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RESUMEN

La presente investigacionCARACTERIZACION MORFOLOGICA DE
HONGOS FITOPATOGENOS EN EL CULTIVO DE ROSA (Rosa sp.),
SECTOR ALAQUEZ. COTOPAXI. 2014", tuvo por objetivo caracterizar
morfolégicamente el hongo fitopatbgeno que causgyomampacto en la
produccion en el cultivo de Ros&dsa sp. en la parroquia Aladquez, cantén
Latacunga de la provincia de Cotopaxi. Se usaronidas de aislamiento en
laboratorio y la observacion posterior del hongoeémicroscopio Trinocular
CX31, para poder diferenciar sus partes y ratiasacon la bibliografia existente.
Los aspectos fundamentales de esta investigacémorfula determinacion del
hongo fitopatdgeno de mayor impacto en la produrcdié rosa que fuBotrytis
cinerea,ademas se logré identificar signos y sintomashdabo en campo, las
técnicas empleadas fueron la observacion directh registro fotografico. Se
caracteriz6 macro y microestructuras tales como, talicelio, conidiéforo y
conidios asexuales, cuya comparacion con clavesnfamicas existentes nos
permitié ratificar la presencia del agente caus@ gsBotrytis cinerease pudo
describir su ciclo de vida en condiciones contratacealizando la siembra y el
aislamiento del patégeno en cajas Petri en un meeligultivo PDA, con una
duracién de cuatro dias a una temperatura de 22@h& camara de incubacion.
El producto de esta investigacion ha sido consdtiden una guia didactica de las
caracteristicas morfologicas del hongo en estudi@ mifundir los resultados

obtenidos.
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ABSTRACT

This research “Morphological characterization ofdal pathogens in rose crop
(Rosa sp. Aldquez. Cotopaxi 2014”, aimed to characterizerphologically
phytopathogenic fungus that causes the greatestcingm production in the rose
crop Rosa sp. in Alaquez Parish, Latacunga Canton in CotopaxiviAce.
Laboratory isolation techniques and subsequentreaten of the fungus in the
Trinocular Microscope CX31 to differentiate partsdaratify the literature were
used. Key aspects of this investigation were thderdenation of the
phytopathogenic fungus of greatest impact on thedymtion of rose, it was
Botrytis cinereaalso the researcher identified signs and sympiwintlse fungus
into the field, direct observation and photograpmacords were used as
techniques. Characterized macro-microstructuresh sas: talo, mycelium,
conidiophore and asexual conidia, which their comspa with existing
taxonomic keys allowed to confirm the presencehefdausative agent Botrytis
cinereg it could describe its life cycle under controllednditions making
planting and insolation of the pathogen in Petshds on a PDA culture medium,
with a last of four days at 22°C temperature iniacubation chamber. The
product of this research has been consolidatedaititdorial of the morphological

characteristics of the fungus studied in ordemimaize the results obtained.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios, el cultivo de Rodaoéa sp ha tenido un crecimiento
considerable en cuanto a hectareas destinadasypgraduccion, es un cultivo
qgue se encuentra en auge comercial debido a ladgraanda de este producto en
el exterior, fruto del cual, a nivel de la siereassguen implementando hasta hoy
varias pequefias fincas floricolas y grandes emprdeaproduccion. Como ya
mencionamos, la gran mayoria de produccién floaisel encuentra en la serrania
ecuatoriana y se han destinado alrededor de 54patadicha produccion, de los
cuales 1256ha. estan ubicadas en la provincia tigp&x lo que corresponde al
22,95% del total nacional sembrado y en producgi®iEC, 2010)

En Cotopaxi, la zona en donde se concentra masiaritante la produccién y las
fincas es en el cantdn Latacunga, luego le sigugiti ¥ Saquisili. En Latacunga
las parroquias Tanicuchi, Mulalé y Alaquez son da® concentran a la gran

mayoria de fincas y por ende de la produccion gedsincia. (INEC, 2010)

Una de las ventajas que tienen cada una de es@pdrroquias, es que estan
cerca a fuentes de agua para riego, lo cual ayystagreso de dichas empresas, y
la Parroquia Aldquez no es la excepcion, tienadifies fuentes de agua debido a
gue esta cerca de los paramos, y del rio Alaquez,eg la principal fuente de
agua y alrededor de la cual se encuentran asentiifdasntes fincas floricolas.
(GADPRA, 2015)

Uno de los problemas primordiales en el ambitoittesdnidad, es el ataque de
botrytis o pudricion grisRotrytis cinereaulo cual repercute en una baja calidad de
las flores cuando se presenta un ataque severackle enfermedad. (LaTorre,
1988)

15



JUSTIFICACION

El propésito de esta investigacion es lograr caratr la principal enfermedad
fungica de interés comercial que afecta al cultieorosa Rosa sp. asi como
también identificar las principales microestructurgue posee el hongo

fitopatdgeno en estudio.

Es muy importante realizar este trabajo, porquegeeera informacién de
relevancia obtenida en un laboratorio especializpdm este fin, utilizando

instrumentos de Ultima tecnologia, que permitehizaraun trabajo de calidad.

La caracterizaciéon morfolégica de los hongos fitbganos, es un campo muy
amplio de investigacion, que actualmente no estg pnafundizado a nivel de

nuestra provincia, y existe muy poca informaciomalevancia.

Con la elaboracion de la guia didactica se singglifilos resultados obtenidos y la
metodologia usada en la investigacion, para quens&sa practico y sencillo

duplicar el ensayo en el laboratorio de la UnindadiTécnica de Cotopaxi.

16



OBJETIVOS

GENERAL.

Caracterizar morfolégicamente el hongo fitopatogepe causa mayor

impacto en la produccién del cultivo de RoBaga sp.sector Alaquez. Cotopaxi.

2014.

ESPECIFICOS:

>

Identificar el hongo fitopatbgeno que causa maympacto en la
produccion del cultivo de RosaRdsa sp

Establecer signos y sintomas del hongo fitopatogienmayor impacto en
el cultivo de RosaRosa sp en campo

Caracterizar macro y microestructuras del fitopanag

Describir el ciclo de vida del patégeno en condie®de laboratorio.
Elaborar una guia didactica de la caracterizaciénfatogica del hongo

fitopatdgeno en estudio.

17



PREGUNTAS DIRECTRICES.

¢ Se reconocera signos y sintomas del primordiagd&itopatogeno en el
cultivo de Rosd¢Rosa sp.en base a la observacién realizada?

¢,Cual es el principal hongo fitopatégeno que afadéaRosgRosa sp.En
el sector de Alaquez?

¢ Cudles son las caracteristicas del hongo fitopatgncontrado?

18



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO.

1.1 ORIGEN Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA DEL ROSAL ( Rosasp.)

Todas las variedades de rosal provienen de unas @species silvestres;
como ejemplo, se tiene Bosa caninaoriginaria de Turquia y del centro de
Europa. Actualmente se cultivan en todas las regiatel mundo, especialmente
en Europa, China, India y el continente americ#tidana, 1995)

1.2. CARACTERISTICAS BOTANICAS

Es un arbusto perenne, raiz fusiforme o ramifictallg lefioso; las ramas

se metamorfosean en espinas (Aldana, 1995)
1.3. TAXONOMIA

Las rosasRosa sp son arbustos de ornamento cultivados principatene
por sus hermosas flores, sus caracteristicas yidandus vistosos frutos y
atractivo follaje (Yong, 2004)

Cuadro N° 1 Clasificacion taxonémica de la Rd®as@a sp.

Reino Vegetal
Subdivisién Angiospermas
Clase Dicotiledoneas
Familia Rosaceas
Género Rosa

Especie Sp.

Fuente: (Aldana, 1995)
Elaborado por: El investigador

19



Cuadro N° 2 Descripcién de los érganos de la rBsad sp.

Organo Descripcion

Raiz Pivotante, vigorosa y profunda

Tallo Lefioso

Hoja Superficie lisa, cinco a siete foliolos.

Flores Actinomorfas, aisladas, reunidas |en
inflorescencias.

Frutos Secos, indehiscentes, monospermos y
muy duros.

Fuente: LaTorre 1988)
Elaborado por: El investigador

1.4. ENFERMEDADES DE INTERES COMERCIAL DEL CULTIVO DE
ROSA.

1.4.1. Oidio Sphaerotheca pannosa)

Sintomas se caracteriza por el desarrollo de un micelmépliecino en las
hojas, ramillas, peciolos y sépalos florales. Neisrale los tejidos parasitados
(LaTorre, 1988)

Diseminacién Las conidias son diseminadas por el viento (Lefor

1988)

Sobrevivencia Persiste asociado a tejidos enfermos aparentemant
estado de micelio o de conidias. Los cleistotes@ms poco frecuentes. (LaTorre,
1988)

Control: Tratamientos quimicos al observar los primergaas de oidio

con Azufre, dinocarp, benomilo, triadimefon. (Lafegrl988)

1.4.2. Mildiu Velloso Peronospora sparsa)

Sintomas Lesiones necroéticas angulares con bordes cat@lizadas

entre las venas de las hojas. (BAYER, 2014)
Diseminacién Conidias dispersas por el viento. (BAYER, 2014)

Sobrevivencia Por oosporas presentes en restos de tejidosnesger
(BAYER, 2014)
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Control: Eliminar restos de cultivos enfermos. Tratamisrgaimicos con
Fosetil aluminio. (BAYER, 2014)

1.4.3. Roya Phragmidium mucranatum)

Sintomas Pequefias pulstulas anaranjadas se forman en & elevias
hojas. Manchas cloréticas aparecen en la parterisupgke las hojas. En ataque

fuertes se produce una fuerte defoliacion (LaTdre88)
Diseminacion las esporas son diseminadas por el viento. (LaT©088)

Sobrevivencia En hojas y ramillas enfermas como teleutosporas.
(LaTorre, 1988)

Control: Tratamientos quimicos con axixarboxina, zineb, nema

metiram, mancozeb. (LaTorre, 1988)

1.5. DESCRIPCION DEL HONGO Botrytis cinerea EN ROSAS
1.5.1. Caracteristicas morfolégicas generales @mtrytis cinerea

Micelio. El micelio esté constituido por un conjunto diaio filamentos
tabicados, cilindricos, que se multiplican vegetatiente mediante division
citoplasmatica, siendo comun que tenga lugar wisidin nuclear sin que se haya
producido division citoplasmética, lo que da lugahifas cenociticas con un
elevado y variable nimero de nucleos. Caracteassticorfolégicas como son la
coloracién y el diametro de las hifas, son muyaldgs, dependiendo en gran
medida de las condiciones de desarrollo del micElianicelio cumple una doble
funcién: i) como estructura de propagacion de feremedad, causada ésta por la
dispersién de restos vegetales (tallos y hojasrtatios por el micelio y, ii) como

estructura de resistencia. (Mohsin, 1990)

A partir del micelio, generalmente envejecido, sggiwan diversas
estructuras, como son los macroconidiéforos, logranonidioforos y los
esclerocios, cuya finalidad es la propagacién yestypencia ante condiciones
adversas. (Mohsin, 1990)
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Figura N° 1 Micelio déBotrytis cinerea.

Fuente: (Espinosa, 2006)

Conidioforos o  Macroconidioforos- Los conidiéforos o
macroconidiéforos se originan principalmente denkasa hifal, aunque también
pueden hacerlo a partir de los esclerocios. Suuasta consta de un
microfilamento mas o menos recto, que se ramifitdaezona apical de forma
alterna; las ramificaciones constan a su vez deficationes secundarias. Las
distintas ramificaciones poseen en su zona terfimaéngrosamiento o vesicula
globosa y sobre la superficie de ésta, se disptmeenonidios o macroconidios,
los cuales estan separados del conidioforo poeptogransversal, de manera que
al separarse de éste se queda una herida en da @giunion. Los conidios se
forman a partir de la gemacion de células formalde conidios, las cuales se
sitlan en las vesiculas globosas. (Mohsin, 1990)
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Figura N° 2 (A) Conidioforo visto en el microscopiptico, (B) Conidiéforo visto
en el microscopio electronico.

Fuente: (Espinosa, 2006)

Conidios o Macroconidios- Los conidios o macroconidios constituyen la
principal estructura de dispersion del hongo asiaGouna de las estructuras de
resistencia que preseria cinerea Son capaces de sobrevivir sobre la superficie
vegetal, manteniendo su viabilidad y capacidadctinfa durante toda la etapa de
crecimiento del cultivo. En condiciones naturalesyiabilidad de los conidios
depende de las condiciones ambientales (tempesatexéremas, humedad,
exposicion a la luz solar), habiéndose demostrade € espectro de luz
ultravioleta es el factor ambiental mas importartda mortalidad de los mismos.
(Mohsin, 1990)

Figura N° 3 Conidios dBotrytis cinereavistos en un microscopio 6ptico
=
) o'

Q

2 o D Q

Fuente: (Espinosa, 2006)
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1.5.2. Clasificacion taxondmica

Cuadro N° 3 Clasificacion taxonémica Betrytis cinerea

Reino Fungi

Divisiéon Amastigomycota
Clase Deuteromicetes
Orden Moniliales
Familia Moniliaceae
Género Botrytis

Especi cinere¢

Fuente: (Agrios, 1999)
Elaborado por: El investigador

Botrytis cinereaes el agente causal de la podredumbre gris, infeatdas
de 200especies vegetales, este patdgeno puede atacattiab @n cualquier
estado de desarrollo y puede infectar cualquidebe la planta. (Agrios, 1999)

1.5.3. Epidemiologia.

Figura N° 4Botrytis cinereavisto en el microscopio.

P or

: —
Fuente: (Espinosa, 2006)

Botrytis cinereapertenece al grupo de los Ascomicetos, su infecs&®
reporta Unicamente en sistemas imperfectos; atajees,htallos y flores, posee

ciclos complejos. (Agrios, Fitopatologia, 1995)
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El principal sintoma de esta enfermedad es un hatwoético de color

morado en las rosas blancas; y el signo princgmlgue se caracteriza por el

desarrollo de manchas acuosas o0 necroticas segoidona pudricion de los

pétalos, de color grisdceo, con abundante desamtellun micelio gris sobre los

tejidos parasitados, se favorece con la alta huthedabiental y temperaturas
frias. (LaTorre, 1988)

En poco tiempo ha desarrollado toda una estratdgiaadaptacion,

sobrevivencia y virulencia en su hospedero la rd&s.capaz de sobrevivir

mediante el accionamiento de su efectiva maquinféialégica, procesos de

tolerancia, resistencia, inmunidad frente a toqm tde estrés que se pueda

presentar en el invernadero, ya sea de tipo biétowo abidtico. (Agrios, 1999)

Cuadro N° 4 Condiciones favorables para el dedardel hongo

Haustorios Maduracion,
Germinacién | preliminares| Haustorios liberacion y
de conidias | o primarios | secundarios Esporulacigrdiseminacion
Temp. o 18- 23 10- 15 10-15 15-18 10-2C
Hum. (% 90-95 80 80-90 80-9C 60- 10C
Tiempo de
Infeccion
(h) 2-3 11-40 50-70 72 - 9( 120 - 24
Err‘ﬁirnglga 300 a 400 nanémetros

Fuente (EDIFARM, 2007)
Elaborado por: El investigador.

1.5.4. Proceso de infeccidn y produccion de sintoma

Los conidios que se forman a partir de esclerazide micelio en residuos

de cosecha o infecciones activas en el hospedaria $oente para el inicio de las

infecciones. El micelio, los esclerocios y los clios tienen diferentes habilidades

para la supervivencia y la dispersion. Tambiénfuasiones de estas estructuras

varian dependiendo del ecosistema y clima dondsstdegenerando la infeccion.

(Agrios, Fitopatologia, 1995)
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Posterior a la penetracion de la cuticula de ldexpiis del hospedero, el
hongo invade el tejido subepidérmico, inter e watalarmente para establecer la
infeccion. El hongo mata las células huésped atgegie sean invadidas. (Agrios,
Fitopatologia, 1995)

Botrytis cinereasecreta enzimas de degradacion de la pared celular
durante las etapas tempranas de la infeccion,reeceajue las poligalacturonasas
(BcPGs) son necesarias para la plena virulencid. dgnerea se entiende como
patogenicidad la habilidad del patdogeno para cawsdermedad y como

virulencia el grado de patogenicidad del hongori@sy Fitopatologia, 1995)

De forma general, el ciclo de infeccion puede abgrsirse dividido en
varias etapas. Primero la adhesion de los congiibse la superficie del huésped
inmediatamente después de su hidratacién. Postenide la germinacion de los
conidios si las condiciones son favorables comdetaperatura, presencia de
nutrientes exudados en la cuticula, edad y core@atr del inoculo y edad del
tejido. En promedio la infeccién se logra entre B;-8urante las cuales el conidio
debe permanecer humedo. Luego se da la penetrdeidejido vegetal, bien a
través de heridas o de aberturas naturales, o medaparticipacion de distintas
enzimas, la secrecion de toxinas o combinacionstiesseCuando esta fase se ha
dado, se genera la muerte de las células adyaadmasto de penetracion dando
lugar a la formacion de una lesion primaria. Una wencidas las defensas de la
planta se inicia la diseminacion en el tejido vaebeircundante, originando la
colonizacion y la maceracion. Finalmente se dajperilacion del hongo sobre el
tejido macerado, produciéndose una nueva generdei@onidios que estan listos

para ser dispersados e iniciar un nuevo ciclo f#eamnn (Elhad, 2007)
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Figura N° 5 Ciclo de la enfermedad moho gris caagamBotrytis cinereaen el
cultivo de rosa

Flores, tallos y hojas con sintomas iniciales de infeccién

Conidio

Los conidios germinan, Las células infectadas El tejido invadido comienza
penetran e invaden el tejido colapsan y se desintegran a volverse blando

Conidiéforo y conidios

Conidiéforos y conidos
del moho gris en
tejido infectado

Micelio y esclerocios
Micelio: produce conidiéforos «
Esclerocios: produce micelio

N\

.
Flores, tallos y hojas en estado avanzado de la enfermedad

Fuente: (Espinosa, 2006)

1.5.5. Condiciones que predisponen a la planta pata infeccién

Se ha confirmado que el etileno predispone lagdly frutos de algunas

plantas al ataque del honBotrytis cinerea(Carrasco, 2008)

El incremento de agua e intercambio gaseoso etejidss conducen a un
aumento de la permeabilidad celular predisponieasio a los tejidos a una
eventual infeccion. (Carrasco, 2008)

Los carbohidratos en los tejidos son factomeportantes de la
predisposicion a la enfermedad. Se ha comprobagougualto contenido de
azucares en las hojas de begonia hacian suscepdillke infeccion déotrytis
cinerea(Carrasco, 2008)

Las deficiencias nutricionales de la planta sonortgmtes, pues conducen
a una senescencia prematura facilitando asi et@tpqr parte del patégeno, al

provocar una cierta debilidad en las plantas yosganos. (Carrasco, 2008)

Algunos elementos de la fertilizacién tienen mayoportancia en la
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susceptibilidad al ataque del patégeno, el excesnitdbgeno puede causar una
mayor presencia dBotrytis cinerealo mismo sucede con la deficiencia de calcio
la cual ocasiona paredes celulares muy delgadasfaal acceso del haustorio
hacia el interior de la célula el cual favorecal@sarrollo del hongo. (Carrasco,
2008)

Botrytis cinereadisminuye notablemente su esporulacion con temyrasat
superiores a los 25°C, al combinar temperatur@9®e y 25°C durante el periodo
de incubacion de la enfermedad, en general el hamoere de un clima humedo
(superiores a 90%) y una temperatura de 18°C a 2#8@ desarrollarse

adecuadamente y producir una infeccién. (Carrd@@8)

1.5.6. Dispersion

La dispersion de las esporas se encuentra relagaren los cambios de
temperatura y humedades relativas, es decir tempasamenores a 15° C y
humedades relativas superiores a 85%, otro faetar |a liberacion de las esporas
es mediante las salpicaduras de agua por dafiaberias de riego o lavados los
cuales ayudan a la propagacion (incremento delulnédel hongoBotrytis
cinereg, también un segundo factor son las corrientesirgelas cuales liberan y
llevan el ciclo infectivo hacia otras plantas vasinse debe tomar en cuenta que
se puede propagar la enfermedad con la utilizad®merramientas que no se
encuentra desinfectadas, si han tenido un prewmacto con material vegetal
infectado. (Agrios, 1999)

Una vez dispersas las conidias pueden germinanarpelicula de agua
gue contenga solutos, cuantas mas conidias hapagata de agua mayor es la
probabilidad de una infeccion agresiva del hongondhie las referencias sobre
esporas germinando, se debe tomar con mucha resgertamente, parece
probable que las esporas, particularmente las $dgpicas pueden actuar como
ndcleos de condensacion de gotas de rocio y el podida ser retenida en una

vaina mucilaginosa presente en las conidiaBateytis cinerea(Agrios, 1999)

1.5.7. Sobrevivencia

El hongo en el suelo puede estar presente por o p@azo de tiempo
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mientras tanto que en las plantas infectadas esigohforma esclerocios y puede

estar viable largos periodos esperando las coméisiadecuadas para volver a su

ciclo infectivo.

(LaTorre, 1988)

1.6. PRODUCCION, HECTAREAS DE SIEMBRA, EXPORTACIONE S DE

ROSAS.
Cuadro N° 5 Superficie sembrada y produccion dasrde exportacion por
provincias.
Superficie Produccon | % %
Provincia Caracteristica | plantada (ha)| (tallos) Plantada Produccién
CANAR Bajo invernadero 22 10910000 0,40% 0,46%
CARCHI Bajo invernadero 831 29| 15,18% 0,00%
COTOPAXI |Bajo invernadero 1256,00 519500443 22,95%| 21,95%
IMBABURA | Bajo invernadero 40 6032488 0,73%) 0,25%
PICHINCHA | Bajo invernadero 3148,001789379686 57,52%  75,60%
PICHINCHA | En campo abierto 176 41007133 3,22% 1,73%
Total Nacional 5473 2366829779 100% 100%
Fuente (INEC, 2010) Visualizador de Estadisticas Agrae@s del Ecuador
Elaborado por: El Investigador
Cuadro N° 6 Venta de rosas de exportacion por pcias
Ventas total
por %Ventas
Unidad de provincias | por
Provincia | Caracteristica embalaje Ventas ($) [($) provincia
CANAR Bajo invernadero | Tabaco 49874,0049874,00 0,25%
CARCHI Bajo invernadero | Full tabaco 29 29 0,00%
COTOPAXI |Bajo invernadero | Full tabaco | 1184318,00
COTOPAXI |Bajo invernadero | Bonche 3969774,006293168,00| 31,45%
COTOPAXI |Bajo invernadero | Tabaco 1139076,00
IMBABURA | Bajo invernadero | Full tabaco 563200
IMBABURA |Bajo invernadero | Bonche 150312/0058214,00 0,79%
IMBABURA | Bajo invernadero | Tabaco 2270/00
PICHINCHA | Bajo invernadero | Bonche 503183600
PICHINCHA | En campo abierto| Full tabacg 45120,00
PICHINCHA | Bajo invernadero | Tabaco 3237804,03507288,00 67,51%
PICHINCHA | En campo abierto| Tabaco 136554,00
PICHINCHA | Bajo invernadero | Bouquet 121505600
Total Nacional 20008573,0020008.573,00 100,00%

Fuente (INEC, 2010) Visualizador de Estadisticas Agraat@s del Ecuador
Elaborado por: El Investigador
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1.7. HONGOS

Los hongos son organismos filamentosos simplestiemen clorofila y
dependen de una planta hospedera para obtenemsumia. Son mas grandes que
las bacterias y se identifican con mayor facilicaldunas de las estructuras que
producen se pueden ver a simple vista y sirvenuerdentificacion. (Barreno,
1997)

Los hongos atacan las plantas hospederas susesptbltravés del
movimiento de sus estructuras reproductivas. Lpsras se diseminan facilmente

por medios mecanicos, corrientes de aire y el g@aareno, 1997)
1.8. POSTULADOS DE KOCH

Para la determinacion de los agentes causados, &steblecié cuatro
postulados que aun se consideran de indispensalneslimiento. Solo cuando
estos postulados se aplican y son confirmadosrgainsmo aislado se declara
agente causal. Los llamados postulados de Kochlaosiguientes: (Charles,
2008)

1. El organismo debe estar constantemente asociadolarsintomas
observados.
Debe ser aislado y purificado, y encontrarse ld@®tros organismos.

3. Alinocularlo sobre una planta hospedante susdeptilebe reproducir los
mismos sintomas observados.

4. El organismo debe ser reaislado de la planta haspednoculada y en
cultivo puro debe mostrar las mismas caracteristigae el cultivo

original.

1.8.1. Primer postulado

El organismo debe ser encontrado con la enfermedatdos los casos

observados.

El primer postulado muestra la necesidad de leiasidn constante de un
agente biotico con el hospedero enfermo, repitisadesta clausula en todos los
casos. (Charles, 2008)
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a) Toma de muestras

Se fijan una “cuotas” que consisten en un numerdnde/iduos que
rednen unas determinadas condiciones. Una vezmatata la cuota se eligen los
primeros que se encuentren que cumplan esas c#&tcas, segun (Carrasco,
2008).

b) Observaciones de muestras

Para la observaciéon de los hongos fitopatégenognsglean diversas
técnicas de preparacion de las muestras. Su satedepende de la detencion de
estructuras como: trozos de micelio, conidios, poerfructiferos (picnidios,
peritecas, acérvulos, etc.). En estos casos caimyle raspado de la superficie
afectada puede tomarse material para la observaniéroscopica. Para esta
preparacion debemos auxiliarnos de instrumentapsatalizados como pinzas,

agujas, escalpelos, etc. (Herrera, 1994).
c) Signos y sintomas de hongos patdgenos en la planta

Los sintomas que producen los hongos en sus hagpsdson de tipo
local o general y pueden aparecer por separadmgpretantes distintos, en un
mismo hospedante puede aparecer uno después denairo mismo hospedante.
En general, los hongos producen una necrosis toganeral o la muerte de los
tejidos vegetales que infectan, hipertrofia e higsip o atrofia de plantas
completas o de sus 6rganos, e hiperplasia o crecimiexcesivo de ellas o de

algunos de sus 6rganos. (Agrios, 1999).

En muchas enfermedades, el patdégeno se desamolepduce varias
estructuras, sobre la superficie de su hospedastas estructuras, que incluyen al
micelio, esporéforos, cuerpos fructiferos y esposssles denomina signos y
difieren de los sintomas, los cuales solo se efierla apariencia que toman las

plantas o sus tejidos cuando han sido infectadaggids, 1999).
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d) Calidad de la muestra

Este aspecto es de suma importancia puesto quefreouencia las
muestras tomadas no llegan al lugar de destindecoalidad requerida para poder
realizar una labor investigativa eficiente. Al tarfeamuestra de la planta enferma
no se deben seleccionar las partes u 6rganos quiéestan estado avanzado de
desarrollo de la enfermedad tales como: tubércelosestado avanzado de
descomposicibn o ramas totalmente necrosadas, aquellas partes que
manifiesten aun un proceso de desarrollo intermedita enfermedad, en las que
el agente parasitario permanece activo y su obsiérvae facilita. lgualmente, en
casos de avanzado desarrollo de los sintomas, dsemria de organismos

secundarios entorpece gravemente el proceso deddiggp. (Herrera, 1994)

La conservacion y el almacenamiento de las muebtass su llegada al
laboratorio deben tenerse muy en cuenta; parasell@aconseja el empleo de
envases que no acumulen excesiva humedad y ewteprdliferacion de
organismos secundarios, asi como mantener las rasiesle ser posible bajo

temperaturas que inhiban el desarrollo de microvsgaos. (Herrera, 1994).
e) Recomendaciones para toma de muestras - sanidad eéq

La muestra debe recogerse en bolsas de plastigpaBmdebidamente

codificadas y manteniendo la boca de la bolsa tbpara evitar putrefacciones.

Si la muestra debe ser enviada por correo, se wreolen papel de
periddico para absorber la humedad de la misméa 8iuestra es de semillas,
podran recogerse en bolsas de plastico, botedsdal @ sobres de papel limpios,

con su correspondiente codigo de identificaciérer(etra, 1994)
f) Representatividad de la muestra

Una muestra representativa es la parte o partesafectada que presenta
la manifestacion o manifestaciones (sintomas y osigrprincipales de la
enfermedad que se pretende identificar. Si la aacen las hojas, el tallo, deben
tomarse estos érganos de la planta de manera gepresente la situacion real

gue ocurre en el campo. En ocasiones cuando stdrdas sobre este punto, se
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aconseja tomar la planta en su totalidad con magestranalizar. Esta dltima
situacion es frecuente encontrarla en plantas esualomo hortalizas,

leguminosas, cereales, etc. (Herrera, 1994).

1.8.2. Segundo postulado

El microorganismo debe aislarse en cultivo purcelpesh establecerse sus

caracteristicas fisicas (forma, tamafio, fisiologfe.).

En la ejecucion del segundo postulado se debeeglatd necesidad de la
asociacion constante de un agente bidtico con spduero enfermo, para
proceder luego a su aislamiento, su caracterizagi®u cultivo in vitro en

ausencia de otros microorganismos (purificacid@hatles, 2008)
a) Métodos de aislamiento

Para lograr el aislamiento del agente causal de degrminada
sintomatologia o enfermedad, en primer lugar, de destablecer la causa que
origind dichos trastornos, es decir permite llegatiagnosticar la naturaleza del

agente causal. (Herrera, 1994).
b) Aislamiento de hongos

El aislamiento de los hongos fitopatbgenos se puedalizar
frecuentemente con cierta facilidad, ya que sobtejido enfermo de una planta
suelen encontrarse solamente las estructuras degamismo causantes, sin la
presencia de otros microorganismos contaminante®rbargo en la mayoria de
los casos se requiere de métodos especificos ldenanto, los cuales dependen
principalmente de la naturaleza del hongo en desfi del sustrato o planta

hospedante en que se desarrollo. (Herrera, 1994).
c) Aspectos a contar en el estudio de los hongos ehdaatorio

Los hongos son capaces de crecer en cualquier nuedioultivo, sin
embargo para evitar su contaminaciéon por bactdoasnedios de cultivo deben

presentar altas concentraciones de soluto y baj@hiétrera, 1994)
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d) Medios de cultivos usados en el aislamiento de hagy

Agar harina de avena (OA), agar clavel (CLA), agi@na, agar nutriente
sintético (SNA), medio de agar extracto de maltaN#, etc., se suelen utilizar en
laboratorios especializados. La temperatura hdhit®ancubacion de los hongos
es entre 25y 28 °C. (Rodriguez, 2005)

Agar papa dextrosa (PDA). Es un medio Util pareonaal el aspecto
morfolégico y la coloracién de la colonia. Su attontenido de carbohidratos
condiciona un mayor crecimiento, el detrimento deesporulacion que suele

retrasarse hasta un mes, las colonias puederigenst (Rodriguez, 2005)

1.8.3 Tercer postulado

Cuando se inocula una planta sana, los sintomaendedproducirse
(Rodriguez, 2005)

1.8.4 Cuarto postulado

Se debe volver a aislar el microorganismo de lantpl inoculada
artificialmente, y sus caracteristicas deben cdinccon las determinadas

anteriormente. (Rodriguez, 2005)

1.9. HONGOS FITOPATOGENOS

Los bidlogos utilizan el término hongo para incluarganismos

eucarioticos, espordgenos, sin clorofila. (Herr&e24)

Los hongos son pequefios organismos productores Sporas,
generalmente microscopicos, eucariéticos, ramifisagl a menudo filamentosos
que carecen de clorofila y que tienen paredes arelsil que tienen quitina,

celulosa, o ambos componentes. (Agrios, 1999).

1.9.1 Caracteristicas generales

Los hongos son organismos carentes de clorofila spiereproducen
mediante esporas. Son por lo general filamentososilticelulares, con nucleos

que se observan con facilidad. Los filamentos dysin el cuerpo (soma) de los
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hongos que se alargan mediante un crecimiento iesyeegn pequefio fragmento

de ellos puede reproducirse un nuevo individuorr@gta, 1994).

Las estructuras reproductivas se diferencian desdasaticas y sobre la
base de sus caracteristicas se clasifican los Bohgs estructuras somaticas de
los diversos hongos son muy similares y pocos pusde identificados cuando

no se presentan las estructuras reproductivasteitde1994).

1.9.2. Estructuras somaticas

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

hifas constituyen el micelio de los hongos. (Hexrdé994)

Las hifas pueden ser septadas o sin septos (lisasaziticas) este Ultimo
tipo de hifa es caracteristico de los hongos iafes y cuando envejecen pueden
formarse septos en varios lugares. Los septosrvariagu estructura y pueden ser
simples o complejos. Cuando las hifas no presesgptas, el micelio es
denominado cenocitico o no tabicado y cuando lasemtan el micelio se dice

que es tabicado. (Agrios, Fitopatologia, 1995).
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CAPITULO Il

2. DISENO DE LA INVESTIGACION

2.1. MARCO ADMINISTRATIVO.

2.1.1. RECURSOS NECESARIOS.

2.1.1.1 Materiales
Institucionales.
» Universidad Técnica de Cotopaxi
» Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias y Resuxaturales
» Carrera de Ingenieria Agronémica
Recursos humanos
» Autor: Geovanny Patricio Quimbita Quimbita
» Director de tesis:Ing. Fabian Troya Mg.
» Miembros del tribunal:
- Ing. Emerson Jacome Mg,
- Ing. Luis Benavides,

- Ing. Paolo Chasi.
2.1.1.2. Equipos

Incubadora Memmert IN 110

Balanza digital Marenfield

Estufa eléctrica Hometech
Microscopio Olimpus Trinocular CX31
Refrigeradora Indurama R1-425

Cémara de flujo laminar Aura Mini

YV V V V V V V

Autoclave Tuttnaver 2540 Semiautomaético
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» Destilador de agua Waterwise 9000
» Cémara cientifica Infiniti 1-2CB

» Camara digital Samsung

2.1.1.3. Material de laboratorio

Micro tubos

Goteros de plastico

Papel aluminio

Pipeta

Marcadores permanentes

Aguja de diseccion

Asa de siembra

Reposeros plasticos con tapa

Cajas Petri

Papel absorbente

Parafilm de laboratorio

Portaobjetos

Cubreobjetos

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

Tubos de ensayo de 10 ml

Algodon

Tarrinas de ¥z litro trasparente

Tanque de gas

Cinta adhesiva transparente de 1,5 cm de ancho

Pinzas

YV V V V V V V V VYV V V V V V VYV V V V V V V V

Bisturi
2.1.1.4. Material de aseo

» Pala para basura
» Escoba

» Trapeadores



Detergente
Limpiones

Lava

Baldes de 10 Its

YV V VYV V

2.1.1.5. Reactivos

» Agua destilada
» Agar
> Dextrosa o sacarosa

» Alcohol antiséptico

2.1.1.6. Materiales de campo
» Tijera Felco 2

Fundas de Papel

Fundas de Plastico

Bisturi

Camara

GPS

Libro de Campo

YV V V V V V

2.1.1.7. Materiales de oficina
» Computadora
> Internet

» Flash Memory



2.2. DISENO METODOLOGICO.

2.2.1. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Cuadro N° 7 Operacionalizacion de las variables

CONSEPTUALIZACION |INDICADOR | INDICE |TECNICAS | INSTRUMENTO
Caracterizacion Talo_ Tipo

morfologica de hongos | Micelio Tipo Observacior Microscopio
fitopatbgenos en el cultivo| Esporas Tipo

de RosaRosa sp. Reproduccién Tipo

Elaborado por: El Investigador

2.2.2. TIPO DE INVESTIGACION

Esta investigacidbn es descriptiva debido a que wsetuplizan las
caracteristicas que se hallaron en las practicamatrilacion e identificacion

microscopica del hongo fitopatéger@ofrytis cinereq
2.2.3. METODOS

Método deductivo, se utilizd este método debidoua ge recopila la
informacion general del fitopatbgeno y se ratifics resultados obtenidos,

comparando con la literatura consultada anteriotenen

Se utiliza también el método analitico y descriptilebido a que se revisa
y discute la literatura consultada, para que, eselzlos resultados obtenidos,
realizar la descripcién de las microestructurasitiieadas en laboratorio, del

hongo fitopatégen8otrytis cinerea.

2.2.4. TECNICAS:

Observacion Consiste en examinar, todos los sucesos de mainectady
abierta con el propésito de obtener informaciorceefidel fenbmeno que se
investiga. La observaciéon permiti6 conocer la dzalien la que se desarrolla el
hongo fitopatégenoBptrytis cinereg ademas permiti6 observar los signos y

sintomas que presentan en el cultivo.
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2.3. METODOLOGIA

2.3.1. EN CAMPO

2.3.1.1. Delimitacién del lugar de recoleccion

Las muestras se recolectaron en el Sector de Ataque esta ubicado en

la parte nororiental de la ciudad de Latacunga.

2.3.1.2. Ubicacion Politica

e Pais:Ecuador

» Provincia: Cotopaxi
e Canton: Latacunga
» Parroquia: Alaguez

2.3.1.3. Condiciones Edafoclimaticas

Cuadro N° 8 Condiciones edafoclimaticas de la paieoAlaquez

Condiciones Edafoclimaticas
Temperatura anual media (°C) 13°C
Humedad Relativa (%) 75%
Precipitacion anual (mm) 719,2mm
Textura Areno Arcillosa
pH 5-7
Riego Diversos sistemas de riego para cada
sector de la Parroquia

Fuente (GADPRA, 2015)
Elaborado por: El Investigador

2.3.2. TOMA DE MUESTRAS
Se realizé la toma de muestras al azar del homgatégeno Botrytis

cinereg en el cultivo de RosdRpsa sp, del invernadero de rosas del sefior Luis
Euclides Quimbita, ubicado en la parroquia Aldqueg;luego se traslado las

muestras al laboratorio para su respectiva desénpc

40



2.3.3. PROCEDIMIENTO EN LA TOMA DE MUESTRAS

Se extrajeron plantas afectadas utilizando untibisttijeras en cada corte
se procedio a esterilizar los materiales con alkcghlas muestras vegetales se
envasaron en bolsas de papel para que el excdaortlad sea absorbido por el
papel, posteriormente se procedié a colocar erfunda ziplop con su respectiva
codificacion y se trasladé en una hielera paraaeva deshidratacion de las

muestras.

2.3.4. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

1) Medir 500ml de agua, bajar el pH con é&cido citricpesar 200g de papa
pelada y picada en cuadros finos. Poner la papagua en una olla, para
cocinarlos durante 10 minutos.

2) Luego pasamos por un colador la papa cocinadasgllgion la ponemos
nuevamente en la olla a fuego lento, reponemogyea gue se evaporo,
hasta completar nuevamente los 500ml y finalmeftdianos 15¢g. de
agar, 20g. de dextrosa o sacarosa y 2g. de levadura

3) Trasvasar la solucion obtenida a un Erlenmeyeraparto con papel
aluminio, para luego someterlo a esterilizacioreleautoclave, durante 35
minutos.

4) Luego de esterilizar el medio de cultivo, hay qotocar el PDA en las

cajas Petri, y esperar 5 a 10 minutos, hasta qgelagnice.

2.3.5. AISLAMIENTO

Se procedi6 a tomar porciones de tejido enfermangéirtuacion se lavo en
agua corriente, se seco los tejidos con papel bbste, y por Ultimo se desinfectd
en una solucién 2:1 de cloro, se lavé dos vecesagma destilada estéril y se
elimind excesos de agua, este material lavadonféesado y seco se colocé en
cajas con PDA solidificado. Se incub6 a 22°C ylsseos/6 durante los siguientes
5 dias.
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2.3.6. PURIFICACION

Se realizé al aislamiento, utilizando poresrde micelio de las cajas Petri;
esto se logré con la ayuda de materiales espexifieolaboratorio como por

ejemplo las azas de siembra.

2.3.7. INOCULACION

Se procedi6 a inocular el posible hongo fitopatégen medio de cultivo
PDA, bajo condiciones controladas de esterilidagsgpsia. Se realiz6 una

esterilizacidon constante de cada uno de los mbgernidilizados.

Para este proceso realizamos un raspado del medaultivo, luego se
procedié a la siembra de esporas o haustorios yiltiano se realizé el cierre

hermético de la caja Petri con cintas de Parafilm.

2.3.8. INCUBACION
Para la incubacion, la caja Petri se coloc6 endabiadora a 22 °C y 70%

de humedad relativa, durante 7 dias aproximadamesggin tengamos el

desarrollo del micelio del hongo.

2.3.9. IDENTIFICACION

Observacion microscoépica

Técnica de cinta pegante: Se procedid a realizatolez de una tira de
cinta de 4 cm, con el lado adhesivo hacia fuem sostuvo con una pinza. Con el
lado adhesivo se tom6 con mucho cuidado una pequegatra de la colonia del
hongo a estudiar, después colocamos una gota de destilada sobre el
portaobjetos y se procedi6 a pegar la cinta sobporaobjetos para luego ser
observar en el microscopio con un aumento de 4D30x, de acuerdo a como se

observe de mejor manera las microestructuras faasgic

2.3.10. DESCRIPCION

Identificacion morfolégica de hongos fitopatégenpara esto se utilizo el
método comparativo a través de fotos microscopiaascroscoépicas y el uso de

claves taxonémicas
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De las cepas aisladas se hizo observaciones maprcas tales como:
forma de la colonia del hongo, color caracteristdeb medio de cultivo, halo de

crecimiento de cada una de las colonias.

Luego se procedi6 a realizar placas fijas de cadade las cepas aisladas
para posteriormente observar las estructuras noi@picas tales como: forma del

conidiosporo, esporangidsporos, forma y tamaf@asie$poras o conidios.
Para realizar las placas fijas se procedi6 dgylaesite manera:

» Se prepararan las cajas Petri con las cepas desaigjados, una en
cada caja Petri.

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

» Se observaron al microscopio con cada uno de io&alos existentes en
el Microscopio Olimpus Trinocular CX31, y se prdice a tomar
fotografias microscopicas de las diferentes estrastcon una camara.

» Se cred un archivo con las fotografias tomadasasieépas para luego
realizar los postulados de Koch y cumplir con gluselo item.

» Se realiz6 un cuadro comparativo con los hongaslaems, para ver si

eran el mismo hongo que se inoculo.
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CAPITULO llI

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 DETERMINACION DEL HONGO FITOPATOGENO DE MAYOR
IMPORTANCIA EN LA PRODUCCION DE ROSA ( Rosa sp.).

De acuerdo a la bibliografia citada, el hongo quesa mayor dafio, en el
cultivo de RosaKosa sp. es la Botrytis Botrytis cinerea debido a que causa
graves dafios a la calidad de los tallos, y ocasm#rdidas cuantiosas en las

empresas al disminuir la calidad de las floresxgmrtacion.

Esta enfermedad se caracteriza por el desarrollmalechas acuosas o
necroticas de color morado (en variedades de rtmacds) seguido por una
pudricion de los pétalos, de color grisaceo, coundhnte desarrollo de un

micelio gris sobre los tejidos parasitados. (Lag&p1988)

La exportacion de rosas viene siendo una de lasidartes de mayor
importancia dentro de la economia de la sierrajugmactualmente es el principal
producto exportable de nuestra region, y en cifesjalmente se exportan
alrededor de 20 millones de dolares, y el totapaeluccion de tallos esta cerca
de 2 mil millones y medio (INEC 2015).

En la Provincia de Cotopaxi existen cerca de 125%&ldn produccion de
rosas, lo que equivale al 22,95% del total nacjogakolo es superado por

Pichincha que posee el 75,6%.

44



Prejuicios e Importancia.

Botrytis cinereaha sido considerado una enfermedad de alta impiatan
ya que afecta un amplio nimero de cultivos espeeiale aguellos de alto valor
como ornamentales, hortalizas y frutales alrededi®ir mundo. Sin control
efectivo pre y pos cosecha ocasiona grandes péréitanémicas pues afecta la
productividad no solo en términos de cantidad gieocalidad del producto
cosechado(Castafio, 2002)

Cuadro N° 9 Ventas, superficie y produccion desakaexportacion de Cotopaxi

Unidad Superficie

de Ventas Ventas Plantada | Produccion | % %
Caracteristica| embalaje| ($) total ($) %Ventas| (ha) (Tallos) Plantada| Produccién
Bajo Full
invernadero | tabaco 1184318

Bajo

9 0
invernadero Bonche 3969774 6293168 31,45% 1256 519500443 22,959% 21,9500

Bajo
invernadero Tabaco 1139076

Total Nacional 20008573| 20008571 5473 2366829779

Fuente INEC 2015, Visualizador de Estadisticas Agropeeasadel Ecuador
Elaborado por: El Investigador

Distribucion Geogréfica de la Produccién y las zorede perjuicios.

En la provincia de Cotopaxi, los cantones que gro$iecas de produccion
de rosas de exportacion son: Latacunga (donderseictvan la mayoria de fincas
floricolas), Puijili y Saquisili. Estas mismas zosas muy susceptibles a la antes
mencionada enfermedad fungica, debido a que esltivochbajo cubierta plastica,
esta condicién crea un ambiente 6ptimo para elraglade la enfermedad.
(INEC 2015)
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3.2 IDENTIFICACION DE SIGNOS Y SINTOMAS DEL HONGO Botrytis

cinerea EN EL CULTIVO DE LA ROSA ( Rosa sp).

Cuadro N° 10 Identificacion de signos y sintomds$dagoBotrytis cinereaen el

cultivo de RosaRosa sp.

Signos / Bibliografia Campo
Sintomas
Sintomas Halo necrético de Se Ratifica la

color morado ef
las rosas de colg
blanco y tambiér
desarrolla
pustulas blanca
en las rosas roja
(LaTorre, 1988)

1 Bibliografia
r(LaTorre,
11988)

U7

Fotos

Signo del
Hongo
Fitopatégeno

Signos

Desarrollo d
manchas acuosg
o] necréticag
seguido por un:

pudricion de los

pétalos, de colo
grisaceo, cor
abundante

desarrollo de uf
micelio gris sobre
los tejidos
parasitados.
(LaTorre, 1988)

eSe ratifica lo
ignencionado
por:
a(LaTorre,
1988) y
rdichas

1 muestras  s¢
utilizaron

1 para el
aislamiento

del hongo ern

laboratorio.

Elaborado por: El investigador
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3.3 CARACTERIZACION DE MACRO Y MICROESTRUCTURAS DEL
PATOGENO

3.3.1. TALO

Se utilizé un Microscopio Olympus Trinocular CX3legposee cuatro
objetivos con aumentos de 5x, 10x, 20x, 100x. $iedel objetivo 20x en campo
claro y regulando la intensidad de la luz del ngcopio a 4,5 unidades.

Imagen N°1: Talo miceliar dBotrytis cinerea200x

Fuente El investigador

Talo miceliar se presenta en los Ascomicetes, e€li posee septos que
se forman por invaginacién de la pared celularahdsfar un poro en el centro.
(Agrios, 1999)

En la imagen N°1 se puede observar el tipo denadeliar. Este tipo de
talo es caracteristico de los Ascomicetes, debglgsdifas septadas. Se ratifica lo
mencionado por (Agrios, 1999)
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3.3.2. MICELIO

Se utilizé un Microscopio Olympus Trinocular CX3legposee cuatro
objetivos con aumentos de 5x, 10x, 20x, 100x. $iedel objetivo 20x en campo

claro. Regulando la intensidad de la luz del mioopg a 4 unidades.

Imagen N° 2: Micelio tabicado dgotrytis cinerea200x

A.- Hifa; B.- Septo, tabicacion o division de ldahi

Fuente: El investigador.

Cuando las hifas no presentan septos o divisioeésmicelio es
denominado cenocitico o no tabicado y cuando lasemtan el micelio se dice

gue es tabicado. (Agrios, 1995).

Como se puede aprecia en la imagen N° 2, tenemdparde micelio
tabicado gracias a que las hifas poseen septogisiodies, concordando con lo

gue menciona (Agrios, 1995)



3.3.3. ESPORAS

Se utilizé un Microscopio Olympus Trinocular CX3legposee cuatro
objetivos con aumentos de 5x, 10x, 20x, 100x. Seditel objetivo 20x, en

campo claro, y regulando la intensidad de luz detascopio a 5 unidades.

Imagen N° 3: Conidios asexualesRigtrytis cinerea200x

QA8
Tom. .

A.- Conidio asexual; B.- Conidi6foro

Fuente: El investigador

Los conidios constituyen la principal estructuraddgersion del hongo asi
como, una de las estructuras de resistencia qusergeeBotrytis. cinerea
(Mohsin, 1990)

En la imagen N° 4 se puede observar a los congliesson la principal estructura
de dispersién del hongo, y poseen una forma ovalgdde acuerdo a lo
mencionado por (Mohsin, 1990)
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3.3.4. CONIDIOFORO

Se utilizé un Microscopio Olympus Trinocular CX3degposee cuatro
objetivos con aumentos de 5x, 10x, 20x, 100x. $iedtl objetivo 20x, en

campo claro, y regulando la intensidad de luzmdetoscopio a 4 unidades.

Imagen N° 4: Conidioforo dBotrytis cinerea200x

A.- Conidiéforo deB. cinereaB.- Conidios. C.- Hifa.

Fuente: El investigador.

El conidi6foro es una estructura microscéopica egpeada en la
produccion asexual de miles de esporas llamadaislioen Se localizan en el
extremo de las hifas las cuales levantan los odfindhs en el aire con el fin de

esparcir las esporas con mas eficiencia. (Gonz&$89).

En la imagen N° 4 se observa el conidiofordBadérytis cinerease ratifica
lo mencionado por (Gonzalez, 1989), es decir, smdoprimero el conidiéforo
para que esta estructura sirva de base y sost@nlgmrconidios que son las

encargadas de propagar al hongo fitopatégeno.
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3.4. DESCRIPCION DEL CICLO DE VIDA DEL PATOGENO EN
CONDICIONES DE LABORATORIO

Cuadro N° 11 Ciclo de vida del patégeno.

Gréfico

Actividad | Tiempo | Temperatura
(horas / (°C)
dias)

Siembra | 10 min 22°C

del Hongo

Fitopato-

geno

aislado

Produc- Talo 22°C

cion de | pequefio

Taloy | 24H (ler

expansiéon,  dia)

de los

haustorios|
Talo
grande
48h (2do
dia)
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Forma- 72 h 22°C
cion de .
o (3er dia)
micelio y
conidio-
foros
Produc- 96 h 22°C
cion de .
o (4to dia)
conidios

Elaborado por: El investigador
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CONCLUSIONES

El hongo que causa mayor impacto en la producadRaba Rosa sp.en el
sector de Alaquez, Cotopaxi, es la botrytis o mmidini gris Botrytis cinerea
porque ocasiona grandes pérdidas econémicas afrar lun buen control de
la misma, esta enfermedad fungica esta preserteltaro y poscosecha.

El sintoma mas representativo del hongo fitopatédBotrytis cinered es el
halo de color morado en los pétalos, lo cual pmsteente se manifestara en
el signo caracteristico de la enfermedad que gsuthicién gris, que se
caracteriza por el abundante micelio que produce.

Botrytis cinerease caracteriza por tener un talo de tipo miceljae es
caracteristico de los ascomicetes con hifas seqtatltipo de micelio propio
de este patdgeno es tabicado; ademas posee corigiofue son las
estructuras de sostén en las cuales se formawnhidi@s o esporas asexuales
encargadas de la diseminacion del hongo fitopathgen

El ciclo de vida deéBotrytis cinereaen condiciones de laboratorio a 22°C, es
de 4 dias, desde la siembra de las esporas e tndfsts, que se diferencian las
estructuras de reproduccion asexual del hongodfitgeno.

Se disefd la guia didactica del ensayo, dondedseaita metodologia usada
y los resultados obtenidos en la investigacionizadh, dicha guia didactica

se encuentra en el anexo 4 de esta investigacion.
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RECOMENDACIONES

» Las muestras vegetales del hongo fitopatégeno,ndedrebien recolectadas y
en lo posible, evitar cualquier tipo de contamidaa@xterna, para lograr muy
buenos resultados.

» Para visualizar mejor las microestructuras del bofippatégeno Botrytis
cinéreg se debe usar el lente 20x del microscopio Olinquesse halla en el
laboratorio de la Universidad; pero si se desebzegauna observacion mas
detallada y especifica de una sola microestrucesanecesario utilizar el
lente 100x, pero hay que usar un aceite espeataligme en el microscopio,
para que se logre enfocar bien lo que se desetifickm

» Para disminuir la contaminacién por bacterias efaaaa de las muestras de
las cajas Petri, es necesario bajar el pH del PBA.5, utilizando acido

citrico, en una dosis de 1g por cada 5 litros d&.PD
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ANEXOS

ANEXO 1: FOTOGRAFIAS.

Fotografia N° 1: Crecimiento de los haustorioBd#ytis cinerea

Fotografia N° 2: Caja Petri contaminada con baaseri
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Fotografia N° 3: Muestras vegetales infectadaspeminicion gris Botrytis
cinereg
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ANEXO 2: MATERIALES DE LABORATORIO.

Fotografia N° 5: Destilador de Agua Waterwise 9000

Fotografia N° 6: Mecheros de Alcohol
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Fotografia N° 7: Microscopio Olimpus Trinocular CX8on aumentos de 5x,
10x, 20x, 100x

Fotografia N° 8: Incubadora Memmert IN 110 progrdana 22 °C
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Fotografia N° 9: Autoclave Tuttnaver 2540 semialuition, para esterilizar los
materiales.

B g
-

B i) i | ey |
Tutinauer

»

Fotografia N° 10: Refrigeradora Indurama, para eoras cada una de las
muestras.
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Fotografia N° 11: Camara de flujo laminar Aura Miriea un ambiente estéril
con lo que se puede realizar las inoculacionesdigpio la contaminacion.

. 5|
4 <

—

Fotografia N° 12: Diversos insumos utilizados earaayo, agar, parafilm,
dextrosa, levadura, asas de siembra, porta y clijesos, matraz Erlenmeyer,
vasos de precipitacion
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amz - AW
: !‘;“'19 } :

.
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ANEXO 3: COSTOS.

Materiales de aseo

COSTO COSTO
DESCRIPCION CANTIDAD UNITARIO TOTAL
Escoba 1 2 2
Trapeador 2 3 6
Franela 2 4,5 9
Papel de cocina 2 3,5 7
Zapatone:! 15 0,3t 5,2t
Guante 15 0,2t 3,75
Mascarillas 15 0,25 3,75
Cofias 15 0,3 4,5
Subtotal: 41,25 %
Reactivos de limpieza
COSTO COSTO
DESCRIPCION CANTIDAD UNITARIO TOTAL
Desinfectantialipto 1 4,3 4,2
Alcohol 1 5,5 5,
Yodao 1 3,6 3,6
Subtotal: 13,40 $
Equipos
COSTO COSTO
DESCRIPCION CANTIDAD | UNITARIO TOTAL
Refrigeradora Indurama R1-425 1 767,97 767,9
Incubadora IN110 1 2665,7 2665,7
Microscopio Trinocular CX3 1 2455,6¢ 2455,6¢
Camara de flujo laminar au
mini con base 1 6690 6690
Autoclave semiautomatica 2&-
23 litros 1 2999,47 2999,47
Destilador de agua waterwise
9000 1 511,3 511,3
Céamara cientifica infinity 1-2CB 1 2176,56 2176,56
Desecador 250mm de diametro
con tapa 1 229,8 229,8
Cocineta eléctrica 1 30 30
Cémara digital 1 280 280
Balanza 1 30 30
Termdmetrcdigital 1 25 25
Subtotal: | 18861,48 $
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Materiales de laboratorio

COSTO COSTO
DESCRIPCION CANTIDAD | UNITARIO TOTAL
Pinzas 1 2,08 2,08
Lampara de alcohol 3 3,99 11,97
Laminas porta-objetos 1 2,99 2,99
Cubre objetc 1 2,5 2,5
Hojas de bisturi esté 1C 0,04 0,4
Vasos de fecipitacior 4 2,5 1C
Erlenmeyer de 500 ml'y 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 botellén de a¢ 1 28 28
Papel alumini 1 3 3
Cajoneras de plastico 1 7,5 7,5
Colador 1 2 2
Tijeras 1 15 1,5
Cintas de pH 10 0,14 1,4
Varilla de agitacion 1 3,5 3,5
Olla 1 4 4
Subtotal: | 135,94 $
Reactivos de laboratorio
COSTO COSTO
DESCRIPCION CANTIDAD | UNITARIO TOTAL
Bacto agar 0,5 88 44
Agua 1 2 2
Levadura 1 2 2
Sacaros 1 2 2
Acido citricc 1 2,5 2,5
Subtotal: 525%
Costo total
Subtotal 1 41,25 %
Subtotal . 13,40 ¢
Subtotal 3 18861,48 $
Subtotal - 135,94 ¢
Subtotal 5 525%
Subtotal 19104,57 $
Imprevistos (10%) | 1910,45 $
Total 21015,03 $
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ANEXO 4: GUIA DIDACTICA DE LA CARACTERIZACION
MORFOLOGICA DE Botrytis cinerea EN EL CULTIVO DE ROSA ( Rosa
sp.)

Universidad Técnica de Cotopaxi.

Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias y Recurs

Naturales.

Carrera de Ingenieria Agronémica
Autor:
Geovanny Patricio Quimbita Quimbita

INDICE

Introduccion
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Objetivo

Ubicacion

Bloque I. Metodologia

Bloque II. Resultados
Material de consulta sugerida

“Por la vinculacién de la Universidad con el pueblo”
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Universidad
Técnica de
Cotopaxi

INTRODUCCION:

Uno de los problemas primordiales en el ambitoitesdnidad, es el ataque de
botrytis o pudricion grisRotrytis cinereqlo cual repercute en una baja calidad de
las flores cuando se presenta un ataque severiclte @hfermedad, debido a que
el cultivo de rosas se encuentran dentro de Mermaderos, es muy propenso a

esta enfermedad, ya que es el ambiente ideal pErpatdgeno.

La presente guia dara las pautas necesarias plaaiantes mencionado hongo
fitopatdgeno, y asi identificar cada una de susiesstras y el ciclo de vida del
hongo, siendo de vital importancia esta informacigara en un futuro dar otras

alternativas de control de esta enfermedad.
FUNDAMENTACION:

Todas las variedades de rosal provienen de unass @species silvestres; como
ejemplo, se tiene IRosa caninagriginaria de Turquia y del centro de Europa.
Actualmente se cultivan en todas las regiones dehdm, especialmente en

Europa, China, India y el continente americano éAll 1995)

Es un arbusto perenne, raiz fusiforme o ramificadbp lefioso; las ramas se

metamorfosean en espinas (Aldana, 1995)
La enfermad flngica que mayor dafio causa es lagurgris Botrytis cinerea

Sintomas Esta enfermedad se caracteriza por el desadellmanchas acuosas o
necréticas seguido por una pudricion de los pétalies color grisaceo, con
abundante desarrollo de un micelio gris sobredpdds parasitados. Se favorece

con alta humedad ambiental y temperaturas friad dtre, 1988)
Diseminacién Conidias dispersas por el viento. (LaTorre, 1988)

Sobrevivencia Sobrevive como esclerocios en residuos de tejeldermos.
(LaTorre, 1988)
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Control: Tratamiento quimico con benomilo, captan, dialoraprodione,

procimidione, vinclozolin. (LaTorre, 1988)
Las principales caracteristicas morfologicaBd#ytis cinereason:

* Micelio. El micelio esta constituido por un conjarde hifas o filamentos
tabicados, cilindricos. A partir del micelio, geslenente envejecido, se
originan diversas estructuras, como son los maardcdoros, los
microconidioforos y los esclerocios

» Conidi6foros.- Los conidiéforos se originan pripgimente de la masa
hifal, aunque también pueden hacerlo a partir de dsclerocios. Su
estructura consta de un microfilamento mas o meggis, que se ramifica
en la zona apical de forma alterna; las ramificasoconstan a su vez de
ramificaciones secundarias. Las distintas ramiiaas poseen en su zona
terminal, un engrosamiento o vesicula globosa yesdd superficie de
ésta, se disponen los conidios, los cuales esfarados del conidiéforo
por un septo transversal

» Conidios o Macroconidios.- Los conidios 0 macradms constituyen la
principal estructura de dispersion del hongo asinaouna de las
estructuras de resistencia que pres@utytis cinerea Son capaces de
sobrevivir sobre la superficie vegetal, mantenierslp viabilidad y
capacidad infectiva durante toda la etapa de creoim del cultivo. Los

conidios poseen una forma ovoide. (Espinosa, 2006)
OBJETIVO:

La presente guia didactica de la Caracterizaciorfdfimgica deBotrytis cinerea
en el cultivo de RosaRpsa sp. tiene como finalidad, informar y facilitar el
aprendizaje de este hongo fitopatégeno, sus micumdgras, y la técnica de

cultivo adecuada en laboratorio.
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UBICACION :

Cuadro N°1: Ubicacioén del ensayo en laboratorio

Barrio: Salache Bajo
Parroquia: Eloy Alfaro
Canton: Latacunga
Provincia: Cotopaxi
Coordenadas: UTM: N: 9888.749,37.
E: 764.660,386.
Altitud: 2790 msnm.

Elaborado por: El investigador
BLOQUE |: METODOLOGIA.
Recoleccion de las muestras en campo y almacenant@n

Para realizar esta labor, se busc6é una muestraunoavanzado estado de
incidencia de la enfermedad, para no tener proldeahanomento de aislar al
hongo que estamos identificando. Habia que tenehaauidado, y verificar que
no se haya fumigado con anterioridad algun fungicighs muestras se las obtuvo
de un invernadero ubicado en la Parroquia de AlAgbe almacenamiento se lo

realizo en un refrigerador a una temperatura de & 8 °C.

Fotografia N° 1: Muestras obtenidas en Campo de Pudricion @istrytis
cinereg

Fuente El investigador
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Preparacion del medio de cultivo.

Cuadro N°2: Preparacion del medio de Cultivo PDA

Medir 500ml de agusg
bajar el pH con acid
citrico, y pesar 200
de papa pelada
picada en cuadrg
finos.

Poner la papa y ¢
agua en una olla, parz
cocinarlos durante 1
minutos.

Luego pasamos por
un colador la pap
cocinada, y I3
solucién la ponemo
nuevamente en la ol
a fuego lento
reponemos el agu
que se evapora, has
completar

nuevamente lo
500ml y finalmente
afiadimos 15g. d
agar, 20g. de dextros:
0 sacarosa Yy 2g. 0
levadura

Trasvasar la solucié
obtenida a u
Erlenmeyer, y taparl
con papel aluminio,
para luego someterl
a esterilizacion en
autoclave, durante
minutos
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Luego de esterilizar e
medio de cultivo, hay
gue colocar el PDA
en las cajas Petri, |y
esperar 5 a 10
minutos, hasta que se
gelatinice.

Elaborado por: El investigador
Aislamiento, purificacién e identificacion deBotrytis cinerea

Cuadro N°3: Aislamiento, purificacion e identifiéde deBotrytis cinerea.

Aislamiento: Las cajas Petri con el medio de caltfueron trasladadas a |la
camara de flujo laminar, en donde, con la ayudgimizas y un bisturi, se cortarpn
pedazos pequefios de pétalos de Resaq sp.que estaban enfermos, para luggo
colocarlos dentro de las cajas petri con PDA. Luegolos colocé en Ila
Incubadora a 22°C

Muestras de pétalos infectados con Incubadora a 22°C
Botrytis cinerea
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Purificacion e inoculacion: Se realizé al aislandemtilizando porciones d
micelio de las cajas Petri, esto se logré con ledayde materiales especificos|de
laboratorio como por ejemplo las azas de siemlde&mnas, hay que buscar la caja
petri menos contaminada para realizar la puriftrae inoculacion.

Caja Petri contaminada con bacterigas Caja Peto pontaminada, que
servira para la purificacion dgotrytis
cinerea.

Incubacion: Para la incubacioén la caja Petri seaken la incubadora a 22 °C y
70% de humedad relativa, durante 7 dias aproximedrsegin tengamos |el
desarrollo de los micelios del hongo.

Incubadora a 22°C con las muestras Purificadashadas.
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Identificacion: Se procedi6 a realizar un dobleaida tira de cinta de 4 cm, con
el lado adhesivo hacia fuera y se sostuvo con i pCon el lado adhesivo se
tomo6 con mucho cuidado una pequefia muestra dédai@alel hongo a estudiar

después colocamos una gota de agua destiladaelgiweaobjetos y se procedio
a pegar la cinta sobre el portaobjetos para lubgergar en el microscopio con
un aumento de 20x y 100x de acuerdo a como sewebder mejor manera las
microestructuras fungicas.

Muestras déotrytis cineregyara observar en el microscopio

Caracterizaciéon morfolégica: Para esto se utilizthétodo comparativo a través
de fotos microscopicas y macroscoépicas y el usdales taxondmicas

Caja Petri comBotrytis cinereasin contaminacion.

Elaborado por: El investigador
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BLOQUE I
RESULTADOS.
Talo

Se utilizé un Microscopio Olympus Trinocular CX3legposee cuatro
objetivos con aumentos de 5x, 10x, 20x, 100x. $iedel objetivo 20x en campo
claro y regulando la intensidad de la luz del ngcopio a 4,5 unidades.

Imagen N°1: Talo miceliar dBotrytis cinerea200x

Fuente El investigador

Talo miceliar se presenta en los Ascomicetes, e€lini posee septos que
se forman por invaginacién de la pared celularahdsfar un poro en el centro.
(Agrios, 1999)

En la imagen N°1 se puede observar el tipo dernadeliar. Este tipo de
talo es caracteristico de los Ascomicetes, debglgsdifas septadas. Se ratifica lo
mencionado por (Agrios, 1999)
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Micelio

Se utilizé un Microscopio Olympus Trinocular CX3legposee cuatro
objetivos con aumentos de 5x, 10x, 20x, 100x. $iedel objetivo 20x en campo

claro. Regulando la intensidad de la luz del mioopg a 4 unidades.

Imagen N° 2: Micelio tabicado dgotrytis cinerea200x

A.- Hifa; B.- Septo, tabicacion o division de ldahi

Fuente: El investigador.

Cuando las hifas no presentan septos o divisioeésmicelio es
denominado cenocitico o no tabicado y cuando lasemtan el micelio se dice

gue es tabicado. (Agrios, 1995).

Como se puede aprecia en la imagen N° 2, tenemdparde micelio
tabicado gracias a que las hifas poseen septogisiodies, concordando con lo

gue menciona (Agrios, 1995)
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Esporas

Se utiliz6 un Microscopio Olympus Trinocular CX31egposee cuatro
objetivos con aumentos de 5x, 10x, 20x, 100x. Seditel objetivo 20x, en

campo claro, y regulando la intensidad de luz detascopio a 5 unidades.

Imagen N° 3: Conidios asexualesRigrytis cinerea200x

A.- Conidio asexual; B.- Conidiéforo

Fuente: El investigador

Los conidios constituyen la principal estructuraddgpersion del hongo asi
como, una de las estructuras de resistencia gsergaBotrytis cinerea(Mohsin,
1990)

En la imagen N° 4 se puede observar a los congiesson la principal estructura
de dispersién del hongo, y poseen una forma ovalgdde acuerdo a lo
mencionado por (Mohsin, 1990)
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Conidioforo

Se utilizé un Microscopio Olympus Trinocular CX3degposee cuatro
objetivos con aumentos de 5x, 10x, 20x, 100x. $iediel objetivo 20x, en

campo claro, y regulando la intensidad de luzmeftoscopio a 4 unidades.

Imagen N° 4: Conidioforo dBotrytis cinerea200x

A.- Conidi6foro deB. cinereaB.- Conidios. C.- Hifa.

Fuente: El investigador.

El conidi6foro es una estructura microscépica egpeada en la
produccion asexual de miles de esporas llamadaislioenSe localizan en el
extremo de las hifas las cuales levantan los odfindhs en el aire con el fin de

esparcir las esporas con mas eficiencia. (Gonz&$89).

En la imagen N° 4 se observa el conidiofordBadérytis cinerease ratifica
lo mencionado por (Gonzalez, 1989), es decir, smdoprimero el conidiéforo
para que esta estructura sirva de base y sosténlgarconidios que son las

encargadas de propagar al hongo fitopatdgeno.
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