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RESUMEN

La presente investigacion se realizd en los laboratorios de Poscosecha y Microbiologia
Vegetal, en el Campus Experimental Salache de la Universidad Técnica de Cotopaxi. El
objetivo de la investigacion fue la identificacion de las enfermedades y fisiopatias del chocho
verde en el proceso de poscosecha y la comprobacion de las mismas mediante los postulados
de koch. La metodologia que se utilizd fue la descriptiva debido a que se caracterizaron los
agentes causales mediante claves taxonémicas y de identificacion. Para la visualizacion de
microorganismos viables se utilizo técnicas de aislamiento: cAmaras hiumedas y disoluciones
decimales se prepar6 medios de cultivo especificos para cada tipo de microorganismo:
bacterias Escherichia coli (Mac Conkey), coliformes totales (Tryptone Soy Agar), mohos y
levaduras (Sabouraud Destroxe Agar). En cuanto a las fisiopatias se registrd datos

caracteristicos organolépticos (textura, olor, color, consistencia al tacto).

En base a la pregunta cientifica sobre la presencia de enfermedades y fisiopatias en el chocho
verde en el proceso de poscosecha, se identifico: bacterias Gram negativas
(Escherichia.Coli), mohos (Penicillium italicum), y finalmente levaduras. Atribuyendo a la
utilizacion de agua contaminada, referente a mohos su contagio se determind por esporas de
campo. En las fisiopatias se presencio: rugosidad en la cascara del chocho, olor desagradable,
viscosidad al tacto y cambio de coloracion.

Palabras clave: Poscosecha, enfermedades, fisiopatias, bacteria, mohos, levadura.
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CHOCHO (Lupinus mutabilis) IN GREEN GRAIN, IN THE POSTHARVEST
PROCESS, IN THE CAMPUS SALACHE, LATACUNGA, COTOPAXI IN THE
PERIOD 2018-2019"

Author: Chanaluisa Unaucho Luis Ernesto
SUMMARY

The present investigation was carried out in the laboratories of Poscosecha and Vegetal
Microbiology, in the Experimental Salache Campus of the Technical University of Cotopaxi.
The objective of the investigation was the identification of the diseases and physiopathies of
the green pussy in the postharvest process and the verification of them by the postulates of
koch. The methodology that is used as the descriptive one is characterized by the taxonomic
and identification characteristic. For the visualization of viable microorganisms are used
isolation techniques: humid chambers and diseases are prepared culture media for each type
of microorganism: bacteria Escherichia coli (Mac Conkey), total coliforms (Tryptone Soy
Agar), molds and yeasts (Sabouraud) Agar Destroxe). Regarding physiopathies,

characteristic organoleptic data are found (texture, smell, color, and consistency of touch).

In the scientific question about the presence of diseases and physiopathies in the post-harvest
process, we identified: Gram-negative bacteria (Escherichia.Coli), molds (Penicillium
italicum), and finally yeasts. Attributed to the use of contaminated water, it refers to the links
and was determined by field spores. In the physiopathies we observed: roughness in the skin

of the cunt, unpleasant odor, viscosity to the touch and change of coloration

Key words: post-harvest, diseases, physiopathies, bacteria, molds, yeast.
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DESCRIPCION DEL PROYECTO

El proyecto de investigacion tuvo como objetivo identificar las enfermedades y fisiopatias
del chocho (Lupinus mutabilis) en estado verde, en proceso de poscosecha. Se describid los
signos de la enfermedad y se identificd su agente causal. Por otra parte, se determino las

fisiopatias méas importantes del chocho verde, durante el almacenamiento en poscosecha.

Se identifico y analizo el patdgeno, mediante postulados de Koch el cual consistié en aislar
el patdgeno, reproducirlo, inocularlo y comprobarlo. Todo este procedimiento se lo realizo6
en laboratorio. Por otro lado, se obtuvo informacidn de las fisiopatias mediante descripciones

organolépticas (textura, consistencia al tacto, olor, color).

Hasta la actualidad no se han descrito la existencia de enfermedades y fisiopatias en el
proceso de poscosecha del chocho verde desamargado, motivo por el cual se realizé la

investigacion.



2. RESUMEN DEL PROYECTO

La presente investigacion se realizd en los laboratorios de Poscosecha y Microbiologia
Vegetal, en el Campus Experimental Salache de la Universidad Técnica de Cotopaxi. El
objetivo de la investigacion fue la identificacion de las enfermedades y fisiopatias del chocho
verde en el proceso de poscosecha y la comprobacion de las mismas mediante los postulados
de koch. La metodologia que se utiliz6 fue la descriptiva debido a que se caracterizaron los
agentes causales mediante claves taxonomicas y de identificacion. Para la visualizacion de
microorganismos viables se utiliz6 técnicas de aislamiento: camaras himedas y disoluciones
decimales se prepar6 medios de cultivo especificos para cada tipo de microorganismo:
bacterias Escherichia coli (Mac Conkey), coliformes totales (Tryptone Soy Agar), mohos y
levaduras (Sabouraud Destroxe Agar). En cuanto a las fisiopatias se registrd datos
caracteristicos organolépticos (textura, olor, color, consistencia al tacto).

En base a la pregunta cientifica sobre la presencia de enfermedades y fisiopatias en el chocho
verde en el proceso de poscosecha, se identifico: bacterias Gram negativas

(Escherichia.Coli), mohos (Penicillium italicum), y finalmente levaduras.

En las fisiopatias se presencio: rugosidad en la cascara del chocho, olor desagradable,

viscosidad al tacto y cambio de coloracion



3. JUSTIFICACION DEL PROYECTO

En el presente proyecto de investigacion sera de mucha importancia debido a que se
identificaran, las enfermedades y fisiopatias del chocho verde en el almacenamiento de
poscosecha. Para que posteriormente se realicen estudios de métodos, estrategias y buen

almacenamiento en poscosecha.

Este trabajo facilitard tanto agricultores como estudiantes a conocer los signos de la
enfermedad y cambios durante el almacenamiento en poscosecha, para posteriormente

disefien métodos y estrategias de control.

El chocho es importante por su alto contenido de sustancias minerales que se asemejan al de
otras leguminosas que representan en total una valiosa fuente de calcio, fésforo, magnesio,
hierro, zinc, proteina, aceite y nutrientes que le colocan en un plano comparable a la soya. El
grano es amargo debido a la presencia de alcaloides, pues contiene en promedio el 42% de
proteina en base seca; sin embargo el proceso de des amargo (la eliminacién de alcaloides),
permite concentrar ain mas el contenido de este nutriente, registrando valores de hasta 51 %
en base seca. (Loja & Orellana, 2011)

Este producto también es rico en acido linoleico, un acido graso esencial que mas alla de
constituir un aporte energético, posee propiedades que lo hacen Unico e irreemplazable en las
etapas mas criticas del desarrollo humano esto es, durante la gestacion en los primeros meses
de vida. (Loja & Orellana, 2011)

El uso inadecuado de las técnicas poscosecha puede propiciar algunos dafios como son las
fisiopatias y dafios fisicos, por ejemplo, se tienen evidencias de desdrdenes relacionados a
atmdsferas controladas durante un almacenamiento prolongado ocasionando pérdida del
sabor caracteristico. También se debe hacer un control adecuado de las condiciones de
temperatura y humedad durante la poscosecha de lo contrario se favorecen las condiciones
para la presencia de enfermedades. (Trejo, 2014)



4. BENEFICIARIOS DEL PROYECTO.

Beneficiarios directos: Los beneficiarios del proyecto seran los agricultores de la

comunidad Salache, estudiantes y el Proyecto de Granos Andinos de la Universidad Técnica
de Cotopaxi.

Beneficiarios indirectos: Productores y consumidores de chocho a nivel nacional.



5. EL PROBLEMA DE INVESTIGACION:

No se ha descrito la existencia de enfermedades y fisiopatias en poscosecha del chocho verde
desamargado, el cual vendria a ser un problema para el pequefio productor que comercializa
este tipo de producto, puesto que se podrian presentar signos de algun hongo u otro

microorganismo el cual afectaria la calidad del mismo.

Seria dificultoso para el agricultor identificar los signos del patégeno que afecta al producto
puesto que para ello se necesita medios de cultivo puros, para aislar los microorganismos y

poderlos identificar mediante claves taxondmicas y la ayuda de un especialista en laboratorio.

De igual manera para poder conocer las fisiopatias se debe investigar bibliograficamente las

caracteristicas adecuadas de procesamiento para que el producto no sufra dafios.



6. OBJETIVOS:

6.1 General
Identificar las enfermedades Y fisiopatias del chocho verde en el proceso de poscosecha, en

el Campus Salache, Latacunga, Cotopaxi, en el periodo 2018-2019.

6.2 Especificos
e Describir los signos de las enfermedades del chocho verde, en poscosecha.

e Caracterizar los agentes patdgenos.

e Comprobar mediante los postulados de koch las enfermedades causadas por
patdgenos en chocho verde.

e Describir las fisiopatias del chocho verde, en poscosecha.



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

Cuadro 1. Actividades y sistema de tareas en relacion a los objetivos

o o Resultado de la Medios de
Objetivo 1 Actividad(tareas) o L
actividad Verificacion
e Descripcién de los
signos encontrados en
el chocho verde.
o _ e Descripcion
Describir los signos Lista de | Fotografias

de las enfermedades
del chocho tierno en

macroscopica (en

funcion de los medios

microorganismo

poscosecha. del cultivo) de los|encontrados
microorganismaos.
e Descripcion de

microscopica de

microorganismos.
o o Resultado de la Medios de
Objetivo 2 Actividad(tareas) . L
actividad Verificacion

Caracterizar

agentes patdgenos

los

Utilizacion de claves
y técnicas de
identificacion.
Caracterizacion de
agente patogeno.

Conocimiento de la
estructura de los

agentes patdgenos.

Observacion




Resultado de la

Medios de

Objetivo 3 Actividad(tareas)
actividad Verificacion
e Aislamiento de los
microorganismos en
medios de cultivo
puro.
o Evaluar el

Comprobar mediante
los postulados de
koch.

Reproduccion de los

patogenos.

Purificacion

Obtencion de

inoculo.

Inoculacion de los

patogenos.

Comparacion de los
agentes patgenos.

comportamiento de
los agentes
patdgenos mediante
los postulados de
koch.

Observacion y

comparacion

o o Resultado de la Medios de
Objetivo 4 Actividad(tareas) o o
actividad Verificacion
Describir las e Descripcion Listado de las
fisiopatias en chocho organoléptica de fisiopatias del
verde, en cambios Observacion

poscosecha.

morfoldgicos.

chocho verde.
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8 FUNDAMENTACION CIENTIFICO TECNICA

8.1 Enfermedad
Respuestas visibles o invisibles de una planta/tejidos ante la accion de un organismo

patdgeno o factor ambiental que genera cambios en su forma, funcionamiento o integridad,

originando un deterioro parcial hasta la muerte. (Cardenas, 2015)

Herramientas bésicas para identificar la enfermedad

e Sintoma: Expresion de la enfermedad. (Cardenas, 2015)

e Signo: Estructuras del patdgeno o sus productos dentro o sobre el individuo enfermo.
(Cérdenas, 2015)

Triangulo de la Enfermedad

Elaborado por (Céardenas, 2015)

Clasificacion de las enfermedades

Impacto

e Aniquiladora: Destruccion total.
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e Devastadora: Controlable (pero peligro latente)
e Limitante: Aumento gradual. Zonas restringidas
e Debilitante: Afecta follaje o raices debilitando la planta
e Desfigurante: Calidad inferior del producto. (Trejo, 2014)
Agente
Enfermedad Infecciosa
(Agente bidtico)
e Micosis
e Virosis
e Bacteriosis
Enfermedad No Infecciosa
(Agente abidtico)

e Mecanicas
e Fisicos
e Nutricionales

e Quimicos
Interaccion hospedante — patdgeno

Desintegracion de tejidos: Pared + Laminilla media protoplasto
Podredumbre Himeda: Parenquima
Podredumbre seca: Parenquima

Necrosis: Cancrosis, Damping off, Vuelco del pietin, antracnosis. (Cardenas, 2015)
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8.2 Hongos

Los hongos constituyen uno de los grupos de organismos mas vitales para el medio ambiente,
ya que son los responsables de gran parte de la descomposicion de la materia organica,
liberando en la tierra muchos nutrientes inorganicos, tales como el carbono (C) y el nitrégeno
(N), beneficiando de esta manera a las plantas y a los animales que dependen de estos
elementos para vivir. En menor escala, existen algunas especies de hongos perjudicial es que

causan dafio tanto al hombre, como a los animales y plantas. (Rocabado, 2011)

Los hongos presentan basicamente dos tipos de morfologias: una multicelular denominada
filamentosa y otra unicelular denominada levaduriforme. Los hongos filamentosos
(miceliares 0 mohos), representan el crecimiento mas tipico de los hongos microscopicos. En
medios de cultivo solido y también sobre cualquier superficie en la que se desarrollen, por
ejemplo frutas u otros alimentos, producen colonias algodonosas o pulverulentas que son

muy caracteristicas. (Garcia Bona , 2013)

Fisioldgicamente los hongos se adaptan a condiciones mas severas que las bacterias.
Por ejemplo, los mohos se desarrollan en sustratos con concentraciones de azucar que las
bacterias no pueden tolerar ya que los hongos no son tan sensibles a la presién osmoética
elevada. Los hongos toleran y se desarrollan en concentraciones de acidez elevadas, soportan
escalas de pH entre 2 a 9 pero el pH 6ptimo es 5.6. Aungue necesitan humedad para su
desarrollo y pueden obtener agua de la atmdsfera y del medio, los hongos pueden vivir en
ambientes deshidratados que seran inhibitorios para la mayor parte de las bacterias. (Barria
Olivo, 2013)

e Identificacion de hongos

El proceso de identificacién de un hongo multicelular comienza desde que se toma la muestra
de la parte deteriorada del alimento sujeto a analisis hasta la obtencion del nombre del hongo.
Dicha identificacion se realiza a través del uso de claves dicotomicas, las cuales son
disefiadas por expertos en micologia, las mismas tienen en cuenta los caracteres macro y
micro morfoldgicos de un hongo cultivado bajo un conjunto estdndar de condiciones. El
estudio de las caracteristicas encontradas permitira diferenciar e identificar el género y la
especie del hongo analizado. EI mejor método para el estudio microscépico es el micro
cultivo que permite observar cuidadosamente y a intervalos las estructuras microscépicas
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intactas, mientras que en la técnica de desprender una porcion del cultivo se altera muy
seriamente la arquitectura microscopica tanto que a veces es imposible reconocer el hongo.
(Garcia Bona , 2013)

8.2.1 Mohos
8.2.1.1 Claves taxonO0micas para identificacion de mohos

Observacion macroscépica
e Determinar tamafio de la colonia, diametro
e Textura, lanosa, flocosa, granulosa, etc
e Color, escala de colores
e Presencia de surcos

e Exudado

Produccidn de pigmento, etc...

Observacion microscopica

Algunos caracteres microscopicos del micelio fangico: Micelio tabicado, hifas septadas,
ramificadas, formando una marafia. Observamos la periferia de la misma para encontrar
conidios (macro y microconidias) o bien algunas estructuras morfolégicamente
interesantes para el diagndstico micolégico. Conidias: Microconidias, son unicelulares,
pequefas, redondas, ovales o piriformes. Presentan dos tipos de disposicion: a lo largo
de la hifa (tipoacladium) en forma de racimos. Unas veces son sésiles, otras nacen sobre
cortos esterigmas. Las macroconidias, son multicelulares, grandes, con tabiques
transversales. Existen diversos tipos: fusiformes, en raquetas y en lapiz o maza. A su vez
pueden tener las paredes gruesas o finas, ser lisas o rugosas, aisladas o en racimos. (Barria
Olivo, 2013)

e Estructuras morfologicas especiales: Casi todas variantes de tamafio y forma de las

hifas septadas:

e Espirales: hifa fina enrollada en espiral.
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e Hifa en raqueta: ensanchamiento oval de una porcion media o terminal de una hifa.
e Cuerpos nodulares: filamentos engrosados formando nudos sobre si mismo.

e Hifa peptinada: pequefias prolongaciones en un solo lado de la hifa, que adopta asi

forma de peine.

e Hifa retrograda: hifa que nace en sentido contrario, en angulo agudo, al resto delas

ramificaciones. (Barria Olivo, 2013)

8.2.2Hongos Levaduriformes

Las levaduras son un grupo diverso de hongos; sus formas teleomorfas (sexuales) se
distribuyen en dos clases principales; Ascomicotina y Basidiomicotina, su denominacion
“levadura” describe el predominio unicelular de estos organismos que en su division celular
vegetativa se realiza por gemacién o por fision. Las levaduras poseen numerosas aplicaciones
en la biotecnologia tradicional y moderna, ya que participan en procesos de produccion de
alimentos, proteinas de organismos unicelulares, productos con valor afiadido y en las Gltimas
décadas se han incorporado a la industria biotecnoldgica como hospederos para la produccion

de proteinas de eucariontes. (Barria Olivo, 2013)

e Identificacion taxonémica de las levaduras

Puede ser realizada tomando en cuenta diferentes criterios que complementan su diagndstico

especifico: (Garcia Bona , 2013)

e morfoldgico
e bioquimico
e fisioldgico

e inmunologico

El interés general de su clasificacion e identificacién se relaciona con una necesidad de
enfrentar un tratamiento adecuado en las infecciones de aquellas formas patdgenas o
comprender la interaccidn de las especies en la naturaleza, o la seleccidn conveniente en la
produccion de alimentos y en las fermentaciones industriales por sus diversas capacidades

metabolicas. (Garcia Bona , 2013)
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8.2.2.1 Aspectos Morfoldgicos.
e Observacion Macroscépica

Toma en cuenta las caracteristicas que desarrollan las colonias de levadura que crecen
en diferentes medios, siendo su mejor medio de cultivo y aislamiento el Agar Sabaouraud.
Y/6 harina de Maiz. (Garcia Bona , 2013)

e Aspectos Microscopicos

La separacion de las levaduras en género y ocasionalmente en especie, se
realiza corrientemente a través de la apariencia microscépica por el reconocimiento de las
los estado vegetativos y sexuales. Definiendo en estos sentidos; forma celular, gemacion,
hifas, blastoconidias, clamidosporas, artrosporas y ascosporas. La observacion se efectla
alrededor de 400 — 500X en microscopia de luz y en inmersion cuando es necesario distinguir

ornamentacion de ascosporas. (Garcia Bona , 2013)

8.3 Bacterias

e ldentificacién

En este apartado se revisan las técnicas de identificacion fenotipica de las principales
bacterias que pueden encontrarse en muestras clinicas y pretende ser una guia detallada del
proceso de identificacion. En ningln caso, los métodos de identificacidn fenotipica pueden
proporcionar una certeza absoluta. Unicamente indicaron cual es el género y/o la especie a
la que la bacteria identificada tiene mayor probabilidad de pertenecer. (Olmos Fernandez,
2010)

e Caracteristicas macroscépicas
Morfologia

Para la observacion morfolégica es preferible examinar colonias de cultivos frescos crecidas
en medios no selectivos. En este paso de la identificacion es muy importante el aislamiento
de las bacterias en cultivo puro ya que esta deberia estar compuesta por un solo tipo de

microorganismos y procederia de una Unica célula. Las colonias de una Unica especie, cuando
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crecen en medios especificos y bajo condiciones iddneas se describen por sus 5 caracteristicas

de tamafio, forma, consistencia, y a veces por su color. (Olmos Fernandez, 2010)

Tamafo: Las colonias bacterianas es generalmente uniforme entre una misma especie. Por
ejemplo, las colonias de estreptococos tienen un tamafio mas pequeiio que las de los

estafilococos y las enterobacterias. (Olmos Fernandez, 2010)

Forma: Esté determinada por los bordes y el grosor de la colonia. El borde puede ser liso o

rugoso e irregular; la colonia, abultada o plana. (Olmos Fernandez, 2010)

Textura: Puede variar desde seca a viscosa, con superficie lisa o granular. (Olmos
Fernandez, 2010)

Color: Algunos microorganismos producen una colonia pigmentada, lo que puede ser de
ayuda en el proceso de identificacidn (ejemplo: Pseuddnimas a eruginosa (pigmento verde),
Serratia marcescens (pigmento rojo) aungue en una misma especie puede haber cepas no

pigmentadas. (Olmos Fernandez, 2010)

Medios de cultivo: En los medios de cultivo las bacterias se multiplican y es necesario
esperar al menos 18-24 horas para visualizarlas. En términos generales todas las bacterias
tienen unos requerimientos nutricionales imprescindibles para su crecimiento. Necesitan una
fuente de energia, una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, algunas sales,
oligoelementos y agua. Todos los medios de cultivo han de cumplir como minimo con estos
requisitos, pero en muchas ocasiones se necesitan ademas otras sustancias adicionales como

vitaminas, factores o aminoacidos esenciales. (Olmos Fernandez, 2010)
Caracteristicas microscopicas

El estudio microscdpico en fresco y tras tincion revela la forma, la manera de agruparse, la
estructura de las células y su tamafio. Las tinciones son el primer paso, y ocasionalmente el
unico, para la identificacion bacteriana. Las tinciones mas utilizadas e imprescindibles son la
del azul de metileno y la de Gram. La tincion de Gram es, a menudo, la primera y Unica
herramienta de la que nos servimos para hacer un diagnostico provisional en el proceso de
identificacion de la mayoria de las bacterias teniendo en cuenta también el tipo de muestra y

el diagnostico presuntivo del proceso infeccioso. (Olmos Fernandez, 2010)
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Estos son algunos de los términos utilizados para preparaciones tefiidas:

tincion: uniforme, irregular, unipolar, bipolar, etc.

e forma: cocos, bacilos, cocobacilos, filamentosos, bacilos curvos, etc.
e céapsula: presente 0 ausente

e endosporas: ovales, esféricas, terminales, subterminales

e tamafio: cortos, largos, etc.

e bordes laterales: abultados, paralelos, céncavos, irregulares

e extremos: redondeados, puntiagudos

e disposicion: parejas, cadenas, tétradas, racimos, etc.

formas irregulares: variacion en forma y tamarfio, ramificados, fusiformes, etc.
(Olmos Fernandez, 2010)
Requisitos de crecimiento.

Atmosfera. Las bacterias se clasifican en funcion de sus requerimientos atmosfeéricos:

e Aerobias estrictas, que crecen solo en presencia de oxigeno.

e Anaerobias estrictas, que solo crecen en ausencia de oxigeno.

e Facultativas, que crecen tanto en aerobiosis como en anaerobiosis.

e Micro aerofilicas, que crecen mejor en una atmosfera con reducida concentracion de
oxigeno.

e Capnofilicas, que requieren CO2 adicional para crecer. (Olmos Fernandez, 2010)

Temperatura. Se clasifican ademéas en funcion de la temperatura necesaria para su

crecimiento:

e Psicrofilicas, pueden crecer a bajas temperaturas entre 2-5°C (Optimo 10-30°C).

e Mesofilicas, crecen a temperaturas entre 10- 45°C (Optimo 30-40°C).
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e Termofilicas, crecen muy poco a 37°C (Optimo 50-60°C). La mayoria de las bacterias

encontradas en muestras clinicas son mesofilicas. (Olmos Fernandez, 2010)

8. 4 Principales enfermedades y dafios en poscosecha

Durante la poscosecha, verduras son susceptibles de verse afectadas por distintos
microorganismos como hongos y bacterias que empeoran su rendimiento y calidad. Cada uno
de estos organismos patdgenos tiene un efecto distinto en los frutos, pero las consecuencias
mas habituales derivadas de estas enfermedades en poscosecha son la podredumbre, la

degradacion, la pérdida de sabor y los malos olores. (Ibérica, 2015)

Cuanto mayor tiempo estén los frutos almacenados, mayor sera la posibilidad de que
contraigan alguna de estas enfermedades, ya que la capacidad de sintesis de las sustancias
naturales que los protegen frente a estas enfermedades disminuye. Algunas de las
enfermedades en poscosecha mas comunes son las siguientes: Penicillium Digitatum (moho
verde) y Penicillium Italicum (moho azul), Alternaria, Botrytis Cinerea, Phytophthora,
Rhizopus. (Ibérica, 2015)

8.4.1 Penicillium sp.

Los penicilios son mohos comunes que desarrollan sobre los mas diversos substratos: granos,
paja, cueros, frutas, etc. Este género se caracteriza por formar conidios en una estructura
ramificada semejante a un pincel que termina en células conididgenas llamadas fialides.
(Carrillo, 2011)

El género Penicillium posee ramificaciones llamados verticilos. Si hay s6lo un verticilo de
fialides el pincel es monoverticilado, si tienen métula, fidlides y conidias se llaman
biverticilado. Las ramificaciones de un pincel poliverticilado son ramas, rdmulas, métulas y
fialides. Los conidios generados en fialides suelen llamarse fialoconidios para indicar su
origen. (Carrillo, 2011)
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8.4.1.1 Penicillium digitatum
El area esporulada es de color verde oliva y se presenta rodeada por una amplia zona (1-2

cm) de micelio blanco y de una estrecha banda de céascara blanda de aspecto acuoso.
(Delgado Arce & Pérez larza, 2014)

Imagen 1 : Moho verde Imagen 2 : vista microscépica
Fuente: Fernando Huerta 2014 Fuente: Fernando Huerta 2014

8.4.1.2 Penicillium Italicum
El area esporulada denota una coloracion azulada y se distingue por estar rodeada por una

pequeria banda de micelio blanco, seguida por una amplia zona de cascara blanda de aspecto
acuoso. (Delgado Arce & Pérez larza, 2014)

Imagen 3: Moho azul Imagen 4: vista microscopica
Fuente: Alexander Davila 2009 Fuente: Fernando Huerta 2014
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8.4.2 Alternaria
Es un género fungico muy comdn, donde se incluyen numerosas especies saprofitas,

endofiticas y patdgenas ampliamente distribuidas en el suelo y la materia organica en

descomposicién. ( Pavon Moreno & Gonzalez Alonso, 2012)

Imagen 5: Moho alternaria Imagen 6: vista microscépica
Fuente: Jorge Centeno 2003 Fuente: Logiieco 2003

8.4.3 Botrytis cinerea

Se caracteriza por los abundantes conidios (esporas asexuales) de forma oval en el extremo
de conididéforos grises ramificados. EI hongo ademas produce esclerocios altamente resist
entes como formas de resistencia en cultivos viejos. (Chamorro , 2015)

Imagen 7 : Botrytis cinérea
Fuente: Maria Lopez Fuente: Maria Lopez

Imagen 8: vista microscopica
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8.4.4 Phytophthora
Todas las especies del género poseen un micelio hialino, continuo, de paredes paralelas o

irregularmente calibrado, donde pueden observarse abundantes gotas oleaginosas. El micelio

es cenocitico. (Medina, 2007)

Imagen 9 : Phytopthora Imagen 10: vista microscopica
Fuente: Medina 2007 Fuente: Medina 2007

8.4.5 Rhizopus
Rhizopus spp. Es un Zygomiceto, cominmente encontrado en el polvo de las casas, suelo,

frutas, nueces y semillas, también se presenta en alimentos en proceso de descomposicion.
(Medina, 2007)

Imagen 11: Rhizopus Imagen 12: vista microscépica
Fuente: Billy Rodriguez Fuente: Billy Rodriguez
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8.5 Medios de Cultivo

Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros
componentes que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de los microorganismos.
La diversidad metabolica de estos es tan grande que la variedad de medios de cultivo es
enorme, no existiendo un medio de cultivo universal adecuado para todos ellos, ni siquiera

refiriéndonos a las bacterias con exclusividad. (Granada, 2007)

8.5.1 Tipos de medios de cultivo
Medios generales: Son aquellos que permiten el crecimiento de una gran variedad de

microorganismos. (Granada, 2007)

Medios de enriquecimiento: Son aquellos que favorecen el crecimiento de u determinado
tipo de microorganismo sin llegar a inhibir totalmente el crecimiento de los demas. (Granada,
2007)

Medios selectivos: Son aquellos que permiten el crecimiento de un tipo de microorganismos

determinado, inhibiendo el desarrollo de los demés. (Granada, 2007)

Medios diferenciales: Son aquellos en los que se pone de manifiesto propiedades que un

determinado tipo de microorganismos posee. (Granada, 2007)

Preparacion de medios de cultivo

En la actualidad, la mayoria de los medios de cultivo se encuentran comercializados;
normalmente bajo la forma de liofilizados a los que es preciso rehidratar. En estos casos la
preparacion del medio de cultivo se reduce sencillamente a pesar la cantidad deseada del
mismo Yy disolverla en agua destilada siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
sustancias termolabiles, se esterilizan por filtracién y se afiaden al resto de los componentes
después de que estos hayan sido previamente esterilizados en el autoclave y enfriados a

temperatura ambiente 0 a 40-50 ° C si se trata de medios con agar. (Granada, 2007)

Antes de su esterilizacion los medios liquidos se reparten en los recipientes adecuados (tubos,
matraces, etc.). Si es un medio sélido y se ha de distribuir en tubos ¢ en matraces sera

necesario fundir el agar en bafio Maria u horno microondas, una vez fundido y
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homogenizado, se distribuye en caliente a los tubos 0 matraces (no en placas Petri) se tapa 'y

se esteriliza en el autoclave. (Granada, 2007)

Una vez finalizada la esterilizacion los medios se dejaran enfriar a temperatura ambiente y
en el caso de medios sélidos contenidos en tubos deberan, en su caso, inclinarse para que al
solidificarse adopten la forma de agar inclinado o pico de flauta(slant) si tal es su finalidad.
(Granada, 2007)

8.5.2 Agua peptona
Medio utilizado como diluyente y para el enriquecimiento bacteriano a partir de alimentos y

otros materiales de importancia sanitaria. (Britania, 2014)

Medio de enriquecimiento no selectivo, en el cual la peptona proporciona nutrientes
necesarios para el desarrollo microbiano y el cloruro de sodio mantiene el balance osmotico.
Permite recuperar células de enterobacterias dafiadas por procesos fisicoquimicos a los que

ha sometido el alimento. (Britania, 2014)

Ademas, puede ser utilizado como diluyente de muestras en reemplazo de solucion
fisioldgica y como base para la fermentacion de hidratos de carbono. En este ultimo caso se
debe adicionar el indicador de Andrade y el hidrato de carbono en cuestion en concentracién
final al 1%. (Britania, 2014)

Cuadro 2: Férmula de Agua Peptona

Formula (en gramos por litro)

Peptona de carne 10.0

Cloruro de sodio 5.0

pH final 7.2+- 0.2

Instrucciones

Suspender 15 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Mezclar calentando hasta ebullicion
durante 1 minuto. Distribuir en recipientes apropiados. Esterilizar en autoclave a 121°C
durante 15 minutos. (Britania, 2014)
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8.5.3 Agar papa dextrosa
Es utilizado para el cultivo de hongos. Este producto estd conforme a los Requerimientos

Armonizados de las Farmacopeas USP/EP/JP. (Vanderzant & Splittstoesser, 2007)
Resumen y Explicacion del Producto

El Agar Papa Dextrosa (Potato Dextrose Agar, PDA, por sus siglas en inglés) es un medio
de proposito general para levaduras y mohos que puede ser suplementado con acidos o

antibidticos para inhibir el crecimiento bacteriano. (Vanderzant & Splittstoesser, 2007)

Es recomendado para uso con métodos de conteo en placa para alimentos, productos lacteos
4-6 y pruebas realizadas en cosméticos.7 El Agar Papa Dextrosa (PDA) puede ser usado para
el cultivo de levaduras y mohos clinicamente significativos. 8 La base (infusion de papa)
nutricionalmente rica, estimula la esporulacion de los mohos y la produccién de pigmentos

en algunos dermatofitos. (Vanderzant & Splittstoesser, 2007)
Principios del Procedimiento

Estad compuesto por Infusidn de Papa deshidratada y Dextrosa que fomentan el crecimiento
exuberante de los hongos. El agar es adicionado como agente solidificante. Muchos
procedimientos estandares usan una cantidad especifica de acido tartarico estéril (10%) para
reducir el pH de este medio a 3,5 + 0.1, y asi inhibir el crecimiento bacteriano. No recalentar
el medio acidificado, el calentamiento en estado acido hidrolizara el agar. (Vanderzant &
Splittstoesser, 2007)

Cuadro 3: Formula de Agar Papa Dextrosa

Formula/ Litro

Infusion de Papa (Potato Infusion) a partir de 200 g 44
Dextrosa (Dextrose) 209
Agar 159

4,0 g de extracto de papa es equivalente a 200 g de infusion de papas
pH Final: 5,6 £ 0,2 a 25°C
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La formula puede ser ajustada y/o suplementada de acuerdo a los requerimientos para cumplir

con las especificaciones de rendimiento o desempefio. (Vanderzant & Splittstoesser, 2007)

Procedimiento

1. Suspenda 39 g del medio de cultivo en un litro de agua purificada (Vanderzant &
Splittstoesser, 2007)

2. Caliente agitando frecuentemente y permita que hierva por un minuto para disolver
completamente el medio. (Vanderzant & Splittstoesser, 2007)

3. Autoclave a 121°C durante 15 minutos. (Vanderzant & Splittstoesser, 2007)
8.5.4 Agar MacConkey

El agar MacConkey, CS, se utiliza para el aislamiento y diferenciacion de bacilos entéricos
Gram-negativos de muestras que contengan cepas “swarming” de Proteus spp. en un entorno
de laboratorio. El agar MacConkey, CS, no esta destinado a ser utilizado en el diagnostico

de enfermedades u otras condiciones en humanos. (Dickinson, 2014)

El agar MacConkey se basa en el agar de sales biliares-rojo neutro-lactosa de MacConkey.
El medio MacConkey original se utilizo para diferenciar cepas de Salmonella typhosa de los

miembros del grupo de coliformes.

Cuadro 4: Férmula de Agar MacConkey

Formula Litro
Digerido enzimatico de gelatina 17 ¢
Digerido enzimético de caseina 15¢

Digerido enzimatico de tejido animal | 1.5 g

Lactosa 10 ¢
Sales biliares 15¢
Cloruro de sodio 59
Rojo neutro 0.03¢g
Cristal violeta 0.001g
Agar 1359
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pH final: 7.1 £ 0.2 a 25°C

La formula se puede ajustar y/o complementar segin sea necesario para cumplir con las

especificaciones de rendimiento. (Dickinson, 2014)

Instrucciones

1. Suspenda 50 g del medio en un litro de agua purificada. (Dickinson, 2014)

2. Caliente con agitacion frecuente e hierva durante un minuto para disolver
completamente el medio. (Dickinson, 2014)

3. Autoclave a 121°C durante 15 minutos. (Dickinson, 2014)

Tipos de muestras

Se trata de un medio selectivo para el aislamiento de Enterobacteriaceae y diversos bacilos
gram negativos y puede utilizarse para todos los tipos de muestras clinicas y para una
diversidad de materiales no clinicos. (Dickinson, 2014)

Caracteristicas de rendimiento y limitaciones del procedimiento MacConkey Agar

En este medio creceran todos los organismos de la familia Enterobacteriaceae y varios bacilos
gram negativos, por ejemplo, Pseudomonas y otros géneros relacionados5-9. Los organismos
no fermentadores y otros bacilos gram negativos sensibles a los componentes selectivos no

crecen en este medio.

8.5.5 Triptone soy agar
Es un medio de enriquecimiento recomendados para el cultivo de una gran variedad de

microorganismos. (Soria, 2009)
e Principio

Se utiliza para el cultivo de bacterias aerobias, asi como de bacterias anaerobias facultativas
y algunos hongos. El Tryptone Soy Agar (TSA), es el medio més frecuentemente utilizado,
esta indicado para el mantenimiento de cultivos de referencia, y esta incluido en los métodos

de analisis de aguas y alimentos. (Soria, 2009)
Cuadro 5: Férmula de Triptone soy agar
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Composicion por litro de medio en agua purificada

Cloruro sodico 500¢

Hidrolizado pancreatico de caseina 1709

Hidrolizado pancreatico de harina de soja.. | 3,0 g
Agar 15,09
pH=7,3 +/- 0,2

Precauciones

Este producto es para uso exclusivo de profesionales. No debe ser utilizado en caso de
presentar contaminacion microbiana, roturas u otros signos de deterioro. Las muestras
clinicas a procesar pueden presentar otros patégenos importantes, por lo que la esterilizacion

de los materiales antes de desechar es obligatoria. (Soria, 2009)

8.5.6 .Sabouraud Destroxe Agar
El Agar Sabouraud Dextrosa es un medio originalmente desarrollado para el cultivo de

dermatofitos. Hoy en dia se utiliza para el aislamiento y cultivo de todo tipo de hongos. La
peptona es la fuente de nitrdgeno necesaria para conseguir crecimientos conjuntamente con
la Glucosa a alta concentracion. Esta alta concentracion de Glucosa favorece a los hongos

frente a las bacterias que no toleran estas concentraciones. (Soria, 2009)

El pH acido es 6ptimo para el crecimiento flngico, pero no para las bacterias en general salvo
las acido filas. Este medio estd recomendado para el estudio de las caracteristicas

morfoldgicas de las colonias de los hongos. (Soria, 2009)
e Principios

La dextrosa proporciona una fuente de energia para el crecimiento de microorganismos. El
cloranfenicol es un antibiotico de amplio espectro con efecto inhibidor para una amplia
variedad de bacterias Gram negativas y positivas cuando se agrega a la formula. (Soria, 2009)

Cuadro 6: Férmula de Sabouraud Destroxe Agar

Formula aproximada* por litro de agua purificada
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Digerido pancreatico de caseina 50¢9

Digerido péptico de tejido animal 5049

Dextrosa 40,0 g

Agar 1509

8.6 Postulados de Koch

e EIl organismo sospechoso de causar la enfermedad debe encontrarse asociado, en
forma consistente, a especimenes con la sintomatologia de la posible enfermedad o
lo que es igual el patdgeno debe encontrarse asociado con la enfermedad en todas las
plantas enfermas que se examinen. (Rivera. C, 2007)

e El organismo debe aislarse en un medio nutritivo y obtenerse como cultivo puro, para
registrar sus caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas o moleculares. Visto de otra
manera, el patdgeno debe aislarse y desarrollarse en un cultivo puro en medios
nutritivos y se deben describir sus caracteristicas (parasito no obligado) o bien debe
permitirse que se desarrolle sobre una planta hospedante susceptible (parasito
obligado) registrando su presencia y los efectos que produzca. (Rivera. C, 2007)

e El organismo debe inocularse en plantas sanas de la misma especie o variedad donde
se observd originalmente el problema y debe producirse los mismos sintomas
observados al iniciar el proceso o debe producir la misma enfermedad en las plantas
inoculadas.

e El organismo debe ser re aislado a partir de la planta inoculada en cultivo puro y sus
caracteristicas deben corresponder a las observadas o anotadas en el segundo punto.
(Rivera. C, 2007)

Segun Rivera. (2007) todos los postulados de Koch son verificables, aungue no siempre se
cumplen con patdgenos tales como hongos, bacterias, plantas superiores parasitas,

nematodos, algunos virus, entre otros. Estos organismos pueden aislarse y cultivarse, o bien
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purificarse, y entonces ser introducidos a las plantas y causar la enfermedad. Sin embargo,
con los demas patégenos como virus, algunos viroides, micoplasmas, bacterias fastidiosas
vasculares y protozoarios, aun no es posible hacer un cultivo o purificacion de ellos y con
frecuencia no es posible reintroducirlos en las plantas para reproducir la enfermedad. Asi,
como estos patdgenos, no se pueden llevar a la practica los postulados de Koch, por lo que
su aceptacion como los patogenos de las enfermedades con las que se asocian es mas o0 menos

hipotética o tentativa. Koneman. (2008)

8.6.1 ¢ Siempre es posible cumplir los postulados de Koch?
En qué casos no es posible:

- virus

- factores ambientales patogénicos

8.7 Fisiopatias

Los factores causantes pueden ser: cambios bruscos de temperatura, crecimiento vegetativo
excesivo, bajada de la humedad relativa, estrés hidrico en el momento de la floracion, exceso
de temperatura, exceso de fertilizacion nitrogenada o tratamientos fitosanitarios que, sin
llegar a ser fitotdxicos, dafien la flor. (Infoagro, 2007)

Este problema puede confundirse enfermedades, por lo que hay que recurrir al analisis. No
se conoce el agente causal, pero se han definido algunos de los factores que influyen en su
aparicion: bajada brusca de la humedad relativa y temperatura. (Infoagro, 2007)

Debido a factores externos y naturales como, por ejemplo, la exposicion a temperaturas
extremas o los desbalances nutricionales, las frutas y verduras pueden presentar dafos

fisiologicos que repercuten sobre su calidad, como: (Ibérica, 2015)

8.7.1 Dafios por frio

Pese a que las temperaturas bajas ayudan a conservar en mejor estado las frutas y verduras,
siempre debe haber un control. La exposicion a heladas o temperaturas bajo cero de manera
constante puede desarrollar sintomas negativos en los frutos como sabores amargos, olores

fuertes, deterioro de los tejidos, etc. (Ibérica, 2015)
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8.7.2 Dario por altas temperaturas

Al igual que el frio excesivo, las temperaturas demasiado elevadas también influyen en la
calidad de los frutos. Las altas temperaturas modifican el efecto del etileno acelerando el
proceso de envejecimiento. También favorecen la germinacion de esporas de los hongos, lo
que ayuda al desarrollo de patdgenos. Las temperaturas altas provocan que los frutos
experimenten una pérdida acelerada de agua que puede terminar en la pérdida de la cosecha.
(Ibérica, 2015)

8.7.3 Dafios por bajos niveles de oxigeno

Bajos niveles de O, en el ambiente pueden inducir procesos de fermentacion en las frutas
ocasionando la produccién de malos olores y sabores, asi como el deterioro del producto.
Esto es habitual cuando la ventilacion del ambiente en el cual se encuentran las frutas o

verduras es deficiente, y se pueden ver favorecidos por las altas temperaturas. (Ibérica, 2015)

8.7.4 Danos por altos niveles de CO,

La acumulacion de didxido de carbono puede retrasar el proceso normal de ablandamiento y
pérdida de verdosidad. En otros casos, los sintomas que se observan son la decoloracion, asi
como un deterioro interno por la acumulacion de este gas. El exceso de CO, también puede

producir en algunas frutas mal sabor y marcas en la piel. (Ibérica, 2015)

8.7.5 Dafios fisicos

Pueden ser lesiones ocasionadas por golpes, caidas o cualquier tipo de rotura de la piel del
fruto. Como consecuencia de esto se producen una serie de reacciones fisicas que pueden
mostrarse en forma de tejido dafiado, ennegrecimiento de la piel, malos olores, etc. (Ibérica,
2015)

9.- PREGUNTA CIENTIFICA

¢En el almacenamiento del chocho verde se presenta enfermedades vy fisiopatias?
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9.1 Operacionalizacion de variables

Cuadro 7: Operacionalizacion de variables

VARIABLE INDICADORES INSTRUMENTO
Incidencia Recuento de placas
Enfermedades totales

Caracterizacion de los | Claves taxonémicas

agentes causales.

Fisiopatias Descripcion organoléptica | Dias transcurridos
morfoldgica.
Elaborado por Luis Chanaluisa (2018)

9.2 Variables a evaluar

9.2.1 Incidencia de enfermedades (Tabla 1)

Se realiz6 el recuento de microorganismos viables, el cual se basa en determinar la presencia
de microorganismos como son: Coliformes totales, Escherichia coli, mohos y levaduras. Se
utilizé medios de cultivos especificos para cada tipo de microorganismo.

9.2.3 Caracterizacion de patdgenos

Se determinara mediante claves taxonémicas y técnicas de identificacion a los diferentes
microorganismos presentados, como son: bacterias, mohos y levaduras. Para ello serd
necesario en sustento de articulos cientificos, libros, paginas web, plataformas digitales de

micobiologia, etc.

9.2.2 Descripcion organoléptica morfologica.

Se determiné las fisiopatias mediante caracteristicas organolépticas morfolégicas como:
rugosidad en la cascara del chocho, olor desagradable, viscosidad al tacto y cambio de

coloracién. En el transcurso de los dias.
10.- METODOLOGIA Y DISENO DE LA INVESTIGACION

10.1. Materiales
Materiales de campo
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Hoz o tijeras de podar.
Costal
Balanza digital.

Materiales y Equipos de laboratorio

Mandil

Cofia

Guantes quirurgicos
Mortero de porcelana
Balanza analitica cientifica
Cémara de flujo laminar
Autoclave

Incubadora / Camara de crecimiento
Microscopio

Centrifuga

Pera de succion

Pipetas

Erlenmeyer 250 ml
Frascos de vidrio 250 ml
Cuenta colonias

Estufa

Cajas Petri de vidrio
Tubos de ensayo

Porta objetos

Cubre objetos.

Reactivos

Agua destilada
Alcohol
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e Lugol
e Violeta
e Safranina

e Azul de metileno

10.2 Ubicacion del Area de estudio
Este proyecto de investigacion, se realizd en el laboratorio de poscosecha y microbiologia

vegetal del Campus Experimental Salache de la Universidad Técnica de Cotopaxi.
Barrio: Salache

Parroquia: Eloy Alfaro

Canton: Latacunga

Condiciones climaticas

Longitud: 78° 37" 19" oeste

Latitud: 0° 59" 47” sur

Precipitacion: 300 — 350 mm Anuales.

Humedad: Posee una humedad del 40 %.

Luminosidad: Tiene de 8 — 9 horas diarias de luminosidad.
Temperatura: Fluctda entre los 14-20°C

Altitud: 2757 m.s.n.m.

10.3 Disefio metodoldgico

Tipo de Investigacion
Descriptiva.
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Esta investigacion es de tipo descriptiva porque consistio en describir y caracterizar los
signos y el agente causal de las enfermedades y también se determind las fisiopatias del
chocho verde en el almacenamiento.

Cuantitativa

Esta técnica sirvié para contabilizar colonias propagadas en cajas Petri, especificamente para

el recuento de placas.
Cualitativa

Este tipo de técnica consistié en describir las caracteristicas macro y microscopicas de
bacterias, mohos y levaduras. Asi como también las fisiopatias en el almacenamiento en

percha del chocho verde desamargado.
Comparativa

Mediante esta técnica se realizO comparaciones a través de fotos microscopicas y
macroscopicas y el uso de claves taxondmicas, para la identificaciébn de patégenos

propagados en el chocho verde desamargado.

10.3.1 Metodologia
Métodos

Bibliografico

La investigacion dispuso de material bibliografico y documental que sirvié de base para el
contexto de marco tedrico. Las fuentes como libros, revistas, tesis de grado, articulos

cientificos entre otras, fortalecieron el conocimiento para mejorar el proceso del trabajo.

Descriptivo
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Se utilizé el método descriptivo con el cual se describieron las caracteristicas de los
microorganismos y fisiopatias en el transcurso de almacenamiento de chocho verde en
poscosecha.

De Laboratorio

La investigacion se centrd en la fase de laboratorio ya que permitié utilizar herramientas que
ayudaron a identificar los agentes causales de la enfermedad en chocho verde y también

conocer las fisiopatias durante el almacenamiento en poscosecha.

10.4 Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos

Observacion

Permitio la relacion directa con el objeto de estudio el cual fue de mucha importancia, ya que
asi se pudo identificar las causas ocasionadas de la enfermedad o fisiopatias.

Registro de datos

Esta técnica nos permitio recopilar datos validos, fiables para realizar una descripcion de los
signos de enfermedades y ciertos cambios que se dan en el transcurso del almacenamiento
en poscosecha.

10.5 Manejo especifico del experimento

10.5.1 Fase de Campo

Se realizé labores pre culturales (arado, rastrado, surcado, fertilizacion, plantacion de

semillas) y culturales (deshierba, aporque y fertilizacién via foliar)
10.5.2 Cosecha

La cosecha se lo realizo a los 165 dias, para la recoleccion se utiliz6 una hoz y un costal
grande, con la hoz se cortaron las vainas de una sola coloracion. Las vainas cortadas se las

colocaba en el costal.

10.5.3 Poscosecha
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Se desgrand el chocho verde manualmente, una vez desgranado se clasifico en una mesa
clasificadora de granos, después se procedié a colocar en costales pequefios para
posteriormente pesarlos en una balanza digital.

A continuacidn, se realizo el proceso de desamargo del chocho verde, teniendo en cuenta las
fases que deben considerarse para la obtencién del alimento en condiciones 6ptimas para el

consumo humano las cuales son: hidratacién, coccion, lavado.
10.5.3.1 Fases de des amargo del chocho verde (Anexo 6)
e Hidratacion

En un tanque de 50 litros, colocar 30 litros de agua, después sumergir 4 costales de 2
kilogramos de chocho verde previamente pesados, posteriormente dejarlos reposar durante

24 horas, agregar agua si es necesario para cubrir los costales.
e Coccibn

Pasadas las 24 horas de hidratacion, se procede a escurrir el agua durante 2 minutos, para a
continuacion colocar los costales de chocho verde en una olla con agua. Dejar hervir durante

45 minutos aproximadamente hasta que el agua se torne totalmente verde.

e Lavado

Una vez realizado el proceso de coccion se retira el chocho verde para escurrirlo durante 5
minutos. Una vez escurrido se coloca en un recipiente con agua limpia y fria. Se realiza el

cambio de agua dos veces al dia, durante cuatro dias.

Después que se realizo el proceso de desamargo del chocho verde, se almacené en tarrinas

en los cuartos frios de poscosecha a una temperatura de 5°C.

10.5.4 Laboratorio
En el laboratorio se realiz6 la técnica de aislamiento de cdmaras humedas y disoluciones

decimales. Esta ultima se trabajé con medios de cultivo (Mac Conkey, Tryptone Soy Agar,
Sabouraud Destroxe Agar) los cuales ayudaron a identificar los microorganismos en el
chocho verde. Para bacterias (MC), (TSA) y para mohos y levaduras (SDA), (PDA).

e Aislamiento
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Se realizo un triturado de la muestra para colocarlo en el matraz Erlenmeyer que contenia 90
ml de agua peptona. Posteriormente se realizé disoluciones 10! hasta 10, después se coloc
y homogeneizé las disoluciones en cajas Petri, por ultimo se colocd el medio de cultivo

respectivo.
e Reproduccion

Se procedio6 a colocar las muestras en la incubadora en el lapso de 2 dias, para el caso de
bacterias se calibr6 a una temperatura de 37° C (coliformes totales), 41° C (Escherichia coli)
y una humedad relativa de por otra parte para mohos y levaduras se calibré una temperatura
de 26° C.

e Purificacion

Con la ayuda de una aguja flameada y desinfectada extraer una pequefia porcion de colonia
bacteriana en el medio de cultivo (Mac Conkey y Tryptone Soy Agar), de igual manera
flamear y desinfectar la aguja para extraer colonias o esporas de los mohos, levaduras y
colocar en (Sabouraud Dextrose Agar y Potato Dextrose Agar), después Incubar durante 2

dias. Todo este procedimiento con el fin de obtener cultivos puros.
e Obtencion del inoculo

Se colocé agua destilada esterilizada en la caja con la muestra (bacteria, mohos, levaduras)
y con la ayuda de una varilla de vidrio esterilizada se procedié a homogeneizar, para
posteriormente colocar la muestra en una disolucion (agua destillada esterilizada, almidon de

yuca y sacarosa).
¢ Inoculacion

Se coloco los chochos verdes esterilizados con hipoclorito de sodio (NaClO), al 0.5 % en
tarrinas plasticas para posteriormente, con la ayuda de un rociador, inocular los

microorganismos (bacterias, mohos, levaduras) en el chocho verde.

e Comparacion
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Se utilizo el método comparativo a través de fotos microscopicas y macroscépicas y el uso

de claves taxondmicas.

10.6 Manejo Especifico del Experimento Fase de Laboratorio

10.6.1Técnicas para propagacion de microorganismos viables.

Cémaras humedas. (Anexo 7)
Diluciones decimales. (Anexo 8)

10.6.2 Protocolos para identificacion de microorganismos
Protocolo para identificacion de hongos. (Anexo 9)

Protocolo para observacién de levaduras. (Anexo 10)
Protocolo método de Tincion Gram en bacterias. (Anexo 11)
Protocolo para observacion de Flagelos en bacterias. (Anexo 12)

10.6.3 Protocolo para obtencion del inoculo (Anexo 13)
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11.- ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

11.1 Signos de las enfermedades del chocho verde, en poscosecha.

No se pudo apreciar la presencia de microorganismos visibles a simple vista. Por lo que se
procedid a realizar técnicas de aislamiento para cumplir con los objetivos establecidos como
son las descripciones de los signos, caracterizacion de los patégenos y los postulados de koch.

Las técnicas usadas para el aislamiento son:

Cémaras humedas, en esta técnica solo se pudo apreciar la presencia de pudricion
ocasionadas por bacterias saprofitas. Y debido a que solo se trabajo con el medio de cultivo
Potato Dextrose Agar (PDA) para cultivo de las mismas, no se pudo apreciar con exactitud

la morfologia macroscopica de las colonias.

Disoluciones decimales, fue una técnica factible debido a que se pudo realizar un conteo de
microorganismos en placa, para saber la incidencia de los mismos. Se utilizo medios de
cultivo solidos (Mac Conkey, Tryptone Soy Agar, Sabouraud Dextrose Agar) especificos

para identificar bacterias, mohos y levaduras.

11.2 Caracterizacion de los agentes patdgenos.
Mediante la observacion y basado en sustento bibliografico, se pudo determinar la presencia
de mohos, levaduras y bacterias en el chocho verde desamargado.

11.2.1 Caracterizacion macro y microscopicas del moho.

Caracterizacion morfolégica macroscopica del moho Penicillium italicum

e Las colonias del moho tuvieron un crecimiento efimero.

e Al principio tenian un color blanco y con el pasar del tiempo tomo una coloracion
azul, azul verdoso, verde, gris.

e Se pudo apreciar que los bordes tenian una pequefia banda de micelio blanco.

e Enelreverso de la placa se pudo notar un amarillamiento cremoso.

e Latextura presentada fue algodonosa con presencia de gotas de exudado.
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Imagen 13: Moho Azulado 2 dias de incubacion
Elaborado por: Chanaluisa Luis, 2019

Imagen 14 : Moho Azulado a los 5 dias de incubacion.
Elaborado por: Chanaluisa Luis, 2019
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Caracterizacion Microscopica del moho Penicillium italicum
Hifas septadas

Ramificacion biverticilada

Presencia de métula

Presencia de fialides

Presencia de conidios 0 esporas.

Forma de pincel o penacho.

Imagen 15: Penicillium Italicum vista 100 X
A: Septos
B: Métula
C: Fidlides

D: conidios o esporas
Elaborado por: Chanaluisa Luis, 2019
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11.2.2 Caracterizacion macro y microscopicas de las levaduras.

Caracterizacion morfolégica macroscépica de levadura

La presencia de levaduras fue posible en gran parte al medio de cultivo Sabouraud
Destroxe Agar, el cual permiti6 y favorecié la nutriciébn de las mismas. Las
caracteristicas que presenta este tipo de levaduras son las siguientes:

Sus colonias presentan color anaranjado

Forma de la colonia irregular.

Consistencia de la colonia viscosa.

=

Imagen 16 : Levadura en placa
Elaborado por: Chanaluisa Luis, 2019

Caracterizacion Microscopica

e Para la observacién en el microscopio se realizé el proceso de método de tincidn
para levaduras.

e Enaumento de 100x en el microscopio.

e Laforma que presentan estas levaduras en este caso son de tipo esférica.

e su reproduccidn es por gemacion.
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BEEVADURAS i

Imagen 17 : Levaduras 100 X
Elaborado por: Chanaluisa Luis, 2019

Imagen 18 : Levaduras 100 X
Elaborado por: Chanaluisa Luis, 2019
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11.2.3 Caracterizacion macro y microscopicas de las bacterias.
Caracterizacion morfolégica macroscépica de bacterias
e El tamafio de las colonias es de 1 milimetro (puntiformes) y de 4 milimetros
(mediano).
e Las formas de las colonias son circulares con bordes enteros.
e La elevacion o superficie de las colonias es convexa baja.
e La consistencia de las colonias es viscosa.

e Son de color beige algunas también presentan una tonalidad fucsia.

Imagen 19: Bacteria Escherichia Coli en placa

Elaborado por: Chanaluisa Luis, 2019

Caracterizacion Microscopica de bacterias
e Para la observacién de bacterias en el microscopio se realizé el método de tincién de
Gram, el cual permite ver su forma y su coloracion para observar si son Gram
positivas 0 Gram negativas. En este caso las bacterias son bacilos Gram negativos.
e Forma de bacilos

e Pigmentacién que toman las bacterias (rosas)
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Gram negativas.

Imagen 20: Bacterias 100 X
A: Bacilos
B: Gram Negativos
Elaborado por: Chanaluisa Luis, 2019

Imagen 21: Tincion para observacion de flagelos
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11.3 Comprobacion mediante los postulados de koch, de las enfermedades causadas
por patdgenos en chocho verde.

Para la comprobacién de los agentes patdgenos encontrados, primeramente, se realizd una
asepsia de las tarrinas y del chocho verde, posteriormente se inoculd los chochos verdes con
la ayuda de un rociador.

11.3.1 Resultado de inocular Penicillium italicum.
El moho empieza con la presencia de micelio blanco algodonoso, después de tres dias

empieza a tornarse de color azul. Se pudo apreciar la presencia del moho azul en todos los
chochos colocados en la tarrina.

Imagen 22: Moho azul
Elaborado por: Chanaluisa Luis, 2019
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11.3.2 Resultado de inocular Levaduras
En este caso los chochos comenzaron a emanar olores desagradables méas fuertes que en el
caso de los mohos. Se pudo apreciar una apariencia lechosa y mucosa alrededor de los

chochos.

Imagen 23: Inoculacion de levaduras
Elaborado por: Chanaluisa Luis, 2019

11.3.3 Resultado de inocular Bacterias
Los chochos méas pequefios empezaron a secarse debido a la temperatura que esta bacteria

requiere es decir a los 41° C. Se puede apreciar pequerios puntos de color rojo y rosado en la
superficie de la cascara.

Imagen 24: Inoculacién de la bacteria Escherichia coli
Elaborado por: Chanaluisa Luis, 2019
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11.4. Fisiopatias del chocho verde, en poscosecha.

Las fisiopatias encontradas en el chocho verde son las siguientes:

Textura: La cascara empez0 a arrugarse debido a la deshidratacion y en algunos casos

la cascara se torno viscosa.
Olor: A partir del tercer dia el chocho empezé a emanar olores desagradables.
Viscosidad: Hubo viscosidad en la cascar a partir del 5 dia.

Color: Cambi6 de coloracién de tono verde claro a verde oscuro a los 5 dias y negro

a los 7 dias.

Imagen 25 : chocho verde desamargado a los 3 dias de almacenamiento
Elaborado por: Chanaluisa Luis, 2019
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Imagen 26: chocho verde desamargado a los 5 dias de almacenamiento
Elaborado por: Chanaluisa Luis, 2019

Imagen 27: chocho verde desamargado a los 7 dias de almacenamiento
Elaborado por: Chanaluisa Luis, 2019
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12. CONCLUSIONES

Se pudo evidenciar la presencia de microorganismos como son: bacterias, mohos y
levaduras (podredumbres). Especificamente se encontré la presencia de bacterias
Gram negativas: del género Escherichia (Escherichia coli), moho azul del género

(Penicillium italicum) y por Gltimo la presencia de levaduras.

En textura hubo cambios en la c&psula protectora del chocho (arrugamiento), por la
deshidratacion. En cuanto al olor, se apreci6 olores desagradables a partir del tercer
dia. La coloracion cambio al quinto dia, de verde lima paso a un color verde oscuro,

y al séptimo dia a una tonalidad negra.

13. RECOMENDACIONES

Poner énfasis en la esterilizacién en estudios de laboratorio. Para que no se
desarrollen o contaminen las placas con enfermedades que no correspondan al objeto

en estudio.

Se recomienda desinfectar con (al 0,5 %) el chocho verde desamargado, dado que,

con la desinfeccion se puede controlar: bacterias, mohos y levaduras.

Para conservar el chocho, segun el indice de cosecha aplicado; investigar en sistemas
de almacenamiento por tres dias (apto para el consumo humano) considerando

temperatura, humedad y ventilacion.

51



14. BIBLIOGRAFIA

Barria Olivo, K. (2013). Identificar una especie de hongo filamentoso Procedimiento.
Recuperado el 11 de enero de 2019, de www.academia.edu:
https://www.academia.edu/4213597/ldentificaci%C3%B3n_de_HongosObjetivo_ldenti
ficar_una_especie_de hongo_filamentoso Procedimiento_Observaci%C3%B3n_macro
sc%C3%B3pica_de_mohos_Determinar

Britania. (2014). www.britanialab.com. Obtenido de Ficha tecnica del Agua Peptona:
https://www.britanialab.com/back/public/upload/productos/upl_5a280db392c81.pdf

Caicedo, C., &  Peralta E. (2001). INIAP.  Obtenido  de
http://www.iniap.gob.ec/nsite/images/documentos/Plagas_enfermedades_chocho.pdf

Cardenas. (2015). www.dbbe.fcen.uba.ar. Recuperado el 10 de Octubre de 2018, de
Experimental, Departamento de Biodiversidad y Biologia:
http://www.dbbe.fcen.uba.ar/contenido/objetos/Teo2Conceptos2018x4.pdf

Carrillo, L. (2011). Los hongos de los alimentos y forrajes. Espafa: tecnicoagricola.

Cevallos, A. (2006). mddulo de Avallos y Peritajes U.A. (CAREN), (recopilado).
Ecuador: Primera edicion.

Chamorro , D. (2015). Caracterizacion de Poblaciones de Botrytis cinerea Resistentes a
Fungicidas en rosas en la provincia de cotopaxi. Recuperado el 16 de diciembre de 2019,
de metroflorcolombia:
http://www.metroflorcolombia.com/rev/art/BOTRY TIS%20CINEREA%20BASES%20
EPIDEMIOLOGICAS%20Y %20CONTROL%20(BAYER).pdf

Delgado Arce , R., & Pérez larza, G. (2014). Caracteristicas biologicas del género,
Penicillium digitatum, P. italicum Y P. ulaiense en poscosecha. Montevideo, Uruguay.

Dickinson, B. (2014). Neogen. Recuperado el 10 de diciembre de 2018, de Instrucciones
de uso- Medios de cultivo en placa listos : https://www.bd.com/resource.aspx?IDX=8770

Fernandez Olmos, A., Garcia , C., Saéz Nieto, J.,, & Valdezate Ramos , S. (2010).
Metodos de identificaion bacteriana en el laboratorio de microbiologia. Espafia: Emilia
Cercenado y Rafael Canton.

Fuentes Castillo, C. (2007). LOS POSTULADOS DE KOCH: REVISION HISTORICA Y
PERSPECTIVA. Obtenido de Dpto. de Sanidad Animal. Facultad de Veterinaria. UCM:
http://revistas.ucm.es/index.php/RCCV/article/viewFile/RCCV0707230262A/22655

Garcia Bona , L. M. (2013). Microbiologia. Recuperado el 26 de diciembre de 2018, de
Identificacion de Hongos:

52



http://www.academia.edu/4213597/1dentificaci%C3%B3n_de_HongosObjetivo_Identif
icar_una_especie_de_hongo_filamentoso_Procedimiento_Observaci%C3%B3n_macros
c%C3%B3pica_de_mohos_Determinar

Granada. (2007). Medios de cultivo para hongos . Bogota:
http://www.ugr.es/~cjl/medios%20de%20cultivo.pdf.

Ibérica. (Noviembre de 2015). Principales Dafios y Enfermedades en el proceso de
poscosecha. Obtenido de https://www.deccoiberica.es/principales-danos-enfermedades-
en-postcosecha/

Infoagro.  (2007). Fisiopatias y enfermedades del frijol. Obtenido de
http://www.infoagro.com/documentos/el_cultivo_judia__habichuela_o_frijol__parte_ii
.asp

Koneman. (2008). Diagnostico microbioldgico. Espafia: texto y atlas, panamericana, 6ed.

Loja lllescas , N., & Orellana Romero, S. (2010). Repositorio Institucional de la
universidad de Cuenca. Obtenido de dspace.ucuenca.edu.ec:
http://dspace.ucuenca.edu.ec/bitstream/123456789/1569/1/tgas32.pdf

Loja, N., & Orellana, S. (2011). Aporte nutricional, procesamiento y alamacenamiento
del chocho. Propuesta gastronomica de aplicacion innovadora del chocho. Ecuador.

Medina, Y. (2007). fao.org. Obtenido de Phytophthora: Caracteristicas, diagndstico y
dafios que provoca en algunos cultivos tropicales. Medidas de control.:
http://www.fao.org/docs/eims/upload/cuba/1060/cuf0022s.pdf

Nordeste, U. N. (2006). Estudio cuantitativo de bacterias . Obtenido de Microbiologia
General- Carrera Farmacia : http://www.biologia.edu.ar/microgeneral/tp5.pdf

Olmos Fernandez, A. (2010). Procedimientos de microbiologia clinica. Métodos de
identificacion bacteriana en el laboratorio de microbiologia. Alicante, Espafia: Emilia
Cercenado y Rafael Canton.

Pavon Moreno, M., & Gonzalez Alonso, I. (2012). Importancia del género Alternaria
como productor de micotoxinas y agente causal de enfermedades. Madrid, Espafia.

Rivera. C, G. (2007). Conceptos introductorios a la fitopatologia. San José de Costa. En
R. C. G., Conceptos introductorios a la fitopatologia. San José de Costa.

Rocabado, D. (2011). Morfologia de los hongos. Recuperado el 03 de noviembre de 2018,
de researchgate.net: https://www.researchgate.net/publication/324015186_Los_Hongos

53



Soria, F. (octubre de 2009). Difco. Recuperado el 30 de enero de 2019, de tryptone soy
broth y tryptone soy agar: http://f-
soria.es/Inform_soria/Difco%20Fichas%20tecnicas/TUBOS%20DIFCO/FT%20TRYP
TONE%20SOY %20BROTH.pdf

Trejo, E. (2014). Manejo postcosecha y prevencién de pérdidas de alimento Universidad
Tecnologica Del Valle Del Mezquital. Recuperado el 14 de noviembre de 2018, de
www.milenio.com: http:///opinion/varios-autores/universidad-tecnologica-del-valle-del-
mezquital/manejo-postcosecha-y-prevencion-de-perdidas-de-alimentos

Vanderzant, C., & Splittstoesser, D. (2007). Agar Papa Dextrosa. Recuperado el 01 de
febrero de 2019, de https://foodsafety.neogen.com/pdf/acumedia_pi/7149 sp_pi.pdf

Vazquez, S., Selva , F., & Neill , O. (2013). Micro de los Alimentos. Obtenido de
http://mikroalimentos.blogspot.com/2008/10/coliformes-totales-y-fecales.html

54



15. ANEXOS

DATOS PERSONA
- “ FECHA DE LIBRETA
NACIONAL IDAD CEDULA PASAPORTE ANOS DE RESIDENCIA NOMBRES APELLIDOS NACIMIENTO MILITAR ESTADO CIVIL
GIOVANA PARRA
ECUATORIANA 1802267037 1802267037 PAULINA GALLARDO 28/07/1969 DIVORCIADA
FECHA DEL
o - PRIMER FECHA DE
DISCAPACIDAD DP NS TIPO DE DISCAPACIDAD MODALIDAD DE INGRESO | INGRESO AL | ECHADE INGRESO INGRESO AL GENERO [OIDE
CONADIS ALA INSTITUCION SANGRE
SECTOR PUESTO
PUBLICO
01/04/1998 FEMENINO
O DIR ON DO ARIA PERMA
TELEFONO TELEFONO o
DOMICILIO CELULAR CALLE PRINCIPAL CALLE SECUNDARIA N REFERENCIA PROVINCIA CANTON PARROQUIA
032588381 0958964433 Pasaje Carlos Toro Ricardo Flores s/n TRAS LAPUCESA | TUNGURAHUA | AMBATO HUACHI CHICO
INFORMACION INSTITUCIONAL AUTOIDENTIFICACION ETNICA
- ESPECIFIQUE
TELEFONO DEL CORREO ELECTRONICO CORREO ELECTRONICO . ESPECIFIQUE NACIONAL IDAD
TRABAJO EXTENCION INSTITUCIONAL PERSONAL AUTOIDENTIFICACION ETNICA INDIGENA Sl SEIE)I_Er(é(;IONO
32252346 giovana.parra@utc.edu.ec giovana.parra@utc.edu.ec MESTIZO
FORMACION ACADEMICA
No. DE
NIVEL DE - AREADE PERIODOS TIPO DE
INSTRUCCION REGISTRO | INSTITUCION EDUCATIVA TITULO OBTENIDO EGRESADO | -~ eeimienTo | APROBADGS PERIODO PAIS
(SENESCYT)
. ‘ AGRICULTURA
TERCER NIVEL UNIVERSIDAD TECNICA INGENIERA AGRONOMA SILVICULTURAY | 10 SEMESTRES ECUADOR
DE AMBATO
PESCA
i MAGISTER EN GERENCIA
4TO NIVEL - UNIVERSIDAD TECNICA DE DE EMPRESAS
MAERSTRIA AMBATO AGRICOLAS Y MANEJO AGRICULTURA 4 SEMESTRES ECUADOR
DE POSCOSECHA
DIPLOMADO EN
PONTIFICIA UNIVERSIDAD ?
4TO NIVEL - : TECNOLOGIAS PARALA .
DIPLOMADO géggl:ﬁg;% ECUADOR GESTION Y PRACTICA EDUCACION 2 SEMESTRES ECUADOR
DOCENTE.
MAESTRIA EN
PONTIFICIA UNIVERSIDAD c
4TO NIVEL - - TECNOLOGIAS PARALA .
DIPLOMADO géggl:ﬁg&% ECUADOR GESTION Y PRACTICA EDUCACION 4 SEMESTRES ECUADOR
DOCENTE (EGRESADA)

TRAYECTORIA LABORAL RELACIONAD ‘

“fﬁg”'ﬁ?ﬁcr?%h?\ (ALY 'L’J‘"\"él?rgiT'VA DENOMINACION DEL TIPO DE INSTITUCION FECHADE | recpapesaLipa | FECHADERE | \io1ivo DE sALIDA
RGN (DEPARTAMENTO / PUESTO INGRESO INGRESO
AREA /DIRECCION)
UNIVERSIDAD | FACULTAD DE ’ )
TECNICA DE CIENCIAS PUBLICA OTRA 01/03/1998 CONTINUA
COTOPAXI AGROPECUARIAS Y
RECURSOS NATURALES | DOCENTE

Firma
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Anexo 2: Curriculum Vitae del primer lector

Cotopaxi

\ | Universidad
: Técnica de

Unidad de Administracion de Talento Humano

DATOS PERSONALES

.

Sistema Informético
Integrado de Talent
Humano
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NACIONA CEDULA PASAPORTE ANOS DE NOMBRES APELLIDOS FECHA DE LIBRETA | ESTAD
LIDAD RESIDENCIA NACIMIENT MILITAR | O CIVIL
o
ECUATOR 1801902907 GUADALUP LOPEZ 01/01/1964 DIVORC
IANO E DE LAS CASTILLO IADA
MERCEDES
TEL EFONOS DIRECCION DOMICILIARIA PERMANETE
TELEFON TELEFONO CALLE CALLE N° REFERENCIA PROVINCIA CANTON | PARRO
(¢} CELULAR | PRINCIPAL SECUNDARIA QUIA
DOMICIL
10
32808431 0984519333 | PRIMERO DE ROOSVELT S/N INGRESO A COTOPAXI LATACUN | IGNACI
ABRIL BETHEMITAS G o)
A FLORES
INFORMAC ION INSTITUCIONAL AUTOIDEN TIFICACION ETNICA
TELEFON EXTENSIO | CORREO CORREO AUTOIDENT IFICACION ETNICA | ESPECIFIQU E ESPECI
O DEL N ELECTRONICO | ELECTRONIC NACIONALID AD FIQUE
TRABAJO INSTITUCIONA O PERSONAL INDIGENA Si
L SELECC
IONO
OTRA
32266164 guadalupe.lopez@ | gualomercedeslo MESTIZO
utc.edu.ec pez@hotmail.co m
FORMA CION ACADE MICA
NIVEL DE No. DE INSTITUCION TITULO EGRESADO AREA DE PERIODOS TIPO DE @ PAIS
INSTRUC REGISTRO | EDUCATIVA OBTENIDO CONOCIMIEN APROBADO PERIODO
CION (SENESCYT TO S
TERCER NIVEL UNIVERSIDAD INGENIERO AGRICULTUR OTROS ECUAD
TECNICA DE AGRONOMO A OR
AMBATO
4TO UNIVERSIDAD MAGISTER EN OTROS ECUAD
NIVEL - TECNICA DE GESTION DE OR
MAESTRI COTOPAXI LA
A PRODUCCION
FIRMA




Anexo 3: Curriculum Vitae del segundo lector

FICHA SIITH

DATOS PERSONALES

FECHA
NACIONAL . ANOS DE DE LIBRETA ESTADO
IDAD CEDULA PASAPORTE RESIDENCIA NOMBRES | APELLIDOS NACIMIE MILITAR CIVIL
NTO
Ecuatorian 1709561102 llene SI' Klever ' Quimbiulco | 17/08/19
a extranjero Mauricio Sanchez 68 casado
01/04/2017 12/04/2017 12/04/?; masculino | O rH+
LEFONOS DIRECCION DOMICILIARIA PERMANETE
T;;f;ﬁ;‘g TELEFONO CALLE CALLE N° REFERENCI = PROVINC CANTON PARROQ
o CELULAR PRINCIPAL SECUNDARIA A 1A UIA
22787077 | 987294064 Sucre Atahualpa 5204 San Vicente | Pichincha | Quito Alanagas

FORMACION ACADEMICA

PERIODO
NIVEL DE No. DE AREA DE
INSTITUCION TITULO S TIPO DE
INSTRUCC REGISTRO EGRESADO @ CONOCIMI PAIS
ION (SENESCYT) EDUCATIVA OBTENIDO ENTO APROBA PERIODO
DOS
flTO NIVEL Master en
MAERSTRI | 1079-15- ESPE Qég);cel.:]lit;;a Agricultura Ecuador
A 86066432
EVENTOS DE CAPACITACION
EMPRESA /
- DURACI TIPO DE FECHA
TIPO NOMBRE DEL EVENTO (TEMA) Lbripe ollE 0] ON CERTIFICA DE FECHA DE PAIS
ORGANIZA EL HORAS DO INICIO FIN
EVENTO
APROBACI | 22-nov-
CURSO Marketing Institucional ESPE 19 ON 06 22-nov-06 | e\ ador
PROGRAM | Entrenamiento en manejo de APROBACI | 01/03/2
A empresas Lecheras Verhoef Dairy 240 ON 007 30/03/2007 | Canada
PASANTIA APROBACI | 01/05/2
Manejo de granjas modelo Polar Genetics INC | 120 ON 007 15/05/2007 | Canada
PROGRAM | Manejo de Fertilizantes Universidad del Sur APROBACI | 03/06/2
A Agroeclogicos de China 360 ON 009 14/07/2009 | China
PROGRAM | Tecnologias de Agroecologia Universidad APROBACI | 09/12/2
A Permacultura Nacional de Loja 20 ON 011 11/12/2011 | Ecuador
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Anexo 4: Curriculum Vitae del tercer lector

DATOS PERSONALES

edu.ec

om

FORMACION ACADEMICA

NACIONAL ID - ANOS DE FECHA DE LIBRETA ESTADO
D CEDULA PASAPORTE S RNEIA NOMBRES | APELLIDOS ¥SC|M IEN AL SV
ECUATORIAN - ! SEGUNDO | ZAMBRANO
o 0500494117 llene si esxtranjero JOSE SARABIA 28/08/1950 » )
divorciado
NOMBRAMIENTO 07/04/1997 MASCULINO ORH+
TELEFONOS ‘ DIRECCION DOMICILIARIAPERMANETE
- TELEFON
TELEFONO CALLE o . PARROQUI
BENIEILIE) o CALLE PRINCIPAL SR BARIA N REFERENCIA | PROVINCIA CANTON "
CELULAR
32266193 995488434 | ViaalaMerced s/ Refugio Cotopaxi Latacunga Belisario
Puthzalagua Quevedo
INFORMACION INSTITUCIONAL AUTOIDENTIFICACION ETNICA
, ESPECIFIQ
TELEFONO | exreNncio ELI;ZC?'IBRREI)EI\?ICO ELESTRRRE)EQCO AUTOIDENTIFICACION ESPECIFIQUE UESI
N ETNICA NACIONAL IDAD INDIGENA | SELECCION
TRABAJO INSTITUCIONAL PERSONAL 7
O OTRA
32810296 segundo.zambrano @utc sarabiautc@hotmail.c Mestizo

ACTIVIDADES ESCENCIALES

No. DE
NIVEL DE . AREADE | PERIODOS
REGISTRO | INSTITUCION TITULO TIPO DE
INSTRUCCIO | (eNESCY | EDUCATIVA OBTENIDO | EGRESADO | CONOCIMIE | APROBADO | pegiopo A
N = NTO s
UNVERSIDAD
L,ESELE R 1005-04- CENTRAL DEL K“GGFECB“,\'IE?AOO Ecuador
475016 ECUADOR
4TO NIVEL -
UNIVERSIDAD MAGISTER
ESPECIALIDA | 1020-07- TECNICADE COTO | PRODUCCION Ecuador
D 668512
UNIVERSIDAD DIDACTICA DE
ATONIVEL- | 1. | TECNICADE EDUCACION Ecuador
DIPLOMADO
714013 COTOPAXI SUPERIOR
TRAYECTORIA LABORAL RELACIONADA AL PUESTO
NOMBRE DE LA URNIDAD TIPO DE
e ADMINISTRATIVA | DENOMINACION | “IPODE | FECHADE | FECHADE | FECHADERE | MOTIVO DE
O N IACION (DEPARTAMENTO/ |  DEL PUESTO N INGRESO SALIDA INGRESO SALIDA
AREA/DIRECCION)
UNIDAD CIENCIAS
AGROPECUARIAS Y )
N R s VICA PE | RECURsOS PUSLICA | owosnagr 01042010 | ResTITUCION | PR o
NATURALES
NATURALES DOCENTE
TRANSFERENCIA DE
MINISTERIO DE TECNOLOGIA . )
AGRICULTURA Y PROGRAMACION Y Pol%g;'CA 01-05-1976 01/08/2008 g‘éﬁ'ﬁég#‘o
GANADERIA SANIDAD INGENIERO
AGROPECUARIA AGRONOMO

FIRMA
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Anexo 6: Fase de desamargo del chocho verde
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Anexo 8: Disoluciones Decimales
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Anexo 9: Identificacion de hongos

62



Anexo 11: Tincion Gram en bacterias.




Anexo 13: Obtencién y aplicacion del inoculo

Aplicacion del inoculo en el chocho verde desamargado.
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Tabla 1: Recuento de placas

Recuento de unidades formadoras de colonias a los dos y cinco dias de incubacion del
chocho Verde des amargado en poscosecha a (5° C).

RECUENTO DE MUESTRAS A LOS 2 DIAS
101 107 107 104 10°
Recuento total R. 315 x 10° No se
en placa R. Incontable | Incontable ufely | 115 x 1079 | presenta
R. 215 x 10° | No se puede | No se
mohos R. Incontable | Incontable ufcls | diferenciar presenta
R. 310 x 10° | No se puede | No se
levaduras R. Incontable | Incontable ufcls | diferenciar presenta
coliformes R. 111 x 10°
totales R. Incontable | Incontable URCIG | e | e
Escherichia R. 56 x 10°
Coli R. Incontable | Incontable URCIG | e | e
RECUENTO DE MUESTRAS A LOS 5 DIAS
10t 107 107 104 10°
Recuento total | R. R. 315 x 10° | 115 x 104 ucld 6 x 10°ufc/s
en placa Incontable | Incontable ufclg
R. R. 215 x 10% | 40 x 104t/ 4 x 105 ufclg
mohos Incontable | Incontable ufclg
R. R. 310 x 10° | 30 x 10*4f/9 | No se
levaduras Incontable | Incontable ufclg presenta
coliformes R. R. 111 X10° | —mmmmmmmmmm e | e
totales Incontable | Incontable ufclg
Escherichia R. R. 56 X 103 | ommmmmm e |
Coli Incontable | Incontable ufclg

Tabla 2: Recuento de placas
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Recuento de unidades formadoras de colonias a los dos y cinco dias de incubacion del
chocho tierno des amargado en poscosecha a (18°C).

RECUENTO DE MUESTRAS A LOS 2 DIAS

101 102 103 10 10°
Recuento
total en
placa R. Incontable | R. Incontable | 406 x 10%4"/9 | 161 x 10*4'0 | 10 x 10547/
mohos R. Incontable | R. Incontable | 360 x 10%Y"0 | 68 x 10*Ufc/s | 7 x 10° ufc/9
levaduras R. Incontable | R. Incontable | 411 x 10348 | 80 x 10*4f/ | 12 x 10°1fc/9
coliformes | | | | e | e
totales R. Incontable | R. Incontable | 173 x 10340 | - .
Escherichia | | || e | s
Coli R. Incontable | R. Incontable | 87 x 10379 | - -

RECUENTO DE MUESTRAS A LOS 5 DIAS

101 10 107 10 10
Recuento
total en
placa R. Incontable | R. Incontable | 406 x 103!/ | 161 x 1040 | 10 x 10°ufc/9
mohos R. Incontable | R. Incontable | 360 x 1030 | 68 x 10*4fca | 7 x 10°ufc/g
levaduras R. Incontable | R. Incontable | 411 x 10°4/9 | 80 x 10*¥8 | 12 x 105U/
coliformes | | | | e | e
totales R. Incontable | R. Incontable | 173 x 10349 | - -
Escherichia | | | | e | s
Coli R. Incontable | R. Incontable | 87 x 10349 | - -

Anexo 7: Protocolo de la elaboracién de camaras himedas

Equipos

e Camara de flujo Laminar

e Incubadora
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Materiales

e Mandil
e Guantes
e Alcohol

e Agua destilada
e Material vegetal
e Cajas Petri
e Para film
e Marcador permanente
e Papel Filtro
e Parafilm
Procedimiento
e Realizar la limpieza de la cdmara de flujo laminar para realizar la practica.
e Cortar papel filtro a la medida para las cajas Petri.
e Colocar el papel filtro dentro de las Cajas Petri.
e Chorrear un poco de agua destilada en el papel filtro.
e Colocar los chochos des amargados en la caja Petri.

e Sellar las cajas Petri con el parafilm y con un marcador poner fecha al reverso de la

muestra.

e Llevar las muestras a la incubadora durante 2 dias a una temperatura de 25° C.

Anexo 8: Protocolo para la Preparacion de las diluciones decimales
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Equipos

e Microscopio

e Autoclave

e Cémara de flujo laminar

¢ Incubadora o camara de crecimiento

e Cuenta colonias

Materiales
e Mandil
e Guantes
e Mascarilla

Pipetas esteriles

Goma para pipeta

Erlenmeyer 250 ml

Cajas Petri

Porta objetos
e Cubre objetos.
Reactivos
e Agua destilada
e Agua peptona

Medios de Cultivo
e Agar MacConkey

e Triptone Soy Agar
e Sabouraud Destroxe Agar
Procedimiento

e Para la obtencion de los microorganismos se procedio a triturar 10g de muestra de
chocho verde en el mortero de porcelana, para posteriormente colocar la muestra en

90 ml de agua peptonada esterilizada y obtener una dilucion primaria 107,
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Transferir 0.1 ml de la dilucion primaria en tubos de ensayo para obtener una dilucién
de 102 de igual manera se realiza el mismo proceso para la obtencion de 102y asi

sucesivamente hasta llegar a la dilucién de 107
Homogenizar cuidadosamente cada nueva dilucion.
Utilizar pipetas diferentes para cada dilucion.

El volumen transferido a la caja Petri debe ser el 10% de la capacidad total de la

pipeta. Es decir 0.1 ml para cada dilucion.

Incubar a temperaturas adecuadas para cada microorganismo: Bacterias (37 °C a 41°)

mohos y levaduras (24° a 26 °C)

Anexo 9: Protocolo para identificacion de hongos

Equipos

e Microscopio

Materiales
e Mandil
¢ Guantes

e Mascarilla

e Cinta adhesiva transparente
e Cajas Petri con mohos

e Porta objetos

e Cubre objetos.

Reactivos

e Lugol

Procedimiento 1

Con una cinta adhesiva transparente extraer con mucho cuidado una pequefia muestra

de la colonia del moho.
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e Colocar la cinta con moho sobre el porta objeto.

e Colocar en el microscopio y observar.

Procedimiento 2

e Con la ayuda de una aguja extraer una pequefia porcion de la colonia de moho.
e Depositar la muestra en la cinta adhesiva transparente.
e Colocar la cinta con la muestra en el porta objeto.

e Visualizar en el microscopio.

Anexo 10: Protocolo para observacion de levaduras.

Equipos

e Microscopio

Materiales
e Mandil
e Guantes
e Mascarilla

Aguja de diseccidn

Cajas Petri con levaduras

Porta objetos
e Cubre objetos.
Reactivos
e Azul de metileno.
e Agua destilada

Procedimiento

e Colocar una gota de levadura en el porta objeto.
e Poner una gota de agua destilada en la muestra.
e Con laayuda de la pinza estéril remover hasta homogenizar.

e Colocar una gota de azul de metileno durante 10 minutos.
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e Colocar el cubre objetos con una inclinacién de 45°
e Secar con papel absorbente lo que sobresale de la muestra.

e Colocar en el microscopio y observar.

Anexo 11: Protocolo de método de Tincion de GRAM

Equipo

e Microscopio

Materiales
e Mandil
e (Guantes

e Aguja de diseccion

e (Cajas Petri con bacterias
e Porta objetos

e Cubre objetos

e Mechero de alcohol

Reactivos
e Violeta
e Lugol

e Agua destilada
e Safranina

Procedimiento

e Colocar una gota de bacteria en el porta objetos (frotis)

e Secar a flama con la ayuda del mechero, esto sirve para detener el metabolismo
celular de las bacterias.

e Aplicar violeta durante 1 minuto.

e Lavar con agua destilada.

e Aplicar lugol durante 1 minuto.

e Decolorar con alcohol.
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Lavar con agua destilada.

Aplicar safranina durante 2 minutos.
Lavar con agua destilada.

Secar con papel.

Por ultimo colocar el cubre objetos y observar.

Anexo 12: Protocolo para observacion de Flagelos en bacterias.

Equipos

e Microscopio

Materiales
e Mandil
e Guantes
e Mascarilla

Aguja de diseccion

Cajas Petri con bacterias

Porta objetos

e Cubre objetos.

Reactivos
e Violeta
e Lugol

Procedimiento

Colocar una gota de bacteria en el porta objetos (frotis)
Secar al aire.

Aplicar lugol durante 5 minutos.

Lavar con agua destilada.

Aplicar violeta durante 2 minutos.

Lavar con agua destilada.

Secar al aire.

Por ultimo colocar el cubre objetos y observar
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Anexo 13: Protocolo de elaboracion de Inoculos.
Equipo
e Refrigeradora

e Camara de flujo laminar

e Estufa

e Balanza
Materiales

e Mandil

e Guantes

e Mascarilla

e varilla de vidrio
e 3 Cajas Petri con el patdgeno
e 30 gr almidon de yuca
e 30 gr sacarosa
e 3 frascos de plastico de 1 litro.
Reactivos
e 1000 ml Agua estilada estéril
Procedimiento
e Tener un litro de agua destilada esterilizada
e Colocar 10 ml de agua destilada esterilizada en la caja Petri

e Con laayuda de una varilla de vidrio remover la muestra hasta homogeneizar.
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e Enun recipiente pesar 30gr de almidén de yuca,30 gr de sacarosa.

e Colocar la solucién de almidon de yuca y sacarosa en el autoclave por 25

minutos.

e Extraer de las cajas Petri el liguido homogeneizado, para posteriormente colocar
en los frascos de plastico con disolucién (agua destilada esterilizada almidén de
yuca y la sacarosa)

e Conservar el inoculo en una refrigeradora.

Anexo 14: Presupuesto

1. MATERIALES DE | CANTIDAD | UNIDAD VALOR VALOR
CAMPO UNITARIO$ | TOTAL S

Piola en rollo 1 Unidad 1,50 1,50

Estacas 10 Unidad 1 10
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Flexometro 15
Libro de campo 1 Unidad 1,75 1,75
Lapiz 4 Unidad 0,30 1,20
Borrador 2 Unidad 0,20 0,40
SUBTOTAL.: 29,85
2. MATERIALES Y

EQUIPOS DE

LABORATORIO
Mandil 1 Unidad 15 15
Cofia 1 Unidad 1 1
Guantes quirurgicos 10 Unidad 0,80 8
Cuenta colonias 1 ufc 1,200 1,200
Balanza analitica 1 g 1,700 1,700
cientifica
Estufa 1 °C 3,800 3,800
Céamara de flujo laminar 1 Unidad 7,500 7,500
Pipetas 6 ml 4,20 25,20
Cajas Petri 20 Unidad 2,50 50,00
Pera de succion 1 Unidad 8 8
Microscopio 1 um 2,500 2,500
Autoclave 1 Unidad 4,100 4,100
Incubadora / Camara de 1 Unidad 3,160 3,160
crecimiento
Erlenmeyer 250 ml 1 100 ml 6,50 6,50
Frascos de vidrio 250 ml 3 500 ml 4,90 14,70
Mortero de porcelana 1 Unidad 5,10 5,10
Tubos de ensayo 10 10 ml 0,27 2,70
Porta objetos y Cubre 20 Unidad 0,25 5

objetos.
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3. RECURSOS
TECNOLOGICOS

SUBTOTAL: 100
Internet 10 Mes 300 300
Imprenta (Empastados y 8 | Empastados y 7 56
anillados) anillados

5. MOVILIZACION Y

ALIMENTACION

Alimentacion 365 Dias 2,25 821,25
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