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RESUMEN

La presente investigacion con el tef@ARACTERIZACION MORFOLOGICA

DE HONGOS FITOPATOGENOS EN EL CULTIVO DE ALCACHOFA
(Cynara scolymuy SECTOR ANCHILIVI — COTOPAXI. 2014”, se realiz6 en un
laboratorio de fitopatologia, el objetivo fue cdesizar morfolégicamente el hongo
gue causa mayor impacto en la produccion de altaq@ynara scolymus)en el

sector Anchilivi, cantdn Salcedo, provincia de Qaixi.

El trabajo realizado mediante técnicas de aislaimiean laboratorio para
posteriormente observarle al hongAltérnaria cineraria@, en el microscopio
electronico y asi analizar sus estructuras y luegdicarlo con la bibliografia

existente.

Los aspectos fundamentales de esta investigacidnLsodeterminacion del hongo
fitopatogeno de mayor impacto en la produccion tmehofa Cynara scolymys la
cual se determind gracias a la revision y discubibhografica, logrando identificar
signos y sintomas del hongo en campo, la técnitizadia fue la observacion directa
en el cultivo comparando vy ratificando con la feeatada, permitiéndonos con esto
realizar la caracterizacion de macro y micro estinas como : Talo, Micelio, Hifa,
Septo, Conidiéforo, Ascospora, llegando a obterwografias digitales con la
utilizacién de un microscopio trinocular y una cameientifica, las mismas que con
ayuda de claves taxondmicas existentes se logificaatla presencia del agente
causal que es laAlternaria cinerariag, y se pudo describir su ciclo de vida en
condiciones controladas realizando la siembra gisthmiento del patdogeno con el
uso de cajas Petri en un medio de cultivo paparaks agar, la cual permanecio en
la cAmara de incubacién por el tiempo de cuatre a@iana temperatura de 22°C.

El resultado de esta investigacion ha sido consdtiden una guia didactica de las
caracteristicas morfologicas del hon{alternaria cinerariag@, para difundir los

resultados obtenidos.
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ABSTRACT

The present research with the theme "MORPHOLOGICAHARACTERIZATION
OF MUSHROOMS FITOPATOGENOS IN THE CULTIVATION OF
ARTICHOKE (Cynara scolymus), SECTOR ANCHILIVI - COPAXI. 2014", was
carried out in a fitopatologia laboratory, the aliMe was to characterize the
mushroom that causes the greatest impact in thechake production
morphologically (Cynara scolymus), in the sectoiclifivi, canton Salcedo, County

of Cotopaxi.

The Work carried out by means insolation technigondaboratory and then observe
to the mushroom (it would Alternate cinerariae),tive electronic microscope to

analyze their structures and then to ratify it with existent bibliography.

The fundamental aspects of this research are; €kerrdination of the Mushroom
fitopatdgenos greater impact in the production afichoke (Cynara scolymus),
which was determined by the revision and bibliogrepl discussion, achieving
identify signs and symptoms of the mushroom indfighe technique used was the
direct observation in the cultivation comparing amdifying with the mentioned
source, allowing us with this to carry out the nmaand micro structures as: Talo,
Micelio, Hifa, Septo, Conidioforo, Ascospora, erglinp obtaining digital pictures
with the use of a microscope Trinocular and a difiercamera, the same as using
existing taxonomic key achieved confirm the presewsicthe agent which is (it would
Alternate cinerariae), and it could describe ii® tycle under controlled conditions
carrying out the sowing and isolation of the patmowith the use of boxes Petri in a
means of cultivation potato - dextrosa - agar, @&nemained in the incubation

camera for the time of five days to a temperatdi226C.

The result of this research has been consolidated ididactic guide of the
morphological characteristics of the mushroom (duld Alternate cinerariae), to
diffuse the results.

Xii



INTRODUCCION

En la agricultura mundial los hongos fitopatdgesms causantes de enfermedades de
pre y poscosecha en los cultivos de hortalizaseates y frutas, siendo estos
responsables de pérdidas econOmicas cuantiosasfiel que ocasiona no solo se
refiere a las pérdidas de produccion economicem &imbién a las pérdidas en la
produccion biologica, es decir, a la alteracion aaste en el crecimiento y
desarrollo de las plantas hospedantes atacad&stosrmicroorganismos. (AGRIOS,
2005).

Este problema de investigacion afecta directam&iéepoblacion que se dedica a la
produccion, comercializacion y al consumo de estalycto acarreando pérdidas
econdémicas ya que se requiere la utilizacion decagmicos para su control y
también traen consecuencias negativas para el naadimente y su entorno. Las
causas del problema basicamente son la desinfaimaobre el tema y esto se da
porque en nuestro medio no existen referenciasobitdficas sobre los hongos
fitopatdgenos de mayor impacto economico quetafalccultivo de alcachofa, los
recursos que contamos son los implementos de wnal@iio de microbiologia para

realizar la identificacion, aislamiento y purifiedic del hongo fitopatégeno.

La limitada informacion sobre los hongos fitopattge y los altos porcentajes en
pérdidas en las cosechas provocadas por el ateqerefekmedades causan problemas
a los agricultores del sector de Anchilivi, razd@r fa cual se debe encontrar a los
agentes causales de las enfermedades para damatt@ren el manejo de

enfermedades causadas por hongos en este cultivo.
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JUSTIFICACION

La presente investigacion nace de las necesidaglsslzbr que hongo fitopatégeno
existen para apoyar al agricultor en el conocinoiel® los mismos ayudando a bajar
costos de produccién y para disminuir la contaméma@ambiental. Esté tema de
investigacion es importante porque conociendo alctdyl la estructura los hongos
fitopatdgenos los agricultores y los consumidormedadalcachofaQynara scolymys

sabran como combatir este mal para evitar problemcasOmicos ambientales y

sociales.

El aporte social de la investigacion es dotar derimmacion nueva y necesaria a la
poblacién y a los agricultores para que tenganamocmiento claro y preciso de los
hongos fitopatdégenos que existen en el cultivoldechofa Cynara scolymysy por

lo tanto prevenir de posibles alteraciones enlladsa

Con una adecuada descripcién morfolégica de hofigpatégenos en el cultivo de
alcachofa Cynara scolymysreduciremos histéricamente las técnicas conveatss

de obtener productos contaminados y asi el agsicalitendra una mayor produccion
y comercializacién para de esta manera aumentandmesos econémicos teniendo

un producto de alta calidad para la exportacion.
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OBJETIVOS

GENERAL.

Caracterizar morfologicamente el hongo fitopat@ggune causa mayor impacto en la
produccion en el cultivo de AlcachofaCynara scolymuy, sector Anchilivi.
Cotopaxi. 2014.

ESPECIFICOS

» Determinar el hongo fitopatogeno de mayor impactda produccién del cultivo

* Identificar signos y sintomas del hongo de maggacto a la AlcachofaQynara

scolymu¥ en campo.

» Caracterizar macro y microestructuras del patégen

» Describir el ciclo de vida del patégeno en coiaies de laboratorio

* Elaborar una guia didactica de la caracteriragiorfolégica del hongo en estudio

15



PREGUNTAS DIRECTRISES

¢, Se reconocera signos y sintomas del principal ddingpatogeno en el

cultivo de AlcachofgdCynara scolymusgn base a la observacion Realizada?

¢, Cudles es el principal hongo fitopatégeno quetaie@ la Alcachofa

(Cynara scolymusgn el sector de Anchilivi?

¢,Determinar cudles son las caracteristicas de togjos fitopatdgenos

encontrados?

16



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO.

1.1 ALCACHOFA (Cynara scolymuy

Se tienen noticias de esta planta desdentigidedad, aunque se cree que las
informaciones sobre la misma estan referidas dlocsitvestre Cynara scolymys de
la que derivan los actuales cultivares. Se tratar@geplanta originaria del Norte de
Africa y Sur de Europa. Durante la época romandasa de ella como planta
cultivada, y a lo largo de los siglos se van calido las variedades locales, que son
la base de los cultivares actuales (FONNEGRA, 2007)

1.2. Clasificacion taxondmica
CUADRO N° 1CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino Plantae
Division Magnoliopsida

Clase Magnoliopsida

Ordén Asterales
Familia Asteraceae
Género Cynara
Especie C. scolymus

Fuente: (TERRANOVA, 1995)

17



1.3. Descripcién botanica

Raiz.
El sistema radicular es grueso y carnasanserta en un rizoma (tallo hipogeo,

horizontal, radiciforme con yemas y raices). (NARRZ 2002).

Tallo.
Son erguidos, gruesos, ramificados y aealoal longitudinalmente, su presencia

no es notoria hasta el inicio de la floracion. (IWKGRO, 2003).

Hojas.
Son de tipo aserrado, con bordes providéograndes dientes, también pueden
ser de tipo oblonga o lobada. (INFOAGRO, 2003).

Flores.

La alcachofa, pertenece a la familia astegie cuya caracteristica principal es la
de presentar las flores agrupadas a manera deesdlencia denominada capitulo o
cabezuela. (CULTIVOS CONTROLADOS, 2002).

Frutos.
Son aquenios (fruto seco), de forma oblpmgacolor grisaceo con manchas
pardas o negruzcas, pesando de 600 a 610 graBOAGRO, 2003).

18



1.4. Enfermedades de interés comercial del cultivie alcachofa

La presencia de enfermedades en el culterdicachofa se relaciona con las
caracteristicas climaticas del area de producciorcontinuacion se detallan las

principales enfermedades que afectan al cultivo({@AA, 2013).

1.4.1. Enfermedad en EstudioAlternaria cinerariag

GRAFICO N° 1Alternariosis o peste negra

Fuente: (LATORRE, 1988)
Taxonomia.-

Reino: Fungi. Phylum: Ascomycota Cladeeothideomycetes. Orden:

Pleosporales. Familia: Pleosporaceae. Género:nalte.

Sintomas.-

Los primero sintomas ocurren en las hojas massvistas presentan pequefias
lesiones irregulares de color café oscuro en cuyerior se forman anillos
concéntricos evidentes, debido a los esfuerzoshaue la planta para detener el
avance de la infeccion; las lesiones pueden ctesta alcanzar 1.5 cm de didmetro o

mas. Tipicamente, las lesiones se rodean de un awiarillo por la produccion de
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toxinas, y cuando las lesiones son numerosas skepumir, destruir al tejido foliar,
y afectar la produccion, asi como la calidad. (LARRE, 1988).

Diseminacion.-

Se dispersa como conidias transportadiaslviento.

Sobrevivencia.-

Muy posiblemente sobrevive en forma &p#n la Alcachofa u otros cultivos.

Aislamiento.-

El aislamiento del hongo se realiz6 é@mara estéril con una camara de flujo
laminar marca Microflow, seleccionando bajo lupandoular secciones muy
pequefias del tejido enfermo y sembrando la pordéseada con ayuda de aguja de
diseccion, previamente flameada, en media de ouléigarpapadextrosa (PDA),
incubando las cajas en condiciones de laborat@2if@. (UNAMUNDO, 1942).

Purificacion.-

Los hongos aislados se purificaron haciendo regiqueesivos de trocitos
jovenes de micelio en places Petri. (CONTRERASQ).98

Condiciones predisponentes.-

Temperaturas elevadas, entre 20 y 30° C (6pt. 22°elévada humedad
relativa (cercana al 80 %). 24 horas de hoja mojpdhaeridas favorecen las
infecciones. (CONTRERAS, 1980).
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Control.-

Se sugiere algun fungicida aplicado al follaje paonto como se observe los

primeros sintomas.

1.5. HONGOS FITOPATOGENOS

Los bidlogos utilizan el término hongo para inclarganismos eucarioticos,
esperécenos, sin clorofila. (HERRERA, 1994).

Los hongos son pequefios organismos productorespieas, generalmente
microscopicos, eucarioticos, ramificados y a menftidonentoso que carecen de
clorofila y que tienen paredes celulares que tiegarina, celulosa, o ambos
componentes clorofila y dependen de una plantaduasp para obtener su alimento.
Son mas grandes que las bacterias y se identdmamayor facilidad, algunas de las
estructuras que producen se pueden ver a simpe wisirven en su identificacion.
(HERRERA, 1994).

Caracteristicas generales

Los hongos son organismos carentes de clorofilasgueproducen mediante
esporas. Son por lo general filamentosos y multiae#s, con nudcleos que se
observan con facilidad. Los filamentos constitugértuerpo (soma) de los hongos
que se alargan mediante un crecimiento especia geguefio fragmento de ellos
puede reproducirse un nuevo individuo. (HERRERA4)9
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Las estructuras reproductivas se diferencian dedagaticas y sobre la base
de sus caracteristicas se clasifican los hongos. dstructuras somaticas de los
diversos hongos son muy similares y pocos puedeidsetificados cuando no se

presentan las estructuras reproductivas. (HERRER®¢).

Estructuras somaticas

El talo de los hongos consiste tipicamente en @laws microscopicos
ramificados hacia todas partes y que se extiendere © dentro del sustrato que se
utiliza como alimento. Estos filamentos se denomihdas. El conjunto de hifas
constituyen el micelio de los hongos. (HERRERA,4)99

Las hifas pueden ser septados o sin septos (lisasaziticas) este ultimo tipo
de hifa es caracteristico de los hongos inferigresando envejecen pueden formarse
septos en varios lugares. Los septos varian estauctira y pueden ser simples o
complejos. (HERRERA, 1994).

El micelio en algunos hongos forma gruesos corddeasminado rizomorfos
gue semejan raices, son resistentes a condicidmessas y permanecen en estado de
letargo hasta que se presentan condiciones faestalidn algunos casos, los

rizomorfos pueden alcanzar grandes longitudes. (REERA, 1994).

Los hongos atacan las plantas hospederas susesptibl través del
movimiento de sus estructuras reproductivas. Lasras se diseminan facilmente
por medios mecanicos, corrientes de aire y el agoa,ejemplo: los hongos se
transfieren facilmente de los sustratos o suelotaoainados a las plantas o partes de
estas, por lo que es necesario eliminarlas ya gudéuente de indculos (transmisores
de la enfermedad). (HERRERA, 1994).
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Los fungicidas se utilizan para el control de emfedlades causadas por
hongos, los hay especificos y de amplio especteocahtacto y sistémicos (se
traslocan por el interior de la planta). (HERRERB94).

Hongos como patdgenos en las plantas

El efecto nocivo de los hongos se debe a su caghcmhra destruir
fisicamente los tejidos de la planta, alterar lsiofogia vegetal reduciendo el
crecimiento de toda la planta o de Organos detawois, 0 producir toxinas que
afectan tanto a plantas como animales. Algunos dsyngpnocidos como biétrofos,
pueden crecer y multiplicarse manteniéndose durtmte su ciclo de vida en la
planta huésped, viviendo y obteniendo nutrientescausar la muerte. Otros son
necrotrofos, en una parte de su ciclo vital reguenna planta huésped pudiendo
crecer sobre tejido muerto o producir la muertelleelpara absorber los nutrientes
del tejido muerto. Muchas infecciones empiezan ooa fase biotréfica que se
convierte mas tarde en necrotrofica. Algunos hongms simbiontes facultativos,
creciendo tanto libres como asociados a plantagros son simbiontes obligados,

creciendo sélo si estan asociados a plantas. (HERRE9S94).

1.6 AISLAMIENTO DE HONGOS FITOPATOGENOS A PARTIR
DE PLANTAS ENFERMAS

El aislamiento consiste en el proceso de separad@dmicroorganismos a
partir de su sustrato natural (planta) para hacegeer en medio de cultivo artificial.
El aislamiento y cultivos persiguen distintos finelsmas comun en un laboratorio de
fitopatologia es para diagnosticar la causa de emfermedad desconocida, sin

embargo, puede tener objetivos didacticos o destigacion sobre taxonomia,
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fisiologia y genética microbiana. Es comun tambiéando se quiere tener cepas
puras, en la evaluacion de productos quimicostin. \iLOPEZ, 1979)

El cultivo de microorganismos tiene enormes vestajae contribuyen al
conocimiento de la biologia de estos. Sin embdrgp,que considerar que al cultivar
un organismo: a) puede ocurrir mutaciones, b) sel@perder parcial o totalmente su
patogenicidad, c) los hongos puede o no formarposerfructiferos en medios
artificiales; estos cuerpos pueden presentar variacl) existen hongos que no se
pueden cultivar (parasitos obligados) y otros eupiieren medios complejos para su
desarrollo. (LOPEZ, 1979).

Aislamiento del Patdégeno de las hojas

En caso de que la infeccion de las hojas de unagokvance en forma de
tizon o mancha foliar fungosa y en caso de quedpsras del hongo aparezcan sobre
su superficie, algunas de esas esporas deben @epesobre una caja de Petri que
contenga medio de cultivo o bien deben recolectamada punta de una aguja estéril
0 un escalpelo y colocarse sobre la superficierdlio de cultivo. Si el hongo crece
en cultivo, al cabo de unos cuantos dias apareamstmias de micelio aisladas
debido a la germinacion de las esporas. Estassgameran en placas separadas y de
esta forma se asegura que algunas de ellas contahgatogeno libre de cualquier
tipo de contaminante. indica que el método mas copafia aislar a los patdégenos de
las hojas infectadas y de otros organos de lapkestaquel en el que se seleccionan
varios cortes pequefios de 5 a 10 mm2 a partioatele de la lesion infectada, a fin

de que contenga tejidos enfermos y tejidos al pasamos (AGRIOS, 2005).
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Aislamiento del patdgeno de raices, tubérculos, mds carnosas y frutos de

hortalizas que se encuentran en contacto con el soe

Para el aislamiento, la tierra que se encuentraegmada en el tejido debe
separarse y deben colocarse en una solucion dexClgarios cortes de tejido
obtenidos del borde de las lesiones. Se seleccionampor uno los cortes de tejidos
en la solucion, se sumergen o lavan en agua egtggilcolocan en cajas de Petri que
contengan agar. Si el patdgeno ha penetrado prafueicte en el tejido sano, puede
usarse el método descrito anteriormente para talfagos, que consiste en desgarrar
los especimenes primero por la parte sana y degmuda zona infectada, tomando
porciones de tejido del borde de la pudricion (lealcno ha sido expuesta), y

colocarlos directamente en el medio de cultivo. RAGS, 2005).

Induccioén al desarrollo miceliar

Para que el hongo crezca y esporule sobre mediosltios recomendables
para los hongos que crecen alrededor del hospegapte esporule poco en el tejido,
tales como hongos de la raiz. (AGRIOS, 2007),

Este método es el mas usado cuando se quiereatenenongo en cultivo puro.

Lavar el material enfermo con agua corriente y seca

Seleccionar el tejido vegetal afectado procurang® Iqs trocitos queden de
0.3 a 0.5 cm de longitud.
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Desinfectar los Muestra

Enjuagar los trocitos en 3 pasos de agua destylagaarlos perfectamente, al
secar bien, disminuyen las contaminaciones pasab 4ecciones a una caja de Petri
con PDA, selle la caja con cinta adhesiva e inaé20 a 25 °C. (AGRIOS, 2007).

Lavado de tejidos afectados.

Partes subterraneas: deben lavarse bajo aguantesr@mn la ayuda de un
cepillo suave. Para casos dificiles como de alg&immmicetes patdgenos sensibles a
desinfectantes, se alarga el proceso de lavadoefiarmar el uso de desinfectantes.
Se colocan porciones de las raices lavadas emseoftapado con una malla o gasa y
se deja caer un chorro de agua sobre este duraste thas horas. (FRENCH, y
otros, 1980).

Partes aéreas: los 6rganos aéreos son generaldifécites de mojar. Una sumersion

instantanea en alcohol etilico 70% antes de intiodun agua o el uso de detergente
liquido como “Tween” (unas 2-3 gotas por litro) gesimente resuelve el problema.
Los tejidos aparentemente limpios no necesitand@vaxcepto el que se hace
durante la desinfeccion. (FRENCH, y otros, 1980).

1.6.1. PURIFICACION DE CEPAS

Es raro que al hacer una siembra o aislamientmbsenga solo al hongo
deseado, normalmente también microorganismos camtames, de los cuales es
necesario apartar al organismo de interés. Esteepoose denomina purificacion y
normalmente consiste en cortar puntas de miceliobdede de la colonia en
crecimiento, mediante agujas de diseccion flameaHata pequefia porcion del
hongo y agar se depositan en otras cajas con meeliogltivo estéril y de esta forma
se obtienen cultivos puros. (AGRIOS, 2007),
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Es aconsejable hacer aislamientos que la muesdir&esca (pocas horas) y
gue se siembre a partir del borde de lesioneseaintiento activo, de lo contrario la
purificacion se dificulta, en ocasiones es necesatilizar medios selectivos con

antibioticos y fungicidas para purificar cepas. RGS, 2007) .

Técnicas de purificacion

Las técnicas de purificacion mas utilizadas paraidantificacion de

organismos patdégenos dentro del laboratorio son:

Cultivo de punta de hifa

Siembre una porcion de hongo en su medio de cudtivel centro de una
placa de un medio con bajo contenido nutricionahamedio agar agua con 3% de
agar; adicionandole una sustancia bacteriostatic@pamda. En cuanto se desarrollen
hifas separadas en el medio, ubique una punta Eanicroscopio estereoscopico a
80-120 x, o con el objetivo 10x de un microscommpuesto al cual hayan quitado
los objetivos restantes. Corte la hifa detras delala terminal con un bisturi del uso
oftalmico desinfectado en alcohol y flameado (sistsner en una llama). También
puede utilizar una navaja de afeitar mantada ervareade madera o vidrio. Corte un
bloque de agar rectangular que contenga la hifangtiera a una placa o a un tubo de

medio inclinado para que crezca. (FRENCH, y ott880).
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Desinfeccion

Los tejidos enfermos contienen normalmente divatside organismos que
invaden los tejidos muertos por el patdogeno. Estmstaminantes dificultan el
aislamiento por lo que generalmente es necesara d@sinfeccion previa a la
siembra. (AGRIOS, 2007).

Entre los desinfectantes mas usuales se tiene al:

Hipoclorito de sodio. El desinfectante mas usad&leslanqueador de uso
domeéstico (cloralex), basta mezclar una parte the ®sstancia en 5 partes de agua
destilada para obtener el producto deseado yaldulargjueador viene al 5-6 %, es
decir que normalmente se usa hipoclorito al 1-Z2Rtiempo de exposicion varia de
30 a 90 segundos; el material viejo 0 muy contadunse puede tratar por 2 a 3

minutos siempre que no se elimine el patdgeno. (IKER2007).

1.7. IDENTIFICACION DE HONGOS

Para la identificacién de hongos fitopatégenosezesario la observacion de
sus estructuras somaticas y reproductivas. Mediartéenica de cAmara humeda y/o
aislamiento es posible inducir la aparicion desestdructuras producidas y el uso de
claves taxondmicas son necesarios para deternliggnero y la especie del hongo
patdégeno. Para la identificacion de los hongoseegsario el reconocimiento de las
estructuras vegetativas y reproductivas. (CALZARBD2),

En cuanto a estructuras vegetativas se debe analiz

Plasmodio: Se refiere al cuerpo o soma vegetativo de algummsyos
inferiores, el cual esta constituido por una masétinucleadas, sin pared celular.
Son escasos los hongos fitopatdogenos que poseenvegetativo de tipo plasmodial.
(CALZADA, 2002),
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Micelio: La mayoria de los hongos poseen cuerpos filamestoovistos de
pared celular. A los filamentos que constituyercurpo o soma vegetativo se les
denomina hifas. Al conjunto de hifas se le denonmmeelio. Cuando las hifas no
presentan septas, el micelio es denominado cecwaitino tabicado y cuando las

presenta el micelio se dice que es tabicado. (CARZA2002).

1.8. DELIMITACION DE LA ZONA DE MUESTREO

Recoleccion de muestras de plantas infectadas emli/o de alcachofa

(Cynara scolymysen el sector de Anchilivi.

1.9. PASOS PARA LA RECOLECCION DE MUESTRAS

Muestreo por cuotas

También denominado en ocasiones “accidental”. $entas generalmente
sobre la base de un buen conocimiento de los esto la poblacion y/o de los
individuos mas “representativos” o “adecuados” pasafines de la investigacion.
Mantiene por lo tanto, semejanzas con el muestiesiasio estratificado, pero no
tiene el caracter de aleatoriedad de aquel. En tggiede muestreo se fijan una
“cuotas” que consisten en un nimero de individues eUnen unas determinadas
condiciones. Una vez determinada la cuota se elm@gprimeros que se encuentren

que cumplan esas caracteristicas, segun (CARASOI3) 2

Observaciones de muestras

Para la observacion de los hongos fitopatogenesngdean diversas técnicas
de preparacion de las muestras. Su seleccion degknth detencion de estructuras

como: trozos de micelio, conidios.
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En estos casos con un simple raspado de la stipeafectada puede tomarse
material para la observacion microscopica. Para espreparacion debemos
auxiliarnos de instrumentales especializados conmzap, agujas, escalpelos.
(HERRERA, 1994).

Signos y sintomas de hongos patégenos en la planta

Los sintomas que producen los hongos en sus hodpsdan de tipo local o
general y pueden aparecer por separado en hosegddistintos, en un mismo
hospedante aparecer uno después de otro en un raisimo mismo hospedante. En
general, los hongos producen una necrosis locanergl o la muerte de los tejidos
vegetales que infectan, hipertrofia e hipoplasirofia de plantas completas o de sus
organos, e hiperplasia o crecimiento excesivo s @ de algunos de sus 6rganos.
(AGRIOS, 1999).

Los sintomas necréticos mas comunes son los sigsien

Manchas foliares. Lesiones localizadas en las hibgatos hospedantes que

constan de células muertas y colapsadas.

Tizon. Coloracion café general y extremadament&laage las hojas, ramas,
ramitas y érganos florales de una planta, que damaesultado la muerte de estos

organos.

Cancro. Herida localizada o lesion necrética; amtudencia sumida bajo la

superficie del tallo de una planta lefiosa.

Muerte descendente. Necrosis generalizada dertatasade las plantas que se

inicia en sus puntas y avanza hacia su base.

Pudricion de la raiz. Pudricion o desintegraciortatk el sistema radical de

una planta o parte de él.
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Ahogamiento o secadera. Muerte rapida y colapspla@lgulas muy jévenes

gue se cultivan en el campo o en el almacigo.
Pudricién basal del tallo. Desintegracion de laganferior del tallo.

Pudriciones blandas y pudriciones secas. Maceragi@esintegracion de
frutos, raices, bulbos, tubérculos y hojas carndedas plantas.

Antracnosis. Lesion necrética que se asemeja alleeaa profunda y que se

produce en el tallo, hojas, frutos o flores deplastas hospedantes.

Sarna. Lesiones que se producen sobre el frutashajbérculos y otros
organos de las plantas hospedantes, por lo cong@nainente realzadas o bien

profundas y agrietadas, lo cual les da una apasi@ostrosa.

Decaimiento. Crecimiento deficiente de las plantas;hojas son pequefas,
guebradizas, amarillentas o de color rojo; las tammuestran cierto grado de
defoliacion y muerte descendente.

Los sintomas que se asocian a la hipertrofia orpligsia y distorsion de los

organos de las plantas incluyen:
Hernia de las raices. Raices alargada en formastedimazo.

Agallas. Porciones alargadas de las plantas quéopgmmun estan llenas del

micelio del hongo.

Verrugas. Protuberancias en forma de verruga qudorsean sobre los

tubérculos y los tallos.

Enchinamiento foliar. Deformacion, engrosamient&nchinamiento de las

hojas.

Los sintomas que ya se han mencionado, puedenrséiaiios grupos de

sintomas:
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Marchitamiento. Por lo comun, es un sintoma seaimdgeneralizado en el
gue las hojas o los retofios de las plantas piesddnrgencia y se cuelgan debido a

las alteraciones que sufre el sistema vasculaa d& o del tallo.

Roya. Muchas lesiones pequefias, por lo comun @e amglzo, que aparecen

sobre las hojas o el tallo de las plantas.

Mildiu. Zonas necréticas o cloréticas que aparesebre las hojas, tallo y
frutos de una planta y que por lo comun se cubmmaet micelio y los cuerpos

fructiferos del hongo.

En muchas enfermedades, el patdgeno se desarmllproduce varias
estructuras, sobre la superficie de su hospedkstas estructuras, que incluyen al
micelio, espo-roforos, cuerpos fructiferos y espose les denomina signos y difieren
de los sintomas, los cuales solo se refieren pddemcia que toman las plantas o sus
tejidos cuando han sido infectados. (AGRIOS, 1999).

Por ejemplo, en los mildius, lo que se observaragor frecuencia son los
signos representados por las esporas y el credomrelfoso y blanquizco del micelio
del hongo sobre las hojas, frutos o tallos de &ntpl mientras que los sintomas
consiste en lesiones necroticas o clordticas qaeeapn sobre las hojas, frutos y
tallos, crecimiento deficiente de la planta, eAGRIOS, 1999).

Calidad de la muestra

Este aspecto es de suma importancia puesto quiremuencia las muestras
tomadas no llegan al lugar de destino con la cdlidguerida para poder realizar una
labor investigativa eficiente. Al tomar la muesti@a la planta enferma no se deben
seleccionar las partes u érganos que manifiestad@avanzado de desarrollo de la
enfermedad tales como: tubérculos en estado avardadlescomposicion o ramas

totalmente necrosadas, sino aquellas partes quéfiestan aun un proceso de
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desarrollo intermedio de la enfermedad, en lasejusgente parasitario permanece
activo y su observacion se facilita. Igualmentec&sos de avanzado desarrollo de los
sintomas, la presencia de organismos secundatiogpeoe gravemente el proceso de
diagnéstico. (AGRIOS, 1999)

La conservacion y el almacenamiento de las muesiaata su llegada al
laboratorio deben tenerse muy en cuenta; parssellconseja el empleo de envases
que no acumulen excesiva humedad y eviten la pratifon de organismos
secundarios, asi como mantener las muestras, deosile bajo temperaturas que

inhiban el desarrollo de microorganismos. (AGRIQO$)9)

El empleo de técnicas de herborizacion natural éempge en algunas
circunstancias y por algunas enfermedades caugamlasongos, conservar las
muestras inalterables durante largo tiempo, conmore@n numerosas enfermedades
foliares. (HERRERA, 1994).

1.9.1. RECOMENDACIONES PARA TOMA DE MUESTRAS -
SANIDAD VEGETAL

La muestra debe recogerse en bolsas de plastigoiabm debidamente

codificadas y manteniendo la boca de la bolsa @bpara evitar putrefacciones.

Si la muestra debe ser enviada por correo, se \&rnaoén papel de periodico
para absorber la humedad de la misma. Si la muestla semillas, podran recogerse
en bolsas de plastico, botes de cristal o sobrespajgel limpios, con su
correspondiente codigo de identificacion. (INIABRDQ).
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Representatividad de la muestra

Una muestra representativa es la parte o partés afectada que presenta la
manifestacion o manifestaciones (sintomas y sigpasgipales de la enfermedad
que se pretende identificar. Si la afeccion erhtgas, el tallo, los frutos por las raices
deben tomarse estos organos de la planta de mguese represente la situacion real
gue ocurre en el campo. En ocasiones cuando sntedundas sobre este punto, se
aconseja tomar la planta en su totalidad con magatanalizar. Esta Gltima situacion
es frecuente encontrarla en plantas anuales comtalihas, leguminosas, cereales,
etc. (HERRERA, 1994).

1.10 PASOS PARA EL AISLAMIENTO DE PATOGENOS.

El microorganismo debe aislarse en cultivo puroepeh establecerse sus
caracteristicas fisicas. (CHARLES, 2008).

Para la ejecucion del segundo postulado se delm¢eptala necesidad de la
asociacion constante de un agente bidtico con gbduero enfermo, para proceder
luego a su aislamiento, su caracterizacion y stivouin vitro en ausencia de otros

microorganismos (purificacion). (CHARLES, 2008),

Métodos de aislamiento

Para lograr el aislamiento del agente causal de determinada
sintomatologia o enfermedad, en primer lugar, §e dstablecer la causa que origind
dichos trastornos, es decir permite llegar a disgcar la naturaleza del agente
causal. No obstante, es muy comdn cuando se utitenicas o métodos para el
aislamiento del agente causal, que mas de un grgansea obtenido, por lo que

irreversiblemente se debe complementar una serposkellados establecidos por el
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bacteriélogo aleman Roberto Koch y que son congcidoy en dia como los
postulados de Koch. (HERRERA, 1994).

Las técnicas y métodos de laboratorio empleadoa phrdiagnostico de
microorganismos fitopatdgenos requieren persondiceao, equipos e instrumentos
de precision, reactivos y cristaleria variada, @®ho una alta laboriosidad. El
procedimiento a seguir esta determinado en granda@dr la naturaleza del posible
agente causal. (HERRERA, 1994).

Aislamiento de hongos

El aislamiento de los hongos fitopatdogenos se puedlzar frecuentemente
con cierta facilidad, ya que sobre el tejido enfewhe una planta suelen encontrarse
solamente las estructuras de un organismo causasiteda presencia de otros
microorganismos contaminantes. Como ejemplo de &ste de situacion puede
citarse el caso de los mildius y carbones, qudifiten profundamente sobre tejidos
afectados. Las royas, que fructifican también abotaimente, son dificiles de aislar
in vitro. Sin embargo en la mayoria de los casosegeiere de métodos especificos
de aislamiento, los cuales dependen principalmdatéa naturaleza del hongo en
cuestion y del sustrato o planta hospedante ersegukesarrollé. Tal es el caso de la
mayoria de los hongos fitopatégenos del suelouteiraantes mencionado indica que
en otras ocasiones numerosos hongos que producect@ss reproductoras sobre el
sustrato natural que parasitan no lo hacen en mexdidiciales, por lo que para su
identificacion hay que prescindir de métodos démigentos. El aislamiento de los
hongos productores de micelio aéreo esporogendtaesxitoso simplemente
transfiriendo directamente el micelio o masas @®mes formadas sobre el tejido de
la planta, sobre un medio determinado. Cuando etirmiento del micelio o la
formacion de esporas no es apreciable sobre ebteje la planta hospedante se
emplea la técnica conocida como camara humedacansiste en tomar porciones o
pedazos de dicho tejido, lavarlo bajo un chorrcagea corriente durante 10 o 15
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minutos para remover de la superficie las espom®tdbs hongos saprofitos y
colocarlos luego sobre papel de filtro humedecidiati de placas de Petri e incubar
dentro de varias horas a temperatura entre 20°C3&n caso de que determinados
microorganismos saprofitos crezcan a mayor veldcigaubran la superficie del
tejido enmascarando el verdadero agente causat, pielcederse a la desinfeccion
superficial con hipoclorito de sodio al 1%, antescdlocar en la camara humeda dos
pedazos del tejido enfermo. Para el aislamientbaigjos presentes en el interior de
la planta (haces vasculares, frutos, tubérculobe deocederse a la desinfeccion
externa con los productos antes descritos, coktajido con un bisturi o escalpelo
estéril y extraer porciones afectadas y colocarlasmbrarlas en un medio apropiado
que favorezca el crecimiento de las estructurastaéigas o reproductoras. El ajuste
del pH en los medios empleados para el aislamideb® garantizar valores bajos
(alrededor de 5.5) que impidan el crecimiento dadveas. (HERRERA, 1994).

Aspectos a contar en el estudio de los hongos ehdaatorio

Los hongos son capaces de crecer en cualquier rdedialtivo, sin embargo
para evitar su contaminacion por bacterias, losiomsede cultivo deben presentar

altas concentraciones de soluto y bajo pH. (HERRERA4).

1.11. MEDIOS DE CULTIVOS USADOS EN EL AISLAMIENTO
DE HONGOS

Los medios de cultivo utilizados habitualmente g encuentran en el

mercado son:

Otros medios de cultivos como agar harina de a{@Ag, agar clavel (CLA),

agar arena, agar nutriente sintético (SNA), mediagar extracto de malta (AEM),
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se suelen utilizar en laboratorios especializados. temperatura habitual de
incubacién de los hongos es entre 20 y 28 °C. (MANZ2005).

AGAR PAPA DEXTROSA (PDA). Es un medio util para o&r el aspecto
morfologico y la coloracion de la colonia. Su altontenido de carbohidratos
condiciona un mayor crecimiento, el detrimento de ekporulacion que suele

retrasarse hasta un mes, las colonias puederigienat (MANZON, 2005).

AGAR AGUA ACIDIFICADO (AAA) O “Triple A”. Apropiado para aislar
algunos hongos radiculares, vasculares y foliates.acidez y la carencia de
contenido nutritivo inhiben el crecimiento de baet® Los hongos se extienden en
crecimiento ralo pero comunmente “rapido” utilizandl tejido sembrado como
fuente de nutricion. (MANZON, 2005).

AGAR PAPA SACAROSA ACIDIFICADO (APSA). Este medigue inhibe
la multiplicacion de las bacterias, es de uso gdizado para el aislamiento de los
hongos a partir de tejidos enfermos. Si se redada mitad la cantidad de azUcar,
generalmente se produce un crecimiento mas ral@cy tle observar, y una
esporulacibn mas rapida, factores que facilitanidantificacion de hongos.
(MANZON, 2005).

1.11.1. METODOS DE CONSERVACION DE HONGOS

La gran diversidad genética del Reino Fungi hadorela necesidad de
establecer estrategias de conservacion a largo,piiizhas estrategias no se deben
restringir a colectar y conservar el germoplasnta gue debe incluir un manejo
eficiente del material para documentar, caracterigaevaluar la variabilidad
(FERNANDEZ, y otros, 2005).
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Para el establecimiento de una estrategia de a@tsén de hongos. Se debe
considerar que: todos los cultivos se mantengaosviy puros, que cada cepa
permanezca estable morfolégicamente y genéticamA@di&mas, se debe tomar en
cuenta los objetivos de la conservacion, las mébgis propuestas y los recursos
econdémicos disponibles, por dltimo, es importardas@erar que cada cepa debe
conservarse al menos por dos métodos de presanyacio de los cuales debe ser a

largo plazo.

1.11.2. LAS TECNICAS, MAS USUALES DE CONSERVACION

Cultivos en cuilas de agar
También llamado tubos con agar inclinado.

Consiste en simular las condiciones naturales pagear un desarrollo
completo del hongo. Esto se logra mediante la pagpgan de medios de cultivo
estériles a base de agar, con la adicion de ntdsecomo los jugos vegetales y
extractos naturales, asi como también compuestotisos de composicion
conocida. (KIRSOP, 1991).

Los tubos llenos con medio de cultivo esterilizaddavia liquido, se colocan
en una posicion inclinada, de tal forma que se éouma capa de aproximadamente 3
cm y una superficie inclinada de iguales dimensof# medio de cultivo se deja
solidificar en la posicion lograda. (MERCK, 2007).
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1.12. PASOS PARA LA IDENTIFICACION DE LOS HONGOS
FITOPATOGENOS.

Observaciones de Hongos

Para la observacién de hongos fitopatdgenos seeempliversas técnicas de
preparacion de las muestras. Su seleccion depenided@éteccion de estructuras tales
como: trozos de micelio, conidios, cuerpos fructiée En estos casos con un simple
raspado de la superficie afectada puede tomarseriaiapara la observacion
microscOpica. Para esta preparacion debemos anwgidia de instrumentales
especializados como pinzas, agujas, escalpelogHERRERA, 1994).

Cuando no se observa ningun tipo de estructura® dabsuperficie de las
partes afectadas deben procederse a la realizdeigmeparaciones del tejido para
localizar en el interior de estos el agente cauBata ello se dispone de varios
métodos a seguir segun las caracteristicas ddbtéj la planta hospedante y que
puede ser: cortes histoldgicos, disgregacion ddotgj extraccion de estructuras de
parasitos, etc. (HERRERA, 1994).

Observaciones Microscopicas

Las primeras observaciones que se deben realizael esstudio de la
sintomatologia pueden llevarse a cabo mediantanple® de lentes de aumentos
comprendido entre 5 y 20x, ya sea manuales o derteopara determinar las
caracteristicas macroscopicas de los sintomas, special lo referente a
configuracién, coloracién, presencia de cuerpo toueira del posible organismo
patogeno. Es también aconsejable la observaciompmpscopio binocular dotado
de iluminacién, superiores a los lentes y lupas.eBias observaciones se pueden
determinar la presencia de cueros fructiferos (ezago de los hongos), como son
acérvulos. Ademas de los micelios, conidios y ofaamas. Con frecuencia no se

observa ningun tipo de estructura que permita dandicio sobre la etiologia de la
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enfermedad, por lo que llegado a este punto elcedista debe discernir segun los
datos obtenidos y por su propia experiencia, qaedebe continuar, definiendo qué
tipo de determinaciones de laboratorio debe reakzaPara ello hay que tener en

cuenta la posible naturaleza del agente causaREHHRA, 1994).

1.12.1. CLASIFICACION DE LOS HONGOS FITOPATOGENOS

Los hongos que producen enfermedades en las plemtasituyen un grupo
diverso y, debido a su abundancia y diversidad,i &plo se presentaran una
clasificacion superficial de algunos de los géndimpatdgenos mas importantes.

Los hongos pertenecen al reino (Fungi). (HERREF®4).

Hongos Inferiores

Clase: Myxomycetes (mohos mucilaginosos). Careeemitelio. Su forma

es un plasmodio amorfo y desnudo.

Orden: Physarales. Forman un plasmodio saprofitogroduce cuerpos fructiferos

costrosos que contienen esporas. Producen Zoosporas

Género: fuligo, mucilago y physarum producen mamaosilaginosos en plantas de

poca altura.

Orden: Plasmodiophorales. Los plasmodios se foremaal interior de las células de
las raices y tallos de las plantas. Producen zoaspo

Géneros: Plasmodiophora. P. brassicae producerafue las cruciferas.
Polymyxa. P. graminis parasita al trigo y a otreseales.

Spongoporas. S. subterranea produce la sarna f@oitaode los tubérculos de papa.
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Urophlyctis. U. alfalfae produce la verruga dedaona de la alfalfa.
Clase: Phycomycetes (hongos algaceos); hongosorgsiverdaderos.

Subclase: Chytridiomycetes.- Tiene un micelio retk@do o alargado que carece de

septos.

Orden: Chytridiales. Tienen pared celular pero @amede un micelio verdadero; la

mayoria de ellos forman un rizomicelio y producensporas.

Géneros: Olpidum. O. brassicae parasita las rdieés col y de otras plantas.
Physoderma. P. maydis produce la mancha pardaaiel m

Synchytrium. S. endobioticum produce la verrugéadeapa.

Urophlyctis. U. alfalfae produce la verruga dedaona de la alfalfa.

Subclase: Oomycetes (mohos acuaticos, royas blanealslius). Tienen un micelio
alargado. Producen zoosporas en zoosporangiosodssoras se forman por la

fusion de gametos morfolégicamente distintos.

Orden: Saprolegniales. Tienen un micelio bien deBado. Las zoosporas se forman
en largos zoosporangios cilindricos que se encaenfijos al micelio, forman

oosporas.
Género: Aphanomyces ocasion la pudricion de ladaizaris hortalizas.

Orden: Peronosporales. Los esporangios (por lo npaaosporangios) se forman en

las puntas de las hifas y quedan libres. Formaparas.
Familia: Pythiaceae.

Géneros: Phythium produce el ahogamiento de lagysés, pudriciones de semillas

y raices y el tizén algodonoso de los céspedes.
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Phytophthora. P. infestan produce el tizon taréidadbapa y otras especies producen

la mayoria de las pudriciones de la raiz.

Familia: Albuginaceae (royas blancas).

Género: Albugo. A. candida produce la roya blanetad cruciferas.
Familia: Peronosporaceae (mildius)

Geénero: Plasmopara. P. Viticola produce el mildiwid.
Peronospora. P. nicotianae produce el mildiu (mezhw) del tabaco.
Bremia. B. lactucae produce el mildiu de la lechuga

Sclerospora. S. graminicola produce el mildiu degiaamineas.
Pseudoperonospora. P. cubensis produce el mildasdricurbitaceas.

Subclase: Zigomycetes (Mohos del pan). Hongos diee® Producen esporas
asexuales no moviles en esporangios. No formarnppoas. Su espora de resistencia
es una zigospora que se forma por la fusiébn deanmlg gametos morfolégicamente

idénticos.

Orden: Mucorales producen zigosporas. Las espemdaiales no moviles se forman

en esporangios terminales.

Géneros: Rhizopus produce la pudricion blanda sléridos y hortalizas.
Choanephora. C. cucurbitarum produce la pudriclanda de la calabaza.
Hongos Superiores

Clase: Ascomycetes (hongos de saco). Producen gapocho esporas asexuales,
denominadas ascoporas, en el interior del asca.

Subclase: Hemiascomycetes. Con ascas desnudas gadarman en ascoporas.
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Orden: Taphrinales. Las ascas se forman a partiéldéas ascogenas binucleadas.

Geénero: Taphrina. Produce el enrizamiento de Igshiel durazno, abolsamiento del
ciruelo, la verruga foliar del roble, etc.

Subclase: Euascomycetes. Las ascas se formancaagses.

Serie: Pyrenomycetes (hongos periteciales). Lassase forman en cuerpos
fructiferos totalmente cerrados (cleistotecioshaceerpos fructiferos que presentan

una abertura (peritecios).

Orden: Erysiphales (cenicillas). El micelio y loistotecios se forman sobre la

superficie de la planta hospedera.

Géneros: Erysiphe produce la cenicilla de las gneas, cucurbitaceas, etc.
Microsphaera; una especie produce la cenicilladisl

Podosphaera. P. leucotricha produce la cenicilland@zano.
Sphaerotheca. S. pafiosa produce la cenicilla dal yodel durazno.
Unicinula. U. necator produce la cenicilla de ld.vi

Orden: Sphaeriales. Los peritecios poseen paredessfy colores obscuros.
Géneros: Ceratocystis. C. ulmi produce la enfermeldholmo holandés.

Diaporthe produce el tizon de la vaina del frijal,melanosis de los citricos y la
pudricion del fruto de la berenjena.

Endothia. E. parasitica produce el tizon del castaf

Glomerella. G. cingulata produce muchas antracngsia pudricion amarga del

manzano.

Gnomonia produce la antracnosis o0 mancha foliaadas plantas.
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Rosellinia produce las enfermedades de la raia gily de los &rboles frutales.
Valsa produce el cancer del durazno y de otrodesbo

Xylaria produce el cancer de los arboles y la midini de la madera.

Orden: Hypocreales. Los peritecios son de coldess, rojos o azules.
Géneros: Claviceps. C. purpurea produce el corhezigt centeno.

Gibberella ocasiona la pudricion del pie o tallbrdaiz y de pequefios granos.
Nectria produce el cancer del tallo y ramas déitbsles.

Serie: Pseudosphaeromycetes (hongos ascostromaRcesentan estromas en forma

de peritecio que presentan ascas en cavidadesdapar en grandes cavidades.

Orden: Myriangiales. Con cavidades dispuestasiasvaiveles y que contienen ascas

individuales.

Género: El signo produce las antracnosis de |y de la frambuesa y la sarna de los

citricos.

Orden: Dothideales. Con cavidades dispuestas enap@basal, las cuales contienen

muchas ascas. Los peritecios carecen de pseudsparaf

Géneros: Dibotryon. D. morbosum produce la nodatagiegra de las ramas en

cerezos y ciruelos.

Dothidella. D. ulei ocasiona la mancha foliar de dmboles del caucho.
Gugnardia. G. bidwelli produce la pudricién negedak uvas.
Mycosphaerella produce las manchas foliares de asuslantas.

Orden: pleosporales. Con cavidades dispuestas encapa basal, las cuales

contienen muchas ascas. Los peritecios presencaii@sarafisas.
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Géneros: ophiobolus. O. graminis produce la enfdadelel pie de trigo.
Physalospora. P. obtusa produce la pudricion regyfa manzana.
Venturia. V. inaequalis ocasiona la rofia de la ranaz

Serie: Discomycetes (hongos de copa). Las ascdsrs@n en la superficie de

apotecios carnosas en forma de copa o de plato.

Orden: Helotiales. Las ascas liberan sus esponav@s de una perforacién apical o

circular.

Géneros: Coccomyces. C. hiemalis produce la médiotiaa del cerezo.
Diplocarpon. D. rosae produce la mancha negragdetas.

Lophdermium produce el tizon de las agujas del.pino

Monilinia. M. frucyicola produce la mancha pardalakfrutos de hueso.

Rhytisma. R. acerium produce la mancha alquitradadas hojas del arce.
Sclerotinia. S. sclerotiorum produce la pudricideniola aguanosa de las hortalizas.

Orden: pezizales. Las ascosporas se liberan ast@daé@ina estructura en forma de

tapa o capsula que se localiza en la punta del asca
Género: pseudopeziza. P. medicaginis produce lamaaoliar de la alfalfa.

Clase: Fungi imperfecta o Deuteromycetes (hongosxuades). Carecen de

estructuras o reproduccion sexuales 0 no se sabkasgpresenten.
Orden: Sphaeropsidales. Las esporas asexualesrsmnfen picnidios.
Géneros: Ascochyta. A. pisi produce el tizon diéb tde la frambuesa.

Cytospora ocasiona el cancer del durazno y ottosl€s. (Valsa representa su etapa

sexual).
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Diplodia. D. zeae produce la pudricién del tal@ayrazorca del maiz.
Phoma. P. lingam ocasiona la pierna negra de lasferas.

Phomopsis produce al tizon y el cancer del tallgates arboles.

Phyllosticta produce las manchas foliares de muplzedas.

Septoria. S. apti produce el tizén tardio del apio.

Orden: Melanconiales. Las esporas asexuales safoemun acérvulos.
Géneros: Colletotrichum ocasiona la antracnosimdehas plantas de cultivo.
Coryneum: C. beijerincki produce el tizon de lagdis de hueso.
Cylindrosporium produce manchas foliares en mucleses de plantas.

Gloeosporium muy parecido (si no idéntico) a Coliéthum; produce antracnosis en

muchas plantas.

Marssonina ocasiona el tizon de las y hojas deh@lda quemadura de las hojas de

fresa y la antracnosis de los nogales.
Melanconium. M. fuligenum produce la pudricion agede la vid.

Sphaceloma produce la antracnosis de la vid y dealabuesa y la sarna de los

citricos del aguacate.

Orden: Moniliales. Las esporas asexuales se fosohre las hifas (o en su interior)

del hongo que se encuentran expuestas libremédatatiadsfera.

Géneros: Alternaria produce manchas foliares ynégen muchas plantas.
Aspergillus produce la pudricion de las semillanadenadas.

Botrytis. B. cinerea produce el moho gris y losties de muchas plantas.

Cercospora; una especie de este géenero produzéretemprano del apio.
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Cladosporium. C. fulvum produce el moho de las $idg tomate.

Fusarium produce el marchitamiento y la pudrici@la raiz de muchas plantas

anuales, asi como el cancer de arboles forestales.

Fusicladium produce la rofia de la manzana (ventepeesenta su etapa sexual).
Graphium. G. ulmi produce | enfermedad del oimahdgs

(Ceratocystis representa su etapa sexual).

Helminthosporium produce el tizon de los cerealeafgrmedades de los céspedes.

Penicillium produce la pudricion de los frutos yost 6rganos carnosos debido a los

mohos azules.

Phymatotrichum. P. omnivorum produce la pudrici@ ld raiz del algodonero y

otras plantas.

Pyricularia produce el tizén del arroz y la mangha foliar de los céspedes.
Strumella produce el cancer del roble.

Thielaviopsis. T. basico la produce la pudriciognaede la raiz del tabaco.
Verticillium produce la marchitez de muchas plarstasales y perennes.

Orden: Mycelia Sterilla. No se ha observado o eg puco frecuente la formacion de

esporas asexuales o sexuales en este grupo deshongo

Géneros: Rhizoctonia produce las pudriciones dailade la corona de las plantas
anuales y mancha parda de los céspedes (su etafectgpecorresponde a
Thanatephorus).

Sclerotium produce las pudriciones de la raiz ytaléd de muchas plantas (su etapa

perfecta corresponde a Pellicularia).
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Clase: Basidiomycetes (hongos en forma de mazok Ekaporas sexuales,
denominadas basiodiosporas o0 esporidios, se forexdarnamente sobre una

estructura (denominada basidio) constituida poraioaatro células.

Subclase: Heterobasidiomycetes (royas y carbor#shasidio presenta septos y
equivale al promicelio de una teliospora. Estasemseuentran solas o se unen a
manera de columnas o costras, permaneciendo etnejidss del hospedero o

interrumpiendo a través de su epidermis.

Orden: Ustilaginales. La fecundacion se efectlaestgoras, hifas, etc., que sean
compatibles. Solo producen teliosporas.

Géneros: Sphacelotheca; varias especies de eseogémmducen el carbdén volador

del sorgo.
Tilletia; varias especies producen el afiublo o @adpestoso del trigo.
Urocystis. U. cepulae produce el carbdn de la ¢abol

Orden: Uredinales. Las células espermaticas deramlagn espermacios o
picniosporas fecundan a las hifas receptoras edjgeclas que contienen los
espermagonios (picnios). Producen aeciosporaspspedas (esporas repetidoras),

teliosporas y basidiosporas.

Géneros: Cronartium. C. ribicola produce la royggesa blanca del pino.
Gymnosporangium. G. juniperi-virginianae produceolga del manzano cedro.
Melampsora. M. lini produce la roya del lino.

Phragmidium; una de sus especies produce la rolss desas.

Puccinia; varias especies producen la roya del .frij
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Subclase: Homobasidiomycetes (hongos de la pudridé la raiz y de la
descomposicion de la madera). Basidios sin septdsasidiocarpo puede o no estar

presente. Incluyen las setas, los hongos repisdgjnes, etc.

Serie: Hymenomycetes. Los basidios se forman emimgnio que se expone al aire

antes de que las esporas se desprendan de |aprester

Orden: Exobasidiales. Carecen de basidiocarposhdssdios se forman sobre la

superficie de los tejidos parasitados del hospedero

Géneros: Corticium; una de las especies produeafeamedad del filamento rojo de

los céspedes.

Exobasidium produce agallas en tallo, hojas y flale las plantas de ornato.
Orden: polyporales. El himenio reviste las super$icle pequefios poros o tubos.
Géneros: Fomes produce la pudricion del corazdnutshos arboles.

Pellicularia (Sclerotium) produce las pudricionetabo y la raiz de muchas plantas.
Polyporus produce las pudriciones del tallo y deia de muchos arboles.

Poria produce las pudriciones de la madera y d&izade arboles forestales.

Stereum produce la descomposicion de la maderanyféamedad de la hoja plateada

de los arboles.

Thanatephorus (Rhizoctonia) produce pudricionestdiéd y la raiz de muchas

plantas anuales y mancha parda de los céspedes.
Typhula; una de sus especies produce el moho nevadon de los céspedes.
Orden: Agaricales. El himenio se localiza sobrédasiirradiantes o laminillas.

Géneros: Armillaria. A. mellea produce pudricidén s raicesde arboles frutales y

forestales.
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Lenzites produce la pudricion parda de las cordfeyadescomposiciéon de los
productos de la madera.

Marasmius produce la enfermedad anular falsa deéeigedes.

Peniophora produce la descomposicién del tronca ynhdera de pulpa de las

coniferas.
Pholiota produce la pudricion parda de la maderarbeles forestales deciduos.

Pleurotus produce la pudricion blanca de la mayaoléalos arboles forestales

deciduos.

Schizophyllum produce la pudricién blanca de |d®#es forestales deciduos.

1.12.2 ESTRUCTURAS REPRODUCTIVAS

Hongos Inferiores Y Pseudohongos

Los hongos inferiores se caracterizan por poseeglimicenocitico. Segun su
reproduccién sexual estos hongos pueden perteaet®r diferentes clases:

Clase: Oomycetes: (Ficomicetes) Esta clase de Isosgxualmente producen
oosporas, las que se originan por la union de dosetps diferentes, el oogonio y el
anteridio. Estas oosporas son esféricas y de paneda. Estos hongos se reproducen
asexualmente producen esporas flageladas, denasiradsporas. Estas zoosporas

se encuentran contenidas en cuerpos fructiferaantieados zoosporangios.

Clase: Zigomycetes: Esta clase de hongos Prodyserass asexuales no
moviles contenidas en cuerpos fructiferos denonoisiagsporangios. Sexualmente

producen esporas denominadas zigosporas.
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Hongos Superiores
Estructuras representativas de la clase Ascomycetes

Clase: Ascomycetes La clase Ascomycetes se cdracignr poseer micelio
tabicado y producir esporas de origen sexual demmhas Ascosporas. Estas
ascosporas se producen dentro de sacos llamadss has ascas pueden encontrarse
en forma libre o contenida en cuerpos fructifet@s cuerpos fructiferos pueden ser
de dos tipos: Apotecios y Cleistotecios.

Estructuras representativas de la clastdi®mycetes.

Clase: Basidiomycetes La clase Basidiomycetes sactesiza por tener
micelio tabicado y reproducirse sexualmente mediaté produccion de
basidiosporas. Estas son producidas exogenamehte smoa estructura llamada

basidio. Los basidios pueden ser septados o0 no.

Clase: Deuteromicetes: Esta Clase incluye a logd® superiores (micelio
tabicado) a los que no se les conoce la reproducgrual. En algunos casos por no
tener reproduccién sexual, o si la tienen estarsdupe rara vez, o simplemente
porque no se le conoce aun. Estos hongos se temode forma asexual formando
esporas denominadas 18 conidios. Estos conidiagepugroducirse en forma libre o
dentro de cuerpos fructiferos. Los conidios puddaar diferentes formas y tamafios.
Pueden ser hialinos u obscuros. Pueden ser urdacetub multicelulares. Pueden
estar sueltos o agrupados en ramilletes o cadenas.

1.13.0BSERVACIONES DE HONGOS

Para la observacion de hongos fitopatégenos seeantiversas técnicas de
preparacion de las muestras. Su seleccién depenidedeétencion de estructuras tales

como: trozos de micelio, conidios, cuerpos frucbi$g.
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En estos casos con un simple raspado de la stipeafectada puede tomarse
material para la observacién microscépica. Pammsiparacion debemos auxiliarnos
de instrumentales especializados como pinzas, gegaalpelos, etc. (HERRERA, y
otros, 1994).

Cuando no se observa ningun tipo de estructura® dabsuperficie de las
partes afectadas deben procederse a la realizdeigmeparaciones del tejido para
localizar en el interior de estos el agente cauBata ello se dispone de varios
métodos a seguir segun las caracteristicas ddbtéj la planta hospedante y que
puede ser: cortes histoldgicos, disgregacion dgotej (HERRERA, 1994).

Observaciones microscopicas

Las primeras observaciones que se deben realizael esstudio de la
sintomatologia pueden llevarse a cabo mediantanple® de lentes de aumentos
comprendido entre 5 y 20x, ya sea manuales o derteopara determinar las
caracteristicas macroscopicas de los sintomaspatial lo referente a configuracion
coloracion presencia de cuerpo o estructura delbleosrganismo patdgeno. Es
también aconsejable la observacion por microsdoipiocular dotado de iluminacion,
superiores a los lentes y lupas. En estas obsenexcise pueden determinar la
presencia de cueros fructiferos (en el caso dédogos). Ademas de los micelios
conidios y otras formas. Con frecuencia no se ebseingun tipo de estructura que
permita dar un indicio sobre la etiologia de lacemiedad, por lo que llegado a este
punto el especialista debe discernir segun lossdatuienidos y por su propia
experiencia que via debe continuar, definiendo tipe de determinaciones de
laboratorio debe realizarse. Para ello hay que meuenta la posible naturaleza del
agente causal. (HERRERA, 1994).
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CAPITULO Il

2. DISENO DE LA INVESTIGACION

2.1. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

CONCEPTUALIZACION| INDICADOR | INDICE | TECNICAS | INSTRUMENTO
Talo Tipo
Caracterizacion Micelio Tipo . . .
L Observacion  Microscopio
morfologica de hongos Esporas Tipo
fitopatdégenos en el cultivp
de alcachofa Reproduccién Tipo

Fuente: Autor

2.2. DISENO METODOLOGICO.

2.2.1. Tipo de investigacion

2.2.2. Investigacion Descriptiva

La metodologia descriptiva puntualiza como se ocason los fenbmenos a
investigar, se ocupa de la descripciéon de dat@sacteristicas de una poblacion. Esta
investigacion se realiz6 dentro del tipo descrgtiPorque para su desarrollo
necesita ser descrito sigilosamente y para el adada investigacion se empleara

este tipo porque permitirA recopilar informacion das caracteristicas
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morfolégicas que presentan los Hongos permitiendentificar a los Hongos
fitopatdgenos. Ademas de ser descriptiva pordssitados que seran procesados y
colocados de tal Modo que se puedan analizar ytiisg puntualizar como se
ocasionaron los fendmenos a investigar, con aldievaluar aspectos relevantes que

ayudaran a desarrollar la investigacion.

2.2.3. Métodos

2.2.3.1. Método descriptivo analitico

Utilizamos este método en esta investigacion pmonMamos a describir los
hongos fitopatégenos encontrados en la muestrajicec@n el cultivo y por ende
vamos a analizar la muestra recogida para poddirman los hongos fitopatdgenos

identificados.

2.2.3.2. Método deductivo

Es aquel que parte de hechos o fendmenos generaegermite establecer
conclusiones o0 consecuencias en las que se busas garticulares sobre la cual se

basa una afirmacion.

Para el avance de la investigacion se empleararestmdo porque permitira
recopilar informacién de las caracteristica modalas que presentan los Hongos
permitiendo Identificar a los Hongos fitopatégenars el cultivo de Alcachofa

(Cynara scolymys
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2.2.3.3.Método comparativo

Es un procedimiento de busqueda sistematica dditanes con el objeto de

estudiar su parentesco.

Solo tenemos una manera de demostrar que un feooeserausa de otro; es
comparar los casos en que estan simultaneameseEnges 0 ausentes y buscar si las
variaciones que presentan en estas diferentes caonnes de circunstancias
prueban que uno depende del otro.

2.2.4. Técnicas

2.2.4.1. Observacion

Consiste en observar desde el lugar de los hed¢bhdes los sucesos de
manera directa y abierta con el propésito de obtaf@macion de primera mano del

fendmeno que se investiga.

La observacion permitira conocer la realidad ermqua se desarrollan los
Hongos, ademas permitira observar los signos Yrsias que presenta el cultivo.
Como instrumento se utilizara cuaderno de campoetdin de apuntar todos los

sucesos observados.

2.2.4.2. Fichaje

El fichaje consiste en la recoleccidén y organizacié la informacion usando

fichas, tradicionalmente en tarjetas como trozotargulares de papel.

Observacion cientifica, fichaje, La observaciénnptira Conocer la realidad
en la que se desarrollan los Hongos, ademas permliservar los signos y sintomas
gue presentan en el cultivo y poder confirmar emplanta sana.
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3. METODOLOGIA

3.1. En campo

» Delimitacién del Lugar de Recoleccion

Las muestras se recolectaron en el sector Anchilive esta ubicado en la parte

Nororiental de la ciudad de Salcedo.

TABLA N° 1 Ubicacion Politica del lugar de recoleccién

Pais Ecuador

Provincia Cotopaxi

Canton Salcedo
Barrio Anchilivi

Fuente: Autor

TABLA N° 2 Ubicacion Geogréfica del lugar de recolecciéon

Latitud 34° 37'56.1788" S
Longuitud 58° 24' 30.4646" W
Altitud 2800 m.s.n.m

Fuente: Universidad Técnica de Cotopaxi

TABLA N° 3 Condiciones Edafoclimaticas del lugar de recolecaio

Temperatura anual media (°C) Fluctia entre los 3.9
Humedad Relativa (%) 60
Precipitacion anual (mm) 400 - 500
Luminosidad De 8 a 9 horas diarias

Fuente: (INAMHI).
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3.2. Toma de Muestras

Realice la toma de muestras al Azar del hongopé&itigeno Alternaria
cineraria en el cultivo de AlcachofaCynara scolymys para trasladar las muestras

al laboratorio para su respectiva descripcion.

3.2.1 Procedimiento en la Toma de Muestras

Realice la extraccion plantas afectadas utilizamaldoisturi o tijeras en cada
corte se procedera a esterilizar los materialesatmohol y las muestras vegetales se
envasaran en bolsas de papel para que el excesontedad sea absorbido por el
papel, posteriormente se procedera a colocar erfumagia ziplop con su respectiva
codificacion y se trasladara en una hielera patitarela deshidratacion de las

muestras.

3.2.2 Aislamiento

Se Realizo6 diferentes tipos de aislamientos segimesente el caso tales:

Aislamiento directo. Observe al microscopio de chgin el ejemplar
enfermo; si encuentra fructificaciones, micelio.muna muestra de este material
con una aguja de diseccion estéril y coloquelocthreente sobre el medio de cultivo

solidificado. Incube de acuerdo al tipo de hongo.

Camara humeda. Cuando la planta presenta micelm hay fructificaciones
o cuando no se aprecia el crecimiento del patogemeoecurre al uso de la camara
hameda. Tome porciones de tejido enfermo y se drdee lavar en agua corriente,
seguido se seco los tejidos con papel absorbemiestgriormente se desinfecto en
una solucién 2:1 de cloro, lave dos veces con agsélada estéril y se eliminara

excesos de agua, en el interior de una caja ded3g&dril que contenga papel filtro
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esterilizado, finalmente en un dispositivo para a@rhumeda se colocé pequefios
trozos del vegetal enfermo lavados desinfectadssyssy cerraremos totalmente la
caja, se humedece con agua destilada estéril.cBbarde acuerdo a las necesidades
del hongo, y caracterice el patégeno que se ddlsamlarante este tiempo de

observacién y anotaremos estos resultados erréddile laboratorio.

Partes vegetales en medio de cultivo. Procedi artqgrarciones de tejido
enfermo a continuacion se lavara en agua corriset@rocedera a secan los tejidos
con papel absorbente, y por ultimo se desinfecarana solucion 2:1de cloro, se
lavan dos veces con agua destilada estéril y senalh excesos de agua, colocaremos
el interior de una caja de Petri estéril que caydepapel filtro esterilizado, este
material lavado, desinfectado y seco se coloc@@s con PDA. Se incuba a 22°C y
se observa se observa durante los siguientes 4 ddi@terice al patbgeno que se

desarrolla durante este tiempo de observacion.

3.2.3. Purificacion

Se Procedié al Aislamiento y concentracion de @alds virales en forma

pura, libre de los componentes celulares.

3.2.4. Inoculacién

Se procedio a inocular los posibles hongos fitogpetds en medio de cultivo,
bajo condiciones controladas de esterilidad y asefe esterilizara los materiales a

utilizar.

Para este proceso realice un raspado del medialtieocluego se procedera
a la siembra de esporas o haustorios y por ulteabice el cierre hermético de la caja

Petri con Parafilm.
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3.2.5. Incubacion

Para la incubacion la caja Petri se colocé endakiadora a una temperatura
de 22°C y 70% de humedad relativa, durante 4 dmsxemadamente segun

tengamos el desarrollo de los micelios del hongo.

3.2.6. Identificacion

Observacion microscoépica

Técnica de cinta pegante: Se procedio a realizalobiez de una tira de cinta
de 4 cm, con el lado adhesivo hacia fuera y sesdst con una pinza. Con el lado
adhesivo se tomara con mucho cuidado una pequeésiraule la colonia del hongo
a estudiar, después colocaremos una gota de agtiladke sobre el portaobjetos y se
procedera a pegar la cinta sobre el portaobjetoa leego ser observado en el

microscopio con un aumento de 20x y 100x.

Montaje por diseccion: Con un asa estéril (o ungaade diseccion), se tomo
una pequefia muestra del hongo y se colocara eartaopjetos con una gota de agua
destilada, con el mismo asa se extendera el mjcgdiacolocara el cubreobjetos y

procederemos a observar al microscopio de 20x ¥.100

Método del microcultivo: Con un bisturi estéril seadricula el medio de
cultivo de la caja de Petri con PDA en cuadrospiexamadamente 1 cm2, este paso
se realiza en el interior de una campana de faurar preparada para trabajar bajo
condiciones asépticas

Dentro de la cAmara de flujo laminar, con la aydelan bisturi estéril, uno de
los cuadros de PDA se transfiere al portaobjetos gsta en la camara de

microcultivo; este portaobjetos debe de estar seldrégdngulo de vidrio.
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Con la aguja de diseccion estéril o con un asahaldgica estéril se lleva el
in6culo a las orillas superiores e inferiores deldro de PDA.

Se coloca el cubre objetos sobre el cuadro de PDéuiado, procurando que

quede bien centrado.

Se agregan 2ml de agua estéril, en el fondo dénteaa de microcultivo para
mantener la humedad, sin mojar el area de crecimeel hongo. Los pasos 1-5 se
llevan a cabo en el interior de una campana de fapinar o en mesas de trabajo en

condiciones asépticas.
Se sella la caja Petri del microcultivo con el Rbemay se rotula.
El crecimiento del hongo se detiene cada 24,

Se repiten los pasos del 1 al 7 para mas micrgoslty detener su desarrollo

ala 48, 72 y 96 horas. Respectivamente.

3.2.7. Descripcion

Identificacion morfoldégica de hongos fitopatogenBsira esto se utilizo el
método comparativo a través de fotos microscopjcasacroscopicas y el uso de

claves taxondémicas. (FINCH, 1985)

De las cepas aisladas se hiso observaciones mapicas tales como: forma
de la colonia del hongo, color caracteristico detlim de cultivo, halo de crecimiento

de cada una de las colonias.

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

conidiosporo, esporangiosporos, forma y tamafnasiesporas o conidios.
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Para realizar las placas fijas se procedié de laggiiente manera
Se prepararon las cajas petris con las cepas d@saimslados.

Se tomo un trozo de cinta masking transparentesidece. De largo y se fijo
en el cuerpo fructifero, tomando directamente deaja Petri, donde se encuentran

las cepas puras.

Se observo al microscopio con objetivo de adecugds®s procedera a tomar

fotografias microscopicas de las diferentes estrastcon una camara.
Se cre6 un archivo con las fotografias tomadaasiedpas

Este, se realizé un cuadro comparativo con el hoegislados, para ver si es

el mismo hongo que se inoculo.

4. MARCO ADMINISTRATIVO.

4.1. Materiales

« |nstitucionales

Universidad Técnica de Cotopaxi
Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias y ResUxsaturales

Carrera de Ingenieria Agronémica

* Recursos humanos

Autor: Mifio Gallardo Oswaldo Antonio

Directora de tesis:Ing. Guadalupe Lopez Mg.
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Miembros del tribunal:
Ing. Karina Marin Mg.
Ing. Santiago Jiménez

Ing. David Carrera

* Recursos Tecnoldgicos
4.2. Equipos

Cémara de crecimiento o incubadora
Balanza de precision

Estufa de 2 quemadores
Estereoscopio

Refrigeradora

Cémara de flujo laminar

Autoclave

Cuenta colonias

Microondas

Desecador con mallas

+ Material de laboratorio

Micro tubos

Goteros de plastico
Papel aluminio

Pizeta

Marcadores permanentes

Aguja de diseccion
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Asa de siembra

Reposeros plasticos con tapa
Cajas Petri

Papel absorbente

Parafilm de laboratorio
Portaobjetos

Cubreobjetos

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

Tarrinas de %2 litro trasparente

Tanque de gas

Cinta adhesiva transparente de 1,5 cm de ancho

Pinzas
Bisturi
Tijeras con punta

Material de aseo

Pala para basura
Escoba
Trapeadores
Detergente
Limpiones

Lava
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Baldes de 10 lts

Reactivos

Agua destilada

Agar

Dextrosa o0 sacarosa
Alcohol antiséptico
Materiales de campo
Tijeras

Fundas de Papel
Fundas de Plastico
Bisturi

Camara

GPS

Libro de Campo
Materiales de Oficina
Computadora
Internet

Flash Memory
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CAPITULO 1l

3. RESUTADOS Y DISCUSION

3.1 Determinacion del hongo Fitopatogeno de Mayor miportancia en la

Produccion de Alcachofa Cynara scolymuk

Se realiz6 mediante la determinacion bibliografoae el hongo fitopatdgeno
de mayor importancia en la produccion de alcaclesfda Alternaria cinerariae)
conocida como (Alternariosis 0 peste negra), que afecta las teniaticas
organolépticas del producto y al ser un productexgmrtacion necesita una calidad

maxima para asi poder satisfacer la demanda macional como internacional.

Tipicamente, las lesiones se rodean de un colorillongardo por la
produccion de toxinas, y cuando las lesiones somenosas se pueden unir, destruir
al tejido infectado, y afectar la produccion, asgimo la calidad para ser
comercializado. (LATORRE, 1988).

Las exportaciones de la alcachofa fresca han sidorédicas desde el afio
1998 a 1999 es muy escasa, para el afilo 2000 yvapdds un repunte considerable
en las exportaciones que solo se limité a sewoetwimuestras, pero para el afio 2002
y 2003 no muestran paises destinos ni rubros. (CAREO7).
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Perjuicios e Importancia Econémica

La enfermedad afecta componentes del rendimiento (ercentaje del
producto disminuciéon del poder de comercializaci@guccion del peso de los
productos manchados), y calidad (productos corracilones anormales); ademas, en
los campos de produccion de Alcachofa el problebiaa al descarte de muchos
lotes, ya que el hongo causal pueden ser transmifiéiciimente. (CASTANON,
2001).

CUADRO NF° 2 Estadisticas De la Produccién de Alcachofas

Afos Produccion | % Variacion dg  Superficie Rendimientos
™ Produccion | Cultivada Ha de Hg /Ha
1996 1.118,572 112.251 99.649
1997 1.250,605 11.80 114.819 108.920
1998 1.242,642 -0.64 121.255 102.482
1999 1.245,239 0.21 120.837 103.051
2000 1.330,299 6. 83 123.056 108.105
2001 1.303,286 -2.03 119.847 108.746
2002 1.277,659 -1.97 121.279 105.349
2003 1.276,847 -0.06 123.494 103.393
2004 1.311,289 2.70 120.044 109.234
2005 1.207,805 -7.89 122.100 98.919

Fuente: (FAO)
TM: Toneladas Métricas
HA: Hectareas

HG: Hectogramos (100 Gramos)
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Distribucién Geografica de la Producciéon y Las zonade perjuicios.

En Ecuador las zonas de produccion mas represe#tatipor consecuencia

donde mas perdidas existen, se encuentran en BoHuéeta, Quinche, Yaruqui,

Minas, Machachi, Salcedo, Izamba, Pelileo, CebaBiltian, Nab6n y San Joaquin,

estas zonas de Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, &vliMungurahua, Cafar,

Chimborazo y Azuay donde se puede producir alcaciofante todo el afio, ya que

cuentan con condiciones ideales por su clima. (G8IN, 2001).

3.2 Identificacion de signos y sintomas del hongdternaria en el Cultivo de la

Alcachofa (Cynara scolymups

TABLA N° 4 Identificacion de Signos y Sintomas

Signos / | Bibliografia Campo Fotos
Sintomas
Signos Manchas | Se Ratifica
pardas la
Relativament| Bibliografia
e Esféricas| (LATORRE
, 1988).

Continuara...
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Continua...

Sintomas | Se
Caracteriza
por el

desarrollo de

Manchas
pardas,
relativamente
esféricas, las
q
posteriorment

afectando I3
presentacion
y la calidad

e se necrosan,(LATORRE

En la
recoleccioén
de las

muestras

para trabajar |

en
laboratorio
se ratifica lo
que

menciona

,1988)

Fuente: Autor

3.3 Caracterizacion de Macro y Microestructuras dePatégeno

TABLA N° 5 Caracterizacion de Macro y Microestructuras

CONCEPTUALIZACION | INDICADOR |INDICE | TECNICAS | INSTRUMENTO
Talo Tipo
Caracterizacion Micelio Tipo . .
tol6aica de h Observacion Microscopio
r_noroc,>g|ca e ongos_ Esporas Tipo
fitopatogenos en el cultivp
de alcachofa Reproducciéon| Tipo

Fuente: Autor
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3.3.1. TALO

Se utilizé6 un microscopio olympus con cuatro lerdesbx, 10x, 20x, 100x.
Con el lente de 100x, en campo claro, poniendol enioscopio en luz del dia,
gamal, Ganancia 4.5, exposicién 500 se captd lggman donde se observa las
caracteristicas Bésicas del Talo.

IMAGEN N° 1 Talo del Hongo Fitopatdégeno (Alternaria cinerariaeo peste

negra) A. Talo
Talo Micelial Septado (Filamentoso), Hifas septa@@SNDOVAL, 2013)

Talo Homotrico formados por filamentos simples on camificaciones
equivalentes entre si, sin partes bien diferensidda cuales se extienden por el
medio de cultivo. (BARRENO, 1997).

El talo de los hongos consiste tipicamente en &latiws microscopicos

ramificados hacia todas partes y que se extiendere © dentro del sustrato que se
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utiliza como alimento. Estos filamentos se denomihdas. El conjunto de hifas
constituyen el micelio de los hongos. (HERRERA,4)99

En la Imagen N°1 podemos observar Claramente ua kwbmotrico
filamentoso simples sin partes bien diferenciadss $p extienden por el medio de

cultivo. Lo mismo que manifiesta la bibliografia.

3.3.2. MICELIO

Se utilizé un microscopio olympus con cuatro lerdesbx, 10x, 20x, 100x.
Con el lente de 100x, en campo oscuro, y el miomiscen luz del dia, gama 1.6,
Ganancia 5.7, exposicién 500 se capt6 la imagetorde se observa el Micelio.

IMAGEN N° 2 Micelio del Hongo Fitopatégeno, A. Hifa, B. Septo

Tabicacioén

El Micelio: Muchos de los hongos poseen cuerpanidatoso provisto de
pared celular. A los filamentos que constituyercwedrpo o soma vegetativo se les

denomina hifas. Al conjunto de hifas se le denomaizelio.

70



El micelio en algunos hongos forma gruesos corddeasminado rizomorfos
gue semejan raices, son resistentes a condicidmessas y permanecen en estado de
letargo hasta que se presentan condiciones faestaliin algunos casos, los

rizomorfos pueden alcanzar grandes longitudes. (REERA, 1994).

Cuando las hifas no presentan septas, el miceldereminado cenocitico o
no tabicado y cuando las presenta el micelio se die es tabicado. (AGRIOS,
1995).

Las hifas pueden ser septados o sin septos (lisasaziticas) este ultimo tipo
de hifa es caracteristico de los hongos inferigresando envejecen pueden formarse
septos en varios lugares. Los septos varian estauctira y pueden ser simples o
complejos. (HERRERA, 1994)

En la Imagen N°2 podemos observar Claramente uelimitabicado o con

septas con las partes bien diferenciadas. Lo mggraananifiesta la bibliografia.

3.3.3. CONIDIOFORO

Se utilizdé un microscopio olympus con cuatro lerdes5x, 10x, 20x, 100x.
Con el lente de 20x, en campo oscuro Phl, poniend®d microscopio en luz del dia,
gama 2, Ganancia 4.7, exposicion 500 se capté dagem en donde se observa el

Conidio6foro.
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IMAGEN N° 3 A. Conidioforo, B. Conidio

Sinema es un grupo de conidiéforos a menudo unpws la base y
parcialmente en la parte superior. Los conidiofos@an en el apice pero también
pueden hacerlo a lo largo del mismo. Es normal bpge conidiéforos estén
ramificados en la parte superior. (GONZALEZ, 1989)

Es una estructura microscopica especializada gordduccion asexual de
miles de esporas llamadas conidias. Se localizal ertremo de las hifas las cuales
levantan las conidiofora en el aire con el fin dgpagcir las esporas con mas
eficiencia. (GONZALEZ, 1989).

En la Imagen N°3 podemos observar un grupo de @dards y conidios
ramificados los cuales se encuentran en la pagerisu para poder esparcir las

esporas en el aire. Lo comprobamos con la biblfeycitada.
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3.3.4. ASCOSPORAS

Se utiliz6 un microscopio olympus con cuatro lerdesbx, 10x, 20x, 100x.
Con el lente de 100x, en campo Claro, poniendol enieroscopio en luz del dia,
gama 1.6, Ganancia 5.7, exposicion 500 se captddgen en donde se observa la

Ascospora.

IMAGEN N° 4 A. Ascospora

Esporas asexuales se forman sobre estructura tén g@onidiosporo). Las
esporas asexuales se forman directamente de umda gélogenitora (Hifas).
(GALINDO, 2013).

En la Imagen N°4. Podemos observar que la espdsaatsfinal de una

estructura que la sostiene y el tipo de esporaessta esteliforme y Espinulada.
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3.4 Descripcion del ciclo de vida del Patogeno erofdiciones de Laboratorio

TABLA N° 6 Ciclo de Vida Del Hongo en Laboratorio

Actividad Tiempo | Temperatura Grafico
(horas / (°c)
dias)
Siembra del | 15 min 22°C
Hongo
Aislamientoy| 48h 22°C
Reproduccion (2 dias)
(Produccién
de Micelio)
Produccién 72h 22°C
de Conidias 'y, (3 dias)
Conidioforos
Produccién 96h 22°C
de (4 dias)
Ascosporas

Fuente: Autor
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3.5 Elaboracion de una Guia didactica de la caraateacion morfologica del
hongo (Alternaria cinerariad.

Se elabor6 una guia didactica de la caracterizanidnfiologica del hongo en
estudio para fortalecer la investigacion. Y de estanera poder difundir los

resultados obtenidos.

La guia did4ctica se encuentra en el anexo numgreséa estructurada de la
siguiente manera: Caratula, indice, Introducciéryndamentacion, Objetivo,

Ubicacion del Laboratorio, Distribucion de bloquiiterial de consulta sugerida.
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CONCLUSIONES:

El hongo Fitopatégeno de mayor importancia en téecion de Alcachofa
(Cynara scolymys en el Sector de Salcedo Provincia de Cotopaxiaes
(Alternaria cinerariag@ o peste negra, esto se realiz6 mediante la \Géfora
bibliografa y Observando directamente la plantacif@ctada.

La identificacion de signos en el cultivo de Alcafzh(Cynara scolymysson
manchas pardas relativamente esféricas en las hqassentando sintomas
de necrosis, esto se lo realizo en dos etapas, timem fue
bibliograficamente y la segunda se ratifico en campediante fotografias
para la toma de muestras, en donde se pudo obsehaafio que causa este

hongo al cultivo.

Se caracteriz6 morfologicamente las estructuraspdedgeno como: Talo,
Micelio, Hifa, Septo, Conidiéforo, Ascospora, med& la utilizacion de

claves taxonémicas, observacion microscopica yatdenfotografias.

El ciclo de vida del Patdgeno en condiciones cdadias el cual tuvo una
duracién de 4 dias a una temperatura de 22°C edtwrgalizo atraves de la
utilizaciéon de Equipos de Laboratorio como un Msm@pio Trinocular, una

camara digital y otra camara cientifica.

Se elaboré una guia didactica de la caracterizagiorfologica del hongo

(Alternaria cinerariag, para consolidar y difundir los resultados oldesi
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RECOMENDACIONES:

Realizar una investigacion de campo profunda cam alvservacion clara y
precisa del cultivo en estudio para determinarnferenedad que afecta la

especie.

Para la identificacion de signos y sintomas essagerecorrer el cultivo y

observar detenidamente para comparar y ratificada literatura citada.

Mantener los protocolos para el uso correcto dedriatorio y poder realizar la

investigacion y terminar con un resultado satisfiact

Para una observacion precisa de las estructurabotgjo es indispensable
enfocar con los lentes de 20x y 100x manipulandmiefoscopio Trinocular

entre el campo claro y campo oscuro.

Difundir los resultados obtenidos a través de ugaia didactica de la
investigaciéon, de este modo podemos sintetizar rabajo realizado
consolidandolo de una manera clara y precisa, pddieasi difundir los

resultados obtenidos.
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GLOSARIO:

Fitopatdgenos.-Se denomina a un organismo, en general micro@geni
gue causa enfermedades en las plantas por medictiebios en el metabolismo

celular causado por la secrecion de enzimas, texjimdras sustancias.

Hongos.-Los hongos son un grupo de seres vivos diferergdagdplantas y
de los animales, razon por la cual se clasificanrereino aparte llamado Fungi. La

ciencia que los estudia se llama Micologia (Mykesrgib y Logos=Estudio).

Conidioforos.- Es una estructura microscopica especializada protiuccion
asexual de miles de esporas llamadas conidioficaizan en el extremo de hifas las
cuales levantan el conidiéforo en el aire con rldé esparcir las esporas con mas

eficiencia.

Fitopatdgenos.-Termino que se aplica a los microorganismos godymen

enfermedades en las plantas.

Hongo.- Pequefios organismos productores de esporas, hpeer@
microscopicos, eucariéticos, ramificados y a menfidonentosos que carecen de
clorofila y que tienen paredes celulares que coatiequitina, celulosa, o ambos

componentes.

Micelio.- Hifa 0 masa de hifas que constituyen el somandeongo.
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Hifa.- Ramificacion simple de un micelio.

Espora- Unidad reproductiva de los hongos que constaurte o varias

células, es andloga a la semilla de las plantakeser

Conidio.- Espora asexual de un hongo formada en el extrdmoun

conidi6foro.

Cuerpo fructifero.- Estructura compleja de los hongos que contienen

esporas.

Signa.- Patdégeno o sus partes o productos que se ohssobae una planta
hospedante.

Sintoma- Reacciones 0 alteraciones internas y externassgfre una planta

como resultado de una enfermedad.

Enfermedad.- Cualquier mal funcionamiento de las célulasejydos del
hospedante, que resulta de la irritacidn contimi@nun agente patogénico o factor

ambiental y que lleva al desarrollo de sintomas.

Aislamiento.- Separacion de un patégeno a partir de un hospeda su

cultivo en un medio nutritivo.
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Cepa- Progenie de un solo aislamiento en un cultiveopaislado; grupo de

aislados similares; una raza.

Esterilizacion.- Eliminacion de los patégenos y otros organiswiges del
suelo, recipientes, etc., mediante calor o susarguimicas.

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

microorganismos o células vegetales.

Agar.- Sustancia de consistencia gelatinosa que senebtile las algas
marinas y que se utiliza para reparar medios devouiutritivos en los que se estudia

y cultiva a los microorganismos.

Purificacion.- Aislamiento y concentracion de particulas vsaen forma

pura, libre de los componentes celulares.

Hospedante- Planta que es invadida por un paracito y deiéd este obtiene

sus nutrientes.
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ANEXOS
RESPALDO FOTOGRAFICO

Anexo 1. Fotografias de los Materiales y Equipos Uizados en la Investigacion
Fotografia 1.Camara Humeda

Tomada por: Miflo, Oswaldo

Fotografia 2.Destilador de Agua waterwise 9000

Tomada por: Mifio, Oswaldo
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Fotografia 3.Cocina Eléctrica

Tomada por: Mifio, Oswaldo

Fotografia 4. Mecheros

Tomada por: Mifio, Oswaldo

Fotografia 5.Microscopio Trinocular CX 31 con camara cientificiniti 1-2 CB

Tomada: Mifio, Oswaldo
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Fotografia 6.Incubadora IN 110

Tomada por: Mifio, Oswaldo

Fotografia 7. Autoclave semiautomatica 2540 — 23 litros

Tomada por: Mifio, Oswaldo

Fotografia 8.Implementos necesarios para la asepsia y manipalaci

T pal Bl |
- -
FYVIETY A g 3

Tomada por: Mifo, Oswaldo
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Fotografia 9.Camara de Flujo laminar

Tomada por: Mifio, Oswaldo

Fotografia 10.Refrigeradora R1 — 425 cuarzo indurama

Tomada por: Mifio, Oswaldo
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Anexo 2. Preparacién del Medio de Cultivo

Fotografia 12.Procedimiento para preparar el medio de cultivo

Fotografia 13.Se pela y se pica la papa

Tomada por: Miflo, Oswaldo

Fotografia 14.Se coloca la papa en 500 ml de agua para hervir

Tomada por: Mifio, Oswaldo
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Fotografia 15.El extracto se filtra y se afiade agua hasta lombp@ra compensar
con lo evaporado

Tomada por: Mifo, Oswaldo

Fotografia 16.Se agrega los ingredientes AzUcar, Levadura y jgarmescla hasta
gue se disuelvan

Tomada por: Mifio, Oswaldo
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Fotografia 17.Luego se coloca el contenido en los Erlenmeyepartes con papel
aluminio y colocamos dentro del autoclave a ungtratura de 121°C por un
tiempo de

Tomada por: Mifo, Oswaldo

Fotografia 18.Medimos el pH para un buen medio de cultivo

Tomada por: Mifio, Oswaldo

Fotografia 19.Colocamos el medio de cultivo en las cajas PdRotulamos

Tomada por: Miflo, Oswaldo
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Anexo 3. Plantacion de alcachofa de donde se obtulas muestras del hongo

Fotografia 20.Cultivo de alcachofas

Tomada por: Mifio, Oswaldo

Fotografia 21.Procedemos al Cultivo a la Recoleccion de las maesfectadas por
hongo Alternaria cinerariag
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Tomada por: Mifio, Oswaldo

Anexo 4. Cultivo del Hongo

Fotografia 22.Llevamos la muestra al laboratorio

Tomada por: Mifio, Oswaldo
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Fotografia 23.La muestra se coloca en el equipo de flujo lamieaa evitar
contaminacion de las cajas Petri con el medio #t&veuy cortamos en pequefios

pedazos la parte infectada

Tomada por: Mifio, Oswaldo

Fotografia 24.La muestra Tomate es el hongo que Necesito desiguds estudio
bibliografico (Claves taxonémicas) y observacioee®! microscopio para ratificar
el hongo en estudio

Tomada por: Mifo, Oswaldo
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Fotografia 25.Aislamiento del hongo que buscamos

Tomada por: Miflo, Oswaldo

Fotografia 26.Hongo aislado

Tomada por: Mifio, Oswaldo
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Fotografia 27.0bservamos en el Microscopio las muestras despuésiths a 22°C
de temperatura

Tomada por: Miflo, Oswaldo

Fotografia 28.Contaminacion se produjo por una mala practicazada en el
laboratorio

Tomada por: Mifio, Oswaldo
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Anexo 5. Visita de los miembros del tribunal para bservar y ratificar el trabajo
realizado en el Laboratorio

Fotografia 29.Visita de los miembros del Tribunal

Tomada por: Mifo, Oswaldo
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Anexo 6. Costos de la Investigacion

COSTO COSTO

DESCRIPCION CANTIDAD | UNITARIO |TOTAL
Materiales de aseo
Escoba 1 2 2
Trapeador 2 3 6
Franela 2 4,5 9
Papel de cocina 2 3,5 7
Zapatones 15 0,35 5,25
Guantes 15 0,25 3,75
Mascarillas 15 0,25 3,75
Cofias 15 0,3 4,5
Reactivos de aseo
Kalipto 1 4,3 4,3
Alcohol 1 5,5 5,5
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
Cubre objetos 1 2,5 2,5
Hojas de bisturi estéril 10 0,04 0,4
Vasos de precipitacion de 50 ml, 100
ml, 600 ml y 1000 m| 4 2,5 10
Erlenmeyer de 500 mly 1000 ml 3 5 15
Asa de inoculacion 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 botell6n de agua 1 28 28
Papel aluminio 1 3 3
Cajoneras de plastico 1 7,5 7,5
Colador 1 2 2
Tijeras 1 1,5 1,5
Cintas de pH 10 0,14 1,4
Varilla de agitacion 1 3,5 3,5
Olla 1 4 4
Reactivos de laboratorio
Bacto agar | 05 | 88 44
Continuara...
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Continda...

Agua 1 2 2
Levadura 1 2 2
Sacarosa 1 2 2
Acido citrico 1 2,5 2,5
Equipos
Refrigeradora R1-425 QUARZD
INDURAMA 1 767,97 767,97
Incubadora IN110 1 2665,7 2665,7
Microscopio Trinocular CX31 1 2455,68 2455,68
Camara de flujo laminar aurora mjni
con base 1 6690 6690
Autoclave semiautomatica 2540-23
litros 1 2999,47 2999,47
Destilador de agua waterwise 9000 1 511,3 511,3
Camara cientifica infinity 1-2CB 1 2176,56 2176,56
Desecador 250mm de diametro ¢on
tapa 1 229,8 229,8
Cocineta eléctrica 1 30 30
Camara digital 1 280 280
Balanza 1 30 30
Termdmetro digital 1 25 25
SUBTOTAL 19104,57
Imprevistos (10%) 1910,457
COSTO TOTAL 21015,027

Fuente: Autor

Anexos 7. Guia didactica de la caracterizacion méwlégica de la Alternaria

cinerariae)
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INTRODUCION

Esta guia didactica tiene como finalidad la orieidta técnica para el estudiante
de Ciencias Agricolas, que le permita utilizar ttmlanformacion necesaria sobre el

hongo Alternaria cinerariag, para su correcta manipulacion.

La guia didactica de la caracterizacion morfolégleala alternaria en el cultivo
de Alcachofa Cynara scolymys se realiz6 con la finalidad de complementar y
sintetizar la investigacion y asi poder ofreceas futuras generaciones mejorar la

comprension y fomentar el autoaprendizaje.

FUNDAMENTACION

La presencia de enfermedades en el culterdicachofa se relaciona con las
caracteristicas climaticas del area de produccincontinuacién se detalla la
Enfermedad en Estudio y una de las principalesrmfgades que afectan al cultivo.
(GAVIOLA, 2013).

Taxonomia.-

CUADRO 1. Taxonomia Del Hongo

Reino Fungi.
Phylum Ascomycota
Clase Deothideomycetes.
Orden Pleosporales.
Familia Pleosporaceae.
Género Alternaria
Especie Cinerariae

(GAVIOLA, 2013)
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Sintomas.-

Los primero sintomas ocurren en las hojas massvidiinde se presentan
pequefias lesiones irregulares de color café osuuyo interior se forman anillos
conceéntricos evidentes, debido a los esfuerzoshque la planta para detener el
avance de la infeccion; las lesiones pueden ctexsta alcanzar 1,5 cm de didmetro o
mas. Tipicamente, las lesiones se rodean de un awiarillo por la produccién de
toxinas, y cuando las lesiones son numerosas siepueir, destruyendo al tejido
foliar, y afectando la produccion, asi como ladzdi de la Alcachofa. (LATORRE,
1988).

Diseminacion.-

Sus conidias se diseminan por el viento
Sobrevivencia.-

Muy posiblemente sobrevive en forma &p#n la Alcachofa u otros cultivos
Aislamiento.-

El aislamiento del hongo se realiz6 ea wamara estéril de flujo laminar
marca Microflow, seleccionando bajo lupa binocudacciones muy pequefias del
tejido enfermo y sembrando la porcién deseada gadeade agujas de diseccion,
previamente flameada, en medio de cultivo agarpaiexka (PDA) e incubando las
cajas en condiciones de laboratorio a 22°C. (UNANDAIN 1942).

Purificacion.-

Los hongos aislados se purificaron haciendo regigueesivos de trocitos jovenes de
micelio en placas Petri. (CONTRERAS, 1980).

Condiciones predisponentes.-

Temperaturas elevadas, entre 20 y 30° C (Opt. 92°el@vada humedad relativa
(cercana al 80 %). 24 horas de hoja mojada y herdaorecen las infecciones.
(CONTRERAS, 1980).
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Control.-

Se sugiere algun fungicida aplicado al follaje paonto como se observe los
primeros sintomas.
OBJETIVO

La presente guia didactica sobre la caracterizaonamfolégica del hongo
(Alternaria cinerariag tiene como finalidad complementar los conocinvsny

fomentar el autoaprendizaje.

UBICACION DEL LABORATORIO

El laboratorio se encuentra en las instalacionesaddgniversidad Técnica de
Cotopaxi en la Carrera de Agronomia, ubicado erBakio Salache al sur

occidente de la ciudad de Latacunga

CUADRO 2. Ubicacion Politica

Pais Ecuador
Provincia Cotopaxi
Canton Latacunga
Barrio Salache Bajo
Parroquia Eloy Alfaro

Fuente: Autor

CUADRO 3. Ubicacion Geogréfica

Latitud N: 9888.749,37.
Longuitud E: 764.660,386.
Altitud 2800 m.s.n.m

Fuente: Universidad Técnica de Cotopaxi
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DISTRIBUCION DE BLOQUES
Blogue | (Metodologia)

Recoleccion de las Muestras en Campo

Se realiz6 la toma de muestras al Azar del hongpd&togeno Alternaria

cineraria@ en el cultivo de Alcachofa&Cynara scolymys para trasladar las muestras

al laboratorio para su respectiva descripcion.

Imagen 1. Podemos observar
Plantacién, De donde se obtuvo

Muestras para la investigacion

Iinagen 2. Se puede observar q
existen manchas pard

relativamente esféricas.

a

as

Imagen 3. Observamos que Iz
manchas pardas se comienzar
necrosar afectando a la presentad
y calidad

Fuente: Autor.
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Tratamiento de la toma de las muestras

Las muestras vegetales se procedera a colocar @&funda ziplop con su

respectiva codificacion y se trasladaras al Lalooiat

muestras que se toman en campo
colocadas en una funda ziplop
transportada hacia el laboratorio.

Imagen 4.Podemos observar que las

son

Fuente: Autor.

Preparacion del Medio de Cultivo

Para sembrar las muestras infectadas tuve queratabomedio de cultivo en este

casn e aapmpanadadins2 (BNAY

Imagen 5. Observamos una gu

El

donde tenemos las proporciones

exactas con una capacidad para
cajas Petri

20

Imagen 6. Se pela y se pica la pa

para tener una buena coccion.

Continuara..
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Continus...

Imagen7. Se coloca la papa en upa

pequeia olla y se agrega 500 ml
agua para poder hervir

Imagen 8. Una vez puestos Ig
ingredientes se coloca en una cocir

y se le deja hervir

Imagen 9. El extracto se filtra para

de

eta

dque los residuos de papa se queden y

obtener solo el liquido

Continuara..
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Continu:...

Imagen 10.Se afiade agua hasta
500ml para compensar con
evaporado

0s
lo

Imagen 11.Se pesan los ingredient
Az(car, Levadura y Agar y par

obtener un medio de cultivo exacto

D

Imagen 12.Se agrega los ingredient
Azlcar, Levadura y Agar y se mes
hasta que se disuelvan entre 1 3
minutos, no importa el orden de

mezcla.

Imagen 13. Luego se coloca €
contenido en los Erlenmeyer
tapamos con papel aluminio p3

evitar derrames.

y
Ira

Continuara..
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Continus...

Imagen 14. Colocamos los
Erlenmeyer dentro del autoclave|y

sincronizamos el tiempo adecuado.

Imagen 15.Medimos el pH del medi

(=)

de cultivo para ver en que rango esta y
gque posteriormente no afecte al hongo

sembrado.

Imagen 16. Colocamos el medio de
cultivo en las cajas Petri y Rotulamas.

Fuente: Autor
Pasos para la Obtencion del Hongo

Inoculacién

Se procedié a inocular los posibles hongos fitagerés en medio de cultivo,
bajo condiciones controladas de esterilidad y agefg esterilizaron los materiales a

utilizar como pinzas, bisturi.

Para este proceso realice un repique del medialtiec; luego se procedera a
la siembra de esporas o haustorios y por Ultimeeakza el cierre hermético de la

caja Petri con laminas Parafilm.
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essporas que estén en el ambienté.

Imagen 17.La muestra Se la trabaja

evitar contaminaciones de posib

en la cAmara de flujo laminar pdra

es

Imagen 18. Las herramientas como
el bisturi, pinzas deben s
esterilizados y con una asepsia tq

para la manipulacion de la muestral.

vtal

con una pinza, la muestra se la col
en el medio de cultivo, y las cajas

rotulan.

Imagen 19.La siembra se lo realiz

a

DCa

se

Fuente: Autor.

lacubacion

Inagen 20 Para la incubacion la caja

Petri se colocd en la incubadora a

tempera tura de 22°C °C y 70%
humedad relativa, durante 4 d

aproximadamente segun tengamos
desarrollo de los micelios del hongo.

Ina

de

as
el

Fuente: Autor
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Identificacion

Observacion microscopica

Técnica de cinta pegante: Se procede a realizdohlez de una tira de cinta
de 4 cm, con el lado adhesivo hacia fuera y seeseston una pinza. Con el lado
adhesivo se debe tener mucho cuidado una pequegsirande la colonia del hongo a
estudiar, después se coloca una gota de aguaadastibbre el portaobjetos y se

procede a pegar la cinta sobre el portaobjetos hsgo ser observado en el
microscopio con un aumento de 20x y 100x.

Montaje por diseccion: Con un asa estéril (o ungaade diseccion), se toma
una pequefia muestra del hongo y se coloca en taopg@tos afiadiendo una gota de
agua destilada, con la misma asa se extiende elimise coloca el cubreobjetos y se
procede a observar con microscopio de 20x y 100x.

Iimagen 21.La muestra con la cita
que contiene una pequefa colonig se

coloca en el portaobjetos

Imagen 22.Se observa la muestra gn
los diferentes aumento y campos gel
microscopio para obtener una imagen
adecuada

Continuara..
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Continll...

Imagen 23.Se observa la imagen en
el microscopio y se la modifica para

obtenerla clara

Fuente: Autor.
Aislamiento

Aislamiento directo. Se Observa al microscopio deeation el ejemplar
enfermo; si existen fructificaciones, micelio. $na una muestra de este material
con una aguja de diseccion estéril y se colo@ctdimente sobre el medio de cultivo
solidificado. Para la incubacion la caja se colaama temperatura de 21°C y 70%
de humedad relativa, durante 4 dias aproximadansemgfién tengamos el desarrollo

de los micelios del hongo.

Céamara humeda. Cuando la planta presenta micelm hay fructificaciones
0 cuando no se aprecia el crecimiento del patogemeecurre al uso de la camara
hameda. Tome porciones de tejido enfermo y se geoeelavar en agua corriente,
seguido se seca los tejidos con papel absorbergestgriormente se desinfecta en
una solucion 2:1 de cloro, se lava dos veces coa dgstilada estéril y se elimina
excesos de agua, en el interior de una caja ded3édril que contenga papel filtro
esterilizado, finalmente en un dispositivo para a@rhumeda se coloca pequefios
trozos del vegetal enfermo lavados desinfectadmzyssy cerraremos totalmente la
caja, se humedece con agua destilada estéril.cBbarde acuerdo a las necesidades
del hongo, y caracterice el patdbgeno que se ddlsamarante este tiempo de

observacion y finalmente se anota estos resuliadlds libreta de laboratorio.
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Imagen 24. Una vez
identificado el hongo s
procede a aislarle tomando
una muestra y colocando
en un medio de cultivo

nuevo

Imagen 25. La siembra
del hongo aislado se |o
realiza en la camara de
flujo laminar se obtiene de
la caja en la cual se

encuentra el hongo y se

coloca en una caja nueva
con un medio de cultivp

sano

Imagen 26. El nuevo
hongo aislado vy sin
contaminantes

Fuente: Autor
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Descripcién

Identificacion morfologica de hongos fitopatogen®sira esto se utiliza el
método comparativo a través de fotos microscépycasacroscopicas y el uso de
claves taxonémicas. (FINCH, 1985).

Imagen 27. Mediante claves

taxondmicas se identifica e
hongo y se compara con las

imagenes obtenidas
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Imagen 28.La comparacion d
las imagenes con la clav

D
(7]

taxondmicas es fundamental

|®)

para identificar el hong
(Alternaria cineraria@

Fuente: Autor
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Bloque Il (Resultados)

CUADRO 4 Caracterizacion de Macro y Microestructuras del Rtégeno

CONCEPTUALIZACION| INDICADOR | INDICE | TECNICAS | INSTRUMENTO
Talo Tipo
Caracterizacion Micelio Tipo g . .
tolbaica de honaos _ Observacion microscopio
mor ,g 9 _ | Esporas Tipo
fitopatdgenos en el cultivo
de alcachofa Reproduccion| Tipo
Fuente: Autor
TALO

Imagen29. Talo del Hongo FitopatégenoXternaria cinerariaeo peste negra) A.

Talo

Tomada por el Investigador

El talo de los hongos consiste tipicamente en &la@ws microscdpicos ramificados

hacia todas partes y que se extienden sobre codgsltisustrato que se utiliza como
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alimento. Estos filamentos se denominan hifas.dBjunto de hifas constituyen el
micelio de los hongos.

MICELIO

Imagen 30. Micelio del Hongo Fitopatégeno, A. HifaB. Septo o Tabicacién

Tomada por el Investigador

El Micelio: Muchos de los hongos poseen cuerparm@atoso provisto de
pared celular. A los filamentos que constituyercwedrpo o soma vegetativo se les
denomina hifas. Al conjunto de hifas se le denomiizelio.
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CONIDIOFORO

Imagen 31. A. Conidiéforo, B. Conidio
Tomada por el Investigador

Sinema es un grupo de conidiéforos a menudo udoka base y parcialmente en la
parte superior. Los conidios se forman en el &geeo también pueden hacerlo a lo
largo del mismo. Es normal que los conidiéforostmstamificados en la parte

superior
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ASCOSPORA

Imagen 32. A. Ascospora
Tomada por el Investigador

Esporas asexuales se forman sobre estructura tim g&onididosporo). Las esporas

asexuales se forman directamente de una célulampitorp (Hifas).
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