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RESUMEN

La presente investigacion tubo como tema principal caracterizacién
morfolégica de hongos fitopatdgenos en el cultieoREmolachdBeta vulgaris
L.), en el sector de San Buenaventura- Cotopaxi 2@isma que se realiz6 en el
laboratorio de la Universidad Técnica de Cotopdicada en la parroquia Eloy
Alfaro,Canton Latacunga, Provincia Cotopaxi, el lctiavo como objetivo
principal caracterizar morfolégicamente el hongogatégeno que causa mayor
impacto de produccion en el cultivo de Remola@eta vulgaris L.)en el sector
de San Buenaventura, canton Latacunga de la piavide Cotopaxi. Se
plantearon los siguientes objetivos especificoseD@nar el hongo Fitopatégeno
de mayor impacto en la produccion del cultivo. tf@ar signos y sintomas del
hongo de mayor impacto de la Remolactzetq vulgaris ) en campo.
Caracterizar macro y micro estructuras del patégPescribir el ciclo de vida del
patdégeno en condiciones de laboratorio. Elaboraa gnia didactica de la

caracterizacion morfoldgica del hongo en estudio.

Se realiz6 mediante técnicas de aislamiento enrdédrio y la observacion
posterior del hongo en el Microscopio Trilocular &X para poder diferenciar sus
partes para luego ratificar con la bibliografiasexte. La técnica empleada fue la
observacion directa comparandola con la fuentela@jtaermitiéndonos con esto
realizar la caracterizacibn de macro y micro estinas como: talo, micelio,
conididforos, conidios, llegando a obtener fotogmfdigitales, las mismas con
ayuda de claves taxonomicas existentes se logfitaata presencia del agente
causal que es Cercospora beticola, se pudo desatbiciclo de vida en
condiciones controladas realizando la siembra gighmiento del patégeno en
cajas Petri en un medio de cultivo de papa - destroagar, con la duracion de 24
horas a una temperatura de 25°C en una camareacdeation. El resultado de
esta investigacion ha sido consolidado en unadjdérctica de las caracteristicas
morfologicas del hongo en estudio para difundirémsultados obtenidos.



SUMARY

This research has as its main theme the morphalogl@aracterization of plant
pathogenic fungi in the cultivation of beet (Betagaris L.), in the area of San
Buenaventura 2014. Same Cotopaxi held in the latiyreof the Technical
University located in Cotopaxi Eloy Alfaro ParisBanton Latacunga, Cotopaxi
Province, which had as its main objective charamemorphologically the
phytopathogenic fungus that causes most impactuptmoh in the cultivation of
beet (Beta vulgaris L.), in the area of San Buenawa, Canton Latacunga
Cotopaxi province. The following specific objectvevere to: determine the
phytopathogenic fungus greatest impact on crop ywtioh. Identify signs and
symptoms of the fungus with the greatest impaanftzeet (Beta vulgaris L.) in
field. Macro and micro structures characterize plaghogen. Describe the life
cycle of the pathogen in laboratory conditions. &ep a tutorial of the

morphological characterization of the fungus urstady.

It was performed by laboratory isolation technigaed subsequent observation of
the fungus in the trilocular Microscope CX31, tffelientiate parts and then ratify
the literature. The technique used was direct @lsen compared with the cited
source, allowing us to make this characterizatiomacro and micro structures as
talo, mycelium, conidiophores, conidia, obtainingitél photographs, using the
same existing taxonomic keys are managed configrpthsence of the causative
agent is beticola Cercospora, he could describdiféiscycle under controlled
conditions making sowing and isolation of the pagtm in Petri dishes in a
culture medium potato - takes - agar, with the tlomaof 24 hours at a
temperature of 25 ° C in an incubation chamber. fEseilt of this research has
been consolidated into a tutorial of the morphatafcharacteristics of the fungus

studied in disseminating the results obtained.



INTRODUCCION

Los principales productores de RemolacBaté vulgaris L), en el mundo son
Rusia, Francia, Estados Unidos, Polonia e Italenada y México son paises que
tienen una produccién importante del 60% lo cuslrithiuyen a diferentes paises
para ser consumidos en frescas, mientras que ledeiva provincia de Cotopaxiy
a nivel nacional la variedad de RemolacBaté vulgaris L), se encuentra en una
escasa produccion ya que se ve opacada por epnmalezhamiento de los suelos

y por el desconocimiento de los beneficios pasalad. (SICA, 2012)

En la agricultura mundial los hongos fitopatbgenssn causantes de
enfermedades de pre y poscosecha en los cultivbsrtigizas, cereales y frutas,
siendo estos responsables de pérdidas econdmicagiosas; el dafio que
ocasiona no solo se refiere a las pérdidas deipeath econdmica, sino también
a las pérdidas en la produccién biologica, es dada alteracién que existe en el
crecimiento y desarrollo de las plantas hospedamtexadas por estos
microorganismos. (AGRIOS, 2008).

La baja efectividad en la identificacion y cohtte organismos fitopatdégenos de
la Remolacha(Beta vulgaris L)se presenta por el desconocimiento de los
productores y agricultores de la etiologia de diadrganismos, como sus
caracteristicas morfologicas y su comportamientsiemn el pato sistema lo cual
ha provocado el uso incorrecto de las formulaciogeBnicas o moléculas

existentes en el mercado para el control de plagas.

Los patdégenos mas importantes que causan elevya@laidas de frutas y
hortalizas son normalmente bacterias y los hongosembargo, con mayor
frecuencia son especies de hongos las causantdstdebro patolégico de frutas,
hojas, tallos, y productos subterraneos (raicdsreulos, cornos, etc.) (FHIA,
2007)

Entre estos problemas fitosanitarios, de Cercosg@ercospora beticola)

disminuye la produccion en la zona, enfocados wstno pais y siendo mas



especifico en el callejon interandino se obseneaeagia enfermedad es uno de los
principales problemas que aquejan a pequefios yamasliagricultores, que para
controlar y enfrentar dicha enfermedad enfocan grame de sus recursos sin
obtener buenos resultados debido al desconocimjentmfusion que existe con
esta enfermedad, llegando a confundirselas mucleegsvcon problemas
ocasionados con patdgenos, gastando recursos eicoséem forma innecesaria
gue amas de traer problemas de salud tanto pamarddsictores como para los
consumidores ya que el uso inadecuado e indisauinde fungicidas

contaminan a las plantas y al ambiente



JUSTIFICACION

La falta de informacion sobre los hongos fitlmgenos y los altos porcentajes
en pérdidas en las cosechas provocadas por eeatie@genfermedades que causan
problemas a los agricultores del sector de San &wtura, razén por la cual se
debe encontrar a los agentes causales de las eafies para dar alternativa en
el manejo de enfermedades causadas por los hongsteecultivo de Remolacha

(Beta vulgaris .

La mayoria de los agricultores de no posesufigiente informacién sobre los
distintos hongos fitopatdgenos que atacan al cully RemolachaBta vulgaris
L) cometen una serie de confusiones y de errorepledar distintos productos
sobre su cultivo sin resultado alguno y por endela® permite mejorar la

produccion.

La presente investigacion tiene como objetilidentificar el hongo
fitopatdogeno en el cultivo de Remolach2eta vulgaris ). en el sector de San
Buenaventura” pretende brindar una base de infadmaye servira al agricultor
para tomar decisiones adecuadas y tener una g@alpeontrol de enfermedades
producidas por hongos fitopatégenos que permitacietbs costos de produccion
e incrementar la produccion, obtener un productocaledad y aumentar sus

ingresos econémicos.

La investigacion también puede servir pararbg proyectos del control de
este hongo fitopatbgeno Cercospdfaercospora beticola)y contribuir a la
realizacion de plantas de manejo de enfermedadeslepector de San

Buenaventura.



OBJETIVO

GENERAL

Caracterizar morfolégicamente el hongo fitGgeho que causa mayor
impacto en la produccién en el cultivo de Remola@w®a vulgaris L), Parroquia
San Buenaventura. Cotopaxi. 2014.

ESPECIFICO

» Determinar el hongo Fitopatégeno de mayor impaatta produccion del
cultivo.

» Identificar signos y sintomas del hongo de maygracto de la
RemolachaBeta vulgaris . en campo.

« Caracterizar macro y micro estructuras del patdgen

» Describir el ciclo de vida del patégeno en condie®de laboratorio.

» Elaborar una guia did4ctica de la caracterizaciorfatogica del hongo en

estudio.



PREGUNTAS DIRECTRICES

» ¢ Se reconocio signos y sintomas de los hongosféigpnos en el cultivo

de RemolachaBeta vulgaris . en base a la observacion realizada?
» ¢ Cual es el principal hongos fitopatbgenos de magpacto econémico
que afecta a la Remolach&eta vulgaris ) en el sector de San

Buenaventura?

» ¢ Cudles son las caracteristicas del hongo fitopagsyencontrado?



CAPITULO |

1. FUNDAMENTACION TEORICA.
1.1. REMOLACHA (Beta vulgaris L.)

1.1.1. Origen

Su ancestro crecia en forma salvaje en la costalesunglaterra, pasando por
Europa y Asia hasta la India Occidental. Se culevatodo el mundo para la
alimentacion humana, pero los grandes cultivos lgaeaplotacion de la industria
azucarera se encuentran en Rusia, Polonia, Fralleimania, Turquia, Estados
Unidos y Canada. (INFOAGRO.2006).

1.1.2. Clasificacion taxondmica

Tablal. Clasificacion Taxondmica de la Remolacha

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Amaranthaceae
Subfamilia: Chenopodioide:
Genero: Bete

Especie: Beta vulgari:

Fuente: (LINNEO, 2000)



1.1.3. Caracteristicas Botanicas

La remolacha azucarera es una planta bianual neeiente a la familia
Quenopodiaceag cuyo nhombre botanico &eta vulgaris..

Durante el primer afio la remolacha azucarera d#laruna gruesa raiz
napiforme y una roseta de hojas, durante el sequemdde una inflorescencia
ramificada en panicula, pudiendo alcanzar ésta hastnetro de altura.

-Flores: poco llamativas y hermafroditas. La fecundaciéon gemneralmente
cruzada, porgue sus o6rganos masculinos y femenmaduran en épocas
diferentes.

-Raiz: es pivotante, casi totalmente enterrada, de pilFilo verdosa y rugosa al
tacto, constituyendo la parte mas importante dghrdos acumulador de reservas.
-Semillas: estas adheridas al caliz y son algo lefid€2ARRANCO, 2001).

1.2. HONGOS FITOPATOGENOS

Manifiesta que los bidlogos utilizan el término gonpara incluir organismos

eucarioticos, esporégenos, sin clorofila. (HERRER294)

Los hongos son pequefios organismos productoresspieras, generalmente
microscopicos, eucarioticos, ramificados y a merfildmentosos que carecen de
clorofila y que tienen paredes celulares que tiegeitina, celulosa, o ambos
componentes

Los hongos son organismos filamentosos simplesienen clorofila y dependen
de una planta hospedera para obtener su alimeoto.n#&s grandes que las
bacterias y se identifican con mayor facilidad,ualgs de las estructuras que

producen se pueden ver a simple vista y sirvem edestificacion.



Caracteristicas generales

Los hongos son organismos carentes de clorofila sgueeproducen mediante
esporas. Son por lo general filamentosos y multiaeds, con ndcleos que se
observan con facilidad. Los filamentos constituy@ncuerpo (soma) de los
hongos que se alargan mediante un crecimiento iafgeen pequefio fragmento

de ellos puede reproducirse un nuevo individuo.RRERA, 1994).

Las estructuras reproductivas se diferencian dedagticas y sobre la base de
sus caracteristicas se clasifican los hongos. Isasicturas sométicas de los
diversos hongos son muy similares y pocos puedeidesatificados cuando no se
presentan las estructuras reproductivas. (HERRER®S¢4)

Estructuras somaticas

El talo de los hongos consiste tipicamente en @la@ms microscopicos
ramificados hacia todas partes y que se extienolere © dentro del sustrato que
se utiliza como alimento. Estos filamentos se denamhifas. El conjunto de

hifas constituyen el micelio de los hongos.

Las hifas pueden ser septadas o sin septos (lisesaziticas) este ultimo tipo de
hifa es caracteristico de los hongos inferioresuando envejecen pueden
formarse septos en varios lugares. Los septosnvariau estructura y pueden ser

simples o complejos.

El micelio en algunos hongos forma gruesos cordals®minado rizomorfos
que semejan raices, son resistentes a condiciahegsas y permanecen en
estado de letargo hasta que se presentan condideraables. En algunos casos,

los rizomorfos pueden alcanzar grandes longitU#SRRERA, 1994)

Los hongos atacan las plantas hospederas susesililavés del movimiento de

sus estructuras reproductivas. Las esporas se idserféacilmente por medios

10



mecanicos, corrientes de aire y el agua, por emnips hongos se transfieren
facilmente de los sustratos o suelos contaminadas plantas o partes de estas,
por lo que es necesario eliminarlas ya que sortdudm indculos (transmisores de

la enfermedad).

Los fungicidas se utilizan para el control de emilades causadas por hongos,
los hay especificos y de amplio espectro, de ctmtasistémicos (se traslocan
por el interior de la planta). Las principales emfedades causadas por hongos

son mildius, oidios, royas y carbones.
Hongos como patdgenos en las plantas

El efecto nocivo de los hongos se debe a su camhgdra destruir fisicamente
los tejidos de la planta, alterar la fisiologia e®&d reduciendo el crecimiento de
toda la planta o de érganos determinados, o prodlaxinas que afectan tanto a
plantas como animales. Algunos hongos, conocidasochiétrofos, pueden
crecer y multiplicarse manteniéndose durante tadecicdo de vida en la planta
huésped, viviendo y obteniendo nutrientes sin galsamuerte. Otros son
necrotrofos, en una parte de su ciclo vital requieren unatplanésped pudiendo
crecer sobre tejido muerto o producir la muerteuleel para absorber los
nutrientes del tejido muerto. Muchas infeccionepieman con una fase biotréfica
gue se convierte mas tarde en necrotrofica. Algummsgos son simbiontes
facultativos, creciendo tanto libres como asociadoglantas, y otros son
simbiontes obligados, creciendo solo si estan adosi a plantas. (HERRERA,
1994)

1.3. ENFERMEDADES DE INTERES COMERCIAL DEL CULTIVO DE
REMOLACHA.

1.3.1 Cercospora Cercospora beticola).
llustracién 1(Cercospora beticola)
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1.3.1.1. Ciclo de vida del hongo fitopatdégeno

Su peligrosidad siempre es dafiina, ya que es &araatlad mas destructiva en la
zona del cultivo de Remolacha, debido a la rapudezque puede diseminarse por
el aire, a su capacidad reproductiva y a la graolencia que caracteriza a
Cercospora. (GONZALEZ, 2011)

1.3.1.2. Descripcion del patégeno

» Cercospora beticola es el organismo que causadelai

+ Micelio tabicado

» Conidios hialinos de aciculares rectos o algo awgacon apice agudo y
base truncada.

* Producen numerosos conidios, los cuales son diselmsnpor el viento

1.3.1.3. Sintomas

El sintoma caracteristico de Cercospora es la @farisobre el limbo de
numerosas manchas pequefias, redondeadas, malerass & veces rodeadas de

un halo marrén oscuro o rojizo.

Al avanzar la enfermedad las manchas se juntan apasc provocando la

desecacion total de las hojas infectadas. Con tiemdpnedo, aparecen dentro de
las manchas puntuaciones negras y una ligera ngm@oaosa grisacea, que son
los 6rganos multiplicadores. Cuando el ataque esdise produce una importante
defoliacion. La planta entonces emite nuevos bréddiares que pueden ser

también destruidos.

El hongo sobrevive en residuos vegetales, lo guastitoye la principal fuente de
indculo primario para nuevas infecciones. En cdodies humedas se forman
nuevas esporas que se extienden por el viento gdimcaduras de la lluvia,

germinan sobre las hojas y penetran en el inte(@ONZALEZ, 2011)
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1.3.1.4 Condiciones Favorables

El hongo que provoca es una enfermedad que afdat l@ojas mas viejas para
pasar progresivamente a las mas jovenes de laaplaat hojas severamente
afectadas pueden resecarse, morir y caer aunquagjeente se mantienen
adheridas a la misma. Se ve favorecida por tempesatle 25°C a 35°C por el
dia y temperatura por encima de las 16°C por ldv@@on largos periodos de
humedad relativa de 90% a 95% o de humectaciéra deoja. (GONZALEZ,
2011)

1.3.2.5. Manejo de la enfermedad

El suelo libre de nematodos asi como evitar laraotie raices al laboreo el suelo
contribuirda a mantener la salinidad del cultivo.slLplantas enfermas deben
eliminarse lo mas pronto posible a efectos de iiedldnoculo. (GONZALEZ,
2011)

1.3.2.6. Control

Prevencion: La rotacién de cultivos durante 3 afios te ayudageaenir la
reinfestacion del hongo Cercospora. Por otro ladosidera reducir al minimo el
riego por aspersion, especialmente en condiciondseatales humedas, y no
olvides enterrar profundamente los residuos dedsgchas para asi reducir las
opciones de refugio para la Cercospora durantevedrno. Los lechos domésticos
deben limpiarse de malezas con frecuencia paraalint@s posibilidades de
albergar portadores de Cercospora y el riego delaglicarse directamente a las
raices de las plantas en las horas tempranas deaff@na, siempre que sea
posible. La enfermedad por Cercospora en los céspsé puede prevenir
mediante el uso de una mezcla equilibrada deifanites con nitrégeno y potasio
y regando en las horas tempranas de la mafanadsémte los dias secos.
(GONZALEZ, 2011)
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Quimico: Para un control efectivo es critico el momentoagécacion de los
fungicidas a la aparicion de la primera manchapgtie las aplicaciones cada 21
dias.

Spyrale: Es un fungicida a base de dos sustanciagas Difenoconazol y
Fenpropidin, con accién preventiva y curativa. Lazola de ambas sustancias
activas actla contra las enfermedades causad&epoospora, oidio y roya, que
son de gran importancia econémica en el cultivodadeemolacha. (BILBAO,
2013)

1.3.1.7. Clasificacién taxondmica del hongo Fitopageno ( Cercospora
beticola)

Tabla 2. Clasificacion taxonémica del hongo fitopatoger@@efcospora beticola)

Reino: Fungi

Phylum : Ascomycote

Clase: Dothideomycete
Orden: Capnodiale:
Familia: Mycosphaerellacee
Género: Cercospor:
Especie: beticole

FUENTE: (GARCIA, 2011)

1.3.1.7.1. Cercospora beticola

Cercospora beticola son conidios que producirarcdasdiéforos encargadas, a
modo de pequefias semillas, de extender la enfetheed&ras hojas de la misma
o de otra planta. La germinacién de las conididsesta hoja estd condicionada

por varios factores, siendo los mas importantesipégatura y humedad .Las
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condiciones 6ptimas para la germinacion de lasdiamison: temperaturaentre
25°C y 30°C, y una humedad relativa superior al 9%%ta humedad puede
provenir de una lluvia, del rocio o del riego. Estas condiciones bastan unas
pocas horas, de seis a ocho, para que germinéet@das conidias. Por encima
de 35°C y por debajo de 13°C no germina ninguné@rcualquiera que sea la
humedad ambiente. (GONZALEZ A. , 2009)

1.3.1.7.2. Reproduccion de Cercospora beticola

La reproduccion principal de este hongo en cond&sode nuestro clima, es
asexual, mediante conidios, estos son alargadiosylkaces, hialinos y claramente

tabicados y aparecen por el envés de la hoja.

Las condiciones 6ptimas para la germinacion dectoddios son: temperatura
entre 25°C y 30°C, y una humedad relativa supeti®5%. Esta humedad puede
provenir de una lluvia, del rocio o del riego. Estas condiciones bastan unas
pocas horas, de seis a ocho, para que germinédeb@das conidios. Por encima
de 35°C y por debajo de 13°C no germina ningunadamrcualquiera que sea la

humedad ambiente.

Una vez dentro de la hoja, el primitivo filamente samifica varias veces,
extendiéndose por toda ella. La actividad dentrdadeoja estd completamente
regulada por la temperatura, no teniendo ya tanpeitancia la humedad. Unos
dias después se empiezan a ver las primeras mas)ahite marcan la aparicion
de los sintomas externos de la enfermedad. Al tetrgmscurrido desde que el
filamento penetrd por la estoma hasta la aparidérias primeras manchas y

conidios en las hojas se conoce con el nombresged®a incubacion.

La minima duracion de esta fase, es decir, el @ppiara el desarrollo del hongo y

produccion de conidios, corresponde a una temparatmprendida entre 26° y
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32°C, conun60% de humedad relativa. Cuando estadictones se mantienen,
bastan veinte horas para que aparezcan las prirmenashas con conidios en las

hojas. A20 °C, también constante, el tempo necesarde doce a catorce dias.

Las condiciones atmosféricas adversas no ejercenade influencia sobre la
vitalidad del hongo. EI microorganismo entra en tase de reposo del que sale
en cuanto mejoran, en su favor, y renueva seguidi@mia produccién de
conidios. Los restos de micelio que quedan entefior de las hojas muertas y
secas también se inactivan, pero vuelven con ramddesarrollarse cuando las
condiciones son favorables. (ALVARADO, 2000)

llustracion 2.Ciclo de vida de Cercospora beticola

- Hojo infectada
Lag conidias germinan y panatran
por el ectoma de 1a hoja /

\ w Produccién de
nuevas conidias

En un ataque fuerte,
s manchas <2 unen
y muere la hoja.

1 hongo sobsevive en el suelo gracios a los
hojas infectadas caidas

FuentetALVARADO, 2000)
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En resumen, los factores atmosféricos que mas dagorel ataque y posterior
desarrollo de esta enfermedad son sucesiones gamiig himedos y calidos,
seguidos de periodos calurosos, aun cuando la latmedno sea en éstos muy

elevada.

1.4 MEDIOS DE CULTIVO

1.4.1 AGAR PAPA DEXTROSA (PDA).

Es un medio util para valorar el aspecto morfoldgida coloracion de la colonia.
Su alto contenido de carbohidratos condiciona urnyomeacrecimiento, el
detrimento de la esporulacion que suele retradaaséa un mes, las colonias
pueden ser atipicas. (MONDIDO, 2009)

1.4.2 AGAR PAPA SACAROSA ACIDIFICADO (APSA).

Este medio, que inhibe la multiplicaciéon de lastéaas, es de uso generalizado
para el aislamiento de los hongos a partir dedsjehfermos. Si se reduce a la
mitad la cantidad de azlcar, generalmente se peodncrecimiento mas ralo y
facil de observar, y una esporulacion mas rapidatofes que facilitan la
identificacién de hongos. (MONDIDO, 2009)

1.5. CONDICIONES QUE DEBE REUNIR UN MEDIO DE CULTIV O

Para que los microorganismos crezcan adecuadamemtenedio de cultivo
artificial debe reunir una serie de condicionesitener los nutrientes y factores
de crecimiento necesarios disponer de oxigeno,dmhpa adecuada, humedad,

pH. Exento de microorganismos contaminantes. (XA@ND, 2009)
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1.6. DISPONIBILIDAD DE NUTRIENTES EN LOS MEDIOS DE
CULTIVO.

Un medio de cultivo para que permita el crecinderddecuado de
microorganismos debe contener como minimo: Carbditogeno, Azufre,

Fosforo, Sales inorganicas que suplan iones (K,RdgCa, etc.).

Estos nutrientes generalmente se aportan con Extdecmalta, Peptona, Papa,
extracto de levadura, etc. (MONDIDO, 2009)
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CAPITULO I

2. DISENO DE LA INVESTIGACION

2.1. Materiales

2.1.1. Recursos Institucionales

» Universidad Técnica de Cotopaxi
* Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias y ResUxaiturales

» Carrera de Ingenieria Agronémica

2.1.2. Recursos humanos

» Autor: Anchatipan Villacis Francisco Rubén
» Director de Tesis: Mg. Francisco Chancusig
* Miembros del Tribunal:

* Ing. Paolo Chasi

* Ing. Mg. Guadalupe Lépez

* Ing. Mg. Fabian Troya

2.1.3. Recursos Técnologicos

2.1.3.1.Equipos
« Camara de crecimiento o incubadora
» Balanza de precision

» Estufa de 2 quemadores
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* Microscopio
Refrigeradora

Camara de flujo laminar

Autoclave

Cuenta colonias

Microondas

Camara hiumeda

2.1.3.2.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
Erlenmeyer de 500-1000 ml
Tubos de ensayo de 10 ml
Algodoén
Fundas ziplog
Cinta adhesiva transparente
Pinzas
Bisturi

Tijeras
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* Cuchillo

+ Estilete
* Colador
« Olla

* Fosforera

* Cucharas pléasticas

* Pirutines

» Agitador

* Ph metros
2.1.3.3.Material de Aseo

» Pala para basura

* Escoba

e Lavacaras

e Lava

» Trapeadores

* Detergente

e Limpiones

* Cepillos

» Escobillas de laboratorio

» Desinfectantes
2.1.3.4.Reactivos

* Agua destilada

e Agar

» Dextrosa o sacarosa

» Alcohol antiséptico

+ Acido citrico

» Levadura granulada

» Papa $olanum tuberosum

2.1.3.5. Materiales de campo



* Recoleccion del hongo Fitopatogeno en el cultivéed@emolachdBeta
vulgaris L.)

» Tijeras

* Fundas de Papel

* Fundas de ziplop

» Bisturi

» Camara

« GPS

* Libro de Campo

2.1.3.6. Materiales de Oficina

* Computadora
* Internet
* Flash Memory

e Impresora

3. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Tabla 3. Operalizacion de variables

CONSEPTUALIZACION | INDICADOR INDICE TECNICAS INSTRUMENTO
CARACTERIZACION |TALO TIPO

Mgﬁgg'éOG'CA DE HiFAS TIPO

FTOBATOGENGS ENCONIDIOS TIPO OBSERVACION| MICROSCOPIO
EL  CULTIVO DE

REMOLACHA REPRODUCCION TIPO

Realizada Por el investigador
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4.  DISENO METODOLOGICO

4.1. Tipo de investigacion

La metodologia descriptiva puntualiza como se ocasbdn los fendmenos a

investigar, se ocupa de la descripcion de dat@sacteristicas de una poblacion.

Esta investigacion se realiz6 dentro ti® descriptiva, Porque para su
desarrollo y avance de la investigacidn necegtadgscrito sigilosamente, la
misma que me permitioé recopilar informacion dedeacteristica morfolégica que
presenta el Hongo Fitopatdgeno Cercosg@ercospora beticolpa Ademas de
ser descriptiva por los resultados que seran padossy colocados de tal modo
que se puedo analizar, discutir y puntualizareslagrollo conjuntamente con el
avance del ciclo vital de dicho hongo, evaluandpeet®s relevantes que

ayudaron a desarrollar la investigacion.
4.2. Método

4.2.3 Métodos logicos

4.2.3.1. Método descriptivo analitico

Utilice este método en esta investigacion porgescidbi el ciclo de vida del
hongo determinado de mayor impacto a la producd&rcultivo de Remolacha

(Beta vulgaris L.), esta descripcion se realizara a condicionestaedéorio.

4.2.3.2. Método deductivo

Es aquel que parte de hechos o fendmenos genaeradepermite establecer
conclusiones o consecuencias en las que se busus garticulares sobre la cual

se basa una afirmacion.

Para el avance de la investigacion se empledé estedm porque permitid
recopilar informacion de las caracteristica modatés que presenta el Hongo
Fitopatdgeno, identificando signos y sintomas dehgo en el cultivo de

RemolachgBeta vulgaris L.
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4.2.3.3. Método comparativo

Es un procedimiento de busqueda sisteméatica dditamieis con el objeto de

estudiar su parentesco.

Sélo tenemos una manera de demostrar que un feéesgausa de otro; es
comparando los casos en que estan simultineamesgenfes o0 ausentes y
buscando si las variaciones que presentaron es @if¢égentes combinaciones de

circunstancias prueban que uno depende del otro.

4.2.4. Técnicas

4.2.4.1. Observacion

Consiste en observar desde el lugar de los hetbdss los sucesos de manera
directa y abierta con el propoésito de obtener mfion de primera mano del

fendmeno que se investiga.

La observacion permiti6 conocer la realidad en da ge desarrolld6 el Hongo
Fitopatégeno Cercospof@ercospora beticola)ademés permitié observar macro

y micro estructuras del patdgeno. Como instrumeatotilizé el microscopio.

4.2.4.2. Fichaje
Se utilizé la técnica del fichaje, con la cual salizd el levantamiento de

informacion tanto en campo (seleccién de plantas,como en el
laboratorio(siembras) donde se analiz6 a detapjeofundidad las caracteristicas
del Hongo Fitopatégeno Cercospdfzercospora beticola)con el cual se pudo

cumplir cada actividad estalecida.

4.3. MANEJO DEL ENSAYO

4.3.3. Delimitacién del Lugar de Recoleccion

Las muestras se recolectaran en La Raed®an Buenaventura que esta
ubicado en la parte Suroriental de la ciudad dediatga.
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llustracién Fona de recoleccion de la muestra

FuenteSoogle Maps

4.3.3.1. Ubicacion Politica

» Pais:Ecuador
* Provincia: Cotopaxi
« Cantdn: Latacunga

* Parroquia: San Buenaventura

4.3.3.2. Ubicacion Geografica

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

Altitud: 2948 m.s.n.m
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4.3.4. DELIMITACION DEL LUGAR DEL LABORATORIO

llustracion 4.Lugar donde se realizé la practica

Fuent&Soogle Maps

4.3.4.1. Ubicacion Politica

» Pais:Ecuador
* Provincia: Cotopaxi
» Cantdn: Latacunga

» Parroquia: Eloy Alfaro

4.3.4.2. Ubicacion Geografica

Latitud: 00°59'57” S
Longitud 78°37°14” w

Altitud: 2725 m.s.n.m
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4.3.5. Toma de Muestras

Se realizé la toma de muestras al azar del hontgpdtogeno Cercospora
(Cercospora beticolagn el cultivo de Remolach{®eta vulgaris L), recogiendo
cinco (muestras de las hojas) que presentaban npoyoentaje de infeccion
presente en el cultivo, para trasladar las muekisamuestras al laboratorio para

Su respectivo proceso de caracterizacion morfaddgic

4.3.6. Procedimiento en la Toma de Muestras

Se extrajeron plantas afectadas utilizando urumdist tijeras para facilitar la
recoleccion de las muestras, en cada corte selizetéys materiales con alcohol
y las muestras vegetales fueron envueltas en papelque el exceso de humedad
sea absorbido por el mismo, posteriormente se @idee colocar en una funda
ziplop con su respectiva codificacion y se trasladduna hielera para evitar la

deshidratacion, contaminacién y dafios de las mageatdaboratorio.

4.3.7 Almacenamiento

Las muestras fueron colocadas dentro de la nevena aemperatura de 6 a 8 °C
para evitar que el hongo se prolifere y al misrempo mantener al hongo vivo,

material que serd indispensable para una posgeimbra en el laboratorio.

4.3.8. ldentificacion de la muestra en laboratorigrevia a la siembra

Dentro del laboratorio se sigui6 un proceso minseiae identificacion para
obtener muestras mas optimas donde se verificoegaeel hongo Cercospora
(Cercospora beticola)mediante la utilizacion de bibliografia existentie los

sintomas que presenta el hongo y con la observadgna muestra en el

microscopio.
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4.3.9. Elaboracion del medio de cultivo

Se elabor6 el medio de cultivo optado por PDA (papkextrosa - agar), tiene la
infusién de papa como fuente de almidones y lardsatson la base para el

crecimiento de hongos y levaduras, utilizando:

» 50gr de papa

e 125ml de agua
e 3,75¢gr de agar
» 5gr de glucosa

e 0,5¢gr de levadura

Las cantidades detalladas anteriormente abarcam y@a capacidad de cinco

cajas Petri las mismas que contienen 25 ml de R2pa— dextrosa - agar).

Procedimiento

Pelar y poner a hervir la papa 50gr en 500ml deaam un tiempo de 10 a 15
minutos, el extracto se filtra y se adiciona hastapletar los 125ml para reponer
lo que evaporo a continuacion se agregan los atgredientes y se calienta a
fuego lento moviendo constantemente durante d@ inautos hasta que queden
totalmente disueltos. Obtenido ya el medio de wulge procede a colocar la
mezcla en el Erlenmeyer el cual debe ser tapapapel aluminio de una forma
segura, cuando empiece a hervir dentro del autechav sea derramada en el
interior, luego el Erlenmeyer dentro del autoclagarante 35 minutos a una

temperatura de 121 °C para que la solucion sealeamepte esterilizada.

Después de haber transcurrido el tiempo estableddorealiza una previa
apertura al autoclave para que los vapores seamsaxips, posteriormente se
verifica que los vapores han sido expulsados dntalidad y con ello se procede
abrir completamente el autoclave, se obtiene allionée cultivo se coloca
rapidamente 25 ml de PDA (papa — dextrosa - agaipe cajas Petri mismas que
ya estan esterilizadas, ya que si las expone adurantho tiempo al aire libre

puede ser contaminadas,
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Después de que el medio de cultivo a sido coloeadias cajas Petri estas deben
mantenerse cerradas por completo hasta que cemfgetatura ambiente se enfrié

para poder realizar la siembra.
4.3.10. Siembra

La siembra se realiz6 en cajas Petri previamentmigadas el medio de cultivo
PDA (papa — dextrosa - agar), la misma que seztedabhbmando pequefios
segmentos (hoja) de las muestras del cultivo dediRexina(Beta vulgaris L). con
la presencia del Hongo Fitopatogeno Cercosfloesicospora beticolala cual se
realizod dentro de la caja de flujo laminar paraasvia contaminacion del medio
del cultivo durante la siembra, utilizando matesatlesinfectados como bisturis,

pinzas, aza de siembra y mecheros.

Una vez sembradas las muestras se procede alasltzjas Petri con parafilm y
luego son colocadas en la incubadora a una temparde 21°C y a 22°C que

infiere para la proliferacion del hongo Cercosp@arcospora beticola

Para la obtencion del hon@ercosporgCercospora beticolase realizaro cinco

siembras distintamente.

Primera Siembra: Se realiz6 tratando de buscar el hongo Cercospora
(Cercospora beticolautilizando las partes vegetativas (hojas) seiaga una
temperatura de 21°C de la incubadora, las cuatsriuevisadas en un lapso de
48 horas, donde se observd los contenidos de lus anedios de cultivo,
utilizando el medio de cultivo PDA sin haber regigdael Ph en el cual se obtuvo
como resultado la presencia de bacterias y endégsito encontrar ninguin

resultado del hongo requerido.

Segunda Siembra: Se realizd utilizando partes vegetativa (Hojas)ursa
temperatura de 22°C de la incubadora, utilizandomedio de cultivo DA
(Dextrosa Agar) regulando el Ph a 3.5 en los cusd¢eseviso a un lapso de 48

horas donde se observd contaminacion de bacterias.
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Tercera Siembra: Se realizé utilizando partes vegetativa (Hojas)ursa
temperatura de 22°C de la incubadora, utilizandoesdio de cultivo PDA, con la
regulacion del Ph de 3.5 la revisidn se lo reaimolapso de 48 horas donde se
pudo observar en 3 cajas (C1M3) (C3M1) (C5M4) qaeyistia la presencia de
la reproduccién del hongo Cercosp@@ercospora beticolaen las restantes solo
se pudo observar contaminacion que tenia un celgnon

Cuarta Siembra: Realice un aislamiento de las tres cajas (CIM3ZMO
(C5M4) donde ya hubieron presencia de reproducdéinhongo existente la
presencia de contaminacion, utilice el medio déwuble PDA con un Ph de 3.5,
la incubadora con una temperatura de 22°C en lss&as restantes realice una
siembra con partes vegetativas (hojas), revises @8ahoras en las cuales pude
observar que en las cinco cajas existian ya laepois de la reproduccion del

hongo Cercospor@&ercospora beticola

Quinta Siembra: Realice un aislamiento de las cinco cajas anesi@n las
cuales ya existia la presencia del hongo Cercog@macospora beticolautilice

el medio de cultivo PDA con una temperatura de 235€la regulacion de Ph a 4
la revision se lo hiso a las 24 horas; en la cualimos observar un cultivo

totalmente limpio con el hongo.

4.3.11. ldentificacién

4.3.11.1. Observacién microscopica

Técnica de cinta peganteSe realiz6 un doblez de una tira de cinta de Acom

el lado adhesivo hacia fuera y se sostuvo con ureapCon el lado adhesivo se
tomé con mucho cuidado una pequefia muestra de l@ni@odel hongo
CercospordCercospora beticola después se coloco una gota de agua destilada
sobre el portaobjetos y se procedié a pegar la @nbre el portaobjetos para

luego ser observado en el microscopio con un awdEnd0x y 100x.

Montaje por diseccion: Con un asa estéril se tomdé una pequefia muestra del

hongo y se coloc6 en un portaobjetos con una gotagda destilada, con un asa
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se extendié el micelio, se colocé el cubreobjetoprgcedi6 a observar al

microscopio de 40x y 100x.

Descripcion

Caracteristica morfoldgica del hongo Fitopatogerara esto se utilizé el método
comparativo a través de fotos microscopicas y nsadmicas y el uso de claves

taxonomicas.

De las cepas aisladas se hiso observaciones nigpioas y macroscopicas tales
como: color caracteristico del medio de cultivdphastructuras y crecimiento del

hongo.

Luego se procedio a realizar placas fijas de cedade las cepas aisladas para
posteriormente observar las estructuras microsaéptales como: forma del

conidiosporo, esporangiosporos, forma y tamafi@aslesporas o conidios.
Para realizar las placas fijas se procedio deglaesite manera:

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

» Se tomo un trozo de cinta masking transparentaidgacm. De largo y
se fij6 en el cuerpo fructifero, tomando directateete la caja Petri,
donde se encontraban las cepas puras.

* Se observd en el microscopio y se procedi6 a tofotografias
microscopicas de las diferentes estructuras dejdvoon una camara de
20 megapixeles.

» Se cre6 una archivo con las fotografias tomaddagleepas del hongo
Cercospora(Cercosporabeticolg y realice una guia didactica de la

caracterizacion morfoldgica del hongo.
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CAPITULO 11l

5. RESULTADO Y DISCUSION

El presente trabajo con el tema caracterizacion faldmica de hongos
fitopatbgenos en remolacha, opta por la determdmaclel hongo de mayor
impacto en la produccién del cultivo, obteniendenooresultado a Cercospora
(Cercospora beticolg, este parasito se desarrolla preferentemente sehadias,
atacando con mas intensidad a las externas, quasonmas viejas, pero también
puede asentarse sobre cualquier otro 6érgano aérizopdanta. Se produce por un
hongo que se encuentra en el interior de la haeige hacia el exterior, por el
envés, unos conidiéforos de color claro, reunidobacecillos. Cuando se mira el
envés de la hoja con una lupa, se perciben pueip®s, que son los 6rganos de
fructificacion del hongolLa esporulacion, incubacion e infeccion se ve fagiola
por temperaturas de 25°C a 35°C por el dia y teatpexs por encima de los
16°C por la noche, con largos periodos de humeelativa de 90% a 95% o de
humectacion de la hoja. (GONZALEZ, 2011)

Hoy en dia para los agricultores de la Serraniaatéciana, la produccion y
comercializacion de Remolach@eta vulgaris L.)representa uno de los
principales ingresos econdmicos para sus famikeso la produccion se ve
limitada por el ataque de distintos hongos Fitopands. (CERVANTES, 2010)

Los patogenos mas importantes que causan elevaglaédgs de frutas y

hortalizas son normalmente bacterias y los hongosembargo, con mayor

frecuencia son especies de hongos las causantéstdebro patologico de frutas,

hojas, tallos y productos subtellaneos.Algunas thgerestiman que dichas
perdidas son alrededor de 4-20% en paises desalwslly 10-40% en paises sus
desarrollados. (JUAREZ, 2010)
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La produccion de remolacha se concentra en todegi@n sierra del Ecuador.
Para el 2004 se estim6 una produccién nacional d&73t, encontrandose la
mayor produccion de esta hortaliza en la provim#aChimborazo, llegando a
producir en el 2004 un total de 1 057 toneladadL(\EJO, 2013)

5.1. Identificacién de sintomas y signos de la Cargpora (Cercospora
beticola) en el cultivo de la RemolachaBeta vulgarisL.)

5.5.1. SINTOMAS

Inicialmente, se producen manchas, en forma deilogcde 3 a 5 mm de
diametro, de color gris ceniza con bordes marrdin@sdo a purpura rojizo. Las
hojas severamente afectadas pueden resecarseyrnadr, aunque generalmente
se mantienen adheridas a la planta. Comienza atkxrta las hojas mas viejas
para pasar progresivamente a las mas jovenes. Qumtals son atacadas por el
parasito, caen y rebrotan de nuevo, renovandogemuoamente la parte foliacea.

También pueden ser afectados los peciolos. (GAN2BZS)

Estan circundadas por un estrecho halo de colarpojpireo que les da un
aspecto caracteristico. EI numero de manchas ea ke es muy variable;
depende de la intensidad del ataque del hongoly eeéad de la hoja. Cuando las
lesiones son muy fuertes producen pérdida de nudisa, fy entonces pierden el

contorno casi circular antes referido. (JIMENEZDZD

llustracién 5. Sintomas (Cercospora beticola)

Fuente: (GAMEZ, 2008)
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De acuerdo a la bibliografia citada sobréQarcospora beticolalps sintomas o
lesiones que puede detectar en el cultivo de rahalan el sector de San
Buenaventura fue en la parte de las hojas pressamtab color gris ceniza con los
bordes marrén a mediada que esta avanza se toaneolaracion purpura rojiza,
en la parte de las hojas se iniciaban de adentia h#uera, llegando poco a poco

al resto de la planta provocando la muerte totd denisma.

llustracion 6.Sintomas (Cercospora beticola) en campo

Tomadas por: El Investigador

5.5.2. SIGNOS

El micelio es tabicado con la presencia de taimces, conidiéforos de
crecimiento limitado, conidios oscuros livaciossies, primero primero
cilindricos, luego nudosos denticulados en la ctebido a la insercion de los
conidios. (RONCAL, 2001)

Las estructuras somaticas (talos) son llamadosliogcg estan compuestos de
filamentos "septados * (hifas) no ramificados. El diametro aetelio (5-8
micras).(SANCHEZ, 2012)

Los conidios son esporas asexual inmovil formadactimente a partir de una
hifa o célula conidibgena o esporégena las conidasienzan seguidamente a

germinar, produciéndose un finisimo filamento geelssliza sobre la hoja hasta
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encontrar un estoma por donde penetrar y poderrtoprdacto con las células

interiores, en las que busca su alimento. Cualdweeida en la hoja le presta el
mismo servicio que el estoma, pero ella sola, psrpsopios medios, no es capaz
de romper la cuticula. (RONCAL, 2001)

Los conidioforos producen conidios alargados, diliies, en forma de mazo,
simples o septados con 0-5 septas transversales 35¢/5 x 2.5-5.Qu Las

conidios del hongo se forman en cuerpos fructifdamsados esporodoquios. Los
conidiéforos y conidios son hialinos. Estas estmag reproductivas se forman

sobre los tejidos del hospeder.

llustracion 7.Conidioforo y Conidio

CONIDIO CONIDIOFORO

Fuente: (RONCAL, 2001)

De acuerdo a lo que se pudo observar en la biblilagse pudo corroborar en el
laboratorio la presencia de micelio oscuro a medigaeste avanzaba en el centro
del micelio se podia observar como un halo de qudodo iba apareciendo y en su

exterior alin se conservaba el halo oscuro enredduarir de las 24 horas.
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llustracion 8. Producciéon de micelio en laboratorio

Tomado por: El Investigador

En el laboratorio se puede observar hifas con & euconjunto de hifas es lo que

forma el micelio.

llustracién 9.Hifas y Micelio

HIFAS _

HIFAS MICELIO

.}

=

Tomado por: El Investigador

De acuerdo a la bibliografia se pudo observar Igomia de microestructuras en el

laboratorio se pudo observar conidios y conidiGoro
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llustracién 10.Conidios y Conidiéforos

CONIDIOS

CONIDIOFOROS

Tomado por:El Investigado
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5.6. Caracterizacién de Macro y Micro estructuras @l Patdgeno (Cercospora
beticola) en el cultivo de Remolacha

5.2.1. Fotografia del micelio tomada en:

e Campo claro Phl
» Exposicion : 500
* Ganancia 5.7

* Gamal

* Luz del dia

« 20x

llustracion 11 .Hifas

Tomado poEl investigador

Se observa las hifas de (Cercospora beticola) koongunto de hifas constituyen

el micelio de (Cercospora beticol), el cual sebtugo en el laboratorio.

Las estructuras somaticas (talos) son llamadosliogcg estan compuestos de
filamentos “septados * (hifas) no ramificados. El diametro aetelio (5-8
micras).(SANCHEZ, 2012)
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5.2.2. Fotografia del micelio tomado en:

e Campo claro Phl
» Exposicion: 500
* Ganancia 5.7
 Gamal

* Luz del dia

« 20x

llustracion 12.Micelio

Micelio

Tomado por: El Investigador

Se puede observar el micelio de (Cercospora bajigoie es cenocitico sin septos

y con ramificaciones, el cual se la obtuvo enlebtatorio.

Las estructuras somaticas (talos) son llamadaslioscg estan compuestos de
filamentos “hialinos™ (hifas) ramificadas (no selpis). El diametro del micelio (5-
8 micras)(SANCHEZ, 2012)
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5.2.3. Fotografia conidios tomado en:

e Campo claro Phl1
» Exposicion: 500
* Ganancia 4.5

* Gamal

* Luz del dia

o« 20x

llustracién 13.Conidiés

CONIDIOS

Tomado poEl Investigador

Se puede observar que los conidiég@ercospora beticola)son rectos o algo

curvados, con apice agudo y base truncada, el smgbudo observar en el
laboratorio.

Los conidios son de forma eliptico-aovada, oscwos,varias células, siendo las
extremas hialinas, con apéndices apicales incoloyosbase truncada,
multiseptados, de dimensiones 35-125 x 2,5-4 mi¢@SBRERA, 2003)
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5.2.3. Fotografia conidios y conidi6foros tomado en

e Campo claro Phl
» Exposicion: 500
* Ganancia 4.7
 Gamal

* Luz del dia

« 20

llustracién 14.Conidios y Conidiéforos

Conidioforos

.{\\ Conidios

Tomado por: El Investigador

Se puede observar que los conidioforos de (Cercadpaticola) son en forma de

agujas mostrando su septo, el cual fue obtenidakematorio.

Los conidioforos son septos, en forma de agujavemios tabiques, que pueden
medir desde 6-8 micras, tienen un extremo aguzaslinyromas por el que han
estado unidas al conidi6foro, queda aislado pomgaricion de un septo, el
protoplasma segrega una pared y se transforma eoomidio, mientras un

segundo conidio se forma por debajo empujando ladicexa la primera espora, al

final se forma una cadena de esporas. (LUQUE, 2014)

41



5.3. Descripcion del ciclo de vida del Patogeno €wondiciones de laboratorio
Tabla 4.Ciclo de vida del patégeno

ACTIVIDAD | TIEMPO °C GRAFICC
Siembra de | 12 minuto: 25°C
hongo

Formacién dg 14 horas 25°C
Hifas

Formacion 19 horas 25°Q

del micelio

Continta....
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Produccior | 24 horas
de
conidioforos

y conidios

25°C

Realizada Por el investigador
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CONCLUSIONES

* Se determin6 que el hongo de mayor impacto ecomdmie
afecta a los agricultores es (Cercospora beti@dagl cultivo de
remolacha ya que puede ocasionar pérdidas de 4e20¥aises

desarrollados y 10-40% en paises sub desarrollados.

» Los sintomas de (Cercospora beticola) en el culezyaemolacha
pueden variar de acuerdo a la zona y humedad, genapre se
presenta de color gris ceniza con bordes marrinaeslo a purpura
rojizo en la mayoria de las plantas causando latedetal de la
misma pero los signos son iguales se produce uelimiascuro el

mismo que se produce innumerable cantidad de a@midi

* La aparicion de micelio el cual estd compuesto pidas de
(Cercospora beticola) dentro del laboratorio sesgmta en forma
oscura y estdn compuestos de filamentos. Las macnaicro
estructuras del hongo va variando de acuerdo &kude vida que
este se encuentre en un principio solo se puedmenac talos y a
medida que va pasando las horas van apareciendaesnas

estructuras hasta poder observar los conidiéformidios.

» El hongo Fitopatégeno de Cercospora beticola sarddla a una
temperatura de 25°C en donde cumple su ciclo deapareciendo

hifas, micelio, conidios y conidiéforos.

» De los datos obtenidos de la investigacién se z@alina guia

didactica para las personas interesadas en esfstigacion.
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RECOMENDACIONES

Conocer todo acerca del hongo a estudiar, dentraleratorio y
fuera del mismo, para de este modo evitar probleutasos al
momento de la manipulacién del hongo.

Al momento de realizar la recoleccién se debe amalbien los
sintomas que presenta la planta y ver si los sagomguie presenta

son los que corresponden al hongo que se va aastud

Cuando las muestras son recolectadas en campo detian ser
transportadas con las debidas precauciones pdea que estas se
estropeen y no se contaminen por otro agente, @auél es
necesario que las muestras sean transportada® dintfundas

herméticas las mismas que deberan ser colocadawmearaja.

Antes de que la muestra vaya a ser utilizada dabekatorio es

necesario que esta sea desinfectada con alcohol.

Es preciso conocer el pH del agua que se estZamilo para
realizar un medio de cultivo ya que no todos losigos se
proliferan en un solo pH y también es preciso cenaual es el

medio de cultivo indicado para cada hongo.

Dentro del laboratorio se debe mantener la aseesiatodo
momento que se esta realizando la practica parastie modo

evitar contaminaciones y problemas futuros.
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GLOSARIO TECNICO

Agar

Sustancia de consistencia gelatinosa que se oluteetes algas marinas y que se
utiliza para reparar medios de cultivo nutritivesles que se estudia y cultiva a

los microorganismos.

Conidio

Espora asexual de un hongo formada en el extrerna denidiéforo.
Coniditforo

Es una estructura microscopica especializada protiuccion asexual de miles de

esporas llamadas conidios.

Cuerpo fructifero

Estructura compleja de los hongos que contieneorasp
Cenocitico

Micelio continuo que no tiene tabiques y con muanodeos.
Espora

Unidad reproductiva de los hongos que consta deowaaias células, es analoga

a la semilla de las plantas verdes.
Esterilizacion

Eliminacion de los patdgenos y otros organisma®svidel suelo, recipientes,

etc., mediante calor o sustancias quimicas.
Fitopatégeno

Organismo que causa alteraciones en las plantas.
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Hifas

Filamentos microscépicos que integran al micelicuerpo de la mayoria de los

hongos.

Haustorio

Estructura que sirve para observar nutrientes.
Heterotalico

Condicién sexual de reproduccion del micelio de hammgos, a través de la
interaccion de diferentes tipos de cruces, los esuadon cepas similares

morfol6gicamente.

Micelio

Hifa o masa de hifas que constituyen el soma dsouago.

Signo.-

Patdgeno o sus partes o productos que se obseatvanuna planta hospedante.
Sintoma-

Reacciones o alteraciones internas y externasufte ina planta como resultado

de una enfermedad.
Virulencia

El caracter nocivo y patégenico de un microorganisya sea un virus, una

bacteria un hongo, determina su virulencia.
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ANEXOS
Anexo 1 Costos

COSTO
CANTIDA | UNITARI | COSTO

DESCRIPCION D @) 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 5,5
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
Vasos de precipitacién de 50ml, 100ml,

600ml y 1000ml. 4 2,5 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
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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 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
Céamara de flujo laminar aurora mini con
base 1 6690 6690
Autoclave semiautomatica 2540-23 litnos 1 2999,47 2999,47
Destilador de agua waterwise 9000 511,3 511,3
Céamara cientifica infinity 1-2CB 1 2176,564 2176,56
Desecador 250mm de diametro con tapa 229|8 229,8
Cocineta eléctrica 1 30 30
Camara digital 1 280 280
Balanza 1 30 30
Termdmetro digital 1 25 25
SUBTOTAL 19104,57
Imprevistos (10%) 1910,457
COSTO TOTAL 21015,027
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Anexo 2.Preparacion del medio de cultivo

1. Pesado de la papa 2. Picado de la papa

3. Colocacion de la papa picaday | 4. Colocacion de la olla con el agua 'y
pesada en la olla papa picada al fuego
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5. Filtrar la papa 6. Volver a medir el agua e incorporar el
agua perdida por la evaporaciéon

7. preparar todos los ingredientes | 8. Colocar el agua que a sido filtrada
como el agar, destroza y levadura | nuevamente a la olla a fuego lento
durante unos 2 minutos
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9. Adicion de todos los elementos qud.0. después del proceso verter el agua en
han sido pesado anteriormente pero un recipiente.
siempre removiendo lentamente -

11. Colocar la solucion final en dos | 12. Medir el pH del medio de cultivo

Erlenmeyer siendo estos llenados la
cuarta parte del mismo para evitar
derrames.

2
$
g

22
2z
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13. Tapar los Erlenmeyer con papék. Colacion de los Erlenmeyer con el

aluminio para evitar derrames d
medio de cultivo.

ehedio de cultivo en el autoclave.

15. Después de haber transcurrido €
tiempo establecido por el auto clave
sacar el medio de cultivo.

116. Colocar el medio de cultivo en cajg
Petri.

1S
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Anexo 3 Muestra de planta de Remolacha y Placas con ragest

Parte de la planta (hoja) con la presencia dejjn@@ercospora beticola)
guardadas en fundas herméticas.

Placos con el Hongo (Cercospora beticola) listaa par observada en el
microscopio.
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Anexo 4Cajas Petri con el medio de cultivo y con la pnesgede medio
de micelio en el transcurso de horas.

Cajas Petri con el micelio ya esporulado del hagy¢Cercospora beticola)
producido dentro del laboratorio en el transcues¢ad 24 horas.
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Anexo SMateriales y equipos de laboratorio

Céamara hime

r’

Destilador deagus

Incubador.

Camara de flujo Laminar

Microscopio
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Estufa

Mecheros

Nevere
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Anexo 6. Guia Didactica

UNIVERSIDAD TECNICA DE COTOPAXI

UNIDAD ACADEMICA DE RECURSOS AGROPECUARIOS Y
RECURSOS NATURALES

GUIA DIDACTICA DE LA CARECTERIZACION MORFOLOGICA DE
Cercospora beticola EN EL CULTIVO DE REMOLACHA ( BetavulgarisL.)

Autor: Francisco Ruben Anchatipan Villacis
Director: Ing.Mg. Francisco Chancusig
Latacunga - Cotopaxi

2016

INTRODUCCION:
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En muchos sectores del Ecuador los hongos Fitopat&gson los culpables de
grandes pérdidas econdmicas al dafiar los cultelagector de San Buenaventura
no es la excepcion al tener muchos problemas eultdélo de remolacha causada
por Cercopora beticalgor lo cual en la presente Guia Didactica se radaois
pasos mas practicos para la reproduccion de diohgdhen condiciones de la
laboratorio, con el objetivo de aislar, propagaesgudiar el Fitopatbgeno para
poder a futuro recomendar un control adecuadceneloi ya muy claro el ciclo de

vida y la morfologia del patégeno.

FUNDAMENTACION:

La remolachgBeta vulgaris L), es una planta originaria del Norte de Africa, se
cultiva en todo el mundo para la alimentacion humarero los grandes cultivos
para la explotaciéon de la industria azucarera smieriran en Rusia, Polonia,
Francia, Alemania, Turquia, Estados Unidos y Cand@RALES, 1995)

El tamafio del sistema radicular de la remolachaney extenso de raices
absorbentes que llega a casi un metro de profuthdida unos 60 centimetros
lateralmente, el buen desarrollo de este sisterparhaite a la remolacha soportar
sequias cortas y recuperarse rapidamente de lasasi€s una planta herbacea
con tallo muy corto (1 a 3 cm de alto), pero al enmar la etapa reproductiva el
tallo floral alcanza de 80 a 120 cm de alto, esifiemlo y sostiene las
inflorescencias, las hojas aparecen formando uagbheno roseta sobre el tallo, la
lamina es ovalada de color verde intenso, el pe@sllargo de color rojo, purpura
o amarillento. (MORALES, 1995)

La principal enfermedad fitopatogena del cultivordmolacha es la Cercospora

(Cercospora beticola)
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Sintomas: Enfermedad de mayor importancia en Ecuador, peeetios estomas
de las hojas de remolacha, desarrollandose enesioim las lesiones presentan un
color canela a marron claro con bordes marrén osayurpura rojizo, a medida

gue progresa la enfermedad, las manchas indivisisal@enen.

Diseminacién: Los conidios aseguran la propagacion de la enfdachea las

plantas vecinas.

Sobrevivencia: Persiste asociado a tejidos enfermos aparenteratet#ado de

micelio o de conidios.

Control: Realizar rotacion de cultivos de remolacha y raaldespués de la
cosecha una labor de volteo profunda. Realizarsispes foliares de fungicidas.
GUTIERREZ. (2000)

Las principales caracteristicas morfol6gicas @ercoscopara beticolgposee:
conidios aciculares (en forma de aguja), hialintdfého como el vidrio o
parecido a él), conidiéforos oscuros, a veces sporedoquios, que es un tipo de
estructura reproductiva asexual de hongos impedectos conidios son
pequefios en donde se encuentran los conidios on@for Se pueden ver
facilmente los peritecios o seudotecios y los ddfiidos con los conidios en la
misma mancha foliar. (PEREZ, 2010)

OBJETIVO:

La presente guia didactica sobre la caracterizaonamfolégica del hongo

Cercospora beticola,cuya finalidad es complementar los conocimientos y

fomentar el autoaprendizaje en el aula.

82



UBICACION:

Tabla 1. Ubicacion del laboratorio

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

Coordenadas cuadricula mercator utm: | N: 9888.749,37.
E: 764.660,386.
Altitud: 2757.59 msnm

Fuenteautoria del investigador

BLOQUE I. METODOLOGIA:

1. Recoleccion de la muestra en campo

Las muestras fueron recolectadas en la parroquidate Buenaventura canton
Latacunga provincia Cotopaxi donde se realizo taat@le muestras al azar de
Remolacha (Beta vulgaris L), quienes presentaban signos y sintomas de
Cercospora beticolaecogiendo cinco (muestras de las hojas) que mtadsn

mayor porcentaje de infeccion presente en el aultiv

Se extrajeron hojas afectadas utilizando un bistutijeras para facilitar la
recoleccion de las muestras, en cada corte selizstérs materiales con alcohol
y las muestras vegetales fueron envueltas en papelque el exceso de humedad
sea absorbido por el mismo, posteriormente se gi@ce colocar en una funda
tetrapac con su respectiva codificacion y se td@skn una hielera para evitar la

deshidratacién, contaminaciéon y dafios de las nagatdaboratorio.

83



Imagen 1Hojas con presencia @ercospora beticola

2. Almacenamiento y tratamiento de las muestras daboratorio

Las muestras fueron colocadas dentro de la nevena aemperatura de 6 a 8 °C
para evitar que el hongo se prolifere y al misrempo mantener al hongo vivo,

material que serd indispensable para una posgeimbra en el laboratorio.

Imagen 2Muestras coiCercospora beticolaoladas en fundas tetrapac
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3. Elaboracién del medio de cultivo para destrozagar (PDA)

Es un medio til para valorar el aspecto morfoldgies de uso generalizado para
el aislamiento de los hongos.

Paso 1

En un vaso de precipitacion medimos 500m| de agubatellon, se recomienda
utilizar este tipo de agua para evitar contamirmsesode bacterias teniendo en
consideracion que el pH éptimo para la preparad&mmedio es de 6.5 teniendo
un rango de acidez para evitar la presencia defi@stpara babar el pH se puede

utilizar Acido.

Paso 2

Se procede a pesar 200 gr de papa pelada, enlanzetar la papa en cuadritos
para que sea mas facil la remocién del almidénrdara coccion, previamente la
papa lista se coloca el agua en la olla y se pmeedejar que hierva durante 10

minutos.

Imagen 3Paso 1. 500ml de agua Imagen 4Paso 2 Procedimiento de

la papa.
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Paso6 3

Mientras tanto procedimos a pesar 15 gr. de aQagr.2le dextrosa o sacarosay 2
gr. de levadura sustancias que completamente elomeel obtiene ya los 10
minutos de coccién de la papa se tamiza en vagweatgpitacion, al instante se
contabiliza la medida inicial al no contar con edeocomplementa el agua que se
perdié mediante la evaporacion, se coloca a fuegim Ide 2 a 3 minutos con ello
enseguida se coloca los materiales previos meditos|a barita de agitacion se

mese a direccion de las manecillas del reloj eddague este se condense con

pequefias particulas de masa.

Imagen 5 15 gr. de agar, 20 gr. de Imagen 6 Colocacién y muestras de

dextrosa o sacarosa y 2 gr. de levadura las sustancias

Paso 4
Obtenida la mescla homogénea se coloca en el Eglggrmde 500ml tapando con
papel aluminio para que esta no derrame en elonte la autoclave mismo que

es expuesto a un tiempo de 35 minutos necesariarpard que sea esterilizado.
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Imagen 7Medios de cultivo colocados Imagen 8Colocado en el

autoclave por Homogéneamente en el Erlenmeyer 35 minutos.
de 500ml.

Paso 5

Una vez cumplido el tiempo en el autoclave el metkocultivo es colocado
cuidadosamente en las cajas Petri, determinando@uze una caja que cubra la

parte superior de la misma.

Imagen 9colocar las cajas Petri en posicion
Adecuada para colocar el PDA.
4. Siembra

La siembra luego de unos 10 minutos después de lcablmcado el medio de
cultivo en las cajas ya se obtiene el cuajado deetzcla, consiguiendo con ello el
estado adecuado para realizar la siembra, se claleajas dentro de la camara
de flujo laminar conjuntamente con las muestras wea previamente
desinfectado todos los materiales a utilizar, seatoina parte de la muestra y se
coloca dentro del micelio mismo que debe ser tagadallada con el parafilm

evitando la entrada de contaminantes.
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Imagen 10Utilizando la camara de flujo laminar la siembra.

5. Cultivo del hongoCercospora Beticola

Son colocadas las cajas Petri en la incubadoraaaamperatura de 25°C la que
infiere para la proliferacion del hong&ercospora Beticola.Estas son
monitoreadas cada 24 horas para ir observandoeeingento del hongo o al
mismo tiempo si alguna caja fue contaminada ahinistya que se requiere un

cultivo sano y libre de contaminantes.

Imagen 11Presencia de bacterias

y enddégenos contaminantes

6. ldentificacién

Se prevé utilizando material bibliogréafico y mede&®el microscopio y por ende

teniendo un cultivo limpio y listo para su iderd#tcion.
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Utilizando la cinta pegante: Se realiz6 un doblez de una tira de cinta de 4 cm,
con el lado adhesivo hacia fuera y se sostuvo oarpinza. Con el lado adhesivo
se tomdé con mucho cuidado una pequefia muestra d@eldaia del hongo
Cercospora beticola, después se colocé una gotagda destilada sobre el
portaobjetos y se procedié a pagar la cinta sobpraobjetos para luego ser

observado en el microscopio con un aumento de 2AMxy

Imagen 12 Placas previamente etiquetadas
con muestras déercospora Beticola.
7. Caracterizacion

Se obtiene un cultivo en las cajas Petri totalmdinipio con la presencia del

hongo se busc@ercospora beticolanismo que era util para el desarrollo de la
investigacion, se procedio a realizar las sufigsmilacas y ser observadas en el
microscopio, se trata de ir tomando foto tras fmo la cdmara integraba en el

microscopio, o para una mayor eficiencia directamenn la camara digital.

Imagen 13Cultivo deCercospora beticola
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BLOQUE Il. RESULTADOS:

Los resultados de la presente guia se presentaasera la siguiente tabla:

Tablal. Caracterizacion de Macro y Microestructuras debgeno

CONSEPTUALIZACION |INDICADOR |INDICE TECNICAS |INSTRUMENTO
Talo Tipo
Caracterizacion ol ;
morfoldgica de hongos M|C§I|o Tlpo Observaciér Microscopio
fitopatogenos en el cultivpCOnidos Tipo
de Remolacha Reproduccion| Tipo

Fuente: Autoria del investigador

Observacion del hongo en el microscopio

Hifas

En la imagen 1 se puede apreciar las hifaSeteospora beticola.

Obtenida en laboratorio en medio de cultivo PDA.

La imagen fue obtenida con la ayuda de un micrascopn el lente de 20x en

campo claro Phl y con intensidad de luz 5.7.
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Imagen 14Micelio, Hifas

Tomado por: el investigador

Se observa las hifas de (Cercospora beticola) koongunto de hifas constituyen
el micelio de (Cercospora beticol), el cual sebtugo en el laboratorio.

Las estructuras somaticas (talos) son llamadosliogcg estan compuestos de
filamentos “septados “ (hifas) no ramificados. El didmetro detelio (5-8
micras).(SANCHEZ, 2012)

Micelio
En laimagen 1 se puede apreciar el miceli€drcospora beticola.
Obtenida en laboratorio en medio de cultivo PDA.

La imagen fue obtenida con la ayuda de un micrascopn el lente de 20x en
campo claro Phly con intensidad de luz 5.7.

Micelio

Imagen 15.Micelio
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Tomado por: El Investigador

Se puede observar el micelio de (Cercospora bajicole es cenocitico sin septos
y con ramificaciones, el cual se la obtuvo enlebfatorio.

Las estructuras somaticas (talos) son llamadaslioscg estan compuestos de
filamentos “hialinos” (hifas) ramificadas (no selpis). El diametro del micelio (5-
8 micras)(SANCHEZ, 2012)

Conidios
En la imagen 1 se puede apreciar los conididSeteospora beticola.
Obtenida en laboratorio en medio de cultivo PDA.

La imagen fue obtenida con la ayuda de un micrascopn el lente de 20x en
campo claro Phl y con intensidad de luz 4.5.

Conidios

Imagen 16Conidios
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Tomado por: El Investigador

Se puede observar que los conidiég@ercospora beticola)son rectos o algo
curvados, con 4pice agudo y base truncada, el seigbudo observar en el

laboratorio.

Los conidios son de forma eliptico-aovada, oscuwros,varias células, siendo las
extremas hialinas, con apéndices apicales incoloyosbase truncada,
multiseptados, de dimensiones 35-125 x 2,5-4 mi¢GABRERA, 2003)

Conidioforos
En la imagen 1 se puede apreciar los conidiofoed3edtcospora beticola.
Obtenida en laboratorio en medio de cultivo PDA.

La imagen fue obtenida con la ayuda de un micrascopn el lente de 20x en
campo claro Phl y con intensidad de luz 4.5.

.
AN

Conidi6foros

Conidios

>

Imagen 17Conidiéforos
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Tomado por: El Investigador

Se puede observar que los conidioforos de (Cercadpaiicola) son en forma de

agujas mostrando su septo, el cual fue obtenidabematorio.

Los conidioforos son septos, en forma de agujavemios tabiques, que pueden
medir desde 6-8 micras, tienen un extremo aguzaslanyromas por el que han
estado unidas al conidiéforo, formados dentro gédeade la fialide, un nucleo
queda aislado por la aparicion de un septo, ebplasma segrega una pared y se
transforma en un conidio, mientras un segundo tmrse forma por debajo
empujando hacia afuera la primera espora, al faalforma una cadena de
esporas. (LUQUE, 2014)
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