAMA
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2.1.5.2.Material
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Asa de siembra

Bisturi

Botellon de agua y soporte.
Cajas Petri

Cajas separadoras “almacenamos las muestras terminadas”
Cinta adhesiva transparente de 1,5 cm de ancho
Cintas para etiquetar

Cintas para medir el ph
Cofias

Cubreobjetos

Cuchara de pléastico pequefias
Cucharas de cocina
Encendedor

Erlenmeyer de 500 ml
Boligrafo

Goteros de pléstico

Guantes desechables
Mascarillas descartables
Material didactico

Mechas para mechero
Mechero de alcohol

Olla

Papel absorbente

Papel aluminio

Parafilm de laboratorio
Pinzas

Portaobjetos

Protectores para calzado
Taburetes

Tamiz



» Tijera
» Varilla de agitacion.
» Vaso de precipitacion de 40 -100-800 ml

2.1.5.3.Reactivos

Agar

Agua destilada

Alcohol antiséptico 72°G.L
Alcohol industrial.

Glucosa ‘“‘azucar”

V V.V V V VY

Levadura

2.2. Disefio metodologico

En esta investigacion se caracteriza morfologicamente los signos y
sintomas, macro y micro estructuras y ciclo de vida del hongo fitipatdgeno
(Micosphoerealla fijensis), en base a fotografias captadas con el microscopio
trinocular OLYMPUS CX31 acoplado con la cdmara INFINITY 1-2CB.

2.2.1. Investigacion descriptiva

La metodologia descriptiva puntualiza como se ocasionaron los fendmenos
gue se investigaron, también se ocupd la descripcion de datos y caracteristicas de

una poblacion.

Esta investigacion es descriptiva, porque para su desarrollo se detalld
minuciosamente todo el proceso de investigacion, ademas se recopilo informacion
de las caracteristicas morfologicas e identificO a los hongos fitopatdgenos.
Ademas de ser descrita los resultados fueron procesados, analizados, discutidos y
establecidos de como se ocasionaron los fendmenos, y asi se evaluaron aspecto

relevante de la investigacion.



2.3. Meétodo

La presente investigacion se basd en un disefio no experimental, pues no
se realiz6 manipulacion de ninguna variable, es decir no se cambio la realidad del
cultivo de banano en el sector los Laureles de la provincia de Cotopaxi del cantdn
La Mana por el contrario lo que se realizd con la investigacion es mejorarla,

gracias a la “Caracterizacion morfoldgica de hongos fitopatdogenos”.

2.3.1. Métodos ldgicos

= Meétodo descriptivo analitico: Utilizdé este método en la investigacion
porque describié y analiz6 detalladamente en campo como en el laboratorio el

hongos fitopatdgeno (Mycosphaerella fijiensis)

= Meétodo deductivo: para el avance de la investigacion se empled este
método porque permitid recopilar informacion de la caracteristicas morfologicas
que presenta el hongo, permitiendo de esta manera identificar (Mycosphaerella
fijiensis) en el cultivo de banano (Musa paradisiaca).

= Meétodo comparativo: Es método se utilizd con la finalidad de comparar
el hongo Fitopatdégeno (Mycosphaerella fijiensis), aislado en el laboratorio con la

bibliografia citada.

2.4. Técnica

Observacion: Consistio en observar en campo y laboratorio, los sucesos
de manera directa y abierta con el propdsito de obtener informacion de primera
mano del fendmeno que se investiga. La observacion permitio conocer la realidad
en la que se desarrolla el hongo, ademas se observo los signos y sintomas que se
presentaron en el cultivo. Como instrumento utilice cuaderno de campo y camara

fotografica SONY con el fin de apuntar todos los sucesos observados en el



cultivo, y en el laboratorio se utilizd6 un microscopio trinocular de marca
OLYMPUSCX3L1 acoplada de una cdmara INFINITY 1-2CB con la ayuda de un

computador portatil.

Fichaje: Consistio en la recoleccion y organizacion de la informacion
usando etiquetas que ayudo6 el almacenamiento de la informacién en formato

digital.

2.4.1. Delimitacion del lugar de recoleccién

Se recolecto las muestras en el recinto Los Laureles el mismo que se
encuentra ubicado en la parte sureste del canton La Mana, esta limita: al norte con
el recinto San Pedro, al sur con el recinto San Pablo, al este con el rio San Pablo al

oeste con el canton Pangua.

2.4.1.1. Ubicacion Politica
= Pais: Ecuador
* Provincia: Cotopaxi
» Canton: La Mana
» Parroquia: La Mana
= Sector: Los Laureles

2.4.1.2. Ubicacion Geogréfica
= Latitud: 07° 06° 198’S
» Longitud: 98° 89'232"W
= Altitud: 586 msnm
Tabla 2. Condiciones edafocliméticos

CONDICIONES EDAFOCLIMATICOS
Temperatura anual media (°C) 23
Humedad Relativa (%) 88y 90
Precipitacion anual (mm) 549,5y 512

Fuente: (COTOPAXI, 2005)
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2.4.1.3. Ubicacion politica

Pais: Ecuador
Provincia: Cotopaxi
Cantodn: Latacunga

Ciudad: Latacunga

2.4.1.4. Ubicacion geografica

1972).

Latitud:0°55'44.8"S
Longitud: 78° 37.24.2”°W
Altitud: 2850 msnm

2.5. Diagnostico del cultivo

Al realizar el diagnostico se sigui6 la secuencia propuesta por. (STREETS,

Identificar la planta hospedante: banano (Musa paradisiaca L.)

Sintomas en campo: utilice informacion propia y del agricultor.

Condiciones de cultivo: El tipo de suelo, practicas y riego, fertilizacion y
aplicacion de plaguicidas

Sintomas en detalle: Se observa manchas, roya foliar, pudriciones,
chancros o agallas.

Observacion: la observacion se realizd con un microscopio OLYMPUS
en laboratorio, de la superficie de las lesiones o tejidos muertos; esto
permitira observar la presencia de esporas, cuerpos fructiferos del hongo.
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2.6. Toma de muestras

El método utilizado para esta actividad fue por cuotas, en la cual se fijo en

un numero de individuos que reunieron unas determinadas condiciones.

2.6.1. Procedimientos en la toma de muestras

Se extrajo partes de plantas afectadas “hojas™ con una tijera, en cada corte
se procedio a esterilizar los materiales con alcohol y las muestras vegetales se
envasaron en bolsas de papel para que el exceso de humedad sea absorbido por el
papel, posteriormente se procedio a colocar en una funda Ziploc con su respectiva
codificacion y se trasladara inmediatamente al laboratorio para proceder con el

trabajo.

2.7. En laboratorio

Preparacion del medio del cultivo PDA. (ANEXO 1)

2.8. Aislamiento

Se procedid a realizar diferentes tipos de aislamientos segun se presente el

caso tales como:

2.8.1. Aislamiento directo.

Se observo a través del microscopio una muestra enferma; para verificar;
si se encontro6 fructificaciones de micelio etc., para esto se procedié a tomar una
muestra de este material con una aza de diseccidn estéril y se colocé directamente
sobre el medio de cultivo solidificado. Se incuba a 23,5°C. Y se realiza

observaciones durante los siguientes 7 dias.
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2.8.2. Partes vegetales en medio de cultivo PDA.

Se procedio a tomar porciones de tejido enfermo para desinfectarlos en
una solucién 2:1 de alcohol a 75 G.L, se lava dos veces con agua desmineralizada
y se eliminG excesos de las mismas, y al final se coloca en el interior de la caja

petri estéril con PDA.

2.9. Purificacion

Consistio a realizar cortes de las puntas de micelio con la ayuda de un
bisturi estéril del borde de la colonia en crecimiento, Esta pequefia porcién del
hongo y agar se depositd en otras cajas con medios de cultivo estéril y de esta

forma se obtuvo cultivos puros.

2.10. Incubacion

La incubacion se realiz6 a 23,5°C, en una incubadora IN110 por un lapso

de 15 dias segun el desarrollo de los micelios del hongo.

2.10.1. Caracterizacion morfologica

2.10.1.1. Observacién microscopica

e Técnica de cinta pegante: Se procedi6 a realizar un doblez de una tira de
cinta de 4 cm, con el lado adhesivo hacia fuera y se sostendra con una
pinza. Con el lado adhesivo se tom6 con mucho cuidado una pequefia
muestra de la colonia del hongo a estudiar, se adiciono una gota de agua
destilada sobre el portaobjetos y se pego la cinta sobre el portaobjetos para
luego ser observado en el microscopio con un aumento de4x, 10x, 20X y
100x.



e Montaje por diseccion: Con una aza estéril (0 un bisturi), se tomd una
pequefia muestra del hongo y se ubico sobre el portaobjetos con una gota
de agua destilada, con el misma aza se extendié el micelio, después se
puso el cubreobjetos para observarlo en el microscopio con aumentos de
4x, 10x, 20x y 100x.

2.11. Descripcion

Caracterizacion morfoldgica de hongos fitopatdgenos: para esto se utilizd
el método comparativo a través de fotos microscopicas y macroscopicas y el uso

de bibliografia.

De las cepas aisladas se hizo observaciones macroscopicas tales como:
forma de la colonia del hongo, color caracteristico del medio de cultivo, halo de

crecimiento de cada una de las colonias.

Luego se procedio a realizar placas fijas de cada una de las cepas aisladas
para posteriormente observar las estructuras microscopicas tales como: forma del
conididsporo, esporangiésporos, forma y tamafio de las esporas o conidios.

Para realizar las placas fijas se procedi6 de la siguiente manera:

» Preparacion de cajas petri con las cepas de hongos aislados, una en cada

caja petri.

» Utilizacion de cinta masking transparente de seis centimetros de largo y se
fija en el cuerpo fructifero, tomando directamente de la caja petri, donde se

encuentran las cepas puras.

» Observacion en microscopio con el objetivo adecuado y toma de

fotografias microscépicas de las diferentes estructuras.



» Creacion de un archivo con las fotografias tomadas de las cepas para luego
realizar los postulados de Koch y cumplir con el cuarto item.

» Elaboracién de un cuadro comparativo con los hongos re-aislados, para

ver si eran el mismo hongo que se in6culo
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3.1.

CAPITULO III

3. RESULTADOS Y DISCUSION
Determinacion del hongo fitopatdgeno de mayor impacto

economico en el cultivo de Banano (Musa paradisiaca L.)

Mediante observacion directa se determinar que el hongo fitopatégeno de
gran impacto econdmico en el cultivo de banano (Musa paradisiaca L.), en el
sector los Laureles del canton la Manad de la provincia de Cotopaxi, fue la

Sigatoka negra (Mycosphaerella fijensis).

3.2. Signos y sintomas de la Sigatoka negra (Mycosphaerella

fijensis) en el cultivo de Banano (Musa paradisiaca L.)

La observacion realizada en campo los signos y sintomas que presenta la
Sigatoka negra estan determinados por pequefias rayas, generalmente visible de
color café en el envés de la hoja; en el haz se representa como una raya que
cambia progresivamente de color café a negro, a partir de la tercera hoja de la

planta.

Fuente: Batallas Edison
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3.3. Caracterizacion de macro y microestructuras de la

Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis)

TABLA 3. Caracterizacién de Macro y Micro estructuras del Patogeno.

CONCEPTUALIZACION | INDICADOR INDICE | TECNICAS INSTRUMENTO

Caracterizacion Talo Tipo
morfolégica de hongos Micelio Tipo
fitopatdgenos en el Observacion | Microscopio

Esporas Tipo
cultivo de Banano

(Musa paradisiaca L.) Reproduccion | Tipo

Fuente: Batallas Edison

3.3.1. Macro estructura

Se logro identificar en los primeros dias de desarrollo en el medio de
cultivo PDA, la presencia de una insuficiente formacion de micelio, y a su vez una
coloracion rojiza en la base de la caja petri, al pasaras los dias el micelio presento
una forma ovalada de color blanco que cubri6 casi en su totalidad la caja petri el
mismo que no cambia su coloracion en todo ese tiempo, mediante el paso de los
dias fue formando colonias de micelio que llego a cubrir en su totalidad la caja
petri empezando a cambiar de color blanco a café y llegando a su fase final a

ponerse de un color negro.
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IMAGEN 2. Evolucion de micelio en el medio de cultivo PDA Sigatoka negra

Fuente: Batallas Edison

A. siembra de cultivo B. Iniciacion de micelio C. Desarrollo de micelio de
dos colonias blanquecino y rojizo D. Micelio color blanquisimo formando por tres
colonias E. Colonias de micelio F. Etapa final desarrollo de conidios y

conidiéforos

3.3.2. Micro estructuras

Se observaron las micro estructuras con el microscopio Optico olympus,
incorporada con una camara INFINITY 1-2CB con un aumento de 20x.

Las conidias son estructuras hialinas, cilindricas, rectas o ligeramente curvas, que
poseen de seis a nueve septos, delgadas en al &pice y mas anchas en la base.
(CARRASCO, 1995)
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IMAGEN 3. Formacion de Micros estructuras, 200x

" 4 - &
Fuente: Batallas Edison

A. Conidioforos B. Germinacion de conidios

En la presenta imagen se puede apreciar el desarrollo de varios conidios
de forma alargada que a través de su ciclo de vida, empiezan a desarrollarse los
conidioforos que se despliegan de los conidios, de la misma manera podemos
observar las diferentes dimensiones y amplitudes de los conidios y conidiéforos
segmentados.

Los conidioforos se desarrollan en las manchas de color café sobre el
envés de la hoja y son producidos Unicamente hasta el segundo estadio de la
enfermedad. Estos son rectos o curvos de color marrén, septados de tamafio de 25
micrémetros y 3 a 4 micrémetros de ancho. (CARRASCO, 1995).
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IMAGEN 4. Dimensiones de las micro estructuras, 200x
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Fuente: Batallas Edison

Identificacibn de micro estructuras del hongo Sigatoka negra
(Mycosphaerella fijensis) con el objetivo 20x. A. dimension de conidios
L=34350.05um B. dimension de conidiéforos L=50048.92um C. dimension de
esporas L=3911.50 pm.

Los conidioforos se desarrollan en las manchas de color café sobre el
envés de la hoja y son producidos unicamente hasta el segundo estadio de la
enfermedad. Estos son rectos o curvos de color marrén, septados de tamafio de 25
micrémetros y 3 a 4 micrometros de ancho. Las conidios son estructuras hialinas,
cilindricas, rectas o ligeramente curvas, que poseen de seis a nueve septos,
delgadas en al apice y mas anchas en la base. (CARRASCO, 1995). El peritecio
en una estructura de forma globosa de color marrdn oscuro en donde en la parte
superior presenta una apertura denominada ostiolo que dentro se encuentran las
ascas que son especies de sacos, donde en el interior reencuentran las ascosporas
que son las esporas sexuales. Las ascosporas son hialinas, fusiformes clavadas,
con dos células y ligeramente constrictivas en el septo, miden de 14-20 mm de
longitud y de cuatro hasta 6 mm de ancho. La fase sexual es la mas importante en

la produccion de la enfermedad ya que es aqui donde se disemina la enfermedad.
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3.4.

Descripcion del ciclo de vida en condiciones del laboratorio

Tabla 4. Ciclo de vida Mycosphaerella fijensis L en condiciones de laboratorio.

Actividad Tiempo/T®
Inoculacion 10 minutos a
del hongo 19°C
Presencia de | 2 dias a 23,5 |
micelio °C '
Formacion 4 dias a 23,5
de °C
conidioforos

Formacion 11 dias a
de conidios 23,5 °C
Formacion 15 dias a
de 23,5°C
ascosporas

Fuente: Batallas Edison

Imagen

Observacion en | Aumento

microscopio

10x

10x

4x

20x

20x
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3.5. Elaboracion de una guia didactica de la caracterizacion
morfoldgica del hongo Sigatoka negra

(Mycosphaerellafijensis).

Anexo 1
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CONCLUSIONES

1. Luego de una exhaustiva revision bibliografica y el testimonio de los
agricultores del sector los Laureles del canton la Mana de la provincia de
Cotopaxi, se determiné que el hongo fitopatdgeno de mayor impacto econémico
en el cultivo de banano (Musa paradisiaca L.) es la Sigatoka negra

(Mycosphaerella fijiensis).

2. Los signos y sintomas que corresponde a (Mycosphaerella fijiensis), son
pequefias manchas de color marrén oscuro y en el transcurso de su desarrollo

cambia de color café a negro.

3. En esta investigacion se logrd caracterizar las macro y micro estructuras
del hongo fitopatdgeno Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis) en condiciones

de laboratorio con la ayuda de un microscopio trinocular.

4. Las macro estructura identificadas fueron con una insuficiente formacion
de micelio, que presentaba una coloracion rojiza en la base de la caja petri al paso
de los dias se formd colonias de micelio empezando a cambiar de color blanco a

café, y llegando a su fase final de un color negro.

5. La micro estructuras observadas fueron con el desarrollo de varios
conidios de forma alargada que a través de su ciclo de vida, empiezan a

desarrollarse los conidioforos segmentados que se despliegan de los conidios.

6. Con la investigacion realizada se elaboré una guia didactica para la
Caracterizacion morfologica de hongos fitopatdgenos en el cultivo de banano

(Musa paradisiaca L.) en el sector los Laureles, canton La Mana, Cotopaxi

7. La elaboracion de la guia didactica tendra como objetivo ayudar a los
estudiantes en el proceso de ensefianza — aprendizaje como material didactico de

investigaciones basadas a dicho tema.
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RECOMENDACIONES

1. Para realizar la recoleccion de las muestras del hongo fitopatdégeno
Micosphaerealla fijensis en hojas de banano (Musa paradisiaca L.) se
recomienda transportar en un lapso de 3 horas debido a la pérdida de

supervivencia del patdgeno.

2. Para realizar la inoculacion de la muestra se recomienda tomar en cuenta los
protocolos adecuados de asepsia, con el fin de no contaminar las muestras y

obtener un mejor resultado.

3. Se recomienda colocar el medio de cultivo PDA en las cajas petri a una
temperatura ambiente para evitar que el vapor se condense Y las gotas de agua

formadas contaminen el medio de cultivo.

4. Se recomienda a las estudiantes e ingenieros de la carrera de Ingenieria
Agronomica de la Universidad Técnica de Cotopaxi extension La Man4,
tomar el interés respectivo para con los agricultores del sector Los Laureles,
realicen investigaciones, charlas y capacitaciones técnicas sobre el manejo

integrado para Micosphaerealla fijensis.

XX



GLOSARIO.

Agar: sustancia de consistencia gelatinosa que se obtiene de las algas
marinas y que se utiliza para reparar medios de cultivo nutritivos en los que se

estudia y cultiva a los microorganismos.

Aislamiento: separacion de un patdgeno a partir de un hospedante y su

cultivo en un medio nutritivo.

Alogamia: es un tipo de reproduccién sexual en plantas consistente en la

polinizacion cruzada y fecundacion entre individuos genéticamente diferentes

Cepa: progenie de un solo aislamiento en un cultivo puro; aislado; grupo

de aislados similares; una raza.

Coalescencia: es lapropiedad de las cosas de fundirse o unirse. Las
sustancias o los materiales coalescentes son aquellos que pueden unirse en un

unico cuerpo.

Conidio: espora asexual de un hongo formada en el extremo de un

conidiéforo.

Conidiéforo: Es una estructura microscépica especializada en la

produccidn asexual de miles de esporas llamadas conidios

Cuerpo fructifero: estructura compleja de los hongos que contienen

esporas.

Enfermedad: cualquier mal funcionamiento de las células y tejidos del
hospedante, que resulta de la irritacion continta por un agente patogénico o factor

ambiental y que lleva al desarrollo de sintomas.

Espora: unidad reproductiva de los hongos que consta de una o varias
celulas, es analoga a la semilla de las plantas verdes.

Esterilizacion: eliminacion de los patdgenos y otros organismos vivos del

suelo, recipientes, etc., mediante calor o sustancias quimicas.
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Fitopatdgenos: termino que se aplica a los microorganismos que producen

enfermedades en las plantas.
Hifa: ramificacion simple de un micelio.

Hongo: pequefios organismos productores de esporas, generalmente
microscopicos, eucarioticos, ramificados y a menudo filamentosos que carecen de
clorofila y que tienen paredes celulares que contienen quitina, celulosa, 0 ambos

componentes.

Hospedante: planta que es invadida por un paracito y de la cual este

obtiene sus nutrientes.

Medio de cultivo: medio nutritivo preparado en el que se cultivan

microorganismos o células vegetales.
Micelio: hifa o masa de hifas que constituyen el soma de un hongo.

Purificacion: aislamiento y concentracion de particulas virales en forma

pura, libre de los componentes celulares.

Signo: patdgeno o sus partes o productos que se observan sobre una planta

hospedante.

Sinema:Coremio, conidioma compuesto por conidiéforos mas o menos
compactados erecto o a veces fusionados llevando los conidios en el &pice

solamente o0 en ambos apice y lateralmente.

Sintoma: reacciones o alteraciones internas y externas que sufre una

planta como resultado de una enfermedad.

Uredospora: Dicese de las esporas de las Uredinales (royas) que propagan

la infeccién Gnicamente en las hojas atacadas
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ACINTRODUCCI()>—

La Mycosphaerella fijensis es el agente causal de la Sigatoka negra cuyos

sintomas en campo se presentan mediante la observacion realizada en campo los
sintomas que presentan, una pequefia raya generalmente son visible de color
café en el envés de la hoja; en el haz se presenta como una raya que cambia

progresivamente de color café a negro. A partir de la tercera hoja de la planta.

La presente guia didactica sirve para determinar las macro y micro estructuras
del hongo Sigatoka negra (Mycosphaerella fijensis), y su ciclo de vida en

condiciones del laboratorio.

4( OBJETIVO >—

Caracterizar morfoldégicamente el hongo fitopatdgeno Sigatoka negra

(Mycosphaerella fijensis) en condiciones de laboratorio



RECOMENDACIONES PARA EL USO DEL
LABORATORIO

= No ingresar con bebidas o alimentos.
= Ingresar con mandil, guantes, cofias y protectores de calzado.

= Tener el lugar trabajo en orden y limpio antes, durante y al

finalizar la préactica.
= Tener cuidado con los materiales y equipos del laboratorio.

= Seqguir los pasos indicados para realizar el medio de cultivo para
no desperdiciar reactivos y a su vez realizar un pesaje correcto

con la balanza.

= Revisar antes de encender el microscopio, que la luz del

condensador este apagado para evitar algun tipo de dafio.
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TOMA DE MUESTRAS

El método utilizado para esta actividad puede ser por
cuotas, en la cual se fija un numero de individuos que

reunieron unas determinadas condiciones.

PROCEDIMIENTOS EN LA TOMA DE
MUESTRAS

Se extrae partes de plantas afectadas con una tijera, en
cada corte se esteriliza los materiales con alcohol, las
muestras vegetales se envasan en bolsas de papel para
que el exceso de humedad sea absorbido por el papel,
posteriormente se procede a colocar en una funda ziploc
con su respectiva codificacion y se traslada

inmediatamente al laboratorio.




MATERIALES Y REACTIVOS

Reactivos.

* 3,5 gr de levadura * 1 varilla de agitacion

* 30 gr de Agar *1 vaso de precipitacion de

* 35 gr de glucosa “azlcar” 1000ml

* 350 gr de papa * 2 matraces de 500ml

* 955 ml de agua desmineralizada *2 Vvasos de precipitacion de
100ml

Materiales * 40 cajas petri

1 balanza digital * 7 papel filtro

* 1 cocina eléctrica * Papel absorbente

* 1 cuchara de cocina * Papel aluminio

+ 1 cuchillo * Auto clave

+ 1 olla * Camara de flujo laminar

* 1 tamiz

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO PDA

1. Lavar y cortar en pequefias partes,
y pesar 350 gramos de papas

2. Colocar la muestra en una olla con
875ml de agua desmineralizada para
la coccion en una estufa eléctrica.

3. Retirar la olla de la estufa, y
tamizar el contenido; medir la 1
cantidad de agua que sobro y se
afiade la cantidad de agua que se § (5

perdié en la coccion. e

4. Pesar el agar, la levadura y la
glucosa en papel filtro en una
balanza digital.

5. Diluir la levadura y la glucosa en
80ml de agua desmineralizada
(caliente), en un vaso de
precipitacion de 100ml con la ayuda
de una varilla de agitacion.




6. Colocar el vaso de precipitacion
de 1000ml a bafio Maria vy
agregamos 30gr de agar y la solucion
disuelta en 80ml de glucosa y
levadura.

7. Mezclar con una varilla de
agitacion hasta obtener una solucion
homogénea.

8. La solucion obtenida se vertera en
dos matraces de 500ml
equitativamente, después y tapar los
matraces con papel absorbente en
forma de corcho y papel aluminio.

9. Colocar los matraces en el
autoclave para su esterilizacion por
un lapso de una hora a 121°C.

10. Enfriar la solucion y colocar en
cajas petri, hasta cubrir la base de las
mismas.

TIPOS DE AISLAMIENTOS

Aislamiento directo.

Para esto se toma una muestra de
este material con una aza de cultivo
esterilizada “flameada con un
mechero de alcohol”, para finalizar
se coloca directamente sobre el
medio de cultivo solidificado de
PDA.

Partes vegetales en PDA.

Se procede a tomar porciones de
tejido enfermo para desinfectarlos
en una solucion 2:1 de alcohol a
75°G.L, se lava dos veces con agua
desmineralizada y se elimina los
excesos de la misma, y colocar en
el medio de cultivo PDA.




PURIFICACION

Consiste en realizar cortes de las
puntas de micelio del borde de la
colonia en crecimiento con la ayuda de
un bisturi estéril. Esta pequefia porcion
del hongo y agar se deposita en otras
cajas con medios de cultivo estéril y de
esta forma se obtiene cultivos puros.

INCUBACION

La incubacion se la realiza a 23,5 °C
en una incubadora IN110, por el lapso
de 15 dias segun el desarrollo del
micelio del hongo.

OBSERVACION MICROSCOPICA

Montaje por diseccion: Con un aza estéril
0 bisturi, se toma una muestra del hongo y
se ubica sobre un portaobjetos con una gota
de agua destilada, con la misma aza se
extiende el micelio, después se coloca el
cubreobjetos los mismos que tienen que
llevar una etiqueta para evitar confusiones,
para finalizar se observa en el microscopio
con aumentos de 4x, 10x, 20x y 100x.




SIGNOS Y SINTOMAS:

La observacion realizada en campo los
signos y sintomas que presenta la Sigatoka
negra estdn determinados por pequefas
rayas, generalmente visible de color café en
el envés de la hoja; en el haz se representa
como una raya que cambia progresivamente
de color café a negro, a partir de la tercera
hoja de la planta.

MICRO ESTRUCTURAS:

Se observaron las micro estructuras con el
microscopio Optico olympus, incorporada
con una camara INFINITY 1-2CB con un
aumento de 20x.

Las conidias son estructuras hialinas,
cilindricas, rectas o ligeramente curvas,
que poseen de seis a nueve septos,
delgadas en al apice y mas anchas en la
base

MACRO ESTRUCTURAS:

Se logro identificar en los primeros dias
de desarrollo en el medio de cultivo
PDA, la presencia de una insuficiente
formacion de micelio, al pasaras los
dias el micelio presento una forma
ovalada de color blanco, mediante el
paso de los dias fue formando colonias
de micelio que llego a cubrir en su
totalidad la caja petri empezando a
cambiar de color blanco a café vy
Ilegando a su fase final a ponerse de un
color negro.




CICLO DE VIDA DEL HONGO Mycosphaerella fijensis

Actividad Tiempo/T®
Inoculacion 10 minutos a
del hongo 19°C
Presencia de | 2 dias a 23,5
micelio °C .
Formacion 4 dias a 23,5
de °C
conidioforos

Formacion 11 dias a
de conidios 23,5 °C
Formacion 15 dias a
de 23,5°C
ascosporas

Fuente: Batallas Edison

Imagen

Observacion en | Aumento

microscopio

10x

10x

4x




ANEXO 2

FOTOGRAFIAS DE LA PRACTICA REALIZADAS
TRABAJOS EN CAMPO

llustracion 1.0bservacion en campo, identificacion de hongo




lustracién 3. Muestra con Sigatoka negra

Fuente: Batallas Edison

llustracion 4. Hoja atacada por la Sigatoka negra

Fuente: Batallas Edison



llustracién 5. Corte de la muestra infectada

Fuente: Batallas Edison

llustracion 6. Toma de la muestra para su estudio

Fuente: Batallas Edison



lustracién 7. Empaquetado de la muestra

Fuente: Batallas Edison

llustracién 8. Muestra lista para su trasportacion

Fuente: Batallas Edison



lustracién 9. Etiquetacion de la muestra

Fuente: Batallas Edison



ANEXO 3

EQUIPOS UTILIZADOS
lustracion 10. Refrigeradora R1-425 QUARZOINDURAMA

Fuente: Batallas Edison

llustracion 11. Estufa eléctrica

Fuente: Batallas Edison



lustracion 12.Camara de flujo laminar aurora mini con base

Fuente: Batallas Edison

llustracién 13. Autoclave semiautomatica 2540-23 litros

Fuente: Batallas Edison



llustracién 14. Camara de crecimiento o incubadora

Fuente: Batallas Edison

llustracion 15.Microscopio TrinocularOlympusCX31 y Camara cientifica
INFINITY 1-2CB

Fuente: Batallas Edison



llustracion 16.Balanza digital

Fuente: Batallas Edison

llustracién 17. Esterilizador de agua

Fuente: Batallas Edison



ANEXO 4
TRABAJOS PARA SIEMBRA DE CULTIVO
TRABAJOS DE MUESTRA RASPANDO

lustracion 18. Trabajo en la cAmara de flujo laminar

llustracion 19.Macerado de la hoja afectada

Fuente: Batallas Edison



lustracion 20. Siembra del hongo

Fuente: Batallas Edison

lHustracion 21. Ubicacion del parafil
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Fuente: Batallas Edison



lustracion 22. Sellado de la caja petri

Fuente: Batallas Edison

llustracion 23. Etiquetado

Fuente: Batallas Edison



llustracién 24. Cajas petri con su respectiva siembra e identificacion
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Fuente: Batallas Edison



ANEXO 5

Practicas microscopio

llustracién 25. Formacion de hifas observadas con el lente 20x

Fuente: Batallas Edison

llustracién 26. Crecimiento de hifas observado con el lente 20x

Fuente: Batallas Edison



llustracién 27. Desarrollo de micelio observado con el lente 10x

Fuente: Batallas Edison

llustracion 28. Hifas segmentadas observadas con el lente 20x

Fuente: Batallas Edison



llustracién 29. Desarrollo de micelio observado con el lente 10x

Fuente: Batallas Edison

llustracién 30. Formacioén de conidios observado con el lente 10x

Fuente: Batallas Edison



llustracién 31. Iniciacion del desarrollo de conidio observado con el lente 20x

Fuente: Batallas Edison

llustracién 32. Desarrollo de conidios observado con el lente 4x

Fuente: Batallas Edison



lustracién 33. Estructura de conidios observado con el lente 100x

Fuente: Batallas Edison

llustracién 34. Formacion de conidioforos observado con el lente 20x

Fuente: Batallas Edison



ANEXOS 6

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




Agua 1 2 2
Bacto agar 0,5 88 44
Levadura 1 2
Sacarosa 1 2
Equipos
semiautomatica 2540-23 litros 2999,47 2999,47
Balanza 30 30
Camara cientifica infinity 1-2CB 2176,56 2176,56
Céamara de flujo laminar aurora mini
con base 1 6690 6690
Camara digital 1 280 280
Cocineta eléctrica 1 30 30
Desecador 250mm de diametro con
tapa 1 229,8 229,8
Destilador de agua waterwise 9000 1 511,3 511,3
Incubadora IN110 1 2665,7 2665,7
Microscopio TrinocularCX31 1 2455,68 2455,68
Refrigeradora R1-425
QUARZOINDURAMA 1 767,97 767,97
Termdmetro digital 1 25 25
SUBTOTAL 19104,57
Imprevistos (10%0) 1910,457

COSTO TOTAL $

21015,027




