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RESUMEN

La investigacion realizada tubo como tema CARACTERIION MORFOLOGICAS
DEL HONGO FITOPATOGENO EN EL CULTIVO DE ACELGA (Ba vulgaris),
SECTOR SAN BUENAVENTURA.” 2014. La cual se realied el laboratorio de la
Universidad Técnica de Cotopaxi Ubicada en la Raieo Eloy Alfaro, Cantén:

Latacunga, Provincia: Cotopaxi

Considerando que el cultivo de acelga se lo siarehbrtodo el afio por ser un cultivo de
ciclo corto, mediante investigacion se pudo deteamgue el hongo de mayor impacto en
el cultivo de acelga e€ércospora beticolaya que en la provincia de Cotopaxi son 35 ha
sembradas con una produccién del 85% las cualesafemtadas por el hongo en un

porcentaje del 40%

las muestras fueron tomadas en campo del cultiveaadga (Beta vulgariy donde
identifique Los sintomas determinados en campo redglbibliografia investigada que
indica que presentan unas manchas de color mamréh eentro en los bordes presentaban
un color vino , muestras que fueron llevadas domayor cuidado para que no exista
ningun tipo de contaminaciéon ( Fundas hermétickss cuales permanecieron almacenadas
en una refrigeradora a una temperatura de 4 a Hafa ser observada su morfologia ,
utilizando cajas Petri de plastico esterilizadasalice 5 siembras en las cuales necesite
pequefios trozos vegetales (hojas) de 3 mm detrasiegie tenian el hongd&ercospora
beticola) la cual debian ser selladas con para filmeotamente para que no exista
ningun tipo de contaminacion, llevandolas a la loadlora, utilizando una temperatura de
25°C teniendo una mayor esporulacion las cuale®mifiuebservadas a las 24h ,obteniendo
las siembras listas se procede a caracterizar myaamicro estructuras micelio talo
,conidioforos, conidios, describiendo el ciclo dédla del patdgeno en condiciones de

laboratorio
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Ademas se elabor6 una guia didactica la cual naglaag para poder tener una
investigacion del cultivo de Acelga en el Hon@e(cospora beticolay asi poder contar

con informacién la cual pueda ser utilizada por @eestudiantes
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SUMARY

MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF FITOPATHOGENIC FU  NGI IN
THE FARMING OF CHARD (Beta vulgaris), SANBUENA VENT URA PARISH,
LATACUNGA CANTON, COTOPAXI PROVICE, 2014

The research work was carried out in the Technif@iversity of Cotopaxi laboratory;

located in Eloy Alfaro Parish, Latacunga Cantontopexi Province.

Taking into account that chard is sowed duringwi®le year due to this is short cycle
farming, through the researchwork it was determitieat the fungus with the greatest
impact on the chard cultivation is the (Cercospbedicola) because in the Cotopaxi
Province there are 35 planted hectares with the 86%oduction which are affected by

the fungus at a rate of 40%.

The samples were taken in the growing chard fiBletg vulgaris) where certain symptoms
were identified in the research work; The literatfield denoted that they presented some
brown spots in the center and in the edges hadgubdy color, These samples were taken
with too much care, so that there is no contamanathermetic covers), which remained
stored in a refrigerator at a temperature of 4-6 to observe their morphology, using
sterile plastic Petri boxes, Five sowings were donehich small vegetable pieces were
necessary for it (leaves) Each leave of 3 mm hadiuhgus (Cercospora beticola) which
should be properly sealed with film so that ther&® contamination, leading them to the
incubator, using a temperature of 25 ° C havingeatgr sporulation which were observed
at 24h, obtaining the ready sowing is proceedezhtmacterize macro and micro structures
mycelium, talo, conidiophores, conidia, describitige life cycle of the pathogen in

laboratory conditions

Also a tutorial was prepared which will help ushtve a culture research in Chard fungus
(Cercospora beticola) so, It is possible to haverimation which could be used by other

students



INTRODUCCION

Las Enfermedades, son particularmente el pringgablema en la produccion de las
hortalizas como es en el cultivo de Acelga estovgma que exista una pérdida de
produccion identificar cuales son los hongos que defios causan al cultivo de acelga
(beta vulgaris)(CRUZ, 2004)

Las enfermedades fungosas originan afectacionés ¢anla parte aérea como subterranea
de las plantas provocando pérdidas notables, pdalienasionar la muerte de las mismas
con la consiguiente disminucion de rendimientosEKY, 1997)

Las zonas productoras de acelga que mas se destacanpais son las Provincias de:
Cotopaxi Latacunga y Puijili, Tungurahua en el caritbato, Pichincha en los cantones

Quito y Rumifiahui, Cafiar canton Caiiar, Loja (CRRE04)

Las hectareas sembradas en Cotopaxi son de 35hmagroduccion del 85% Tungurahua

37 ha con una produccién del 100%

Algunos hongos pueden también atacar otras pagtés planta. Se caracterizan por pasar
parte de su ciclo de vida en el suelo, ya seatad@atente como estructuras mas o menos
resistentes como saprofiticamente en el rastraje.datégenos mas importantes que causan
elevadas pérdidas de hortalizas son normalmentebdaterias y hongos, con mayor
frecuencia son especies de hongos los causanteet@eioro patologico en tallo hojas y
productos subterraneos (CRUZ, 2004)



JUSTIFICACION

Debido a que los hongos que causan dafos en iglocdé Acelga y el desconocimiento de
los agricultores en el Sector San Buenaventurehasgsto en la necesidad de investigar y
caracterizar morfologicamente los hongos Fitopatdége, para poder obtener mayor
informacion de esta manera ayudar a los agricdtque puedan identificar los hongos que
afectan en su produccion .La acelga es cultivadaa3en la Provincia de Cotopaxi por lo
cual es importante conocer los hongos que afettauitevo y asi poder disminuir pérdidas
de produccion y disminuir la aplicacion de pestsidy ocasionar dafios en el medio
ambiente y reducir gastos econdmicos en los atpiad , ya que los hongos se reproducen
por diferentes factores que puede ser por la tltain andlisis de suelo a tiempo para
conocer cuales son los macro y micronutrientes rpeesita el suelo y asi poder evitar
enfermedades , los hongos son los organismos ®a@sefites como patdgenos de plantas
gue producen sintomas muy diversos en las difeyarspecies horticolas son productores
de esporas que pueden ser asexual o sexual , neethaimvestigacion conoceremos las

caracteristicas morfolégicas del hongo en el Caltig Acelga
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OBJETIVOS

GENERAL

- Caracterizamorfolégicamente el hongo Fitopatégenos que cewgsgr impacto en
la produccion en el cultivo de AcelgBdta vulgaris), sector San Buenaventura.
Cotopaxi. 2014

ESPECIFICOS

Determinar el hongo Fitopatégenos de mayor impast@ Produccion del cultivo

Identificar signos y sintomas del hongo de mayagpacto del Cultivo de Acelga
(Beta vulgarislen campo

Caracterizar macro y micro estructuras del patégeno

Describir el ciclo de vida del patdgeno en coraties de laboratorio

Elaborar una guia didactica de a caracterizacidriaidgica del hongo en estudio

PREGUNTAS DIRECTRICES

* ¢ Se reconoci6 signos y sintomas del hongos fitgpatis en el cultivo de Acelga
(Beta vulgarisken base a la observaciéon Realizada?

e ¢ Cual es el principal hongo fitopatbgenos de magpacto econémico que afectan
a la AcelgaBeta vulgarisken el sector de San buenaventura?

» ¢ Cudles son las caracteristicas del hongo fitgpat® encontrado?

Xii
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CAPITULO |

1. FUNDAMENTACION TEORICO

1.1CULTIVO DE LA ACELGA

La acelga Beta vulgaris L., es una planta de higadg, ancha, jugosa con peciolo grueso
y acanalado interiormente La planta resiste a &taperaturas de verano, por lo que es un
cultivo temprano de primavera. Puede ser cosechddivés de todo el verano y el otofio.

Su alto contenido de fibra lo transforma en un kexte alimento para ayudar a regular la

funcion intestinal. (BUSTOS, 1996).

1.1.1. Origen

También comenta (BOHORQUEZ, 2007), se tienen ret@as escritas que sitlan a la
acelga en las regiones costeras de Europa y deé der Africa bafiadas por el mar
Mediterraneo, dotadas de un clima templado adecpadouna planta a la que le perjudica
bastante los cambios bruscos de temperatura. BExdsiimentos que prueban que ya en el
siglo V a.C. los griegos utilizaban la acelga camalimento en su dieta. Desde Europa se
ha expandido a distintos paises del mundo y entlalidad presenta una amplia difusion,
de manera especial en América y Asia (BOHORQUER720

Parece ser que fueron los arabes quienes, a partin Edad Media, comenzaron a
cultivarla y descubrieron las auténticas propiedanedicinales y terapéuticas de esta
planta. Resulta curioso que la acelga, una verthmautilizada como planta medicinal

desde hace siglos por arabes, griegos y romanesns@lere en la actualidad una verdura
ordinaria, de pobre categoria. (AGRIOS, 1999).
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1.1.2. Taxonomia

Segun (BLANCARD, 1990) explica la clasificaciénldeacelga

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase:Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Amaranthaceae
Geénero: Beta

Especie vulgaris.
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1.2. Hongos fitopatdégenos

Los hongos son los organismos mas frecuentes catiaggnos de plantas. Producen
sintomas muy diversos en las diferentes plantagpsmiuctores de esporas, generalmente
microscopicos, eucarioticos, ramificados y a menfildmentosos que carecen de clorofila

y que tienen paredes celulares que tienen qudeilalosa (KIMATI, 1997).

Menciona también (KIMATI, 1997) . La reproducciorugule ser asexual o sexual,

principalmente por esporas. La mayor parte dehlmsgos son saprofitos; algunos se
consideran parasitos; otros mutualistas Se reperdpiincipalmente por medio de esporas,
que son diseminadas por el viento y pueden seradasuo asexuadas La mayoria de los

hongos tienen un nucleo pequefio con poco DNA.

- Caracteristicas generales
Los hongos son organismos carentes de clorofilasgueproducen mediante esporas. Son
por lo general filamentosos y multicelulares, cartlaos que se observan con facilidad.
Los filamentos constituyen el cuerpo (soma) dehHosgos que se alargan mediante un
crecimiento especial y un pequefio fragmento des gtloede reproducirse un nuevo
individuo (HERRERA, 1994).

Las estructuras reproductivas se diferencian desdasaticas y sobre la base de sus
caracteristicas se clasifican los hongos. Las @sias somaticas de los diversos hongos
son muy similares y pocos pueden ser identificad@smdo no se presentan las estructuras
reproductivagfHERRERA, 1994).
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1.2.1. Estructuras soméaticas

El talo de los hongos consiste tipicamente en &laiws microscopicos ramificados hacia
todas partes y que se extienden sobre o dentrsudéiato que se utiliza como alimento.
Estos filamentos se denominan hifas. El conjuntdiifees constituyen el micelio de los
hongos. (CARDENAS, 2012).

Las hifas pueden ser septadas o sin septos (lisaaaxiticas) este ultimo tipo de hifa es
caracteristico de los hongos inferiores y cuandeejesen pueden formarse septos en
varios lugares. Los septos varian en su estrugtupaieden ser simples o complejos
(CARDENAS, 2012).

Los hongos atacan las plantas hospederas susespéibiravés del movimiento de sus

estructuras reproductivas. Las esporas se diseniaw@imente por medios mecanicos,

corrientes de aire y el agua, por ejemplo: los benge transfieren facilmente de los

sustratos o0 suelos contaminados a las plantastespde estas, por lo que es necesario
eliminarlas ya que son fuente de in6culos (transragde la enfermedad).

Los fungicidas se utilizan para el control de emielades causadas por hongos, los hay
especificos y de amplio espectro, de contacto tgreisos Las principales enfermedades

causadas por hongos son mildius, oidios, royasbponas (ALSINA, 1980).

- Hongos como patégenos en las plantas

El efecto nocivo de los hongos se debe a su caguhpdra destruir fisicamente los tejidos
de la planta, alterar la fisiologia vegetal redndie el crecimiento de toda la planta o de
organos determinados, o producir toxinas que afetdato a plantas como animales.
Algunos hongos, conocidos como biétrofos, puederearry multiplicarse manteniéndose
durante todo su ciclo de vida en la planta huéspietendo y obteniendo nutrientes sin

causar la muerte. Otros son necroétrofos, en urta gdarsu ciclo vital requieren una planta
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huésped pudiendo crecer sobre tejido muerto o pioldumuerte celular para absorber los
nutrientes del tejido muerto. Muchas infeccionepiezan con una fase biotrofica que se
convierte mas tarde en necrotréfica. Algunos horsgossimbiontes facultativos, creciendo
tanto libres como asociados a plantas, y otrosssubiontes obligados, creciendo sélo si
estan asociados a plantas. (CARDENAS, 2012)

1.3. Viruela (Cercospora beticola)

En las hojas aparecen pequefias manchas redonddadasos 3 mm de diametro; al
principio el centro de la mancha es grisaceo, despa forman unos puntitos negros. Toda

la superficie de las hojas puede quedar cubiertéapananchas que se van secando.

Cuando hay numerosas manchas y el tiempo es hunedo, el tejido de las hojas
comprendido entre las mismas puede tornarse aor@timorir, transformandose en un

tizén también puede afectar peciolos y tallos datpk viejas (BIGRE, 2004).

Es un hongo que produce pequefios grupos de camokdlibres a partir de un estroma el
que tiene capacidad de persistir en el suelo. ¢tmsidios son grandes, largos y
pluricelulares EI moho oscuro presente en las mesiesta constituido por conidiéforos y
conidios (NOME H, 2011).
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1.3.1 Clasificacién botanica

Segun (FERNANDEZ, 1979)

Reino: Hongos

Filo: Ascomycota

Clase: Dothideomycetes
Orden: Capnodiales

Familia: Mycosphaerellaceae

Geénero: Cercospora.

1.3.2. Sintomas

En las hojas se forman manchas redondeadas (yirdel2-5 mm de diametro, pudiendo
excepcionalmente llegar a los 10 mm Las mismas gruéeher borde castafio oscuro o
puarpura y puede haber presencia de un halo clordfin el centro de las lesiones puede
haber presencia de un moho oscuro(FERNANDEZ, 1979)

Menciona también Cuando hay numerosas manchatigmgdo es humedo, todo el tejido
de las hojas comprendido entre las mismas puedears®w clorético o morir,
transformandose en un tizén. La viruela tambiérdpuaectar peciolos y tallos de plantas

viejas.
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1.3.3. Presencia de enfermedad segun estado fenatégle las plantas

Comienza esporadicamente en plantulas, pero serhasenotable cuando las plantas
tienen tamafio mediano. Las hojas inferiores sergleée primero se enferman y las que
resultan afectadas con mayor severidad. La enfathpdede ser grave en plantas adultas
y en floracion, hojas inferiores y medias; esparatiente peciolos y tallos. (AGRIOS,
2005).

1.3.4. Dispersion

Los conidios se desprenden facilmente y son mawadbs por el viento. Como
consecuencia de su tamafio y forma no se alejarden®80 metros. A grandes distancias,
entre diferentes regiones, por medio de semildOME H, 2011).

1.3.5. Supervivencia

Este hongo sobrevive durante 2-3 afios en el sbletoestromas actian como estructuras
de supervivencia.(NOME H, 2011).

1.3.6. Biologia

El hongo permanece fundamentalmente en residucultigos anteriores, asi como en
semillas y malezas. Es por ello que puede habergptencial de infeccion en una rotacion
de cultivos corta. Los sintomas aparecen despuésnde dias con condiciones de alta
humedad y calor (humedad relativa minima de 90-968&mperaturas entre 22 y 27°C)
(NOME H, 2011).
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1.4. MEDIOS DE CULTIVOS

1.4.1. Agar papa dextrosa (PDA).

Es un medio util para valorar el aspecto morfoldgida coloracién de la colonia. Su alto
contenido de carbohidratos condiciona un mayor immieato, el detrimento de la

esporulacién que suele retrasarse hasta un meg)tasas pueden ser atipicas.

1.4.2 Agar papa sacarosa ACIDIFICADO (APSA).

Este medio, que inhibe la multiplicacién de lastbaas, es de uso generalizado para el
aislamiento de los hongos a partir de tejidos emdsr Si se reduce a la mitad la cantidad
de azucar, generalmente se produce un crecimieasoraio y facil de observar, y una

esporulacién mas rapida, factores que facilitaidéatificacion de hongos .La temperatura
habitual de incubacion de los hongos es entre 254 (FERNANDEZ, 1979.
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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 ResUxaturales

» Carrera de Ingenieria Agrondmica

2.1. 2. Recursos Humanos

» Autor: Helen Liliana Morales Veloso
» Director de tesis: Ing. David Carrera
* Miembros del tribunal:

- Ing. Edwin Chancusig

- Ing. Karina Marin

- Ing. Jorge Kaslin
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2.1.3. Recursos Tecnoldgicos

« EQUIPOS

Camara de crecimiento o incubadora
Balanza de precision

Estufa

Microscopio

Refrigeradora

Cémara de flujo laminar

Autoclave

Cuenta colonias

Microondas

Desecador con mallas

Camara humeda

* MATERIAL DE LABORATORIO

Micro tubos

Goteros de plastico

Papel aluminio

Pizeta

Marcadores permanentes
Aguja de diseccion

Asa de siembra

Reposeros plasticos con tapa
Cajas Petri

Papel absorbente

Parafilm de laboratorio
Portaobjetos

Cubreobjetos

Vaso de precipitacion de 50-100-500-1000 ml
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Erlenmeyer de 500-1000 ml
Tubos de ensayo de 10 ml
Agitador

Algodon

Fundas herméticas

Cinta adhesiva transparente de 1,5 cm de ancho
Pinzas

Bisturi

Tijeras con punta

Olla

Cuchillo

Estilete

Colador metalico

Pirutines

Cucharas plasticas

pH- mettros

* MATERIAL DE ASEO

Pala para basura
Escoba

Trapeadores

Detergente

Limpiones

Lava

Lavacaras

Escobillas de laboratorio

Desinfectantes

* REACTIVOS

Agua destilada
Agar
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- Dextrosa o sacarosa
- Alcohol antiséptico

- Acido citrico

- Levadura granulada

- PapaBolamun tuberosum)

2.1.4. Materiales de campo

* Recoleccion de muestras de hongos Fitopatogenes @ntivo de AcelggBeta
vulgaris.)

» Tijeras

* Fundas de Papel

* Fundas herméticas

* Bisturi

+ Camara

* GPS

» Libro de Campo

2.1.5. Materiales de oficina

« Computadora
¢ [nternet

* Flash Memory
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2.2. Operacionalizacion de las variables

Cuadro 1. Operacionalizacion de variables

CONCEPTUALIZACION |INDICADOR | INDICE |TECNICAS INSTRUMENTO
Caracterizacion Talo Tipo

morfolégica de hongos | Hifas Tipo . _ _

_ . __ _ Observacion Microscopio
fitopatdgenos en el cultivo| Conidios Tipo

de Acelga Reproduccion| Tipo

Autor: Helen Morales

2.3. Disefio Metodologico

2.3.1. Tipo de investigacion descriptiva

Tipo de investigacion que describe de modo sisiemdts caracteristicas de una

poblacion, situacién o area de interés. Aqui lagstigadores recogen los datos sobre la

base de una hipdtesis o teoria, exponen y resuaierormacion de manera cuidadosa y

luego analizan minuciosamente los resultados, a den extraer generalizaciones

significativas que contribuyan al conocimie#/ILA, 2006).

Esta investigacion se realizo dentro del tipo dpsea, Porque para su desarrollo y avance

de la misma me permitié recopilar informacion ds &aracteristicas morfologicas que

presento el hongo fitopatbgen&drcospora beticolen el cultivo de AcelgaBeta

vulgaris) Ademas de ser descriptiva por los resultados gemih procesados de tal modo

que se pude analizar y discutir y puntualizaresladrollo conjuntamente con el avance del
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ciclo vital de dicho hongo evaluando aspectos el®as que ayudaron a desarrollar la

investigacion.

2.4. METODOS Y TECNICAS

2.4.1 Métodos légicos

2.4.1.1. Método descriptivo analitico

El Método analitico es aquel método de investigagide consiste en la desmembracion de
un todo, descomponiéndolo en sus partes o0 elemgraos observar las causas, la
naturaleza y los efectos. El andlisis es la obsémay examen de un hecho en particular
(LIMON, 2006).

Se utilizé para describir el ciclo de vida del hongopatégeno Cercospora beticola)
determinado de mayor impacto a la produccion diivoude Acelga Beta vulgari$, esta

descripcion se realizé en condiciones de laboatori

2.4.1.2. Método deductivo

En este método se desciende de lo general a lzyart de forma que partiendo de
enunciados de caracter universal y utilizando umséntos cientificos, se infieren

enunciados particulares. (MARK, 1985).

Para el avance de la investigacion se emple6é estedm porque permitid recopilar
informacion de las caracteristicas morfolégicas quesenta el hongo fitopatdgeno
(Cescorpora beticolg identificando signos y sintomas del hongo ercudtivo Acelga

(Beta vulgaris).



2.4.1.3. Método comparativo

Es un procedimiento de busqueda sistematica dditaohes con el objeto de estudiar su

parentesco.

Solo tenemos una manera de demostrar que un feéeserausa de otro; comparando los
casos en que estan simultaneamente presentesmesugduscando si las variaciones que
presentaron en las diferentes combinaciones denstancias prueban que uno depende del
otro (ZAYAS, 2010)

Comparar la Bibliografia investigada sobre el hof@escorpora beticola identificado en

laboratorio.

2.4.1.4. Observacion

Consiste en observar desde el lugar de los hettass los sucesos de manera directa y
abierta con el propdsito de obtener informaciénpdemera mano del fenémeno que se
investiga.La observacidén es un elemento fundamental de todcepo investigativo; en
ella se apoya el investigador para obtener el magrorero de datos. Gran parte del acervo
de conocimientos que constituye la ciencia ha s$odpada mediante la observacion.
(CENTTY, 2010).

La observacion permitié conocer la realidad enua se desarrolld el hongo fitopatégeno
(Cescorpora beticola)jademas permito observar los signos y sintomagppsentan en el
cultivo. La manera y tiempo de crecimiento del lmngComo instrumento se utilizé el

Microscopio.
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2.4.1.5. Fichaje

El fichaje consiste en la recoleccion y organizacide la informacién usando fichas,
tradicionalmente en tarjetas como trozos rectangsilde papel, pero también se considera
como fichaje el almacenamiento de informacion tatbalpara estos mismos fines en bases
de datos, o sea en formato digital (CENTTY, 2010).

Se utilizo la técnica del fichaje, con la cual salizdé el levantamiento de informacion
tanto en campo (seleccion de plantas), como &betatorio (siembras) donde se analizé
a detalle y profundidad las caracteristicas delghditopatégeno Gercospora beticolg,
con el cual pudimos cumplir cada actividad estatiéec

2.5. METODOLOGIA

2.5.1. Delimitacién del lugar de recoleccién

Las muestras se recolecto en el Sector San Buemaaggue esta ubicado en la parte
Norte de la ciudad de Latacunga
Material vegetal de muestras infestadas de hontppafogenos del cultivo de aceldgzefa

vulgaris.

2.5.1.1. Ubicacion politica

Pais: Ecuador
Provincia: Cotopaxi
Canton: Latacunga

Parroquia: San Buenaventura
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2.5.1.2. Ubicacion geografica

Latitud: 0°51'12.5"S
Longitud: 78°36'11.4"W

Altitud: 2948 m.s.n.m.

2.5.1.3. Delimitacién del lugar del laboratorio

2.5.1.4. Ubicacion politica

Pais: Ecuador
Provincia: Cotopaxi
Canton: Latacunga

Parroquia: Eloy Alfaro.

2.5.1.5. Ubicacion geografica

Latitud: 00°59" 57" s
Longitud: 18° 37" 14w

Altitud: 2725 m.s.n.m.
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2.5.2. Toma de muestras

Se realiz6 la toma de la muestra al Azar del hditgpatégeno Cescorpora beticolaen
el cultivo de AcelgaBeta vulgari$ , recogiendo 5 muestras ( hojas) que presentaba
mayor porcentaje de infeccion presente en el alltpara trasladar las muestras al

laboratorio para su respectivo proceso de caiaatadn.

No se mostré mayores problemas ya que las muestreampo fueron lavadas con agua
corriente para retirar el exceso de tierra, luegodn colocadas en papel periddico para que
absorba la humedad, y ser colocadas en fundastieas.

2.5.2.1. Procesamiento de la muestra

Se extrajeron plantas afectadas utilizando un thigttijeras para facilitar la recoleccién de
las muestras, en cada corte se esterilizo los malg®icon alcohol y las muestras vegetales
fueron cubiertas de papel periodico para que etsexade humedad sea absorbido por el
mismo y colocar en fundas herméticas con su raspembdificacion, y se trasladd en una

hielera para evitar la deshidratacion, contaméragy dafios de las muestras.

2.5.2.1. Almacenamiento

Las muestras fueron colocadas en la nevera, aeumaetatura de 6 a 8°C para evitar que el
hongo se prolifere, y al mismo tiempo mantener ahgo vivo, material que sera

indispensable para una posterior siembra en etdédrwm.
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2.5.2.3. Identificacion de la muestra en laboratoa previa a la siembra

Dentro del laboratorio se siguié un proceso de nioao de identificacién para obtener
muestras mas optimas, donde se verifico que drangjo Cercospora beticolaynediante
la utilizacion de bibliografia (existe de los sims que presenta el hongo y con la

observacion de muestra en el microscopio).

2.5.2.4. Elaboracién del medio de cultivo

Se elaboro el medio de cultivo optando por PDA gpaplextrosa - agar), tiene la infusiéon
de papa como fuente de almidones y la dextrosdasbase para el crecimiento de hongos

y levaduras

Utilizado:

50gr de papa con capacidad para cinco cajas Petri
- 125ml de agua
- 3,75¢gr de agar
- 5gr de glucosa

- 0,5¢gr de levadura

Las cantidades detalladas anteriormente abarcanuparcapacidad de cinco cajas Petri las

mismas que contienen 25 ml de PDA.
Procedimiento:

Pelar y poner a hervir la papa (50gr) en 125migieaan un tiempo de 10 a 15 minutos, el
extracto se filtra y se adiciona hasta completarlld5ml| para reponer lo que evaporo a
continuacion se agregan los otros ingredientes yadenta a fuego lento moviendo

constantemente durante de 1 a 2 minutos hastaupgeg totalmente disueltos. Obtenido
ya el medio de cultivo se procede a colocar la taezo el Erlenmeyer el cual debe ser
tapado con papel aluminio de una forma segura cgaado empiece a hervir dentro del
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autoclave esta no sea derramada en el interiaggp laeErlenmeyer es colocado dentro del
autoclave durante 35 minutos a una temperatwa 181°C para que la solucion sea
complemente esterilizada, después de haber trakzefrtiempo establecido, se realiza una
previa apertura posteriormente se verifica quevagores han sido expulsados en su
totalidad se procede a abrir completamente el lwec se obtiene el medio de cultivo y
se coloca rapidamente 25ml de PDA en las cajasRisimas que ya estan esterilizadas ,
ya que si se las expone durante mucho tiempoelibre puede ser contaminada, después
gue el medio de cultivado ha sido colocadas ercdges Petri estas deben mantenerse
cerradas hasta que con la temperatura ambienenfséen para poder realizar con la

siembra

2.5.2.5. Siembra

La siembra realice en cajas Petri previamente {@cadas el medio de cultivo PDA (papa
— dextrosa - agar), la misma que realice tomandugigs segmentos de (hojas) de las
muestras del cultivo de AceldBeta vulgari$ con la presencia del hongo fitopatégenos
(Cercospora beticola)la cual hice dentro de la camara de flujo laminarapevitar la
contaminacion del medio de cultivo durante la siembtilizando materiales desinfectados
como bisturi, pinzas, aza de siembra, y mecheros W&z sembradas las muestras se
procede a tapar y sellar las cajas Petri con pargfiluego son colocadas en la Incubadora
a una temperatura de 25°C la que infiere para défgmacion del hongo fitopatégenos

(Cercospora beticola)

2.5.2.6. Identificacion

2.5.2.6. 1. Observacion microscopica

Técnica de cinta peganterealice un doblez de una tira de cinta de 4 oom, € lado
adhesivo hacia fuera y se sostuvo con una pinza.eCéado adhesivo tome con mucho

cuidado una pequefia muestra de la colonia del h{@gcospora beticolacoloque una
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gota de agua destilada sobre el portaobjetos yaeqio a pegar la cinta sobre el mismo
para luego ser observado en el microscopio corunreato de 40x y 100x.

Montaje por diseccién: Con un asa estéril tome una pequefia muestra dgbhocoloque
en el portaobjetos con una gota de agua destitadegl mismo asa se extendera el micelio,

se colocara el cubreobjetos y se procedié a olrsakwaicroscopio de 40x y 100x.

2.5.2.6.2. Descripcion

Caracterizacion morfolégica del hongo fitopatoggrera esto se utilizara el método

comparativo a través de fotos microscopicas y nsadmcas

De las cepas aisladas se hiso observaciones magicas y microscopicas tales como:

color caracteristico del medio de cultivo, haldreguras y crecimiento del hongo

Luego procedi a realizar placas fijas de cada enagicepas aisladas para posteriormente
observar las estructuras microscopicas tales cdaomma de conidios conidioforo. Para
realizar las placas fijas se procedera de la sitgiimanera:

» Se prepararon las cajas Petri con las cepas dgohaislado, una en cada caja
Petri.

» Se tomara un trozo de cinta masking transparentaiaieo cm de largo y se fijo
en el cuerpo fructifero, tomando directamente dmja Petri

» Se observo en el microscopio y se procedio a tdatagrafias microscopicas del
hongo fitopatégenos las diferentes estructurasicancamara de 20 megapixeles.

» Se cre6 un archivo con las fotografias tomadashdelgo(Cercospora beticolay
realice una guia didactica de la caracterizaciorfotgica del hongo.
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CAPITULO IlI

3. RESUTADOS Y DISCUSION

3.1. Determinacién del hongo fitopatégeno de mayamportancia en la produccion del
cultivo acelga(beta vulgaris)

El presente trabajo previo a la realizacion denlestigacion con el tema caracterizacion
morfolégica de hongos fitopatbgenos en acelga, pptala determinacion del hongo de
mayor impacto en la produccién del cultivo, obtedi® como resultado éCercospora
beticola),hongo fitopatdgeno

Los factores atmosféricos que mas favorecen eluataqgposterior desarrollo de esta
enfermedad son sucesiones de dias muy humedosidos;dkeguidos de periodos
calurosos, aun cuando la humedad ya no sea en mdstpselevada .El origen de la
contaminacion inicial puede proceder de las segsjitla restos de hojas enfermas, de restos
de cosecha (ROUXEL, 1995)

Existen pérdidas econdémicas en un 40% por el h@@grrospora beticolapor lo cual se
ven afectados los productores en la Provincia defaai Sector San Buenaventura, por no
conocer maneras de combatir el hongo que atacapgalmente en hojas (CRUZ,2004)

En las hojas aparecen pequefias manchas redondd#mdasos 3 mm de diametro; al
principio el centro de la mancha es grisaceo, despa forman unos puntitos negros. Toda
la superficie de las hojas puede quedar cubiertalgs® manchas que se van secando
(ROUXEL, 1995).
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Los signos que se pudieron conocer mediante larngdisén en el microscopio fueron
conidios y conidiéforos, los conidios son solitarigue constan de 4 a 6 septos de una
forma pluricelular Los conidiéforos son septadagda sin ramificar de un color marrén
Los conidios se desprenden faciimente y son mawbz por el viento. Como
consecuencia de su tamafo y forma no se alejarden®80 metros. A grandes distancias,

entre diferentes regiones, por medio de semillag(E®, 2011)

El hongo Cercospora beticoleen condiciones de laboratorio se utilizé el matiacultivo
PDA , para su reproduccién fue necesaria 25°C d®deatura , para que exista la

produccion de conidios y conidiéforos

Las condiciones Optimas para la germinacion dedosdios son: temperatura entre 25°C y
30°C, y una humedad relativa superior al 95%. Bstaedad puede provenir de una lluvia,
del rocio o del riego. En estas condiciones bastas pocas horas, de seis a ocho, para que
germine el 90% de los conidios. Por encima de 380€debajo de 13°C no germina

ningun conidio, cualquiera que sea la humedad arté(@ONES, 1991)
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3.2. Identificacién de signos y sintomas del hongGercospora beticola) en el Cultivo
de Acelga

Sintomas

En las hojas se forman manchas redondeadas (yirdel2-5 mm de diametro, pudiendo
excepcionalmente llegar a los 10 mm Las mismas guéener borde castafio oscuro o
purpura y puede haber presencia de un halo cloréit el centro de las lesiones puede
haber presencia de un moho oscuro (FERNANDEZ, 1979)

Cuando hay numerosas manchas y el tiempo es huntedio, el tejido de las hojas
comprendido entre las mismas puede tornarse aor@timorir, transformandose en un
tizon La viruela también puede afectar pecioloallps de plantas viejas (FERNANDEZ,
1979).

Imagen 1Sintomas Cultivo de Acelga

Fuente: (HARVERSON.1986) Fuente: Autora
Sintomas

La observaciéon que realice fue que en las hojaseptan unas manchas redondas de un
color marrén dando presencia a un color vino fooaen las hojas halos cloréticos
manifestandose en hojas maduras.
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Signos

Es un hongo que produce pequefios grupos de conididforos libres a partir de un estroma, el

que tiene capacidad de persistir en el suelo. Los conidios son grandes, largos y

pluricelulares EI moho oscuro presente en las lesiones esta constituido por conididéforos y

conidios.

Imagen 2.Signos Cultivo de Acelga

Fuente: (HARVENSON, 1986)

w

B
Fuente: Autora

Se realiza la observacion mediante el microscopio el cual pude determinar las estructuras

del hongo son conidios y conididforos, los conididforos son libres septados porque se

desprenden del estroma, los conidios son solitarios grandes, con una forma pluricelular de 4

a 6 septos

A.- conidios de 4 a 6 septos

B.- Conidioforos septados
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3.3 .Caracterizacién de macro y microestructuras del pggeno

Micelio observado al microscopio trinocular cx31

El micelio es la masa de hifas que constituye efrmny vegetativo de un hongo.
Dependiendo de su crecimiento se clasifican erodetores (aéreos) o vegetativos. Los
micelios reproductores crecen hacia la superfixieraa del medio y son los encargados de
formar los organulos reproductores (endosporiosa e formacion de nuevos micelios.
Los micelios vegetativos se encargan de la absod@tutrientes, crecen hacia abajo, para
cumplir su funcién (AGRIOS, 1995)

Las hifas crecen tan solo apicalmente en el apias. hifas pueden crecer con mucha
rapidez, hasta mas de 1 mm por hora. Por este anptpor las frecuentes ramificaciones

surge en el sustrato una marafia de hifas con wrmersuperficie: el micelio

Imagen 3.Micelio

Fuente: Autora
A. Micelio

El micelio del hongoQercospora beticolaye presentd en un color grisaceo es un micelio
septado, el micelio el cual resulta de la unioniigrupo de hifas.
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Talo observado al microscopio trinocular cx31

El talo de los hongos esta formado por filamentasaacopicos que se ramifican en todas
direcciones ocupando el sustrato que le sirve ideeato o dentro del mismo si se trata de
un hongo parasito; cada uno de estos filamentdamsa hifa y al conjunto que forman
micelio cada hifa esta formada por una pared dealggdnsparente que guarda en su
interior un protoplasm&AUSSEN, 1891

Imagen 4Talo

Fuente: Autora
A. Talo septado

El talo que observe en el microscopio del honger¢@spora beticola) es septado
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Conidioforos y conidios observado al microscopio tnocular cx31

Es un hongo que produce pequefios grupos de camiasdlibres a partir de un estroma, el
gue tiene capacidad de persistir en el suelo. Lasidos son grandes, largos y
pluricelulares, el moho oscuro presente en lagiesi esta constituido por conidiéforos y
conidios. (HARVESON, 1986)

Los conidios se desprenden faciimente y son mawbz por el viento. Como
consecuencia de su tamafio y forma no se alejarden®60 metros. A grandes distancias,

entre diferentes regiones, por medio de semill&I (&, 2007)

Imagen 5.Conidios y Conidiéforos

Fuente. Autora

Conidios son solitarios pluricelulares estan fordwade 4 a 6 septos son de color marron
Conidioforos son septadas sin ramificar de colamrama
A.- Conidios pluricelulares de 4 a 6 septos solitad®@$mm

B.-Conidi6foros septado de 7mm
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3.4. Descripcion del ciclo de vida del patégeno eondiciones de laboratorio

Cuadro 2. Siembra de hongos

Actividad Tiempo | °C Grafico
Siembra del Hongo 15 min | 25°C
(Cercospora
beticolg

Fuente: Autora

Siembra del hongo

La siembra se realizé utilizando el medio de caltRDA en cajas petri esterilizadas,

utilizando partes vegetativas ( hojas) del cultiecacelgaBeta vulgari3 donde notamos la

presencia de Cercospora beticola), luegpmamos un trozo de 3 a 5 mm cortamos con un

bisturi previamente desinfectado, para seguidamamiceder a colocarlas sobre el medio

de cultivo, realizando esta actividad en la canflaja laminar después sellamos con el

parafilm correctamente con el propésito de quengeese aire, finalmente colocamos en la

incubadora con la temperatura utilizada de 25°C
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Cuadro 3. Produccién del hongo

Actividad Tiempo | °C Grafico

Produccién de
Micelio

24h 25°C

Fuente Autora
A. PDA presencia de micelio

El desarrollo del micelio se observo a las 24 hguesfue sembrado en el medio de cultivo

siendo un desarrollo aterciopelado, afelfada, ofdvde color grisaceo

Cuadro 4. Produccion de conidiéforos y conidios

Actividad Tiempo | °C Grafico

Produccién de
con!d!oforos y 24h 25°C
conidios

Fuente: Autora

En la caja peri se observo el desarrollo del nocglie es felvoso de un color grisaceo en
los cuales se van formando conidios y conidiéfortiss conidiéforos son libres y de un
color pardo presenta conidios solitarias hialineslavadas pluricelulares, la temperatura

adecuada para la reproduccion de conidios y cdoidis es de 25°.
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3.5. Elaboracion de una guia didactica de la cartarizacion morfolégica del hongo en
estudio

La guia didactica de la caracterizacion morfolégicalel hongo en estudio se encuentra
en el ANEXO 4
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4. CONCLUSIONES

El cultivo de acelga en la Provincia de Cotopaxiaseultiva en un 85% la

cual el hongo (Cercospora beticola) causa péradidasdémicas en un 40%

Los sintomas que se determind en campo mediantdibdbografia
investigada que indicaba que presentan unas madeheslor marrén en el

centro en los bordes presentaban un color vino

Se determind los signos en laboratorio mediantepaoduccion del hongo

(Cercospora beticolapudiendo identificar conidios y conidiéforos

Utilizando claves taxonOmicas se pude caraciearsias estructuras tales
como: talo es septado , su micelio septado , losdgdoros que median
7mm sin ramificar de un color pardo oscuro , lasmidios solitarias

elipsoidales miden 6 mm,

En el laboratorio el hongo se desarrollo bajo denpgeratura de 25°C
utilizando partes vegetativas de 3 mm, pudiendoptiureu ciclo de vida,

utilizando el medio de cultivo PDA.

La informaciéon sera redactada en una guia didacfiea sera de mucha
ayuda para los estudiantes de la carrera de Imgmg@ronomica quienes
podran contar con la investigacion en el cultivo Atelga en el hongo

(Cercospora beticola)
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5. RECOMENDACIONES

En campo al momento de la recoleccion realizarla €omayor cuidado
desinfectando las muestras para que no existarordeion transportalas
en fundas herméticas que se mantengan bien seladtsllegar al lugar de

trabajo

Al realizar las caracterizaciones macro y microeteclaves taxondmicas

actualizadas para tener una descripcion correttaodgo en estudio

Se recomienda al trabajar en el Laboratorio tenarmayor asepsia posible
para que no exista contaminaciones siempre detanfexxios los materiales

utilizados

Al momento de obtener las fotografias ocuparéosels de 20x y 100x para

obtener mejores fotos

Se recomienda difundir a los estudiantes de laeGamle Agronomia los

resultados que se encuentran en la guia didactica
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6. GLOSARIO TECNICO

Actinomorfo. Se aplica a cualquiera de las partes u 6rganas @legetal que esta dividido
en dos partes simétricas por cualquier plano qee par su eje y por la linea media de un

sépalo o pétalo.

Agallas. Porciones alargadas de las plantas que por lo wasian llenas del micelio del

hongo.

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

microorganismaos.

Ahogamiento o secaderaMuerte rapida y colapso de plantulas muy jovenags se

cultivan en el campo o en el almécigo.

Aislamiento. Separacion de un patdégeno a partir de un hospegant cultivo en un medio

nutritivo.

Antracnosis. Lesion necrética que se asemeja a una Ulcerarmtafy que se produce en el

tallo, hojas, frutos o flores de las plantas hoapésk.
Aquenios. Un aquenio 0 aqueno es un tipo de fruto seco piddypor numerosas especies
de plantas. Los aquenios son monocarpelados, foom@mico carpelo, e indehiscentes, no

se abre al madurar.

Cancro. Herida localizada o lesion necrética; con frecieesamida 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 litzeraiscosporas.

Conidioforos. Es una estructura microscopica especializada gmolduccién asexual de
miles de esporas llamadas conidios. Se localiza#l ertremo de hifas las cuales levantan

el conidioforo en el aire con el fin de esparci égporas con mas eficiencia.

Cuerpo fructifero. Estructura compleja de los hongos que contiengoras.

Decaimiento. Crecimiento deficiente de las plantas; las hogas gequefas, quebradizas,
amarillentas o de color rojo; las plantas muestignto grado de defoliacion y muerte
descendente.

Dextrosa. Es un hidrato de carbono. Incluimos en este gripalmidon, los azlcares
(sacarosa, glucosa o dextrosa y lactosa) y lososcarganicos (citrico, fumarico vy
propidénico).

Enchinamiento foliar. Deformacion, engrosamiento y enchinamiento dédges.

Esporas.Una célula reproductora generalmente haploideigeluiar. La reproduccién por
esporas permite al mismo tiempo la dispersion gupervivencia por largo tiempo en

condiciones adversas.

Esterilizacién. Eliminacion de los patdgenos y otros organismogosvidel suelo,

recipientes, etc., mediante calor o sustanciasigagn

Fitopatdgeno. Se denomina a un organismo, en general micro@geni que causa
enfermedades en las plantas por medio de distuebi@s metabolismo celular causado por

la secrecion de enzimas, toxinas y otras sustancias
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Hifas. Vegetativas con conidioforos simples o ramificadsslitarios o formando
esporadiquitos con microconidas apicales simpl@esagroconidias fusiformes de bordes
curvados, con apices obtusos o0 agudos, solitaries cadena y con algunos tabiques

transversales.

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

los estudia se llama Micologia (Mykes=Hongo y Laegéstudio)

Hospedante.Planta que es invadida por un parasito y de lhesta obtiene sus nutrientes.

Infestacion. Se denomina a la invasion de un organismo vivo gentes parasitos

externos o internos. La diferencia fundamental elaiérmino infeccion es que este ultimo,
se aplica exclusivamente a microorganismos querti@mo objetivo su reproduccién en
el organismo infectado, causando en muchas ocaslamauerte del mismo, mientras que

el objetivo de los parasitos es su supervivenciasta del huésped que parasitan.

Inéculo. Es la Cantidad o Numero de Gérmenes infectantesap introducidos accidental

o voluntariamente en los tejidos vivos 0 en med®sultivos.

Manchas foliares. Lesiones localizadas en las hojas de los hospesiante constan de
células muertas y colapsadas.

Marchitamiento. Por lo comun, es un sintoma secundario generalieackl que las hojas

o los retofios de las plantas pierden su turgensmguelgan debido a las alteraciones que

sufre el sistema vascular de la raiz o del tallo.

Medio de cultivo. Medio nutritivo preparado en el que se cultivarcronrganismos o

células vegetales.

Micelio. Aparato vegetativo de los hongos que constituysley formado por filamentos

muy ramificados.
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Mitosporicos. Los hongos Mitosporicos, también llamados deutereres, hongos

imperfectos o anamorfos, carecen de fase sexual.

Muerte descendenteNecrosis generalizada de las ramitas de las glanta se inicia en

sus puntas y avanza hacia su base.

Necrosis.Es la degeneracion de un tejido por la muerteudecélulas. Esta mortalidad es

producida por la accidon de un agente nocivo quergemna lesion irreparable
Oospora. Una oospora es una espora sexual de pared cglulasa que se desarrolla a
partir de una oosfera fertilizada en algunos pieaisalgas y hongos. Es una estructura de

supervivencia que puede resistir durante varios.afo

Parafiim. Es una pelicula autosellante, moldeable y flexfidea numerosos usos en el

trabajo cotidiano en el laboratorio, incluido elrd&roscopia electronica.

Purificacion. Aislamiento y concentracion de particulas viraadorma pura, libre de los

componentes celulares.

Semiperemne Dicho de un vegetal, que pierde parcialmentelkjé. Se aplica también a

la hoja, viene a ser equivalente a semicaduco.

Sintoma. Reacciones o0 alteraciones internas y externas sgfiee una planta como

resultado de una enfermedad.
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8. ANEXOS
Anexo 1 Equipos de laboratorio

Estufa Mecheros

Microscopio

Autoclave Refrigeradora
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Cémara de flujo laminar

Cuenta colonias

Autoclave
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Anexo 2. Fase campo Yy laboratorio

En campo

En laboratorio
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Papa 200 gr

Elaboracion del Medio de cultivo

levadura, dextrosa, agar

59



Después de reponer el agua evaporada se colodeo&iexXevadura, agar) se calientaa 1 o
2 minutos

Se procede a trasladar el medio de cultivo enlehEreyer cubrirlo con papel aluminio al
momento de ingresar a la auto clave es colocadinadéel autoclave durante 35 minutos
a una temperatura de 121°C

Despues del tiempo establecido dentro del autodaygocede a colocar el medio de
cultivo en cajas petri
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Siembra

Tome pequefios segmentos del hongo

Colocamos el para film
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Anexo 3.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
Kalipto 1 4,3 4,3
Alcohol 1 55 55
Yodo 1 3,6 3,6
Material 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
gggrc:]sl Selg(;%crzgl).ltamon de 50ml, 100ml, 4 25 10
Erlenmeyer d 500ml y 1000ml. 3 5 15
Asa de incubacion de cromo 2 3,6 7,2
Cajas mono petrii 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
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 1 6690 6690
Autoclave semiautomatica 2540-23 litros 1 2999,47 99R47
Destilador de agua waterwise 9000 1 511,3 511,3
Camara cientifica infinity 1-2CB 1 2176,56 2176,%6
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
Termometro digital 1 25 25
SUBTOTAL 19104,57
Imprevistos (10%) 1910,457
COSTO TOTAL 21015,027
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Anexo 4 Guia Didactica

Universidad
Técnica de
Cotopaxi

UNIDAD ACADEMICA DE RECURSOS
AGROPECUARIOS Y RECURSOS NATURALES

CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA

Autora: Helen Liliana Morales Veloso

INDICE )
INTRODUCCION

FUNDAMENTACION
OBJETIVO

UBICACION

BLOQUE |I. METODOLOGIA
BLOQUE Il. RESULTADOS

MATERIAL DE CONSULTA SUGERIDA
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INTRODUCCION:

En el Ecuador existen muchas pérdidas por dafioBaigos fitopatdgenos como es igual
en el sector de San Buenaventura por la presertizodgo Cercospora beticolaviruela

en el cultivo de acelga se presenta en las hojdsrera de manchas redondeadas, de 2-5
mm de didmetro, pudiendo excepcionalmente llegas 40 mm Las mismas pueden tener
borde castafio oscuro o purpura y puede haber prasgs un halo clorético En el centro
de las lesiones puede haber presencia de un mohwd&OITE & GLADDERS, 2007)

Por las razones antes mencionadas se elaborauerdgy guia didactica y pueda ser
utilizada en el proceso de aprendizaje por losdemttes de la Carrera de Ingeniera
Agronémica, aqui conoceran los pasos practicos [@amproduccion de dicho hongo
(Cercospora beticola) en condiciones de laboratorio

FUNDAMENTACION

Los hongos son los organismos mas frecuentes cataggnos de plantas. Producen
sintomas muy diversos en las diferentes plantagpsmiuctores de esporas, generalmente
microscoépicos, eucarioticos, ramificados y a menfildmentosos que carecen de clorofila
y que tienen paredes celulares que tienen qudelalosa (KIMATI, 1997).

Las Zonas Productoras de Acelga que mas se destaceh pais son las Provincias y

cantones de: Cotopaxi, canton Latacunga y Pujlingirahua en el Canton Ambato,

Pichincha en los cantones Quito y Rumifiahui y Caifias Hectareas sembradas y cultivas
en la provincia de Cotopaxi son de 35 ha. con wodyzcion del 85%, Tungurahua 37 ha.
con una produccién del 100% (CRUZ R. , 2004).

Cercospora beticola, es un hongo que produce pegqugiipos de conidiéforos libres a

partir de un estroma el que tiene capacidad desgiersn el suelo. Los conidios son
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grandes, largos y Pluricelulares EI moho oscuesgnte en las lesiones esta constituido
por conidioforos y conidios (MARROTO, 1995)

Los conidios se desprenden facilmente y son mawbs por el viento. Como
consecuencia de su tamafio y forma no se alejarden®#60 metros. A grandes distancias,
entre las diferentes regiones se dispersa por niedgemillas. Ademas sobrevive durante
2-3 afos en el suelo.(WEILAND J. & KOCH, 2004)

El hongo comienza esporadicamente en plantulas, gemas notable cuando las plantas
tienen tamafio mediano. Las hojas inferiores semlee primero se enferman y las que
resultan afectadas con mayor severidad. La enfadh@diede ser grave en plantas en
floracion y adultas, hojas inferiores y medias;ferma esporadica en peciolos y tallos.
(AGRIOS, 2005)

OBJETIVO

Caracterizar la morfologia del hongo fitopatégéBercospora beticolgen el cultivo de
Acelga (Betavulgaris)en condiciones de laboratorio y la misma que sievguia para los

estudiantes de la Carrera de Ingeniera Agronémica.

UBICACION

UBICACION DEL LABORATORIO
= Sitio: Salache Bajo
= Parroquia: Eloy Alfaro
= Canton: Latacunga
= Provincia: Cotopaxi
= Latitud:
= N:9888.749,37.
= E:764.660,386.
= Altitud: 2757,59 msnm.
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BLOQUE I.METODOLOGIA

1. TOMA DE MUESTRAS

Se realiza la toma de la muestra al Azar del hdtigopatogenoescorpora beticolaen

el cultivo de Acelga (Beta vulgaris) recogiendo Bestras de hojas.

Se lava con agua corriente para retirar el excestedra, luego son colocadas en papel
periédico para que absorba la humedad, y luegodecadas en fundas herméticas, como

consta en las fotos adjuntas.
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2. ALMACENAMIENTO

Las muestras son colocadas en la nevera, a untatma de 6 a 8°C para evitar que el
hongo se prolifere, y al mismo tiempo mantener aigo vivo, este material que sera
indispensable para una posterior siembra en etddr.

3. ELABORACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Se elabora el medio de cultivo, optando el agar Ri2pa — dextrosa - agar), el mismo que
tiene la infusion de papa como fuente de almidondas dextrosa son la base para el

crecimiento de hongos y levaduras
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Paso 1

Se procede a pesar 200gr de papa pelada, en anaiaat la papa en cuadraditos para que
sea mas féacil la remocion del almidén durante lecidm, previamente la papa lista se

coloca la papa en 500 ml de agua, la coccidnaizaeen un tiempo de 10 minutos, como

se visualiza en las fotografias.

Paso 2
Pesamos 15 gr. de agar; 20 gr. de dextrosa oosac@r2 gr. de levadura, sustancias que

complementaran el medio cultivo, pasado los 10 togde cocciéon de la papa se tamiza
en un vaso de precipitacion, al instante se cditzalda medida inicial de 500 ml, si ha

disminuido el agua nuevamente completamos el ageasq perdio, inmediatamente se
coloca a fuego lento durante 2 a 3 minutos, a goation colocamos los 15 gr. de agar; 20
gr. de dextrosa o sacarosa y 2 gr. de levaduraadoarita de agitacién se mese a direccion

de las manecillas del reloj, evitando que estzoseense en pequefias particulas de masa.
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Paso 3.
Obtenida la mezcla homogénea, luego colocamos erlegimeyer de 500ml, tapamos con
papel aluminio para evitar el derrame en el intedlo la autoclave, aqui debe pasar por 35

minutos para que cumpla el proceso de esterilinacio

Paso 4.
Una vez cumplido los 35 minutos en la autoclavenetdiio de cultivo es colocado una capa

que cubra la parte inferior de caja petri.
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Paso 5

Siembra

La siembra se realiza en las cajas Petri en dea@dmcuentra el medio de cultivo PDA (la
misma que se realiza tomando pequeios segmentdsojds) con la presencia del hongo
(Cercospora beticolg esta actividad se realiza dentro de la camaréugtelaminar para

evitar la contaminacién del medio de cultivo dueatd siembra, utilizando materiales

desinfectados como bisturi, pinzas, aza de sienghmeecheros.

Una vez sembradas las muestras se procede a tapHarylas cajas Petri con parafilm y
luego son colocadas en la incubadora, a una tetopara 25°C la que infiere para la

proliferacion del hongo fitopatogenGércospora beticola.
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6. Identificacion
Observacion microscopica

Técnica de cinta pegante: Se realiz6 un doblezndetiva de cinta de 4 cm, con el lado
adhesivo hacia fuera y se sostuvo con una pinaa.eClado adhesivo tome con mucho
cuidado una pequefia muestra de la colonia del h@@gw@ospora beticolacoloque una

gota de agua destilada sobre el portaobjetos yosegié a pegar la cinta sobre el mismo

para luego ser observado en el microscopio corumeato de 20x y 100x.

Montaje por diseccion: Con un asa estéril se tam®pequena muestra del hongo coloque
en el portaobjetos con una gota de agua destitadagl mismo asa se extendera el micelio,

se colocara el cubreobjetos y se procedio a olsahmicroscopio de 20x y 100x
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7. Caracterizacion

Se obtiene un cultivo en las cajas petri totalméntpio con la presencia del hongo que se
busca Cercospora beticolainismo que sera util para el desarrollo de la ingasion, se
procedio a realizar las suficientes placas y beexvadas en el microscopio, se trata de ir
tomando foto tras foto con la camara integrada lemieroscopio, 0 para una mayor

eficacia directamente con la camara digital.
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BLOQUE Il. RESULTADOS

Observacion del hongo en el microscopio
Micelio
En la imagen se puede observar el micelio@er¢ospora beticol@btenido en laboratorio

en medio de cultivo de PDA la imagen fue obtenidia ayuda de un microscopio con el
lente de 100 x con intensidad de luz de 5

Foto. A. Micelio,Union de Hifas
Tomada: por el investigador

El micelio es la masa de hifas que constituye etrmwy vegetativo de un hongo.
Dependiendo de su crecimiento se clasifican erodetores (aéreos) o vegetativos. Los
Micelios reproductores crecen hacia la superfigter@a del medio y son los encargados de
formar los organulos reproductores (endosporiosa & formacion de nuevos micelios.
Los micelios vegetativos se encargan de la absodghutrientes, crecen hacia abajo, para
cumplir su funcién (AGRIOS, 1995)
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Talo
En la imagen se puede observar el micelioGlr¢ospora beticolapbtenido en laboratorio
en medio de cultivo de PDA la imagen fue obtenida ayuda de un microscopio con el

lente de 100 x con intensidad de luz de 5

A. Talo septado

El talo de los hongos esta formado por filamentasaacopicos que se ramifican en todas
direcciones ocupando el sustrato que le sirveideeato o dentro del mismo si se trata de
un hongo parasito; cada uno de estos filamentdam®a hifa y al conjunto que forman

micelio cada hifa esta formada por una pared dalgadnsparente que guarda en su

interior un protoplasm&AUSSEN, 1891



Conidioforos y conidios

En la imagen se puede observar el micelio@r¢ospora beticolapbtenido en laboratorio
en medio de cultivo de PDA la imagen fue obtenida ayuda de un microscopio con el

lente de 100 x con intensidad de luz de 5

A.- Conidios pluricelulares de 4 a 6 septos solitarios

B.-Conidioforos septado

Es un hongo que produce pequefios grupos de camiasdlibres a partir de un estroma, el
gue tiene capacidad de persistir en el suelo. Lasidms son grandes, largos y
pluricelulares El moho oscuro presente en laghes esta constituido por conidiéforos y
conidios. (HARVESON, 1986)

Los conidios se desprenden facilmente y son mawbs por el viento. Como
consecuencia de su tamafo y forma no se alejarden®60 metros. A grandes distancias,

entre diferentes regiones, por medio de semill&I (i, 2007)
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