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RESUMEN

El cultivo de zanahorigDaucus carotd..), es importante dentro de los sistemas
productivos de la economia en la serrania ecuatori®urante el ciclo del
cultivo, la incidencia de enfermedades provocadashpngos principalmente la
guemadura o tizén de la hoja ha ido en aumentarpaé la cual hace necesario
la  “CARACTERIZACION  MORFOLOGICA DEL  HONGO
FITOPATOGENO EN EL CULTIVO DE ZANAHORIA (Daucus carota L.)
SECTOR SAN BUENVANTURA — COTOPAXI. 2014, Esto es trascendente
para un adecuado manejo del cultivo de manera geg@armita evitar que esta
enfermedad tenga un efecto significativo en el irarhto. El objetivo de esta
investigacién fue caracterizar morfoldgicamente hehgo que causa mayor
impacto en la produccion del cultivo de zanah@@aucus carota L,)que afecta
en la localidad de San Buenaventura. Se colectbolimlos que presentaban
sintomas de la enfermedad. Se realizé el aislamgittejido vegetal enfermo en
cajas petri que contenian el medio de cultivo Hpearosa-Agar (PDA) y se
procedio a incubar a 23 °C, hasta observar el dekade micelios del hongo que
nos llevo 4 dias, posteriormente se procedio azezdh purificacibn mediante la
técnica de cultivos de punta de hifa, sembramosamente en cajas petri con
PDA + Acido citrico al 2%, e incubamos a 23 °C atealO dias. Los cultivos
obtenidos fueron comparados con la informaciénatigge en la base de datos,
utilizando bibliografia y fotografias. Los resultadpermitieron establecer que los
aislamientos de la enfermedad conocido como queraadutizon de la hoja
corresponden al hongAlternaria dauci descrito por Kihn y ratificadas por
Richardson en 1990. En contraste estos aislamieotosespondientes a
Alternaria dauci son la que ocasiona la quemadura o tizon de la tejla

zanahoria en el cultivo de zanahoria en la locdlida
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ABSTRACT

TOPIC: ‘MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF THE
PHYTOPATHOGEN FUNGUS IN THE CARROT CROM4ucus carota L)
AT SAN BUENAVENTURA SMALL TOWN IN COTOPAXI PROVINCE
DURING 2014".

Author:  Cristian Paul Yauli Llumiquinga

The carrot crogDaucus carota L).is important in the production systems of the
economy in the Ecuadorian Highlands. During thepcuaycle, the diseases
incidence caused by fungi mainly the burn or Idagti, it was increased, for this
reason, it is necessary the “MORPHOLOGICAL CHARAGRIEATION OF
THE PHYTOPATHOGENIC FUNGUS IN CARROT CROP#ucus carota L),
AT SAN BUENAVENTURA SMALL TOWN IN COTOPAXI PROVINCE
DURING 2014”". It is important for proper crop maeanent, so that it allows
preventing this disease has a significant effecperiormance. The objective of
this research was been to morphologically charaetéhe fungus that causes the
greatest impact on crop production cafaucus carota L), that it was affected
to this disease. It was carried out the isolatibthe diseased plant tissue in petri
boxes that they were contained the medium cropt®etBextrosa - Agar (PDA)
and it was proceeded to incubate to 23° C, to ubshie development of fungus
mycelium fungal that it was carried out four dayisen it was proceeded to
perform the purification using the crop technigtidgpha tip. It was sowed again
in petri boxes with PDA + 2% of citric acid, anccubated at 23 ° C for 10 days.
The crops obtained were compared with the inforomadivailable in the database,
using bibliography and photos. The results allowsthblishing that the isolates
of the disease known as burn or leaf blight wetertgged to the funguAlternaria
dauci described by Kuhn and confirmed by Richardson 9801 In contrast to
these insulations correspondingAtiernaria dauciwere caused the burn or leaf

blight in the carrot crop in the locality.
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INTRODUCCION

A nivel mundial el cultivo de zanahori®ducus carotd..) ha experimentado un

importante crecimiento en los ultimos afios, tanto seiperficie, como en

produccion, ya que se trata de una de las horalitta mayor produccién y

consumo en el mundo, siendo los principales pagiseductores: China, Rusia,

Estados Unidos, Polonia, Japdn, Ucrania y Reinalritstos 7 paises producen
el 58% de la produccion mundial (FAO, 2009).

En Ecuador el cultivo de zanahoridaaucus carota L), es importante dentro de
los sistemas productivos de la economia campesmaanto permite tener una
alternativa de produccién que, con otros cultivoemplementan los ingresos
econdmicos de los pequefios productores en la &erracuatoriana
(AGROECUADOR, 2005). La superficie cultivada de alaoria Daucus carota
L.) en el afio 2009 fue de alrededor de 5000 hectaa$a cuales 581 hectareas
se sembraron en Cotopaxi, con una produccion ti#a#,980 toneladas y un
rendimiento de 8,571.43 kilogramos por hectaré&sa el afio 2010 se sembraron
666 hectareas, con una produccién de 4,555 torglada reduccion en la
produccion es atribuida a los problemas edafocicogty al ataque de plagas y
enfermedades presentadas en el cultivo. (AGRONEGSECUADOR, 2015).

Los patbgenos mas importantes que causan elevaglaédgs de frutas y
hortalizas son normalmente bacterias y los hongs,embargo, con mayor
frecuencia son especies de hongos las causantéstdebro patolégico de frutas,
hojas, tallos y productos subterraneos (raicegre¢uins, cornos, etc.). Algunas
fuentes estiman que dichas pérdidas son del orden5-@5% en paises
desarrollados y 20-50% en paises en desarrolloXF2007).

El cultivo de zanahoriéDaucus carota L) es el hospedero principal déternaria
dauci Kuhn, el cual puede infectar otras umbeliferascendiciones naturales
(RICHARDSON, 1990). La enfermedad es conocida cdimén o quemazén de
las hojas, es responsable de dafios ocasionadolopgos econdémicamente
significativa en todo el mundo en todas las zorasultivo de zanahoria, esta es

la enfermedad foliar mas importante en la zanaholés pérdidas suelen ser muy

Xvi



fuertes sin el adecuado control, debido a que pded®oliar por completo a las
hojas, dicha pérdida puede alcanzar el 40 a 99 %ediecion en el rendimiento
del cultivo. (VINTAL, BEN-NOON, SHLEVIN, YIRMEYAHU, SHTIENBERG,
& DINOOR, 1999).

Con este estudio se pudo determinar que el prinpgblema fungoso en el
cultivo de zanahorigDaucus carota L,)es la quemadura de la hoja provocado
por (Alternaria dauci)mediante el aislamiento, purificacion y reproduociel
patégeno en condiciones de laboratorio se preteodecer morfoldgicamente el
agente causal que ocasiona la mayor cantidad didpérecondémicas, para lo
cual se acudié a claves taxonémicas y comparacitotegraficas para poder

describir su estructura.

Los resultados de la presente investigacion: “Garaacion morfolégica de
hongos fitopatdgenos en el cultivo de zanahd@u€us carota L), en el Sector
San Buenaventura — Cotopaxi.2014” serén socialzadtws sectores de interés
mediante la elaboracion de una guia didactica Emaicontendra una base de
informacién que servira al agricultor para tomarisienes adecuadas y tener una
guia para el control de enfermedades producidash@oagos fitopatbgenos que
permita reducir los costos de produccion, mejoramceementar la produccion,

obtener un producto de calidad y aumentar sussngrecondémicos.

XVii



JUSTIFICACION

En Ecuador la superficie cultivada de zanahofeaugCus carota L). es de
alrededor de 5000 ha, superficie que va incremdosndebido a que existe una
mayor demanda con el paso del tiempo. Las prinespatovincias productoras en
nuestro pais son: Chimborazo con 1553 ha sembr&izsncha con 1300 ha,
Cotopaxi con 581 ha y Tungurahua con 550 ha.

En Cotopaxi, la produccion total de zanahoBaycus carota L), fue de 4,980
toneladas y un rendimiento de 8,571.43 kilogranashectareas en el afio 2009.
Para el afio 2010 se sembraron 666 hectareas, @rproduccion de 4,555
toneladas, esta reduccion en la produccion esuatdba los problemas

edafoclimaticos y al ataque de enfermedades ped@nen el cultivo.

La inexistencia de informacion sobre los hongdspéitogenos y los altos
porcentajes en pérdidas en las cosechas provopadat ataque de Tizon de la
hoja de zanahoria, causan problemas a los agresltdel sector de San
Buenaventura, razén por la cual se debe encontraagente causal de la
enfermedad para dar alternativa en el manejo dgreefiades causadas por dicho

hongo en este cultivo.

La presente investigacion tiene como objetivo: fitlifecar al hongo fitopatégeno
de mayor importancia econdmica en el cultivo deabana Daucus carota 1),

en el Sector San Buenaventura, 2014”, y la inforémaobtenida acerca de los
hongos fitopatdégenos permitird brindar una basénftemacion que servira al
agricultor para tomar decisiones adecuadas y tenarguia para el control de
enfermedades producidas por hongos fitopatégermpeumita reducir los costos
de produccién e incrementar la produccion, obtememproducto de calidad y

aumentar sus ingresos econémicos.

La investigacion también puede servir para futynas/ectos de control de este
hongo fitopatégeno Tizén de la hoja de zanah@#@ucus carota L.)y contribuir
a la realizaciébn de planes de manejo de enfermedade el Sector San

Buenaventura.

Xviii



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar morfolégicamente el hongo fitopatdggne causa mayor impacto
en la produccién del cultivo de zanahoriza(cus carota L), en el Sector San

Buenaventura, Cotopaxi. 2014.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Determinar el hongo fitopatdégeno de mayor impactdaeproduccion del
cultivo de zanahoriéDaucus carota L.)

» ldentificar signos y sintomas del hongo de mayagracoto de la zanahoria
(Daucus carota L.gn campo.

» Caracterizar macro y microestructuras del patégeno.

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

« Elaborar una guia didactica de la caracterizaciérnfottgica del hongo

fitopatdgeno en estudio.

XiX



PREGUNTAS DIRECTRICES

¢, Se reconocerd signos y sintomas del hongo fitggatddel cultivo de
zanahorigDaucus carota L.gn base al diagndstico realizado?

¢, Cual es el hongo fitopatbgeno que afecta en lav@we zanahoria
(Daucus carotagn el sector de San Buenaventura?

¢Determinar cuales son las caracteristicas del dhdiitgpatdogeno

encontrado?

XX



CAPITULO |

1. FUNDAMENTACION TEORICA

1.1 CULTIVO DE ZANAHORIA ( Daucus carota L).

1.1.1 Origen

La zanahoria es una especie originaria del censiétido y del Mediterrdneo. Ha
sido cultivada y consumida desde antiguo por gdaegaomanos. Durante los
primeros afios de su cultivo, las raices de la zar@kran de color violaceo. El
cambio de éstas a su actual color naranja se ddde selecciones ocurridas a
mediados de 1700 en Holanda, que aporté una gratidad de caroteno, el

pigmento causante del color y que han sido basemndg¢érial vegetal actual.

(RUBATZKY, QUIROS, & SIMON, 1999).

Las variedades de raiz anaranjadas se reportargripera vez en Holanda en el
siglo XVII, de donde se distribuyeron y popular@apor toda Europa y pasaron
al continente americano. (PAYAN, 1995).

1.1.2 Importancia econémica y alimenticia

A nivel mundial, la zanahoria es el cultivo hortécae raiz mas importante. La
raiz engrosada se consume cruda, hervida o praesagugos, ensaladas y
conservas. (PAYAN, 1995). Las cualidades nutritivies las zanahorias son

importantes, especialmente por su elevado contamdoeta-caroteno (precursor



de la vitamina A), pues cada molécula de carotereosg consume es convertida

en dos moléculas de vitamina A. (IMAR, 2010).

El cultivo de la zanahoria ha experimentado un ifgte crecimiento en los

ultimos afios, tanto en superficie, como en produggja que se trata de una de
las hortalizas mas producidas en el mundo. Asiel @sayor productor, seguida

por Europa y E.E.U.U. (INFOAGRO, 2008).

1.1.3 Taxonomia

Planta bianual. Durante el primer afio se formaraosata de pocas hojas y la raiz.
Después de un periodo de descanso, se presemtifowrotto en el que se forman

las flores durante la segunda estacion de crecimi@FOAGRO, 2008)

Tabla 1. Clasificacion Taxonémica De La Zanah@Daucus carota L.)

Reino: Plantae
Division: Angiospermae
Clase: Dicotiledénea
Subclase: Aspiales
Orden: Salanales
Familia: Umbeliferaceae
Género: Daucus
Especie: carota

Nombre binomial: Daucus carota
Nombre comdn: Zanahoria

FUENTE: Clasificacién taxonémica de la zanahoria. Tomdel@draujo (2009).

La zanahoria en otros lugares es conocida tambaémc Acenoria, azanoria,

bufanaga, cenoria, cenoura, sinoria. (TERRANOVA5)9



1.1.4 Morfologia

Tabla 2. Morfologia De La Zanahoi{@aucus carota L.)

RAIZ

Napiforme, carnosa, lisa, recta vy

ramificada. Pueden ser desde redondeada

hasta cilindricas, el didametro varia desde 1-

10 cm dependiendo la variedad. El largg se

extiende entre 5y 50 cm.

Durante la etapa vegetativa se encue
sumamente comprimido al ras del suelo,
lo tanto sus entrenudos no son visibles.

vez que comienza la etapa reproductiva,
entrenudos del tallo se alargan y en su §

se desarrolla la inflorescencia primaria

ntra
por
Una

0s

pice

HOJAS

Son pubescentes, con segmentos lobula
Los peciolos son largos, expandidos er
base, emerge 1 0 2 semanas después

germinacion.

dos.
1 la

de la

FLORES, SEMILLAS,
FRUTOS

Son hermafroditas, pequefias y blan
agrupadas en umbela compuesta.
semillas son de color gris o verdoso, el p|
de las semillas varia entre 0,8 y 3 g por ¢
1000 semillas.

cas,
Las
eso

ada

FUENTE: Caracteristicas botanicas de la zanahoria. Tordaddaviola (2013).



1.2 ENFERMEDADES EN EL CULTIVO DE ZANAHORIA

La presencia de enfermedades en el cultivo de paiaake relaciona con las

caracteristicas climaticas del area de produc¢®AVIOLA, 2013).
1.2.1 Mildiu de la zanahoria

Producido por el hong@Plasmopora nivea Schr.Ja cual presenta manchas
amarillentas en el haz y en el envés micelio afigti. Esta enfermedad es mas
comun en invernadero que al aire libre, ya que ieeguconcentraciones de

humedad importantes para desarrollarse. (INFOJARRON5)

1.2.2 Oidio o cenicilla

Causado poirErushipe umbelliferarum, y Leveillula tauricag@n las hojas se
observan inicialmente manchas cloréticas que cateporidad manifiestan una
pulverulencia blanca, culminando con la necrositoddoliolos de las hojas.os
ataques producidos por ambos hongos son paregides,se caracterizan por la
formacion en la superficie de las hojas de un tpopudricion blanca y sucia

constituida por los conidioforos y conidias. (INFGRO, 2008)
1.2.3 Muerte de la raiz

Enfermedad producida por hongos del génewthium se caracteriza por el
marchitamiento de los extremos apicales (debidaseukion vascular de las
raices) y la bifurcacion de las raices por la neudet los extremos radicales, esto
altimo hace que las raices sean inaceptables paracosnercializacion.
(GAVIOLA, 2013).

1.2.4 Podredumbre negra de la raiz.

El patégeno causante de esta enfermedad es el H8bgmphylium radicium
Neeg), los sintomas se observan en la corona y los homibeosas raices,
presentdndose como cancros negros con bordes bfandds entre la region
afectada y la sana (GAVIOLA, 2013). También provdesiones en la parte
superior de la raiz recubiertas de un moho negryb@PEZ M. , 1994)



1.2.5 Tizén bacteriano

Enfermedad causada p@fanthomonas campestresg caracteriza por producir
manchas foliares necréticas que destruyen grae darla hoja. (BARAHONA,
2003)

1.2.6 Podredumbre blanca

Es causado pdiSclerotinia sclerotiorum)el hongo sobrevive en el suelo como
esclerocio, que son cuerpos negros, duros, de foragular y tamafio entre 5-7
mm. La infeccién a campo es mas comun, pero ladéida en almacenamiento
también puede ocurrir debido al uso de contenedmeaminados. (GAVIOLA,
2013).

1.3 QUEMADURA DE LAS HOJAS (Alternaria dauci).

El géneroAlternaria contiene especies cosmopolitas que se encuentram e
amplio rango de materiales y productos, como sdasofjue pueden deteriorar
alimentos y forrajes, produciendo compuestos biodigente activos tal como
micotoxinas. Como patégenos reducen el rendimidattas cosechas o afectan a
los vegetales almacenados. Es necesaria una idacitih precisa de las especies
porque cada nombre entrafia un conjunto de carstatas (preferencias para el
crecimiento, patogenicidad, produccién de metai®iecundarios) que permiten
predecir el comportamiento del hongo. (ANDERSEN,QGER, & ROBERTS,
2001).

Tizén de la hoja de zanahoria, causada Albernaria dauci, es una de las
enfermedades foliares mas perjudiciales de la zamalen todo el mundo
(VINTAL, BEN-NOON, SHLEVIN, YIRMEYAHU, SHTIENBERG, &
DINOOR, 1999).

El cultivo de la zanahoridD@ucus carotd..) es el hospedero principal del hongo
Alternaria dauci Kihn, el cual también puede infectar otras umbeléfe
(ROMANAZZI, NIGRO, HIPOLITO, DI VENERE, & SALERNO,2002), La

enfermedad producida por este hongo conocida caindn"de hoja" es la mas



comun en todas las &reas productoras de zanal@riawhdo (POISSONNIER,

REULET, GUERY, & TISON, 1995)Alternaria dauci se encuentra sobre la
superficie y en el mericarpio de la semilla en farde conidia y como micelio
invernante causando muerte prematura de plantutessresiduos de follaje son
una fuente de infeccion, especialmente cuando sstéme la superficie del suelo
(STRANDBERG, 1977).

Este hongo fue descrito por kilhn en 1885, c@poridesmium exitiosuwar.
dauciy desde entonces es reportado en todas las argasdircion de zanahoria
del mundo (NEERGAARD, 1945).

1.3.1 Importancia.

Tizon de la hoja de la zanahor{®aucus carota)es responsable de dafos
ocasionados por hongos econémicamente signifieagnaodo el mundo en todas
las zonas de cultivo de zanahoria. Las pérdidasacias por Alternaria dauci
pueden alcanzar 40-99% (VINTAL, BEN-NOON, SHLEVIN]RMEYAHU,
SHTIENBERG, & DINOOR, 1999), Alternaria daucj el agente causal
necrotréfico de la enfermedad, es uno de los patiyéliares mas destructivos
de este cultivo, las hojas de los cultivos gravdmemfermos aparecen como
guemado resultado de la coalescencia de las |ssameolor marrén oscuro, a
veces rodeadas por un halo clorético, en condisioi@orable (FARRAR,
PRYOR, & DAVIS, 2004).

La quemadura de la hoja de zanahoria es la enfadnfdiar mas comudn del
cultivo; fue descrita por primera vez en AlemarBajo condiciones Optimas,
desarrolla rapidamente severas epidemias foliamsduciendo a pérdidas de
follaje y de produccion (SERDANI, 2002). La plamstgarece como quemada por
el sol o por un tratamiento mal efectuado, los wagseveros de la enfermedad
cuando la planta es joven pueden producir su myede las adultas tiende a
producir putrefacciones radiculares (TERRANOVA, 8p%s comuln observar en
este tipo de hongos cuando crecen en medios riensopscuridad, que se forme
un exceso de micelio aéreo que afecta al desarmdlola esporulacion.
(ANDERSEN, KROGER, & ROBERTS, 2001)



1.3.2 Clasificacion taxondmica de Alternaria

Tabla 3. Clasificacion taxonémica déernaria:

Reino Fungi

Division Eumycota

Subdivision Deuteromycotina

Clase Deuteromycete (Imperfecto)
Subclase Hyphomycetidae

Orden Hyphales (Moniliales)

Familia Dematiaceae

Género Alternaria

Especie dauci(Kuhn)

Nombre comun Tizén de la hoja de la zanahoria

FUENTE: Bayer CropScience 2007.

1.3.3 Dafos causados por Alternaria en la hoja de zanaior

Dentro de las principales enfermedades que atdea &ojas de la zanahoria
tenemos a\lternaria dauci.Es una enfermedad que se presenta principalmente a
fines de verano y durante el otofio. Este hongoagsgpnico para la zanahoria,

pero puede instalarse igualmente en otro tipo deeliferas (MESSIAEN, 1979).

Alternaria daucisi ataca en la primeras fases del desarrollo peoduarras de
nascencia, en plantas mas desarrolladas producehasmparduscas diseminadas
en los bordes de las hojas (HOLLE & MONTES, 1981).

El tizon o afiublo causado péiternaria dauciprovoca la muerte prematura de
las hojas extremas, asi como también de los peciotm una reduccién ocasional
de la produccion (OJILVIE, 1964).

El tizén de la hoja causada paiternaria dauci,es una enfermedad importante y
se presenta en las hojas y peciolos con manchasenori amarillentas y

posteriormente se oscurecen hasta el castafio.aguoeat intensivos se observan

7



las puntas completamente podridas. El hongo solzreen los desechos
(GARCIA, 1980).

La semilla es portadora ddternaria dauciy el patégeno puede persistir en los

restos de cosechas, sobre todo en el follaje nefs \CASSERES, 1966).
1.3.4 Sintomas

Las lesiones de tizon de la hdfdternaria dauci)son pequefias y se encuentran
comunmente en los margenes y las puntas de lmdo®lde zanahoria. Las
lesiones son irregulares en forma y tamafio, der coarron oscuro a negro. En
condiciones favorables, las lesiones se vuelven emagas y continuara
expandiéndose hasta que finalmente se fusionanodandaspecto (quemado)
deteriorando el tejido de la hoja. Eventualmeetefoliolo puede marchitarse y
morir. Las lesiones grandes también pueden ddisarem los peciolos y pueden
rodear y matar a las hojas. Comparado con Cevcadirdn de la hoja, las
lesiones dé\lternariadaucison mas evidente inicialmente en las hojas mfesi
asi como en las hojas méas viejas, mientras qudetagnes de Cercospora
carotaeson mas numerosos en las jovencitas (VINTAL, BEREN, SHLEVIN,
YIRMEYAHU, SHTIENBERG, & DINOOR, 1999).

Los sintomas foliares aparecen de 8-10 dias despeiéla infeccién, como
lesiones con formas irregulares que van desde ebmascuro hasta el negro en
los filos de las hojas y peciolos a menudo comiezdas hojas mas viejas. Se
presentan primero en forma de pequefias manchasizpas] aureoladas de
amarillo y diseminadas por el borde de la hoja.afimentar el nimero de
manchas mueren los tejidos intermedios, con lodpseca el foliolo completo
(TERRANOVA, 1995).

En el tubérculo las lesiones son irregulares vadeel marrén oscuro al negro y

aparecen como un area de pudricion superficiakfifFRLANTPRO, 2015).
1.3.5 Morfologia

El patdgendAlternaria sptiene un micelio de color oscuro y en los tejidagos

infectaos producen conidiéforos cortos, simplesrgctor que portan cadenas
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simples o ramificadas de conidios. Los conidiosg@mdes, alargados y oscuros,
0 bien multinucleares y en forma de pera y preseséptos transversales como
longitudinales. Los conidios se desprenden coridaci y son diseminados por
las corrientes de aire. Las especies fitopatogeleoslternaria invernan como
micelio en los restos de las plantas infectadas fpena de esporas y micelios en
las semillas. En caso de que el hongo vaya coselallas, ataca a las plantulas
(por lo comun después de que han emergido) y peoeliahogamiento de ellas o
bien lesiones del tallo y la pudricién del cuelBin embargo, es méas frecuente
gue las esporas que forma el hongo en gran abuad@specialmente cuando las
lluvias son més frecuentes y hay un rocio abunjlesgan desprendidas del
micelio para desarrollarse sobre resto de vegetatedas hierbas o plantas
cultivadas. Las esporas que han emergido penetris #ejidos susceptibles
directamente o a través de heridas, y en poco tegpnpducen nuevos conidios
gue son diseminados por el viento, la lluvia, lasrdmientas, etc. (AGRIOS,
1999)

Las hifas de los hongos d& daucison desde hialino, marrén hasta marron
oscuro con la edad, y los septos. Los conidiéfeocmsmarrén oscuro, septos y no
ramificados, 30-100 um de largo. El Conidio de learia dauci tiene forma de
trébol, con 5-7 hojas de trébol y 1-3 septos aatgd, medido por 150 x 15-25
um. (PLANTPRO, 2015).

En malta agar o PDA, las conidias tipicamente ajgarele color gris oscuro con
micelio esponjado. En algunos casos se producastinttvo pigmento purpura

de la colonia rodeando al medio. La produccién sf@ras es facilitada por la
incubacion de cultivos con luz fluorescente o lezdéa indirecta. La produccion
de esporas es variable en medios ricos y esta aarmemedios pobres tal como
diluidos de V8 agar y harina de maiz. (KONSTANTIN®\2002)

1.3.6 Ciclo de la enfermedad

El patégeno puede transmitirse a través semillectindas 0 contaminadas y

pueden sobrevivir en residuos de cosecha, que epartdar como una fuente de



in6culo en posteriores afios de cultivo (BEN-NOONTE&ENBERG, SHLEVIN,
VINTAL, & DINOOR, 2001).

Dlred penetration

%@H

Penetration through wound Invasion of stem or fruit

| Conidium \ =
%”“ ~— &

ﬂ Conidium reinfects plants

New conidia  §
I produced 9 4 .
, on infected g B @ OV F

Grafico 1. Ciclo del hongélternaria.

FUENTE: Ciclo del hongdlternaria. Tomado de Agrios (1999).

La germinacion, penetracién, y el desarrollo deosiias puede tomar de 8 a 16
dias; menos tiempo cuando la heridas estan pesseriDentro de dos a tres
semanas un gran numero de conidios se puede praudas lesiones, y ciclos
enfermedad secundaria pueden repetirse en un tieTapdargo si las condiciones
sigue siendo favorable (BEN-NOON, SHTIENBERG, SHURYVINTAL, &
DINOOR, 2001).

La infeccién porAlternaria daucise ve favorecida por temperaturas moderada y
prolongada humedad en la hoja. La infeccién puenerio en 8 a 12 horas a
temperaturas de 16-25°C (61-77°F). El hongo e&pdaciimente en el tejido
necrotico muertos y las esporas germinan facilmentlas gotitas de agua y el

rocio. La velocidad de propagacion de estas enfitades en el campo es
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dependiente del nivel inicial de indéculo dispongblécontaminacién de las
semillas y / o residuos infectados), temperatutaanle, y la presencia de agua,
ya sea de la lluvia, irrigacion, alta humedad oico@GUGINO, CARROLL,
CHEN, LUDWING, & ABAWI, 2004).

La enfermedad se extiende rapidamente en las h@asantiguas de una cosecha
madura después de que los surcos se han cerrdadseEdebe en parte a la poca
circulacion de aire entre las hojas bajas mas wentigen la cubierta y a la

capacidad de retener la humedad del denso follags. hojas mas antiguas

infectadas producen muchas esporas, lo que everdntd infecta a hojas mas

jovenes y pueden penetrar hasta el suelo y atasatubérculos (especialmente

después de una herida mecanica) (PLANTPRO, 2015).

La Alternaria sobrevive en las semillas y puede pasar el ineiemlos residuos
de cosechas enfermas dejadas en el campo al igaamgplantas de zanahorias
salvajes o semillas de zanahoria. El viento, Iggdtos, las salpicaduras de agua,
la maquinaria agricola y los agricultores puedémnginar la espora del hongo. El
tiempo fresco y humedo generalmente favorece langqdara de Alternaria.
Aunque el hongo sobrevive en el detritus de la lzana dejada en el campo
después de la recoleccion, una vez que el resigl® cbsecha se descompone, el
hongo muere (PLANTPRO, 2015).

1.3.7 Control para Alternaria.

1.3.7.1 Control cultural

Muchas de las enfermedades en hortalizas son del@déas labores mal
ejecutadas, por las cuales las plantas creceredgbson facilmente atacadas por
paracitos (TAMARO, 1968).

Segun (TAY & SEPULVEDA, 2011), hay que tener enntaelas siguientes

medidas culturales para el establecimiento deivouite zanahoria.

+ Utilizar semilla sana libre s&lternaria.
» Desinfectar siempre la semilla.

* Realizar rotaciones minimas de dos afios.
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» Evitar el exceso de humedad, sobretodo evitar ecatmaento del suelo,
realizar riegos solo cuando el cultivo lo requiera.

» Elegir predios que tengan antecedentes de no Hadberafectado por
Alternaria.

« El cultivo debe estar localizado en sitios que tereeon buen drenaje.

» Eliminar plantas voluntarias que pueden ser hospediel hongo.

» Desinfeccion de implementos agricolas cuando séfimados en otros

predios.
1.3.7.2 Control quimico

El control quimico debe ser utilizado como completoe las medidas culturales
(TAY & SEPULVEDA, 2011).

Una vez detectada la enfermedad se debe realiieacpnes quimicas al follaje
a fin de frenar la evolucion de la enfermedad t@dacon fungicidas de contacto
como Mancozeb al 2.5 por mil con 7 dias de caremdaneb + oxicloruro de

cobre + zineb al 4 por mil con 15 dias de carer@liarotalonil 50% en dosis de
3.5 por mil, 72% al 3 por mil con 7 a 14 dias dereia (COLOMBO, 2002).

1.4 HONGOS FITOPATOGENOS

(HERRERA & MAYEA, 1994), Manifiesta que los bidlogautilizan el término

hongo para incluir organismos eucarioticos, espnog, sin clorofila.

Los hongos son pequefios organismos productoresspieras, generalmente
microscopicos, eucarioticos, ramificados y a menfildmentoso que carecen de
clorofila y que tienen paredes celulares que tiegeitina, celulosa, o ambos
componente§AGRIOS, 1999)

1.4.1 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
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hongos que se alargan mediante un crecimiento iesyeen pequefio fragmento
de ellos puede reproducirse un nuevo individuo.RRERA & MAYEA, 1994).

Las estructuras reproductivas se diferencian dedasaticas 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. (HERRERAAYEA, 1994).

1.4.2 Estructuras somaticas

1.4.2.1 Talo

Es el nombre que se le da al cuerpo vegetativaraste un hongo. (HERRERA
& ULLOA, 1990), que consta de filamentos microsocdgi continuos mas o
menos alargados y ramificados hacia todas partes gxtienden sobre o dentro

del sustrato que utiliza como alimento. (AGRIO9)9
Tipos de talos

Existen diversos tipos de talo, aunque el mas cosaa el de tipo micelial.
(HERRERA & ULLOA, 1990)

* Unicelular: Cuerpo formado por una sola célula y&cleo.

* Pseudoplasmodial: Talo formado por mixamibas queursen pero sin
perder su individualidad.

* Plasmodial: Talo formado por mixamibas que se ugepierden su
individualidad.

* Pseudo micelial: Talo formado por cadenas de c®lulsidas en sus
extremos que forman un “micelio” corto.

* Micelial: Talo formado por filamentos tubularesiadas hifas.
1.4.2.2 Hifas

Ramificacion simple de un micelio. (AGRIOS, 199Gada hifa est4 formada por
una pared delgada, transparente, que guarda emtesiori un protoplasma.
(ASTURNATURA, 2015).
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Tipos de hifas
(HERRERA & ULLOA, 1990). Existen dos tipos de hifas

* Septada: Hifa dividida por septos formando unidadiesilares a las
células pero que estan comunicadas por poros aeafgue existe un
continuo citoplasmatico y fluyen los organelos.

» Cenocitica: Hifa sin divisiones transversales, @naro de nudcleos por
segmento varia de 2 a mas de 100, pero siemprensemran en la parte

apical de la hifa.
1.4.2.3 Micelio

Conjunto de hifas que constituye el cuerpo vegaiatie un hongo. (URBINA,
2011).

Tipos de micelio
(CARRILLO, 2009). Dependiendo de su crecimientalasifica en:

* Micelios reproductores: También Illamados aéreogcerr hacia la
superficie externa del medio y son los encargaéd®mnar los organulos
reproductores para la formacion de nuevos micelios.

* Micelios vegetativos: Se encargan de la absorc&mutrientes, crecen

hacia abajo, para cumplir su funcién.
1.4.2.4 Conidio

Se tratan de esporas asexuales, no flageladased@eman en el apice o en los
laterales de una célula esporogena. Existe unavguaedad en la morfologia de
los conidios, que pueden ser esféricos, cilindriaargados estrellados, en
espiral, incluso puede ser unicelular o estar fdgagor varias células separadas
por septos transversales o longitudinales. Puedlenafse individualmente o en
grupos. Son catenulados si se forman en cademasaridose artrospora a cada
“eslabdn” de la cadena; si los nuevos conidiososadn en la base de la cadena
se dice que son basipetos, y si se forman en ek,ape llaman acropetos.
(ASTURNATURA, 2015).
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1.4.2.5 Conidi6foro

Hace referencia a una hifa simple o ramificada surge de la hifa somatica y
sostiene una o mas células conidiogenas. Los @foids pueden aparecer
aislados o en grupos, originando las siguienteacsatas: Sinema, Esporodoquio,
Picnidio, Acérvulo. (ASTURNATURA, 2015).

1.4.3 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 etd reduciendo el crecimiento de
toda la planta o de 6rganos determinados, o protlxinas que afectan tanto a
plantas como animales. Algunos hongos, conocidasocbiotrofos, pueden
crecer y multiplicarse manteniéndose durante tadeico de vida en la planta
huésped, viviendo y obteniendo nutrientes sin calsamuerte. Otros son
necroétrofos, en una parte de su ciclo vital requieren unatalanésped pudiendo
crecer sobre tejido muerto o producir la muerteulael para absorber los
nutrientes del tejido muerto. Muchas infeccionepie@an con una fase biotrofica
gue se convierte mas tarde en necrotrofica. Algummsgos son simbiontes
facultativos, creciendo tanto libres como asociadoglantas, y otros son
simbiontes obligados, creciendo sélo si estan adosi a plantas. (AGRIOS,
2005).

1.5 AISLAMIENTO DE HONGOS FITOPATOGENOS A
PARTIR DE PLANTAS ENFERMAS

El aislamiento consiste en el proceso de separal@omicroorganismos a partir
de su sustrato natural (planta) para hacerla cescenedio de cultivo artificial. El
aislamiento y cultivos persiguen distintos findsinés comun en un laboratorio
de fitopatologia es para diagnosticar la causandeenfermedad desconocida, sin
embargo, puede tener objetivos didacticos o destigacion sobre taxonomia,
fisiologia y genética microbiana. Es comun tamlw@éando se quiere tener cepas

puras, en la evaluacion de productos quimicostin. (LOPEZ A. , 1979)
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El cultivo de microorganismos tiene enormes vestague contribuyen al

conocimiento de la biologia de estos. Sin embangy, que considerar que al
cultivar un organismo: a) pueden ocurrir mutaciomgse puede perder parcial o
totalmente su patogenicidad, c) los hongos puedenformar cuerpos fructiferos
en medios artificiales; estos cuerpos pueden pia@seariacion, d) existen hongos
gue no se pueden cultivar (parasitos obligados}rgsoque requieren medios

complejos para su desarrollo. (LOPEZ A. , 1979)
1.5.1 Aislamiento del patégeno de las hojas

En caso de que la infeccion de las hojas de umdgpivance en forma de tizén o
mancha foliar fungosa y en caso de que las espetasngo aparezcan sobre su
superficie, algunas de esas esporas deben depesstaiore una caja de Petri que
contenga medio de cultivo o bien deben recolectapsela punta de una aguja
estéril o un escalpelo y colocarse sobre la sugerflel medio de cultivo. Si el

hongo crece en cultivo, al cabo de unos cuantos df@receran colonias de
micelio aisladas debido a la germinacion de lasmsp Estas se re siembran en
placas separadas y de esta forma se asegura queslde ellas contengan al

patogeno libre de cualquier tipo de contamina®t&RIOS, 2005).

El método mas comun para aislar a los patégendasdbojas infectadas y de
otros 6rganos de la planta es aquel en el qudesscEman varios cortes pequefios
de 5 a 10 mm2 a partir del borde de la lesiénctafdn, a fin de que contenga

tejidos enfermos y tejidos al parecer sanos. (AGRIZD05)

1.5.2 Aislamiento del patdogeno de raices, tubérculos, ces
carnosas Y frutos de hortalizas que se encuentrancentacto

con el suelo.

Para el aislamiento, la tierra que se encuentraeigmada en el tejido debe
separarse y deben colocarse en una solucion dexClearios cortes de tejido
obtenidos del borde de las lesiones. Se selecciananpor uno los cortes de
tejidos en la solucion, se sumergen o lavan en agiddil y se colocan en cajas de

Petri que contengan agar. Si el patégeno ha peoeafundamente en el tejido
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sano, puede usarse el método descrito anteriornpnte tallos y frutos, que
consiste en desgarrar los especimenes primeraparte sana y después por la
zona infectada, tomando porciones de tejido deddde la pudriciéon (la cual no
ha sido expuesta), y colocarlos directamente eneglio de cultivo. (AGRIOS,
2005).

1.5.3 Induccién al desarrollo miceliar

Es necesario utilizar una trozo del hospedante ipdtecir al desarrollo miceliar,
aquellos hongos bi6trofos para que el hongo crgzesporule sobre medios de
cultivos, recomendables para hongos que esporgle egido, tales como hongos
de la raiz. (AGRIOS, 2007)

Segun (AGRIOS, 2007), este método es el mas ussdwlo se quiere tener a un

hongo en cultivo puro.

» Lavar el material enfermo con agua corriente yrseca

» Seleccionar el tejido vegetal afectado procurandolgs trocitos queden
de 0.3 a 0.5 cm de longitud.

* Enjuagar los trocitos en 3 pasos de agua destikadaecarlos
perfectamente, al secar bien, disminuyen las cantaones pasar 4 a 5
secciones a una caja de Petri con PDA, selle &aam@) cinta adhesiva e
incube de 20 a 25 °C.

1.5.4 Lavado de tejidos afectados.

Partes subterrdneas deben lavarse bajo agua corriente, con la aywdaird
cepillo suave. Para casos dificiles como de alguficemicetos patdogenos
sensibles a desinfectantes, se alarga el procesvaldo para eliminar el uso de
desinfectantes. Se colocan porciones de las riaizadas en un frasco tapado con
una malla o gasa y se deja caer un chorro de agjia este durante dos o mas
horas. (FRENCH & HEBERT, 1980).

Partes aéreas los 6rganos aéreos son generalmente dificilesndgr. Una

sumersion instantanea en alcohol etilico 70% adéetroducir en agua. Los

17



tejidos aparentemente limpios no necesitan lavexttepto el que se hace durante
la desinfeccion. (FRENCH & HEBERT, 1980).

1.5.5 Purificacién de cepas

Es raro que al hacer una siembra o aislamientobtnga solo al hongo deseado,
normalmente también microorganismos contaminad&e$)s cuales es necesario
apartar al organismo de interés. Este proceso s®ndea purificacion y
normalmente consiste en cortar puntas de miceliobdede de la colonia en
crecimiento, mediante agujas de diseccion flamedssis pequefia porcién del
hongo y agar se depositan en otras cajas con mediasltivo estéril y de esta

forma se obtienen cultivos puros (AGRIOS, 2007).

Es aconsejable hacer aislamientos de la muestraeguigesca (pocas horas) y que
se siembre a partir del borde de lesiones en cieaimactivo, de lo contrario la
purificacion se dificulta, en ocasiones es necesailizar medios selectivos con

antibiéticos y fungicidas para purificar cepas. RGS, 2007).
1.5.6 Desinfeccion

Los tejidos enfermos contienen normalmente divarsidle organismos que
invaden los tejidos muertos por el patégeno india&RIOS, 2007). Estos
contaminantes dificultan el aislamiento por lo g@®eralmente es necesaria una

desinfeccioén previa a la siembra.

Entre los desinfectantes mas usuales se tiene: cldiffo de sodio. El
desinfectante mas usado es el blanqueador de uséstoo (cloralex), basta
mezclar una parte de esta sustancia en5 partegudedastilada para obtener el
producto deseado ya que el blanqueador viene &o5e% decir que normalmente
se usa hipoclorito al 1-2 %, el tiempo de exposisiéria de 30 a 90 segundos; el
material viejo o0 muy contaminado se puede tratar2pa 3 minutos siempre que

no se elimine el patégeno.
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1.5.7 Identificacién de hongos

(CALZADA, 2002), afirma que para la identificacidle hongos fitopatégenos es
necesario la observacion de sus estructuras s@sdtieproductivas. Mediante la
técnica de cAmara humeda y/o aislamiento es pasitileir la aparicion de estas
estructuras producidas y el uso de claves taxora@m@pn necesarios para
determinar el género y la especie del hongo patddeara la identificacion de los
hongos es necesario el reconocimiento de las @astasc vegetativas y

reproductivas. En cuanto a estructuras vegetasiwatebe analizar:

* Plasmodia se refiere al cuerpo o soma vegetativo de alginoogjos
inferiores, el cual esta constituido por una masHinucleadas, sin pared
celular. Son escasos los hongos fitopatbgenos qeeep soma
vegetativo de tipo plasmodial.

» Micelio: la mayoria de los hongos poseen cuerpos filarsestprovistos
de pared celular. A los filamentos que constitugércuerpo o soma
vegetativo se les denomina hifas. Al conjunto dashse le denomina
micelio. Cuando las hifas no presentan septasjadlim es denominado
cenocitico o no tabicado y cuando las presentaicdlim se dice que es

tabicado.

1.6 PASOS PARA LA RECOLECCION DE MUESTRAS

1.6.1 Toma de muestras por conveniencia (0 por seleccion

intencionada).

Este tipo de muestreo se realiza colectando h@aglahtas que presentaban
sintomas y/o signos tipicos del ataque del patégemrteneciente al género

Alternaria.
1.6.2 Observaciones de muestras

Para la observacion de los hongos fitopatogen@smgsean diversas técnicas de
preparacion de las muestras. Su seleccion depentiedetencion de estructuras

como: trozos de micelio, conidios, cuerpos fructige (picnidios, peritecas,
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acérvulos, etc.), en estos casos con un simpladasge la superficie afectada
puede tomarse material para la observacion micpiczOPara esta preparacion
debemos auxiliarnos de instrumentales especiakizatimo pinzas, agujas,
escalpelos, etc. (HERRERA & MAYEA, 1994).

1.6.3 Signos y sintomas de hongos patdgenos en la planta

Los sintomas que producen los hongos en sus hagpsedson de tipo local o
general y pueden aparecer por separado en hospsdiistintos, en un mismo
hospedante aparecer uno después de otro en un rarsimno mismo hospedante.
En general, los hongos producen una necrosis ganeral o la muerte de los
tejidos vegetales que infectan, hipertrofia e hipsip o atrofia de plantas
completas o de sus érganos, e hiperplasia o crecimiexcesivo de ellas o de
algunos de sus 6rganos. (AGRIOS, 1999).

Segun (AGRIOS, 1999) los sintomas necréticos masines son los siguientes:

* Manchas foliares Lesiones localizadas en las hojas de los hospesian
gue constan de células muertas y colapsadas.

» Tizdn. Coloracion café general y extremadamente rap&d&sl hojas,
ramas, ramitas y 6rganos florales de una plantadgn como resultado
la muerte de estos 6rganos.

e Cancro. Herida localizada o lesién necroética; con frecigersumida
bajo la superficie del tallo de una planta lefiosa.

 Muerte descendente Necrosis generalizada de las ramitas de las
plantas que se inicia en sus puntas y avanza sadiase.

* Pudricién de la raiz Pudricion o desintegracion de todo el sistema
radical de una planta o parte de él.

» Ahogamiento o secaderaMuerte rapida y colapso de plantulas muy
jévenes que se cultivan en el campo o en el almacig

* Pudricién basal del talla Desintegracion de la parte inferior del tallo.

e Pudriciones blandas y pudriciones secas Maceracion y
desintegracion de frutos, raices, bulbos, tubéscylbojas carnosas de

las plantas.
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e Antracnosis. Lesion necroética que se asemeja a una Ulceraratafy
que se produce en el tallo, hojas, frutos o flodes las plantas
hospedantes.

e Sarna Lesiones que se producen sobre el fruto, hojdsert¢ulos y
otros 6rganos de las plantas hospedantes, pornaircdigeramente
realzadas o bien profundas y agrietadas, lo csatiéeuna apariencia
costrosa.

» Decaimienta Crecimiento deficiente de las plantas; las hgjas
pequefas, quebradizas, amarillentas o de color; fa® plantas

muestran cierto grado de defoliacion y muerte dedeate.

(AGRIOS, 1999), también manifiesta que los sintorgas se asocian a la

hipertrofia o hiperplasia y distorsién de los émgmde las plantas incluyen:

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

» Agallas. Porciones alargadas de las plantas que por ldrc@stan llenas
del micelio del hongo.

* Verrugas. Protuberancias en forma de verruga que se fosuohre los
tubérculos y los tallos.

» Enchinamiento foliar. Deformacién, engrosamiento y enchinamiento de

las hojas.

Ademas (AGRIOS, 1999), indica que de los sintomesyg se han mencionado,

pueden afadirse otros grupos de sintomas:

» Marchitamiento. Por lo comun, es un sintoma secundario genedaliza
en el que las hojas o los retofios de las plan&aden su turgencia y se
cuelgan debido a las alteraciones que sufre @ns&stvascular de la raiz
o del tallo.

* Roya Muchas lesiones pequefias, por lo comun de cofj@or que
aparecen sobre las hojas o el tallo de las plantas.

» Mildiu . Zonas necroéticas o cloréticas que aparecen $abigojas, tallo
y frutos de una planta y que por lo comun se cubeognel micelio y los

cuerpos fructiferos del hongo.
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En muchas enfermedades, el patdgeno se desao@taduce varias estructuras,
sobre la superficie de su hospedante. Estas astasctque incluyen al micelio,
esporoforos, cuerpos fructiferos y esporas, seldesmina signos y difieren de
los sintomas, los cuales solo se refieren a ldeamaa que toman las plantas o sus
tejidos cuando han sido infectados. (AGRIOS, 1999).

Por ejemplo, en los mildius, lo que se observa w@yor frecuencia son los
signos representados por las esporas y el credonigiloso y blanquizco del
micelio del hongo sobre las hojas, frutos o tatlesla planta, mientras que los
sintomas consisten en lesiones necréticas o aasdtjue aparecen sobre las

hojas, frutos y tallos, crecimiento deficiente dglanta, etc. (AGRIOS, 1999).
1.6.4 Calidad de la muestra

Este aspecto es de suma importancia puesto qudremencia las muestras
tomadas no llegan al lugar de destino con la calidguerida para poder realizar
una labor investigativa eficiente. Al tomar la muasle la planta enferma no se
deben seleccionar las partes u 6rganos que maaifiesstado avanzado de
desarrollo de la enfermedad tales como: tubércelosestado avanzado de
descomposicion o ramas totalmente necrosadas, amqmellas partes que
manifiesten aun un proceso de desarrollo intermédia enfermedad, en las que
el agente parasitario permanece activo y su obsiérvae facilita. Igualmente, en
casos de avanzado desarrollo de los sintomas, dsemria de organismos
secundarios entorpece gravemente el proceso deddigrp. (HERRERA &
MAYEA, 1994)

La conservacion y el almacenamiento de las muedtiesta su llegada al
laboratorio deben tenerse muy en cuenta; parasell@aconseja el empleo de
envases que no acumulen excesiva humedad y ewteprdliferacion de
organismos secundarios, asi como mantener las rasiesle ser posible bajo
temperaturas que inhiban el desarrollo de microuosgsos. (HERRERA &
MAYEA, 1994)

El empleo de técnicas de herborizacion natural &mpe en algunas

circunstancias y por algunas enfermedades caugsalongos, conservar las
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muestras inalterables durante largo tiempo, comarrec en numerosas
enfermedades foliares. (HERRERA & MAYEA, 1994).

1.6.5 Recomendaciones para toma de muestras - sanidadtatg

La muestra debe recogerse en bolsas de plastip@aBndebidamente codificadas

y manteniendo la boca de la bolsa abierta pararegmitrefacciones.

Si la muestra debe ser enviada por correo, se\@r@oén papel de periddico para
absorber la humedad de la misma. Si la muestra semillas, podran recogerse
en bolsas de plastico, botes de cristal o sobregpapel limpios, con su

correspondiente codigo de identificacion. (INIABDQ).
1.7 PASOS PARA EL AISLAMIENTO DE PATOGENOS

El microorganismo debe aislarse en cultivo puro gbeh establecerse sus

caracteristicas fisicas (forma, tamafio, fisiologife.).

Se debe plantear la necesidad de la asociaciotacdesie un agente bidtico con
el hospedero enfermo, para proceder luego a sanaeshto, su caracterizacion y
su cultivo in vitro en ausencia de otros microorgenos (purificacion)
(CHARLES, 2008).

1.7.1 Métodos de aislamiento

Para lograr el aislamiento del agente causal dedatexminada sintomatologia o
enfermedad, en primer lugar, se debe estableceauaa que originé dichos

trastornos, es decir permite llegar a diagnostearaturaleza del agente causal.
No obstante, es muy comdn cuando se utilizan tésnit métodos para el

aislamiento del agente causal, que mas de un arganisea obtenido.

(HERRERA & MAYEA, 1994).

Las técnicas y métodos de laboratorio empleados pdr diagnéstico de
microorganismos fitopatdgenos requieren persondifice@lo, equipos e

instrumentos de precision, reactivos y cristalerd@iada, asi como una alta
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laboriosidad. El procedimiento a seguir esta ddateado en gran medida por la
naturaleza del posible agente causal (HERRERA & MAY1994).

1.7.2 Aislamiento de hongos

El aislamiento de los hongos fitopatdgenos se puealzar frecuentemente con
cierta facilidad, ya que sobre el tejido enfermouda planta suelen encontrarse
solamente las estructuras de un organismo causamet presencia de otros
microorganismos contaminantes. Como ejemplo de tggiede situacién puede
citarse el caso de los mildius y carbones, quetifiten profundamente sobre
tejidos afectados. Las royas, que fructifican t@mla@bundantemente, son dificiles
de aislar in vitro. Sin embargo en la mayoria dedasos se requiere de métodos
especificos de aislamiento, los cuales dependewipalmente de la naturaleza
del hongo en cuestién y del sustrato o planta luzspe en que se desarrollé. Tal
es el caso de la mayoria de los hongos fitopat&yeebd suelo. El autor antes
mencionado indica que en otras ocasiones numerosngos que producen
estructuras reproductoras sobre el sustrato naquealparasitan no lo hacen en
medios artificiales, por lo que para su identifiGachay que prescindir de
métodos de aislamientos. Un caso particular deredtaaleza son los hongos de
la Clase Ascomycetesjue raramente producen sus cuerpos fructiferose sobr
medios artificiales. El aislamiento de los hongosdpctores de micelio aéreo
espordgeno resulta exitoso simplemente transfidetidectamente el micelio o
masas de esporas formadas sobre el tejido de ltaplaobre un medio
determinado. Cuando el crecimiento del micelio éolaacién de esporas no es
apreciable sobre el tejido de la planta hospedsatemplea la técnica conocida
como camara humeda, que consiste en tomar poraiopedazos de dicho tejido,
lavarlo bajo un chorro de agua corriente durante 18 minutos para remover de
la superficie las esporas de otros hongos sapsofitmlocarlos luego sobre papel
de filtro humedecido dentro de placas de Petricabar dentro de varias horas a
temperatura entre 26 y 30 °C. Para el aislamieetcdh@hgos presentes en el
interior de la planta (haces vasculares, frutdsénzulos, etc.) debe procederse a
la desinfeccion externa con los productos antesrities, cortar el tejido con un

bisturi o escalpelo estéril y extraer porcionestaftas y colocarlas o sembrarlas
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en un medio apropiado que favorezca el crecimidattas estructuras vegetativas
o reproductoras. El ajuste del pH en los medioslesaps para el aislamiento
debe garantizar valores bajos (alrededor de 5.8)immpidan el crecimiento de

bacterias. (HERRERA & MAYEA, 1994).

1.7.3 Aspectos a contar en el estudio de los hongos eoratorio

Los hongos son capaces de crecer en cualquier medioltivo, sin embargo para
evitar su contaminacion por bacterias, los med@sudtivo deben presentar altas

concentraciones de soluto y bajo pH.
1.7.4 Medios de cultivos usados en el aislamiento de husg

(FRENCH & HEBERT, 1980), manifiestan que los mediescultivo utilizados
habitualmente que se encuentran en el mercado son:

AGAR PAPA DEXTROSA (PDA). Es un medio util para eedr el aspecto
morfologico y la coloracion de la colonia. Su attontenido de carbohidratos
condiciona un mayor crecimiento, el detrimento deesporulacion que suele

retrasarse hasta un mes, las colonias puederifgenat

AGAR PAPA SACAROSA ACIDIFICADO (APSA). Este medigue inhibe la

multiplicacion de las bacterias, es de uso gerradd para el aislamiento de los
hongos a partir de tejidos enfermos. Si se redute mitad la cantidad de azucar,
generalmente se produce un crecimiento mas ralacy fle observar, y una

esporulaciéon mas rapida, factores que facilitaddatificacion de hongos.

La temperatura habitual de incubacion de los hoegantre 25y 28 °C.

1.8 PASOS PARA LA IDENTIFICACION DE LOS HONGOS
FITOPATOGENOS.

1.8.1 Observaciones de hongos.

Para la observacion de hongos fitopatogenos seeampliversas técnicas de
preparacion de las muestras. Su seleccién depente dkteccion de estructuras

tales como: trozas de micelio, conidios, cuerpastiferos (picnidios, peritecas,
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acérvulos, etc.). En estos casos con un simplexdasge la superficie afectada
puede tomarse material para la observacion micpiszdPara esta preparacion
debemos auxiliarnos de instrumentales especiakizatimo pinzas, agujas,
escalpelos, etc. (HERRERA & MAYEA, 1994).

En los hongos imperfectos y en los ascomicetosegigten principalmente en su
fase imperfecta, las caracteristicas que debernndetase para que el hongo
pueda ser identificado son: la forma dehidioforo (hifa que produce el conidio),
las caracteristicas conidiales, la disposiciénodecbnidiéforos y la forma en que

se disponen los conidios sobre estos ultimos (AGRID99)

Cuando no se observa ningun tipo de estructura®g s$atsuperficie de las partes

afectadas deben procederse a la realizacion dearp@pnes del tejido para

localizar en el interior de estos el agente calRata ello se dispone de varios
métodos a seguir segun las caracteristicas deébtdg la planta hospedante y que
puede ser: cortes histologicos, disgregacion deéotj extraccion de estructuras
de parasitos, etc. (HERRERA & MAYEA, 1994).

1.8.2 Observaciones microscopicas.

Las primeras observaciones que se deben realizareleestudio de la
sintomatologia pueden llevarse a cabo mediantenple® de lentes de aumentos
comprendido entre 5 y 30x, ya sea manuales o derteopara determinar las
caracteristicas macroscopicas de los sintomas, special lo referente a
configuracién, coloracion, presencia de cuerpotaesira del posible organismo
patégeno, etc. Es también aconsejable la observgcd microscopio binocular
dotado de iluminacién, superiores a los lentespadu En estas observaciones se
pueden determinar la presencia de cueros frucsif@ao el caso de los hongos),
como son picnidios, peritecas, acérvulos, etc. Adede los micelios, conidios y
otras formas. Con frecuencia no se observa ningbnde estructura que permita
dar un indicio sobre la etiologia de la enfermegd,lo que llegado a este punto
el especialista debe discernir segun los datosnmme y por su propia

experiencia, que via debe continuar, definiendo tipeé de determinaciones de
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laboratorio debe realizarse. Para ello hay que meuenta la posible naturaleza
del agente causal. (HERRERA & MAYEA, 1994).

1.9 CLASIFICACION DE LOS HONGOS SEGUN AGRIOS.

Los hongos que producen enfermedades en las plaoteituyen un grupo

diverso y, debido a su abundancia y diversidadj aqlo se presentaran una

clasificacion superficial de algunos de los généitopatbgenos mas importantes.

Los hongos pertenecen al reidlycetae(Fungi).

1.9.1 Hongos superiores

Clase: FUNGI IMPERFECTI O DEUTEROMYCETES (hongos asexuales).

Carecen de estructuras o reproduccion sexualese sabe que las presenten.

* Orden: Sphaeropsidales. Las esporas asexuales se fommaenélios.

» Géneros Ascochyta. A. pigiroduce el tizén del tallo de la frambuesa.

Cytosporaocasiona el cancer del durazno y otros arbolealsév/
representa su etapa sexual).

Phoma. P. linganomcasiona la pierna negra de las cruciferas.
Phomopsigproduce al tizén y el cancer del tallo de varidmtes.
Phyllostictaproduce las manchas foliares de muchas plantas.

Septoria. S. aptroduce el tizon tardio del apio.

* Orden: Melanconiales. Las esporas asexuales se forman acervulo.

» Géneros: Colletotrichumocasiona la antracnosis de muchas plantas de

cultivo.

Coryneum: C. beijerinckproduce el tizén de los frutos de hueso.
Cylindrosporiumproduce manchas foliares en muchas clases de
plantas.

Gloeosporiummuy parecido (si no idéntico) €olletotrichum
produce antracnosis en muchas plantas.

Marssonina ocasiona el tizon de las y hojas del alamo, la
guemadura de las hojas de fresa y la antracnois t@gales.

Melanconium. M. fuligenumproduce la pudricion amarga de la vid.
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Sphacelomgroduce la antracnosis de la vid y de la frambydaa

sarna de los citricos del aguacate.

* Orden: Moniliales. Las esporas asexuales se forman dabiafas (o0 en

su interior) del hongo que se encuentran expudgiesmente a la

atmosfera.

» Géneros: Alternaria produce manchas foliares y tizones en muchas

plantas.

Aspergillusproduce la pudricion de las semillas almacenadas.
Botrytis. B. cineregroduce el moho gris y los tizones de muchas
plantas.

Cercosporauna especie de este género produce el tizon éevopr
del apio.

Cladosporium. C. fulvurproduce el moho de las hojas del tomate.
Fusarium produce el marchitamiento y la pudricion de la rdé
muchas plantas anuales, asi como el cancer deedarfoobstales.
Fusicladiumproduce la rofia de la manzanar{turiarepresenta su
etapa sexual).

Graphium. G. ulmproduce | enfermedad del olmo holandés
(Ceratocystigepresenta su etapa sexual).
Helminthosporiunproduce el tizon de los cereales y enfermedades
de los céspedes.

Penicillium produce la pudricion de los frutos y otros 6rganos
carnosos debido a los mohos azules.

Phymatotrichum. P. omnivoruproduce la pudricion de la raiz del
algodonero y otras plantas.

Pyricularia produce el tizén del arroz y la mancha gris fatiaros
céspedes.

Strumellaproduce el cancer del roble.

Thielaviopsis. T. basicla produce la pudricion negra de la raiz del
tabaco.

Verticillium produce la marchitez de muchas plantas anuales y

perennes.
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* Orden: Mycelia Sterilla. No se ha observado o es muy gostuente la
formacion de esporas asexuales o0 sexuales enraptede hongos.

» Géneros:Rhizoctoniaproduce las pudriciones de la raiz de la corona de
las plantas anuales y mancha parda de los césfmdetapa perfecta
corresponde @hanatephorus

- Sclerotiumproduce las pudriciones de la raiz y del tallordehas

plantas (su etapa perfecta corresponBelkcularia).
1.9.2 Estructuras Reproductivas de los hongos superiores.

Estructuras representativas de la Clase Ascomycetelsa clase ascomycetes se
caracteriza por poseer micelio tabicado y prodesporas de origen sexual
denominadas Ascosporas. Estas ascosporas se pratkieo de sacos llamados
ascas. Las ascas pueden encontrarse en formadlimentenida en cuerpos
fructiferos. Los cuerpos fructiferos pueden ser dies tipos: Apotecios y

Cleistotecios.

Estructuras representativas de la Clase Basidiomytes: La clase

basidiomycetes se caracteriza por tener micelioicadb y reproducirse
sexualmente mediante la produccién de basidiospdtatas son producidas
exdgenamente sobre una estructura llamada badid®.basidios pueden ser

septados o no.

Estructuras representativas de la Clase Deuteromytes: Esta Clase incluye a
los hongos superiores (micelio tabicado) a los aque se les conoce la
reproduccion sexual. En algunos casos por no tepeoduccion sexual, o si la
tienen esta se produce rara vez, o simplementeiporg se le conoce aun. Estos
hongos se reproducen de forma asexual formandoassgenominadas conidios.
Estos conidios pueden producirse en forma libremtrd de cuerpos fructiferos.
Los conidios pueden tener diferentes formas y tasaRueden ser hialinos u
obscuros. Pueden ser unicelulares o multicelulaReseden estar sueltos o

agrupados en ramilletes o cadenas.
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CAPITULO I

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 CARACTERISTICAS DEL LUGAR DE INVESTIGACION

2.1.1 Ubicacion

La presente investigacion se realizé en la Unidesi Técnica de Cotopaxi,

ubicada en:

Tabla 4. Ubicacion de la investigacion.

PROVINCIA Cotopaxi

CANTON Latacunga

PARROQUIA Eloy Alfaro

SECTOR Salache la Universidad
ALTITUD 2725 m.s.n.m.

LATITUD 00°59'57"S

LONGITUD 78°37°14"W

FUENTE: GPS eTrex H
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2.1.2 Caracteristicas meteoroldgicas

Tabla 5. Caracteristicas meteorologicas de la tigaason.

Temperatura promedio anual  14°C

Precipitacion promedio anual  719.2mm

Humedad relativa promedio| 75%

FUENTE: Anuario Meteorol6gico Nro. 51-2011. INAMHI (2014)

2.2 MATERIALES

Los equipos, herramientas e insumos utilizadosaeprésente investigacion se

detallan a continuacion:
2.2.1 Institucionales

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

» Carrera de Ingenieria Agronémica
2.2.2 Recursos humanos

e Autor: Sr. Cristian Paul Yauli Llumiquinga
» Director de tesis: Ing. Mg. Emerson Jacome
* Miembros del tribunal:

- Ing. Paolo Chasi

- Ing. Santiago Jiménez

- Ing. Edwin Chancusig
2.2.3 Materiales de laboratorio

« EQUIPOS
- Autoclave semiautomatica Tuttnauer M2540

- Cémara de flujo laminar aura mini con base
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Incubadora memmert IN110

Balanza de precision MF238

Estufa de 1 quemador hometech
Microscopio Trinocular Olympus CX31
Estereoscopio

Refrigerador R1-425 QUARZO INDURAMA

Microondas

» MATERIAL DE LABORATORIO

Mechero

Pizeta

Aguja de diseccion

Asa de siembra

Cajas Petri

Reporteros plasticos con tapa

Papel aluminio

Parafilm de laboratorio

Portaobjetos

Cubreobjetos

Vaso de precipitacion de 50-100-500-1000 ml
Erlenmeyer de 500-1000m|

Algodon

Tarrinas de %2 litro transparente

Cinta adhesiva transparente de 1,5 cm de ancho
Pinzas

Tijeras con punta

* REACTIVOS

Agua destilada
Agar
Dextrosa o0 sacarosa

Alcohol antiséptico
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2.2.4 Materiales de campo

* Muestra de hojas de zanahdiizaucus carota L.)
* Tijeras

» Papel absorbente

* Fundas de papel

» Fundas plésticas ziploc

» Bisturi

» Camara fotogréfica

+ GPS

* Libro de campo
2.3 DISENO METODOLOGICO

La investigacion es de disefilo no experimental pnoesse manipulan
deliberadamente variables, es decir, no se haréarvimtencionalmente las
variables independientes. Lo que se hara es obisdrien6meno tal y como se da

en su contexto para después analizarlo (FERRER)201

Para esta investigacion se describe las caraatenms morfolégicas de las
macro y micro estructuras del principal hongo fatgeno que afecta al cultivo
de zanahorigDaucus carota L.)en base a imagenes obtenidas, con la ayuda del
microscopio y la camara cientifica que coincidem da descripcién de la
bibliografia ya existente, en las cuales se puedsmalizar sus estructuras

predominantes.

2.4 METODOS Y TECNICAS

2.4.1 Método

Descriptivo.- Describen los hechos como son observados, socypacion

primordial radica en describir algunas caractedstfundamentales de conjuntos
homogéneos de fendmenos, utilizando criterios reétieos que permitan poner
de manifiesto su estructura o comportamiento. D& fesma se pueden obtener

las notas que caracterizan a la realidad estu@@RRER, 2010).
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Analitico.- Se distinguen los elementos de un fendmeno yreeede a revisar
ordenadamente cada uno de ellos por separado.SBoesi la extraccion de las
partes de un todo, con el objeto de estudiarlasaynmarlas por separado, para

ver, por ejemplo las relaciones entre las mismBREER, 2010).

Comparativo.- Es un procedimiento de busqueda sistematicandétsdes con
el objeto de estudiar su parentesco (FERRER, 2010).

Se analiz6 el hongo fitopatdgeno de mayor impastta eroduccion de zanahoria
y se describié las macro y micro estructuras delghofitopatdgeno segun lo
observado, adicionalmente se usé el método coniyparngd que se planted una

comparacion entre lo observado y lo existente d@ibléografia.
2.4.2 Técnicas

Observacion cientifica- Es una técnica que consiste en observar atentaraé
fenbmeno, hecho o caso, tomar informacion y registrpara su posterior
analisis. La observacion es un elemento fundamedtal todo proceso
investigativo; en ella se apoya el investigadorlapastener el mayor nimero de
datos. Observar cientificamente significa obsecear un objetivo claro, definido
y preciso: el investigador sabe qué es lo que debsearvar y para qué quiere
hacerlo, lo cual implica que debe preparar cuidachente la observacion
(FERRER, 2010).

Fichaje.- Técnicas empleada en investigacion cientificasiste en registrar los
datos que se van obteniendo, las cuales, debidansdmboradas y ordenadas
contienen la mayor parte de la informacion queesepila en una investigacion
por lo cual constituye un valioso auxiliar, al alaprmucho tiempo, espacio y
dinero (FERRER, 2010).

La observacion cientifica permiti6 conocer como good6mo se presentan los
signos y sintomas del hongo fitopatégeno en canapa poder recolectarlas en
muestras Yy trasladarlas al laboratorio, ademas ipéroaracterizar las macro y

micro estructuras del hongo fitopatégeno en labai@tCon el fichaje se realizd
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en una tabla del ciclo de vida del hongo y la glidActica de la caracterizacién

morfol6gica del hongo en estudio.
2.5 METODOLOGIA

Metodologia cualitativa: Es una investigacion que se basa en el andlisis
subjetivo e individual, esto la hace una invesiiyadnterpretativa, referida a lo
particular (FERRER, 2010).

La presente investigacion se realiz6 en dos fases:en campo y la otra en
laboratorio. La primera fase o fase de campo skzdean la Parroquia San
Buenaventura, Canton Latacunga, Provincia Cotopgxia segunda fase de
laboratorio se llev6 a cabo en la carrera de Imgéniagronémica de la
Universidad Técnica de Cotopaxi, ubicada en ladgaia Eloy Alfaro, Canton

Latacunga, Provincia Cotopaxi.
2.5.1 Metodologia en la fase de campo

2.5.1.1 Diagnoéstico del cultivo

Para llevar a cabo el diagnéstico del cultivo ggiiéila secuencia propuesta por
Rubert Streets (1972).

Identificar la planta hospedante: en mi caso fueudivo de zanahorigDaucus

carota L.).

Sintomas en campo: para este paso nos basamosrdéortaacion bibliografica

recopilada en esta investigacion.

Condiciones de cultivo: el cultivo tiene alrededt® 1 hectarea de extension,
actualmente tiene 4 meses de edad, la frecuenadiegte lo realiza cada 8 o 15
dias dependiendo de las condiciones climaticas cprasencia 0 ausencia de
precipitaciones, en cuanto a la fertilizacién loréalizado con abono completo 4
gg/Hectéarea, a los 15 dias después de la germindaodrealizado la primera

deshierba.
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Grafico 2. Cultivo de zanahoria.
FUENTE: Cristian Yauli.

Sintomas en detalle: en hojas bajas se pudo olbodesianes irregulares de color
café oscuro a negro en hojas y peciolos, en hojgEngs presentan manchas que

estan rodeadas de un margen irregular de colorilonar

Grafico 3. A. Sintomas d&. daucien hoja de zanahoria

FUENTE: Cristian Yauli.
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2.5.1.2 Recoleccion de muestras

Se recolectaron muestras de hojas de zanahoriztadses por la “Quemadura de
la hoja”, en el predio que se realizd el diagneostimismas que presentaron
lesiones tipicas, (ver Gréafico N° 3). Para la recoldn se utilizaron fundas
plasticas ziploc, y fue llevado de inmediato alol@borio para realizar la

observacién directa y posteriormente su descripcion

Grafico 4. Hoja de zanahoria infectada por la Quimeade la hoja.

FUENTE: Cristian Yauli.

2.5.2 Metodologia en la fase de laboratorio

2.5.2.1 Observacion directa

En el laboratorio, se realizdé la observacion coma lupa; para establecer la

presencia de signos sobre las hojas infectaddsrgaizar la descripcion.
2.5.2.2 Camara humeda

Una vez realizada la observacion se procedio &eedh camara hiumeda; para lo
cual se utilizaron muestra de foliolos lesionados Ip “quemadura de la hoja”,
estos fueron desinfectados por inmersion en hipitelde sodio al 20% durante
45 segundos, con el proposito de eliminar o reduuitablemente los

contaminantes de la superficie e inmediatamenteofuenjuagadas con agua
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destilada por tres veces, para eliminar residuosienfectante que pudieran

interferir con el desarrollo del patdgeno (AGRIQ@807).

La muestra fue colocada en la camara hiumeda prentenesterilizada, se coloco
algodén empapado con agua destilada, para genaregdad, de esta manera se
hizo la camara hiumeda como se puede apreciar gnafedo N° 4. Finamente se
procedié a sellarla y dejarla incubar a temperaamdbiente en un lugar con
iluminacion limitada (FRENCH & HEBERT, 1980).

Grafico 5. Camara himeda.

FUENTE: Cristian Yauli.
2.5.2.3 Aislamiento del tejido vegetal enfermo

El aislamiento se realiz6 en cajas Petri que cdateal medio de cultivo Papa-

Dextrosa-Agar (PDA), mediante el siguiente proceelimo:

En la camara de flujo laminar, previamente destafig, se ubicé una lampara de
alcohol, pinzas, bisturi, cintas de parafilm, c&asri con medio de cultivo, gasa,
Erlenmeyer con clorox al 20%, Erlenmeyer con agestildda y material vegetal
con lesiones. Se procedié a separar material degatalas lesiones, se cortdé y
descarto las partes del material vegetal que natilieado para el aislamiento. Se
selecciond varios cortes pequefios de 5 a 10 mna2ta gel borde de la lesion

infectada, estos cortes contenian tejidos enfeymepdos al parecer sanos, estos
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cortes se colocaron en la gasa para posteriormesatézar la desinfeccion
superficial para lo cual se sumergiéo en clorox @%2durante 45 segundos,
seguidamente se enjuagaron en agua destiladaggordces con intervalos de 10

a 15 segundos.

A continuacion se “sembraron” cuatro submuestrpa@adas sobre la superficie
del medio de cultivo PDA, previamente solidificagio la caja petri. Se sellaron
las cajas petri con parafilm, se rotularon y se@d@ a incubar a 24°C durante 10

dias, hasta observar el desarrollo de las colal@bsongo.
2.5.2.4 Purificacion

Con el proposito de separar al hongo de ciertaefias contaminantes se realizé
la purificacién para lo cual se utilizé la técnida cultivos de punta de hifa
propuesta por (FRENCH & HEBERT, 1980); en la qu#ida que se selecciona
las mejores colonias, en base a las caracteristieaasoscopicas como el color,

esporulacion, forma del micelio; y microscopicamoda forma de las conidias.

Para la purificacion del hongo, en la camara dg¢o flaminar previamente

desinfectada, se colocaron las cajas petri seleadas con medio (PDA), cuatro
cajas petri con (PDA + Acido citrico al 2%), edteaidos y sellados con parafilm,
un mechero de alcohol, un aza de platino. Con &ld&zplatino, desinfectado y
flameado, se tomd una seccion de la colonia dedhdagarrollado en la caja petri
con medio PDA y se sembrd en la caja petri queecdatPDA + Acido citrico al

2%), cada caja se sellaron con cinta de parafie procedio a incubar a 23°C

durante 7 dias y posteriormente a temperatura aebie
2.5.2.5 Identificacion

Para la identificacion del hongo se realizaron nlza@ones microscépicas para lo
cual se utilizé la técnica de cinta pegante de ifuisnte manera: en el
cubreobjetos colocamos una gota de agua, cortamofragmento de cinta
adhesiva, esterilizamos la punta de aza micologicadejamos enfriar,
posteriormente adherimos a la aza micologicantacidhesiva transparente, en

condiciones asépticas abrimos la placa con elvoylfiresionamos ligeramente el
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micelio con la parte adhesiva de la cinta y colarsifa muestra sobre la gota de
agua y utilizamos una pinza para extender la cifit@lmente colocamos la
preparacion sobre el microscopio y observamos coa aumento de 40x,

posteriormente observamos los detalles de lascéistas con el objetivo de 100x.

En base a la informacion recopilada durante el ggocde investigacion
bibliografica y el diagnostico del cultivo se prdae a realizar comparaciones
fotogréaficas y confrontaciones con las descripesoreportadas por los autores en
la literatura sobre las caracteristicas macro yrga@dpicas para identificar al
hongo fitopatégeno para lo cual también se utildédves taxondmicas, la

literatura que se utilizo fue:

* ASTURNATURA, 2015

+ COLOMBO M, 2002.

« HERRERA,et al 1990

« KONSTANTINOVA, 2002

* MCKENZIE, 2013

* NEERGAARD, 1945

+ PENA, 2007

« PLANTPRO, 2015

» SERDANI, 2002

+ TERRANOVA, 1995

* http://www.padil.gov.au/maf-border/pest/main/14288B33

* http://www.plantprotection.hu/modulok/spanyol/roe¢g/alternaria_root.
htm

* http://www.mycobank.org/

* http://microbiology.mtsinai.on.ca/mig/defungi/deg8b.shtml
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CAPITULO 1l

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 DETERMINACION DEL HONGO FITOPATOGENO DE
MAYOR IMPORTANCIA EN LA PRODUCCION DE
ZANAHORIA ( Daucus carota L).

En ecuador se ha observado una disminucién en parfstie cultivada de
zanahoria, debido a que sus costos de produccibrelsvados dejando un bajo
margen de ganancia. Los problemas sanitarios eanlahoria se deben a la falta
de rotacion del cultivo, pérdida de fertilidad delelo y el inadecuado uso de
agroquimicos. Esto a su vez se ve reflejado eisfaiducion en la produccion y
baja calidad de la zanahoria debido a la incidedeianfermedades. (FALCONI,
2014).

La superficie cultivada de zanahoria en el paidecalrededor de 5000 hectareas,
de la cuales 581 hectareas se siembran en Cot@gaxiyna produccién total de
4,980 toneladas y un rendimiento de 8.57 tonelpdashectareas, de acuerdo a
los datos proporcionados por (AGRONEGOCIOSECUADQRLS).

Segun la investigacion bibliografica realizada ebndgo fitopatégeno de
importancia econdmica en la producciéon de zanatewi enfermedad conocida
como “Tizén o Quemazon de la hoja”, provocado plternaria dauciKihn, el
cual puede infectar otras umbeliferas en condisioraurales. (RICHARDSON,
1990).
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Tizén de la hoja de zanahoriBducus carotd..), causada poAlternaria dauci,
es una de las enfermedades foliares mas perjwaticild la zanahoria en todo el
mundo. Es responsable de dafios ocasionados porohamgpnémicamente
significativos en todas las zonas de cultivo deahana. Las pérdidas causadas
por Alternaria dauci pueden alcanzar 40-99% (VINTAL, BEN-NOON,
SHLEVIN, YIRMEYAHU, SHTIENBERG, & DINOOR, 1999), yesto es
corroborado por (BEN-NOON, SHTIENBERG, SHLEVIN, VINWL, &
DINOOR, 2001).

Esta es la enfermedad foliar més importante eadalzoria y las pérdidas suelen
ser muy fuertes sin el adecuado control, debidoua puede desfoliar por

completo a las hojas, la enfermedad puede extemdela raiz provocando una
pudricién radicular superficial, el ataque Aéernaria mal controlada puede

reducir entre 40 a 60 % en el rendimiento delwoilb incluso causar la pérdida
total de la cosecha. (PAYAN, 1995).
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3.2 IDENTIFICACION DE SIGNOS Y SINTOMAS DEL
HONGO TIZON DE LA HOJA ( Alternaria dauc) EN EL
CULTIVO DE ZANAHORIA ( Daucus carota L).

3.2.1 Sintomas

Los sintomas foliares aparecen de 8-10 dias despeiéls infeccion, como
lesiones con formas irregulares que van desde ebmascuro hasta el negro en
los filos de las hojas y peciolos. Las manchasnest@leadas de un margen

amarillo y a menudo comienza en las hojas massviGfA ANTPRO, 2015)

Las lesiones de tizén de la h@jdternaria dauci)son pequefias y se encuentran
comunmente en los margenes y las puntas de lmdoflde zanahoria. Las
lesiones son irregulares en forma y tamafio, dar coarron oscuro a negro. En
condiciones favorables, las lesiones se vuelven emogas y continuara
expandiéndose hasta que finalmente se fusionanodandaspecto (quemado)
deteriorando el tejido de la hoja. Eventualmeetefoliolo puede marchitarse y
morir. Las lesiones grandes también pueden ddisarem los peciolos y pueden
rodear y matar a las hojas. (VINTAL, BEN-NOON, SEVIN, YIRMEYAHU,
SHTIENBERG, & DINOOR, 1999).

Grafico 6. Sintoma dAlternaria dauci

FUENTE: Alternaria dauci,with insert showing leaf lesions. Gugired,al. (2004).

En el tubérculo las lesiones son irregulares vaadeel marron oscuro al negro y

aparecen como un area de pudricion superficiakfifRLANTPRO, 2015)
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Grafico 7. Sintoma dAlternaria daucien tuberculo.
FUENTE: Tay & Sepulveda (2011).

En el Sector San Buenaventura los sintomas preseEnfgor Tizon o Quemazon
de la hoja causado pe@vdternaria dauciprincipalmente en hojas bajas se pudo
observar lesiones irregulares de color café osauregro en hojas y peciolos, en
hojas jovenes presentan manchas que estan rodéadas margen irregular de

color amarrillo.

r

Grafico 8. A. Sintomas dé&. daucien hoja de zanahoria

Fuente Cristian Yauli.
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3.2.2 Signos

Las hifas de los hongos d& daucison desde hialino, marrén hasta marron
oscuro con la edad, y los septos. Las conidiaseapartipicamente aparecen de
color gris oscuro con micelio esponjado Los coralids son marrén oscuro,
septos y no ramificados, 30-100 um de largo. (PLRRD, 2015).

Para observar los signos edaucise realizé en el laboratorio la camara himeda
ya que en el campo no tuvimos presencia de sigria dafermedad. En la que

observamos micelio esponjado.

En malta agar o PDA, las conidias tipicamente agarele color gris oscuro con
micelio esponjado. En algunos casos se producdstinttvo pigmento purpura
de la colonia rodeando al medio. (KONSTANTINOVA 029).

Grafico 9. Signos dA. dauci.en medio de cultivo PDA.

FUENTE: A. Konstantinova (2002). FUENTE: B. Cristian Yauli. (2015).
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3.3 CARACTERIZACION

DE

MACRO

ESTRUCTURAS DEL PATOGENO.

Tabla 6. Caracterizacion de maro y micro estrustura

Y

MICRO

Variable Variable Indicador Indice | Técnicas Instrumento
Independiente | dependiente
Talo Tipo

Caracterizacion

morfoldgica [ Reproduccién Tipo
Alternaria del hongo Observacion Microscopio
dauci fitopatdgeno en Esporas Tipo

el cultivo de

zanahoria. Micelio Tipo

FUENTE: Cristian Yauli.

3.4 OBSERVACION DEL HONGO EN EL MICROSCOPIO

3.4.1 Talo

En el grafico 5 se puede apreciar el talo Aleernaria dauci Obtenido en

laboratorio en medio de cultivo PDA. La imagen @irtenida con la ayuda de un

Microscopio Trinocular CX31 con lente de 20x, empa oscuro Phl.

Grafico 10. A. Talo deA. dauci.

FUENTE: Cristian Yauli.
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En malta agar o PDA, las colonias tipicamente agarele color gris oscuro con
el micelio esponjado. En algunos casos se produchstintivo pigmento purpura
de la colonia rodeando al medio, tal como se ob&vel laboratorio y se ratifica
lo dicho por (KONSTANTINOVA, 2002). Esto es corrgbdo por (PLANTPRO,
2015), en la cual menciona que las hifas de logi¢®son desde hialino, marrén

hasta marrén oscuro con la edad y presenta septos.
3.4.2 Micelio

En el grafico 6 se puede apreciar el micelioAdrnaria dauci,obtenida en
laboratorio en medio PDA. La imagen fue obtenidm da ayuda de un

Microscopio trinocular CX31, con el lente de 100x.

Grafico 11. A. Micelio septado d& dauci.

FUENTE: Cristian Yauli.

Alternaria sp. Tiene un micelio de color oscuro y en loslteiviejos infectados
produce conidioéforos cortos, simples y erectosdpreorigen a cadenas simples o
ramificadas de conidios como lo obtuvimos en latowi@a y concuerda lo dicho
por (KONSTANTINOVA, 2002). Las hifas de los hongdsA. daucison desde
hialino, marron hasta marrén oscuro con la edathsyseptos, ratificado por
(PLANTPRO, 2015).
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3.4.3 Conidioforo

En el grafico 7 se puede apreciar el conidiéfordAtlernaria dauci,obtenida en
laboratorio en medio PDA. La imagen fue obtenidm da ayuda de un
Microscopio trinocular CX31, con el lente de 100x.

Grafico 12. A. Conidiéforo dé. dauci.

FUENTE: Cristian Yauli.
Los conidi6foros déA. daucison marrdén oscuro, septos y no ramificados. Los
conidioforos son color café-olivo (6-10 x 30-1@®) solos o0 en pequefios grupos;
son rectos, con un solo sitio conidiégeno termmallgunas veces geniculadas
con 2 0 3 sitios conidiégenos, concuerda como lochali por
(KONSTANTINOVA, 2002).

Los Conidiéforos son marrén oscuro, con septos yanuficados, de 30-100m
de largo. (PLANTPRO, 2015).

3.4.4 Conidio

En el grafico 8 se puede apreciar las conidiag\lternaria dauci,obtenida en
laboratorio en medio PDA. La imagen fue obtenidm da ayuda de un
Microscopio trinocular CX31, con el lente de 100x.
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Grafico 13. A. Conidios solitarios die dauci.B. Conidios en cadena de dauci.
FUENTE: Cristian Yauli.

Los conidios déAlternaria daucitienen septos transversales y longitudinales y se
los conoce como dictiosporas, ademas son pardogcudgs. Nacen por la
brotacion apical de una célula conidibgena o desfsora anterior, dando lugar en
este Ultimo caso a una cadena que puede ramifisamsa espora produce mas de
un brote como se obtuvo en laboratorio ratificadditho por (AGRIOS, 1999).

Las especies de este grupo forman conidias sabtatbn grandes picos o
proyecciones filamentosas. Rara vez se desarreffatadenas de 2 o 3 conidias
(ROBERT, STEGEHUIS, & STALPERS, 2005).

El Conidio de la Alternaria dauci posee de 1-3@eptlo largo, medido por 150 x
15-25 um, sola o muy raramente en cadena, concortg@minal filamentoso tres
veces el largo del cuerpo de la conidia; de ca@é-olivo. (KONSTANTINOVA,
2002).

3.4.5 Reproduccion

Los hongos imperfectos se reproducen por medio rédes @sporas especiales
llamadas conidios; se trata de esporas asexua@diggeladas, que se forman en
el apice o en los laterales de una célula espoaddgaom catenulados si se forman
en cadenas, llamandose artrospora a cada eslabdn ladecadena.
(ASTURNATURA, 2015). La reproduccion de Mternaria daucies de forma
asexual por medio de conidios (AGRIOS, 1999) y (KOWNTINOVA, 2002).
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3.5 DESCRIPCION DEL CICLO DE VIDA DEL PATOGENO
EN CONDICIONES DE LABORATORIO.

Tabla 7. Ciclo de vida del patégeno.

Actividad Tiempo °C Fotografia

Siembra del 15 min. 23°C

hongo

Produccion de 24 h 23°C

micelio

Formacién de 36 h 23°C

micelio

purificado

Continua
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Continua

Formacién de 48 h 23°C
conidi6foro

Formacién de 48h 23°C
conidias

Fuente Cristian Yauli.

3.6 GUIA DIDACTICA.

La guia didactica se encuentra detallada en elX@tg
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CONCLUSIONES

De acuerdo a investigacion bibliografica realizagla porcentaje de
pérdidas ocasionado por la quemadura o tizon ¢ejade zanahoria se
sitia entre 40 y 99% en el rendimiento del cultde® esta manera se
determind que laAlternaria daucies el agente causal de importancia
econdmica en la produccion de la zanahoria.

Se determina los signos de la quemadura o tizda tieja de zanahoria
formando conidias que aparecen tipicamente de auier oscuro con
micelio esponjado y los sintomas constituyen lessorton formas
irregulares que van desde el marron oscuro hastageb en los filos de
las hojas y peciolos, las manchas estan rodeadas m@rgen amarillo y a
menudo comienza en las hojas més viejas. En eldulbdas lesiones son
irregulares van desde el marrén oscuro al hegnoayegen como un area
de pudricion superficial firme. Luego del analides muestras tomadas en
campo y comparandolas con la literatura que lo rdescorresponde a
(Alternaria dauci).

Utilizando protocolos de laboratorio se pudo ajgparificar y reproducir
el hongo y mediante comparaciones bibliograficagpwdo caracterizar
macro (micelio) y micro (hifa, conidiéforo y conali estructuras del
patégendAlternaria dauci).

Bajo condiciones controladas en laboratorio y canajuda de una
incubadora a una temperatura de 23(AQernaria dauci)completo su
ciclo de vida en 48 horas, permitiendo documentdescribir el avance
del desarrollo de cada macro (micelio) y microestma (hifa, conidiéforo
y conidio) del hongo en estudio.

Los datos obtenidos en la investigacion se simtediz en una guia

didactica, detallando la caracterizacion morfolégie(Alternaria dauci).
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RECOMENDACIONES

Para caracterizar macro (micelio) y micro (hifanid@®, conidi6foro)
estructuras es de mucha importancia investigaresolaves taxonémicas
actualizadas que permitan dar con el agente cansadtudio.

Se recomienda tener mucho cuidado con los protecoé asepsia en
laboratorio para evitar la contaminacién y podemidicar el hongo en
estudio.

Los resultados obtenidos en la presente investigaagieben ser
socializados a los estudiantes o personas inteassadesta investigacion,
en donde todos los resultados ya han sido sintetizan la guia didactica.
Cuando se cultiv@lternaria en un medio no estandarizado y sin control
de las condiciones de crecimiento, se produce ecimiento excesivo de
micelio aéreo que impide observar el patron deredgaon.

Se recomienda continuar con esta investigaciora pesfundizar mas en

el estudio del hongAlternaria dauci
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GLOSARIO

Agar. Sustancia de consistencia gelatinosa que senebtie las algas marinas y
gue se utiliza para preparar medios de cultivostivats en los que se estudia y

cultiva a los microorganismos.

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

un medio nutritivo.

Cepa Progenie de un solo aislamiento en un cultivoopaislado; grupo de

aislados similares; una raza.
Conidio. Espora asexual de un hongo formada en el extdemum conidioforo.

Conidiéforo. Estructura microscopica especializada en la mcdn asexual de
miles de esporas llamadas conidios. Se localizaal extremo de las hifas las
cuales levantan el conidiéforo en el aire conrelé esparcir las esporas con mas

eficiencia.
Cuerpo fructifero . Estructura compleja de los hongos que contiesparas.

Espora. Unidad reproductiva de los hongos que constandeowarias células, es

anéloga a la semilla de las plantas verdes.

Esterilizacion. Eliminacion de los patdgenos y otros organismuegsvdel suelo,

recipientes, etc., mediante calor o sustanciasigagm

Fitopatbgena Termino que se aplica a los microorganismos quedyce

enfermedades en las plantas.
Hifa. Ramificacion simple de un micelio.

Hongo. Pequeiios organismos productores de esporas, agjeaete
microscopicos, eucarioticos, ramificados a meniildmentosos que carecen de
clorofila y que tienen paredes celulares que coatiequitina, celulosa, o ambos

componentes.
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Hospedante Planta que es invadida por un parasito y de & este obtiene sus

nutrientes.

Medio de cultivo. Medio nutritivo preparado en el que se cultivan

microorganismos o células vegetales.

Micelio. Aparato vegetativo de los hongos que constituy&ak, formando por

filamentos muy ramificados.

Necrosis Es la degradacion de un tejido por la muerte ue lulas. Esta
mortalidad es producida por la accién de un ageoté/o que genera una lesion

irreparable.

Parafilm. Es una pelicula auto sellante, moldeable y flexiiara numerosos usos

en el trabajo cotidiano en el laboratorio, incluelae microscopia electrénica.

Purificacion. Aislamiento y concentracion de particulas viradesforma pura,

libre de los componentes celulares.

Sintoma Reacciones o alteraciones internas y externasufue una planta como

resultado de una enfermedad.

Signo. Patégeno o sus partes o productos que se obssolr una planta

hospedante.

Tizon. Coloracion café general y extremadamente rap&ldad hojas, ramas,
ramitas oOrganos florales de una planta, que darmcesultado la muerte de estos

organos.
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ANEXOS

ANEXO 1. GUIA DIDACTICA DE Alternaria dauci EN EL
CULTIVO DE ZANAHORIA (Daucus carota L.
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INTRODUCCION:

En el Ecuador los hongos fitopatbgenos son culpadke elevadas pérdidas

econdmicas debido a la reduccion en el rendimieefocultivo. El sector San
buenaventura no es la excepcion debido a la enflerdes fungosas presentados
en el cultivo de zanahoria principalmente causaatoAfternaria dauci (Kihn)
mas conocido como Quemazon o Alternariosis, parulal en la presente Guia
Didactica se redactan los pasos mas practicodgagproduccion de dicho hongo
en condiciones de laboratorio, con el objetivo d#ag propagar y estudiar el
fitopatdogeno para poder a futuro recomendar unrcbatlecuado, teniendo muy

en claro el ciclo de vida, y la morfologia del pado.

FUNDAMENTACION:

La zanahoria es una especie originaria del Cendratito y del Mediterraneo. Ha

sido cultivada y consumida desde antiguo por gaegaoomanos. Durante los

primeros afios de su cultivo, las raices eran d® galaceo. El cambio de estas a
su actual color naranja se debe a las selecciangsdas a mediados de 1700 en
Holanda. El cultivo de la zanahoria ha experimgmtan importante crecimiento

en los dltimos afios, tanto en superficie, como redyzcion, ya que se trata de
una de las hortalizas mas producidas en el mundmahnente Asia es el mayor
productor (INFOAGRO, 2008).

En Ecuador la superficie cultivada de zanahddaugus carotaes de alrededor

de 5000 hectéareas, de la cuales 581 hectareasnseran en Cotopaxi, con una
produccion total de 4,980 toneladas y un rendirpieiet 8,571.43 kilogramos por
hectareas (AGRONEGOCIOSECUADOR, 2015).

Los hongos son los organismos mas frecuentes caatiggnos de plantas.

Producen sintomas muy diversos en las diferentastgd son productores de

esporas, generalmente microscopicos, eucarioticargjficados y a menudo
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filamentosos que carecen de clorofila y que tieparedes celulares que tienen
quitina, celulosa (AGRIOS, 1999).

El géneroAlternaria se caracteriza por ser un hongo cosmopolita quelepue

encontrarse en un amplio rango de organismos. Gam@fito causa deterioro de
alimentos y produce micotoxinas; como patdgeno@ra\serios problemas en la
agricultura porque reduce el rendimiento de logivad y de los productos
almacenados. En las plantas cultivadas este patqgenoca manchas y tizones
foliares, ocasionando también, pudriciones de $rufotubérculos (AGRIOS,
1999).

Los sintomas se presentan primero en forma de flagumanchas parduzcas,
aureoladas de amarillo y diseminadas por el boeddachoja. Al aumentar el
namero de manchas mueren los tejidos intermedas)a que deseca el foliolo
completo. La planta aparece como quemada por & gok un tratamiento mal
efectuado. Los ataques severos de la enfermedandeua planta es joven
pueden producir su muerte y en las adultas tiengeoducir putrefacciones
radiculares (TERRANOVA, 1995).

La Alternaria sobrevive en las semillas y puede pasar el insiemlos residuos
de cosechas enfermas dejadas en el campo al igaamgplantas de zanahorias
salvajes o semillas de zanahoria. El viento, Iegétos, las salpicaduras de agua,
la maquinaria agricola y los agricultores pueddondinar la espora del hongo
(PLANTPRO, 2015).

Una vez detectada la enfermedad se debe realiliea@pnes quimicas al follaje
a fin de frenar la evolucion de la enfermedad trddacon fungicidas de contacto
(TAY & SEPULVEDA, 2011).

OBJETIVO:

La presente guia didactica sobre la caracterizacirfologia del hongo
Alternaria dauci (Kuhn)cuya finalidad es complementar los conocimientos y

fomentar el autoaprendizaje en el aula.
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UBICACION:

Tabla 1. Ubicacion del laboratorio.

Sector: Salache Bajo
Parroquia: Eloy Alfaro
Canton: Latacunga
Provincia: Cotopaxi
Coordenadas cuadricula| N: 9888 749,37
Marcador utm: E: 764.660,386
Altitud: 2757,59 msnm

FUENTE: GPS eTrex H.

BLOQUE |. METODOLOGIA:

TOMA DE MUESTRAS

Se realiz6 la toma de la muestra por convenieraiectando hojas en el cultivo
de zanahorigDaucus carota)que presentaban sintomas tipicos del ataque del

hongo fitopatégenAlternaria dauciKihn), recogiendo 5 muestra (foliolos).

Tabla 2. Recoleccién de muestras.

En el cultivo de ZanahorigDaucus
carota) ubicado en el sector San
buenaventura — Latacunga Provincia|de
Cotopaxi, a una altura de 2810 msnm, se
tomé muestras de la planta que
presentaba sintomas caracteristicos|

Alternaria dauci (Kuhn).

Continua
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Continua

Se recolecto plantas enfermas, fueron
almacenados en fundas ziploc con|su
respectiva identificacion (rotuladas) para
luego ser transportados hacia |el
laboratorio en un tiempo estimado de|45

minutos en vehiculo.

Una vez llegado al laboratorio las
muestras tomadas en campo fueron
almacenadas en refrigerador a una
temperatura entre 6-8°C, con la finalidad
de que el patdbgeno se mantenga Vivo
teniendo en cuenta de no almacenar|por

mas de 15 dias.

FUENTE: Cristian Yauli, 2015.

ELABORACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Se elabor6 el medio de cultivo PDA (papa — dextrasgar), ya que es uno de los
medios de mayor uso en los estudios fitopatolégtem®e la infusion de papa
como fuente de almidones y la dextrosa son la pase el crecimiento de los

hongos con los siguientes pasos:

Tabla 3. Elaboracién del medio de cultivo.

Primero.- pesamos 200 gr. de
papa pelada y picamos en
cuadritos, ponemos en una adlla

para cocinarlas por 15 min. con

500 ml. de agua

Continua
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Continua

Segundo- colamos la sustanci|a
obtenida para liberar de
impurezas, regresamos a fuego
lento completando con 500 mi
de agua mas para compensar lo

gque se evaporo, procedimos| a

afadir 15 gr. de agar, 20 gr, de
dextrosa y 2 gr. de levadura,|y
ajustamos el pH a 6.5 con acido
citrico para evitar la proliferacidn

de bacterias.

Tercero.- una vez obtenida la
solucion homogénea procedimos
a trasladar a un Erlenmey
tapamos bien con papel aluminio

para evitar que se derrame|y

autoclavamos a 121 °C por 35

min. y 15 Ibs. de presion.

Cuarto.- una vez obtenido el
medio de cultivo esterilizado
procedimos a distribuir en cajas

petri  con mucho cuidado

esperamos entre 5-10 min. para

gque se gelatinice, por ultimo

sellamos con parafilm para evitar

contaminaciones.

FUENTE: Cristian Yauli, 2015.
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SIEMBRA
Tabla 4. Stembra dcde las muestras.

La siembra se realiz6 en cajas Pegtri
: previamente ya colocadas el medio|de
cultivo PDA la misma que se realizé
tomando pequefios trozos de (hojas)

que fueron llevadas a la camara|de

flujo laminar para que no haya

contaminacion.

Con un bisturi se procedié a realizar
cortes pequefios de 5 a 10 mm2 a
partir del borde de la lesion infectada,
estos cortes contenian  tejidos
enfermos y tejidos al parecer sanos,
los mismos fueron colocados en una
gasa para posteriormente realizar| la
desinfeccién superficial para lo cual|se
sumergié en clorox al 20% durante 45
segundos, seguidamente se enjuagaron
en agua destilada por tres veces [con

intervalos de 10 a 15 segundos.

Con la ayuda de una pinza y aza|de
siembra los trazos fueron colocados en
el centro de cada caja petri de
inmediato sellamos las cajas con

parafilm y lo etiquetamos.

Continua
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Continua

Las cajas Petri ya sembradas |las

colocamos en la incubadora a U

temperatura de 23°C para que

hongo se propague de manera Imas

rapida.

Una vez obtenido el hongo
fitopatégeno  (Alternaria dauci
(Kuhn)) se procedi6 a Ia

identificacion mediante observaciones

microscopicas, también se tuvo fen
cuenta la proliferaciébn de bacterias
contaminantes. Para

necesaria la purificacion.

Proliferacién del Hongo fitopatoger
(Alternaria dauci) en medio de

cultivo PDA.

FUENTE: Cristian Yauli, 2015.

BLOQUE Il. RESULTADOS:

Para la identificacion del

utilizando la siguiente técnica:

Técnica de cinta peganteen un cubreobjetos colocamos una gota de agua,

hongo realizamos obsgBorees microscopicas

cortamos un fragmento de cinta adhesiva, estariiza la punta de aza
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lo cual fue



micoldgica y dejamos enfriar, posteriormente adhesi a la aza micoldgica la

cinta adhesiva transparente, en condiciones aaéptbrimos la placa de la
colonia del hongo(Alternaria dauci (Kuhn)) presionamos ligeramente en el
micelio con la parte adhesiva de la cinta y colazsula muestra sobre la gota de
agua y utilizamos una pinza para extender la cifitelmente colocamos la
preparacion sobre el microscopio y observamos coa aumento de 40X,

posteriormente observamos los detalles de lascéistas con el objetivo de 100x.

Los siguientes datos de la presente guia se passentbase a la siguiente tabla:

Tabla 5. Caracterizacién de macro y micro estrastu

CONCEPTUALIZACION | INDICADOR | INDICE | TECNICA | INSTRUMENTO

Talo Tipo

Caracterizacion Micelio Tipo
morfolégica de hongos
fitopatdégenos en el cultiv
de Zanahoria

Conidio Tipo Observacion Microscopio

Conidioforo Tipo

Reproduccién| Tipo

FUENTE: Cristian Yauli, 2015

Observacion del hongo en el microscopio

Talo
En esta imagen se puede apreciar el taloAdlernaria dauci Obtenido en
laboratorio en medio de cultivo PDA. La imagen @lxtenida con la ayuda de un

Microscopio Trinocular CX31 con lente de 20x, empa oscuro Phl.
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e ) TN Ny
A. Talo deAlternaria dauci.
FUENTE: Cristian Yauli.

En malta agar o PDA, las colonias tipicamente agarele color gris oscuro con
el micelio esponjado. En algunos casos se produckstintivo pigmento purpura
de la colonia rodeando al medio, tal como se ob&uvel laboratorio y se ratifica
lo dicho por (KONSTANTINOVA, 2002). Esto es corrgbdo por (PLANTPRO,
2015), en la cual menciona que las hifas de logd®ison desde hialino, marrén

hasta marrén oscuro con la edad, y septos

Micelio
En esta imagen se puede apreciar el miceliAlternaria dauci, obtenida en
laboratorio en medio PDA. La imagen fue obtenidm da ayuda de un
Microscopio trinocular CX31, con el lente de 100x.

A. Micelio septado délternaria dauci
FUENTE: Cristian Yauli.
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Alternaria sp. Tiene un micelio de color oscuro y en logltgiviejos infectados
produce conidiéforos cortos, simples y erectosdpreorigen a cadenas simples o
ramificadas de conidios como lo obtuvimos en latowi@a y concuerda lo dicho
por (KONSTANTINOVA, 2002). Las hifas de los hongsA. daucison desde
hialino, marrén hasta marr6n oscuro con la edathsyseptos, ratificado por
(PLANTPRO, 2015).

Conidioforo
En la imagen se puede apreciar el conidioforo goeidio deAlternaria dauci,

obtenida en laboratorio en medio PDA. La imagendhtenida con la ayuda de

un Microscopio trinocular CX31, con el lente de 100

A. Conidiéforo deAlternaria dauci

FUENTE: Cristian Yauli.

Los conidi6foros déA. daucison marrdén oscuro, septos y no ramificados. Los
conidioforos son color café-olivo (6-10 x 30-1a®) solos o en pequefios grupos;
son rectos, con un solo sitio conidiégeno termmallgunas veces geniculadas
con 2 0 3 sitios conidiébgenos, concuerda como dpdro(KONSTANTINOVA,
2002).

Los Conidiéforos son marrén oscuro, con septos yanuficados, de 30-10@m

de largo. (PLANTPRO, 2015).
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Conidio

En la imagen se puede apreciar las conidiag\lternaria dauci, obtenida en
laboratorio en medio PDA. La imagen fue obtenidm da ayuda de un

Microscopio trinocular CX31, con el lente de 100x

A. Conidios solitarios dAlternaria dauci B. Conidios en cadena ddternaria

dauci
FUENTE: Cristian Yauli.

Los conidios déAlternaria daucitienen septos transversales y longitudinales y se
los conoce como dictiosporas, ademas son pardogcudgs. Nacen por la
brotacion apical de una célula conidibgena o desfsora anterior, dando lugar en
este Ultimo caso a una cadena que puede ramifisamsa espora produce mas de
un brote como se obtuvo en laboratorio ratificamlditho por (AGRIOS, 1999).
Las especies de este grupo forman conidias sebtatbn grandes picos o
proyecciones filamentosas. Rara vez se desarretlatadenas de 2 o 3 conidias
(ROBERT, STEGEHUIS, & STALPERS, 2005).

El Conidio de la Alternaria dauci posee de 1-3@®ptlo largo, medido por 150 x
15-25 um, sola o muy raramente en cadena, concontgiminal filamentoso tres
veces el largo del cuerpo de la conidia; de ca@é-olivo. (KONSTANTINOVA,
2002)
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Reproduccién

Los hongos imperfectos se reproducen por medio rdes @sporas especiales
llamadas conidios; se trata de esporas asexua@diggeladas, que se forman en
el apice o en los laterales de una célula espoaddgam catenulados si se forman
en cadenas, llamandose artrospora a cada eslabén ladecadena.
(ASTURNATURA, 2015).

La reproduccion de lAlternaria daucies de forma asexual por medio de conidios
(AGRIOS, 1999) y (KONSTANTINOVA, 2002).
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ANEXO 2. FASE DE CAMPO

Grafico 1. RECOLECCION DE MUESTRAS
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Grafico 1. SIGNOS DE LA ENFERMEDAD

Grafico 2. SINTOMAS DE LA ENFERMEDAD




ANEXO 3. FASE DE LABORATORIO

. Grafico 1. REALIZANDO EL MEDIO DE CULTIVO

Grafico 2. PDA MODIFICADO

Grafico 3. DISTRIBUYENDO EL PDA EN CAJAS PETRI
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Grafico 5. SIEMBRA Y ETIQUETADO DE LA MUESTRA

Grafico 6. DESARROLLO DE MICELIO
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ANEXO 4. COSTOS

DESCRIPCION CANTIDAD COSTO COSTO
UNITARIO TOTAL

Materiales de aseo
Escoba 1 2 2
Trapeador 2 3 6
Franela 2 4,5 9
Papel de cocina 2 3,5 7
Zapatones 15 0,35 5,25
Guantes 15 0,25 3,75
Mascarilla 15 0,25 3,75
Cofias 15 0,30 4,5
Reactivos de aseo
Kalipto 1 4,3 4,3
Alcohol 1 55 55
Yodo 1 3,6 3,6
Materiales de laboratorio
Pinzas 1 2,08 2,08
Lampara de alcohol 3 3,99 11,97
Laminas porta-objetos 1 2,99 2,99
Cubreobjetos 1 2,5 2,5
Hojas de bisturi estéril 10 0,04 0,40
Vasos de precipitacion de 50 ml, 4 2,5 10
100 ml, 600 mly 1000 ml.
Erlenmeyer de 500 ml y 1000 ml 5 15
Asa de inoculaciéon de cromo 2 3,6 7,2
Cajas mono petri descartables 40 0,21 8,4
Papel parafilm 0,5 49 24,5
Juego de botellén de agua 1 28 28
Papel aluminio 1 3 3
Cajoneras de plastico 1 7,5 7,5




Colador 1 2 2
Tijeras 1 15 15
Cintas de pH 10 0,14 1,4
Varilla de agitacion 1 3,5 3,5
Olla 1 4 4
Reactivos de laboratorio
Bacto agar 0,5 88 44
Agua 1 2 2
Levadura 1 2 2
Sacarosa 1 2
Acido citrico 1 2,5 2,5
Equipos
Refrigeradora R1-425 QUARZO 1 767,97 767,97
INDURAMA
Incubadora IN110 1 2665,7 2665,7|
Microscopio trinocular CX31 1 2455,68 2455,6
Céamara de flujo laminar aurofa 1 6690 6690
mini con base
Autoclave semiautomética 2540- 1 2999,47 2999,47
23 litros
Destilador de agua waterwise 9000 1 511,3 511,3
Céamara cientifica infinity 1-2CB 1 2176,56 2176,5
Desecador 250 mm de diametro 1 229,8 229,8
con tapa
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







