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RESUMEN

La presente investigacion se realizd en el sectws Laureles, con
coordenadas: latitud: 07° 06’ 198”S, longitud: @ 232”W, y a una altitud de
586 msnm; en el canton La Mana, provincia de Cotiopa que la principal
causa para la presencia de hongos fitopatégenperdsalta de tecnificacion del
cultivo de café. Se pudo determinar que el hongoafacta de gran manera a la
produccion del cafeto es el Ojo de galMy€ena citricoloj la misma que se
presenta en el has tanto en hojas jovenes o wejs el fruto, el hongo se
presenta en lesiones redondas de coloracién griarodn; los dafios que puede
provocar son la defoliacion, la muerte prematurébidees, también ocasiona la
caida de frutos en diferentes etapas de desartotlo, estos dafios provoca una

disminucién de la produccion.

Con los antecedentes antes presentados se ca@cteli hongo
fitopatdgenoMycena citricoloren condiciones de laboratorio el mismo que se
encuentra en la ciudad de Latacunga, con coordendatitud: 0°55'44.8"S,
longitud: 78° 37.24.2”"W, y a una altitud: 2850 msnLa inoculacion se realiz6
en un medio de cultivo PDA, y los que fueron incdsma una temperatura de
23,5 °C por el lapso de 15 dias, también se logtérohinar sus macro y micro
estructuras. Se identific6 que las macro estructleh hongo presentaba un
micelio ramificado, con una textura era algodongsaon una coloracion
blanquecina, mientras que las micro estructuraseptaron hifas hialinas
septadas de forma irregular y su longitud promexd® de 51,68 um, y en el
interior de las mismas presentaron formas de basbde aire y la longitud
promedio de las esporas es de 5,54 um, las misneasemen forma elipsoidal, y
el radio de la colemula oscila los 37,62 pm; estdisicturas se pudieron observar
con la ayuda de un microscopio trinocular OLYMPU%3C adaptado con una
camara INFINTY 1-2CB, con un lentes de 4x, 10, 2000x de esta manera se

pudo comparar bibliograficamente.



SUMMARY

The present research was made in the Los Lauredetors with
coordinates: latitude: 07° 06' 198" S, longitud@® 89' 232" W, and at an altitude
of 586 msnm; in the La Manéa canton, Cotopaxi proeinSince, the main cause
for the phytopathogenic fungi presence is by tdaation lack of the crop coffee.

It could determine that the fungus impacts gretatlthe coffee production that is
the Ojo de galloNlycena citricoloj. The same one that is presented in the beam
in both young and old leaves and fruit. The fungugresented in injuries round
gray or brown coloration, which can cause damage d&foliation, premature
death of buds. Also, it causes the fruit drop #edént development stages. All,

these damages induces a decrease in production.

With the background before mentioned, they were rasdtarized
thephytopatogenic fungus Mycena citricolarlaboratory conditions is the same,
found in the Latacunga city, with coordinates:tiate: 0° 55' 44.8"S, longitude:
78° 37.24.2" W, and to an altitude: 2850 mnsm. Toeulation was made in a
PDA crop medium, which were incubated at a tempeseabf 23.5° C, for a
period of 15 days. Also, it is reach to determiigsennacro and microstructures. It
is identified that the macro structure of the fundpas a branched mycelium, with
a texture cottony and with a whitish, whereas theranstructures presented
hyaline hyphae were septate irregularly and itsapye length was 51.68 um, and
in inside thereof, they presented forms of air bebland the average length of the
spores is 4.59 um, the same that has ellipsoidabeshand the radius of the
colemula ranges the 21.59 um; these structuresl ¢cmulooked with the help of a
trinocular microscope OLYMPUS CX31 adapted withaanera INFINTY 1-2CB,
with an increase of 4x, 10, 20x and 100x in thaty,winis could compare
bibliographic.
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INTRODUCCION

Considerando que en Ecuador existen cafetales abadds y otras areas
de cafetales en crecimiento, se estima que soltb® de la superficie total
corresponde a cafetales en produccion efectivanemgechados. Al analizar la
distribuciéon de la superficie cafetalera por proias se destaca que Manabi,
Loja, Orellana y Sucumbios tienen las mayores ataétaleras. (COFENAC,
2013)

La superficie cafetalera del Ecuador, estimada @EQ@FENAC, en
diciembre del 2 012, es de 199 215 hectareas, deuales 136 385 hectareas
corresponden a cafetales arabigos y 62 830 hestareafé robusta, que las areas
de cosecha fueron de 149,411 hectareas, las mpnease estan distribuidas en
105 000 UPA’s; la produccion nacional cafetalerdee650 000 sacos de 60 kilos
los cuales el 62% son café arabico y el 38% de radifésta. EI consumo interno
de café son de 150 000 sacos de 60 kilos mientiesagproduccion exportable es
de 400 000 sacos de 60 kilos. Las provincias copomaumero de hectareas
cultivadas son: Manabi con 70 050 ha, Loja con 29 I3a y la provincia de El
Oro con 9 730, mientras que la provincia de Cotopgséene 1 000 ha.
(COFENAC, 2013)

Para el 2 011 la produccion total de café en elaBoufue de 23 829
toneladas métricas (Tm.) y las ventas fueron del20 Tm. Las hectareas
plantadas fueron de 110 474 y las cosechadas 88 8d7. Estas cifras revelan
gue ha habido una disminucién en la produccién gtase del producto en
comparacion con anteriores, donde se puede veeque 2 009 fue el afio de
mayor produccion de los ultimos 4 afios con 33 64eladas métricas de
produccion. (COFENAC, 2013)



TABLA 1. Superficie cafetalera del Ecuador y area en pradocc
efectiva, 2012

Café arabico

Provincia Superficie Areaen
total Producc52.538i6n
Manab 70.05( 52.53¢
Loja 29.345 22.009
El Oro 9.73(Q 7.298
Guaya 6.35¢ 4.76¢
Zamora Chinchig 6.35( 4.76:
Los Rios 3.520 2.640
Bolivar 3.410 2.558
Santa Elena 1.800 1.350
Galapago 1.10¢ 82E
Cotopaxi 1.00( 750
Esmeraldas 900 675
Pichinch: 85( 63€
Chimboraz 65C 48¢€
Imbabura 30( 225
Morona Santiago 290 218
Cafa 27C 203
Azuay 23C 172
Carchi 195 146
Pastaza 40 30

TOTAL

(Hectareas) 136.385 102.289

Fuente:Elaboracién propia basada @@OFENAC, 2013)

Entre los problemas fundamentales de este culteoescuentra el
rendimiento, estimado entre 5 a 6 qg/ha al aficsiderado uno de los mas bajos
comparado con otros paises productores, debiéndwsegran parte al
envejecimiento de las plantaciones en un buen ptajee de la superficie
cultivada, la falta de capacitacion y transferencia tecnologia, la no
disponibilidad de créditos, la ausencia de orgaibray fortalecimiento gremial,
entre otros factores. En alrededor del 90%, la réigpe de este cultivo es
manejada bajo el sistema tradicional. (COFENAC 3201



Los hongos mas caracteristicos del cultivo de safé Mal del talluelo
(Rhitononia solani Roya anaranjadaHémileia vastratriy, Mal de hilachas
(Corticium kolerogy, Ojo de gallo Mycena citricoloj Mancha de hierro
(Cercospora coffeicola Mal de machete Qeratocystis fimbriatg Muerte
descendentePhoma sp.y Viruela del cafetoQolletotrichum gloeosporioidgs
(INIAP, 1993)

Los efectos que puede tener el Ojo de gallo, caugad el patdbgeno
Mycena citricolor sobre la condicion de las plantas y el rendinsigmbductivo
del café; pueden ser muy devastadores para elutafique convive con esta
enfermedad en zonas de clima favorable al patodgajo.condiciones climéticas
favorables y sin un manejo apropiado de la enfeatieduede ocurrir la pérdida
de un 60% de la cosecha presente y una reduccioh00&6 en el potencial
productivo del café en el siguiente ciclo de praile, esto debido al gran
agotamiento que sufren las plantas por la caiddvende hojas atacadas pldr
citricolor (BARQUERO, 2012)

Por la limitada informacién sobre la prevencién gnttol de hongos
fitopatdgenos y por ende pérdidas en las cosedm®gadas por el ataque de
enfermedades causan problemas a los agricultolesed®or de Los Laureles,
razon por la cual se debe encontrar a los ageategsales de las enfermedades
para dar alternativa en el manejo de enfermedaaigsadas por hongos en este

cultivo.



JUSTIFICACION

El motivo de esta investigacion se basa en quetlaidad cafetalera en
nuestro pais viene enfrentando una gran cantidagraldemas técnicos en el
cultivo lo cual han provocado pérdidas en la coitipielad de nuestro café en el
mercado internacional y un deterioro de la estractocioecondémica de los

productores del grano.

Esta investigacion es muy importante ya que lacchfira ha representado
para el pais una fuente de empleo para aproximadarma millon de personas, y
por causa de la alta incidencia de problemas fiitesdos (Roya anaranjada, Ojo
de gallo, Broca del fruto, Mal de hilachas, Viruglaotros patdégenos), en el

cultivo la productividad de los cafetales son majob.

La presencia de hongos fitopatégenos en el sectw Laureles” impide
una mayor productividad motivo por el cual se prapta presente investigacion
“Caracterizaciéon morfologica de hongos fitopatogerem el cultivo de café
(Coffea arabical..), es necesario establecer una base de infodmagie servira
al agricultor para tomar decisiones oportunas grtema guia para el control de
enfermedades producidas por hongos fitopatégermgeumita reducir los costos

e incrementar la produccion y asi aumentar sug&ogreconémicos.

Los resultados de la investigacion también servicdmo una guia

didactica para los agricultores del Sector Losrékes.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

» Caracterizar morfolégicamente el hongo fitopatbggne causa mayor
impacto en la produccién en el cultivo de c&éffea arabica..) sector

Los Laureles, canton La Mana, Cotopaxi 2015.

OBJETIVO ESPECIFICOS

» Determinar el hongo fitopatégeno de mayor impaaottagoroduccion del
cultivo de caf§Coffea arabicd..).

* ldentificar signos y sintomas del hongo fitopat@elel café(Coffea
arabical.) en campo.

» Caracterizar macro y microestructuras del patégeno.

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

» Elaborar una guia didactica de la caracterizaciorfatdgica del hongo

en estudio.



PREGUNTA DIRECTRIZ

* ¢Se podra caracterizar morfologicamente macro, omestructuras y
ciclo de vida del hongo fitopatégeno Ojo de gallty¢ena citricolo) en

condiciones de laboratorio?



CAPITULO |

1. FUNDAMENTACION TEORICA

1.1. El cultivo de café

1.1.1. Origen

El café ardbico se originé en las tierras altagndes 1 000 msnm de
Etiopia y Sudan, Africa. En los afios 575 y 890 pessas y los arabes lo llevaron
a Arabia y Yemen, en tanto que los nativos afrisahm extendieron a
Mazambique y Madagascar. De aqui los holandeses gdrtugueses, entre los
aflos 1 600 y 1 700, lo trasladaron a Ceylan, pdosteente a Java y a la India,
asi como otras regiones de Asia y Africa. ( ALVARARE ROJAS, 2007)

En 1 727 fue trasladado de Sumatra a Brasil, luea®d a Perd y
Paraguay y, en 1 825, a Hawai. Por otra parte,l énvernadero de Paris se
multiplicaron las plantas y pasaron a la Guayarand&sa, Africa Ecuatorial,
Haiti y Santo Domingo. Luego se extendié a Puerto,Ra El Salvador en 1 740;
a Guatemala en 1 750; a Bolivia, Ecuador y Panania#84; por ultimo, a Costa
Rica, procedente de Cuba y Guatemala, entre 1 79698. ( ALVARADO &
ROJAS, 2007)

El café constituye uno de los productos mas imptetade la exportacion
ecuatoriana y de la economia mundial, se cotizdagrbolsas de valores de
Londres (Robusta) y nueva York (Ardbiga). Ecuadusee una gran capacidad

como productor de café, convirtiéndose en uno deptros paises en el mundo
7



gue exporta todas los tipos de café: arabigo lavadibigo natural y robusta.
(PRO ECUADOR, 2013)

1.2.Clasificacion taxonémica

TABLA 2. Clasificacién taxonémica del café

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Dicotynlenoeae

Subclase: Asteriadae

Orden: Rubiales

Familia: Rubiaceae

Género: Coffea

Especie: arabica, canephora, libericg
Nombre binomial: | Coffea arabicalL

Nombre comun: | Café

Fuente Elaboracion propia basada @RUIZ, 1989)

1.3. Enfermedades en el cultivo del café.

RUIZ, (1989) afirma: Las enfermedades del cafeto s@s importantes
que las plagas, causando serias pérdidas en alqfias especialmente en
aquellos lluviosos, cuando hacen inviernos muy dogl; favoreciendo la

dispersion y ataque de los diferentes hongos fifmganos.

1.3.1. Mal del talluelo (Rhizoctonia solani)

Sindnimos: Damping off, Volcamiento, Mal del tallito, Sancoc¢hdal de

almécigo, Rhizocloniosis.



El principal sintoma es la presencia de un estltanganto a nivel del
cuello de la plantita afectada, debido a la pudnide la corteza provocada por el
desarrollo del micelio del hongo en el interiorlds tejidos. La zona necrotica
hundida es de color obscuro y aspecto rugoso emase del tallito, que se
extiende rapidamente hasta cubrirlo completamétiela intensidad del ataque,
ocurre una paralizacién de la circulacién de laas&aborada, dando lugar al

marchitamiento y volcamiento de la plantita enfariiNIAP, 1993)

1.3.2. Mal de hilachas (Pellicularia koleroga)

Sindnimos: Arafiuela, Koleroga, Hebra viva, Mustia hilachdséierno.

Los primeros estados de desarrollo del hongo, e¢lini es blanquecino,
oscureciéndose con el transcurso del tiempo higgfarla ser casi negro. De esta

manera, permanece dentro de la corteza de las denasa época lluviosa a otra.

(INIAP, 1993)

1.3.3. Ojo de gallo (Mycena citricolor)

» Sinénimos: Gotera, Argefio, Mancha de la hoja, Mancha ameaicsliaja

viruela.

La enfermedad es muy frecuente en cafetales paoufitedos, con
sombra excesiva, bajo condiciones de alta humeda&nytemperaturas
comprendidas entre los 19 y 23 °C. Ataca princigalii® a las hojas como

también a ramas, tallos y frutos del cafetero. AIN11993)



TABLA 3. Clasificacion taxonémica de Ojo de gallo del cafeto

Reino: Fungi

Division: Basidiomycota
Clase: Agaricomycetes
Orden: Agaricales
Familia: Mycenaceae
Género: Mycena
Especie: citricolor,

FuenteElaboracion propia basado EBAYER, 2015)

« Sintomatologia.

Los primeros sintomas de la enfermedad se presesmaforma de
pequefias manchas circulares o ligeramente ovaldaisbuidas irregularmente
en todas las hojas afectadas. Al inicio, las lesogson de color pardo y luego en
un estado mas avanzado de su desarrollo se torisategiza, llegando a alcanzar
hasta 15-18 mm de diametro. (INIAP, 1993)

En determinadas condiciones, el tejido afectadodg@udesprenderse,
dejando en las hojas perforaciones o agujeros. &stana caracteristica que
diferencia al Ojo de gallo de otras enfermedaddscdfeto. Cabe anotar que
cuando el ataque de la enfermedad se produce kolvena central cerca del
peciolo, la enfermedad puede provocar tambiémidacprematura de las hojas.
(INIAP, 1993)

El Ojo de gallo puede afectar también a los fretogodos los estados de
su desarrollo. Sobre la corteza de las cerezasiesgepobservar la presencia de
lesiones hundidas y de diferentes tamafos. Corirahscurso del tiempo, los
frutos afectados se vuelven amarillos, tornAndoselgs al final del ataque.
(INIAP, 1993)
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+ Ciclo de la enfermedad

Para que ocurra la enfermedad se requiere de c¢omekc con alta
humedad relativa 80 a 95%, precipitaciones supesiarl5 mm, sombra densa y
altas densidades de siembra. El patégeno necesith8da 25 horas de alta
humedad, bajo luz difusa, para comenzar a produras infecciones, pero, el
periodo de formacion de nuevas gemas lleva apramante 8 dias. Cuando las
condiciones ambientales son favorables para elrddlsade la enfermedad, se
observa el dafio en las plantas y aparecen losnsstaaracteristicos de la
enfermedad (WANG, 1994)

Esto se lleva a cabo en las etapas que puedenirssuhe la siguiente

manera:

» Etapa de sobrevivencia del hongoDurante noviembre a marzo en
algunos casos abril, que corresponde a la époea sebongo sobrevive
en lesiones caracteristicas de la enfermedad epldasas de café que
fueron dafiadas el afio anterior. Ese es el in6cabimportante y se debe
manejar para evitar que se convierta en epidengamismo el 13 hongo
puede sobrevivir en malezas que crecen en losatesetirboles de sombra
o helechos que se encuentran en el campo. El nudeelesiones que
puede encontrase por hoja o material enfermo de @g@ilanta hospedera
es variable (OROSZCO & CALDERON, 2010).

» Etapa de gemacion del hongaAl inicio de las lluvias en abril a mayo, en
lesiones causadas por el hongo es donde ocurreneajpdn. En las
lesiones, se observa varios cuerpos fructiferopremedio 20 por lesion.
Las gemas del hongo se desprenden facilmente yara¢gjido sano, se
pueden dispersar debido al salpique de agua de ljuel viento. Cada
gema producida tiene la potencialidad de infectarogucir mas lesiones

con cuerpos fructiferos que pueden infectar nubegss. La presencia de
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una pelicula de agua y temperatura alrededor de @8%mportante para
que esto ocurra. Cuando estas gemas se depositanjeende cafetos o
tallos jovenes; en pocas horas, inicia la germérade las gemas con la
emisién de hifa del hongo sobre el tejido de |langalade café y ocurre la
infeccion (OROSZCO & CALDERON, 2010).

Fructificaciobn de nuevas lesiones o indculo secunia Esta fase se
debe principalmente al desarrollo de la enfermedado las lluvias se
intensifican ocurre el aparecimiento de nuevastes de color marrén de
diferente formato, producto de la produccion de d@snas iniciales
producidas por el hongo. Se trata de lesiones dacias que producen
mas inoculo en el &rea foliar. La dispersion degkrmas y las infecciones
en la planta afectada continlan. Durante esta etagauede observar la
defoliacion de los cafetos. Cuando ocurre defdiacevera el ataque del
hongo puede continuar en frutos y tallos joveneR@PSZCO &
CALDERON, 2010).

Final del ciclo de la enfermedad e indculo residuaAl final de la época
lluviosa, la humedad disminuye, la temperaturanseementa, hay mayor
ventilacion y menos horas de mojado foliar. Estdiante es adverso al
desarrollo del hongo y por lo tanto se paralizgpraduccién de gemas
asexuales en las lesiones. En plantaciones decoafaltitudes arriba de
1600 m y con alta humedad, el hongo contintla pieddo gemas con el
rocio del amanecer en diciembre, enero y febrein. édnbargo, la
incidencia y severidad de la enfermedad disminuledas aquellas
lesiones en las hojas de color marrén, se tornamgride ceniciento o
blanquecino en la planta de café y esto consti@liye6culo residual que
daré origen a la enfermedad el proximo afio (OROSZCTALDERON,
2010).
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Para reducir la incidencia del Ojo de gallo, esveoiente efectuar un
cambio en el sistema tradicional de manejo actedlcdltivo. Se aconseja el
empleo de arboles de sombra que ofrezcan un féuilejn, que permitan una
adecuada luminosidad en la plantacién. Por coresigel se propiciaria una mejor
ventilacion al efectuarse la poda de los cafetwepgrcionando condiciones

desfavorables para el desarrollo de la enferme@adAP, 1993)

Segun el INIAP, (1993) dice que es importante té&mbmantener el
cafetal libre de malezas que puedan ser hospedieasas de la enfermedad y

fertilizar los arbustos en la dosis y épocas recuiadas.

1.3.4. Mancha de hierro (Cercospora coffeicola)

Sinénimos: Cercospora, Chasparria, Cercosporosis.

Las hojas afectadas por la enfermedad presentashamrctirculares de
color marrén rojizo o pardo, con anillos concéaasi Estas se van tornando
grises o blanquecinas hacia el centro, a medida/g@nvejeciendo la lesién. Las
manchas presentan un halo clorético o amarillente cpntrasta con el tejido
normal de la hoja. (INIAP, 1993)

1.3.5. Muerte descendente (Phoma sp.)

Sinénimo: Foma, Requemo, Quema, Derrite.

La muerte descendente causa la defoliacion del¢asp reduciendo la
capacidad productiva de los cafetos. En la hojaiegpa manchas irregulares de
color café obscuro, localizadas al margen o enplastas. Estas manchas
marginales hacen que las hojas presenten un eaonesgo hacia el lado de la

lesion. (INIAP, 1993)
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1.3.6. Viruela o Antracnosis (Colletotrichum gloeosporicd)

Bajo condiciones de campo se pueden observar mameltadticas en las
hojas caracteristicas de los sintomas de antracri®gsteriormente, las lesiones
se tornan color verde oliva de un didmetro aprogimmde 1 mm, las que al ser
colocadas contra la luz aparecen un tanto obscdexrspminandoselo a este
sintoma "mancha mantecosa”. En estados avanzadda eefermedad, estas
lesiones coalescen cubriendo una mayor area de&fiie de la hoja. (INIAP,
1993)

1.3.7. Mal de machete (Ceratogystis fimbriata)

Sinénimos: Cancer del tronco, Mal de macana, Llaga macanacetalel
tallo.

Las plantas afectadas generalmente presentan dsesi@ctroticas a nivel
de cuello de color pardo obscuro, a partir del puie penetracion o cerca de
heridas o desgarraduras del tronco. El mal de niedhiecta el tejido del floema
que es el sitio donde se desarrolla progresivamkntenfermedad. El &rea
afectada puede llegar a rodear completamente atdr@ rama del cafeto,
interrumpiendo de esta manera la circulacion ggale los tejidos conductores.
A partir de ese momento, empieza a ocurrir la neudet la rama o de la planta,

manifestandose por la flacidez y amarillamientsuaéollaje. (INIAP, 1993)

1.3.8. Roya anaranjada (Hemileia vastatrix)

Sinénimos: Roya anaranjada, Herrumbre, Roya comun, Roya tatjen

Enfermedad oriental de la hoja, Enfermedad de jia dhe cafeto.
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Los sintomas de la enfermedad durante la faseairdel su desarrollo, se
caracterizan por la presencia de pequeflas manadmndas clordticas y
translicidas de aproximadamente 1-2 mm de diametralizadas en el envés de
las hojas. En el haz, las hojas afectadas presensarthas de una tonalidad
aceitosa. Las lesiones gradualmente van incremamtsun tamafio hasta alcanzar
alrededor de 1 cm de didmetro; tomando en el eamnésspecto polvoriento de
una tonalidad amarillo-anaranjada. Esta coloras@®debe a la presencia de miles
de uredosporas que constituyen las unidades regrealsi del patégeno. Lesiones
con estas caracteristicas se denominan comunméstelgs, las que con el
tiempo coalescen unas con otras pudiendo llegabargran parte del area foliar
de los cafetos afectados. (INIAP, 1993)

1.4. Hongos fitopatdogenos

FHIA, (2007) Manifiesta que los biélogos utilizahtérmino hongo para

incluir organismos eucarioticos, esporégenos, Isirofila.

Los hongos son pequefios organismos productores Sporas,
generalmente microscépicos, eucaribticos, ramifisag a menudo filamentoso
gue carecen de clorofila y que tienen paredes arelil que tienen quitina,
celulosa, o ambos componentes. (AGRIOS, 1999)

1.4.1. Caracteristicas generales

Los hongos son organismos carentes de clorofila spiereproducen
mediante esporas. Son por lo general filamentososilticelulares, con nudcleos
gue se observan con facilidad. Los filamentos ¢mystn el cuerpo (soma) de los
hongos que se alargan mediante un crecimiento iafgeen pequefio fragmento
de ellos puede reproducirse un nuevo individuo.RRERA & MAYEA, 1994)
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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 reproductivas. REERA & MAYEA, 1994)

1.4.2. Estructuras somaticas

El talo de los hongos consiste tipicamente en &la@os microscépicos
ramificados hacia todas partes y que se extienolere © dentro del sustrato que
se utiliza como alimento. Estos filamentos se denamhifas. El conjunto de
hifas constituyen el micelio de los hongos. (HERRERMAYEA, 1994)

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 septosnvariau estructura y pueden ser
simples o complejos. (HERRERA & MAYEA, 1994)

El micelio en algunos hongos forma gruesos cordotesominado
rizomorfos que semejan raices, son resistentes raliciones adversas y
permanecen en estado de letargo hasta que setpresendiciones favorables.
En algunos casos, los rizomorfos pueden alcanzamndgs longitudes.
(HERRERA & MAYEA, 1994)

1.4.3. Hongos como patdégenos en las plantas

El efecto nocivo de los hongos se debe a su ceamhqidra destruir
fisicamente los tejidos de la planta, alterar &ofogia vegetal reduciendo el
crecimiento de toda la planta o de érganos detewhois, o producir toxinas que
afectan tanto a plantas como animales. Algunos dgngonocidos como

biétrofos, pueden crecer y multiplicarse manteniéeddurante todo su ciclo de
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vida en la planta huésped, viviendo y obteniendoientes sin causar la muerte.
Otros son necroétrofos, en una parte de su cicéd keguieren una planta huésped
pudiendo crecer sobre tejido muerto o producir leere celular para absorber los
nutrientes del tejido muerto. Muchas infeccionepie@an con una fase biotréfica
gue se convierte mas tarde en necrotrofica. Algummsgos son simbiontes

facultativos, creciendo tanto libres como asociadoglantas, y otros son

simbiontes obligados, creciendo sélo si estan adosi a plantas. (AGRIOS,

2005)

1.4.4. ldentificacién de hongos

CALZADA, (2002) afirma que para la identificacion de hongos
fitopatbgenos es necesario la observacion de stsicesas somaticas vy
reproductivas. Mediante la técnica de cAmara humégaislamiento es posible
inducir la aparicién de estas estructuras prodscyda uso de claves taxondmicas
son necesarios para determinar el género y la iespechongo patégeno. Para la
identificaciébn de los hongos es necesario el redamento de las estructuras

vegetativas y reproductivas. En cuanto a estruetuggetativas se debe analizar:

» Plasmodio: se refiere al cuerpo o soma vegetativo de algunurgjos
inferiores, el cual esta constituido por una mas#inucleadas, sin pared
celular. Son escasos los hongos fitopatdégenos ggeep soma vegetativo
de tipo plasmodial. (CALZADA, 2002)

* Micelio: la mayoria de los hongos poseen cuerpos filamesntvistos
de pared celular. A los filamentos que constitugéncuerpo o soma
vegetativo se les denomina hifas. Al conjunto dashse le denomina
micelio. Cuando las hifas no presentan septas,iadlim es denominado
cenocitico o no tabicado y cuando las presentaiedlim se dice que es
tabicado. (CALZADA, 2002)
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1.4.5. Signos y sintomas de hongos patdgenos en la planta

Los sintomas que producen los hongos en sus hogpsdson de tipo
local o general y pueden aparecer por separadmgpretantes distintos, en un
mismo hospedante aparecer uno después de otro enisumo en un MismMo
hospedante. En general, los hongos producen umasigedocal o general o la
muerte de los tejidos vegetales que infectan, tigfex e hipoplasia o atrofia de
plantas completas o de sus drganos, e hiperplagiacamiento excesivo de ellas
o de algunos de sus érganos. (AGRIOS, 2007)

En muchas enfermedades, el patdégeno se desamolepduce varias
estructuras, sobre la superficie de su hospedastas estructuras, que incluyen al
micelio, esporéforos, cuerpos fructiferos y espogss les denomina signos y
difieren de los sintomas, los cuales solo se egfier la apariencia que toman las
plantas o sus tejidos cuando han sido infectad@R(OS, 2007)

1.4.6. Medios de cultivos usados en el aislamiento de hasg

FRENCH & HEBERT, (1980) manifiestan que los medd®s cultivo

utilizados habitualmente que se encuentran en elade son:

« AGAR PAPA DEXTROSA (PDA). Es un medio atil para valorar el
aspecto morfoldgico y la coloracion de la colorga. alto contenido de
carbohidratos condiciona un mayor crecimiento, etrichento de la
esporulacién que suele retrasarse hasta un mesolasias pueden ser
atipicas. (FRENCH & HEBERT, 1980)

La temperatura de incubacion de los hongos fuede&@.
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1.5. Estructuras reproductivas
1.5.1. Hongos superiores

Estructuras representativas de la clase Basidiomytss: La clase
basidiomycetes se caracteriza por tener micelicadb y reproducirse
sexualmente mediante la produccion de basidiop&stas son producidas
exdgenamente sobre una estructura llamada bakiokobasidios pueden
ser septados o no. (FRENCH & HEBERT, 1980)
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CAPITULO I

2.  DISENO DE LA INVESTIGACION

2.1. Materiales y recursos

2.1.1. Institucionales

Universidad Técnica de Cotopaxi

Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias y Resurs
Naturales

Carrera de Ingenieria Agronémica

Laboratorio de Microbiologia

2.1.2. Recursos humanos

Autor: Wilson Eduardo Pacheco Orellana
Directora de tesis: Ing. Mg. Guadalupe Lopez.
Miembros de tribunal:

* Ing. Santiago Jiménez

* Ing. Adolfo Cevallos. MSc

* Ing. Mg. Karina Marin
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2.1.3. Material de oficina

Cémara fotografica SONY
Computadora hp

Flash memory hp

Fundas de papel “sobres de carta”
Fundas de plastico “ziploc”

GPS GARMIN

Impresora

Libro de campo

Navaja

Tijera

2.1.4. Material experimental.

Hoja de café Qoffea arabical..) infectada con el hongo fitopatégeno Ojo

de gallo Mycena citricolo)

2.1.5. Materiales de laboratorio

Equipos

Autoclave semiautomatica 2540-23 litros
Balanza digital.

Céamara cientifica INFINITY 1-2CB

Cémara de crecimiento o incubadora

Camara de flujo laminar aurora mini con base
Desmineralizador de agua WATERWISE 9000
Estufa eléctrica

Incubadora IN110
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Microscopio Trinocular OLYMPUS CX31
Refrigeradora R1-425 QUARZO INDURAMA

Materiales

Asa de siembra

Bisturi

Botellon de agua y soporte.
Cajas Petri

Cajas separadoras “almacenamos las muestras teamina
Cinta adhesiva transparente de 1,5 cm de ancho
Cintas para etiquetar

Cintas para medir el pH

Cofias

Cubre objetos

Cucharas de plastico pequefas
Cucharas de cocina
Encendedor

Matraz Erlenmeyer de 500 ml
Esfero

Goteros de plastico

Guantes descartables

Mandil

Mascarillas descartables
Material didactico

Mechas para mechero
Mechero de alcohol

Olla

Papel absorbente

Papel aluminio
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Parafilm de laboratorio

Pinzas

Porta objetos

Protectores para calzado

Taburetes

Tamiz

Tijera

Varilla de agitacion.

Vaso de precipitacion de 40 -100 - 1000 ml

YV V.V V V V V VYV V

* Reactivos

Agar

Agua destilada

Alcohol antiséptico 72°G.L
Alcohol industrial

Glucosa “azucar”’

YV V V V V V

Levadura

2.2. Disefio metodoldgico

En esta investigacidn se caracteriz6 morfolégicdmetos signos y
sintomas, macro y micro estructuras y ciclo deddl hongo fitopatégeno Ojo
de gallo Mycena citricoloj, en base a imagenes captadas con el microscopio
trinocular OLYMPUS CX31 acoplado con una camaralNNFY; de esta manera

se corroboro con la descripcion de la bibliografiaontrada
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2.2.1. Investigacion descriptiva

La metodologia descriptiva puntualiza como se ocason los fenémenos
gue se investigaron, también se ocupé la descrnpbéddatos y caracteristicas de

una poblacién.

La investigacion es descriptiva, porque para suardeo se detalld
minuciosamente todo el proceso de investigaciéemnad se recopilo informacion
de las caracteristicas morfoldgicas e identificdoa hongos fitopatdégenos.
Ademas de describir los resultados fueron procesaaltalizados, discutidos y
establecidos de cémo se ocasionaron los fenémgrexs, se evaluaron aspectos

relevantes de la investigacion.

2.3. Meétodo

La presente investigacion se basé en un disefigperienental, pues no se
realiz6 manipulacion de ninguna variable, es deoirse cambi6 la realidad del
cultivo de café en el sector Los Laureles, cant@mana, provincia de Cotopaxi
por el contrario lo que se realiz6 con la investi@a es mejorarla, gracias a la

“Caracterizacion morfologica de hongos fitopatogeno

2.3.1. Métodos légicos

= Método descriptivo analitico: Se utilizé este método en la investigacion
porque se describid y analizé detalladamente enpecamomo en

laboratorio al hongo fitopatégeno Ojo de gaNty€ena citricolo}.

= Método deductivo: Para el avance de la investigacion se emple6 este

método porque permitid recopilar informacion de learacteristicas
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morfolégicas que presentan el hongo, permitiendo edea manera

identificar aMycena citricoloren el cultivo de caféQoffea arabicd..).

= Método comparativo: Este método se utilizé con la finalidad de compara
el hongo fitopatégeno Ojo de gallMycena citricolo)j aislado en

laboratorio con la bibliografia citada.

2.3.2. Técnica

* Observacion: Consistié en observar en campo y laboratorio slo®sos
de manera directa con el propésito de obtener rirdoron de primera
mano del fendbmeno que se investigd. También lareds®n permitid
conocer la realidad en la que se desarrolla elt®yademas se observo los
signos y sintomas que se presentaron en el cufiemo instrumento se
utilizé un cuaderno de campo y una camara fotaggd®ONY, con el fin
de apuntar todos los sucesos observados en elogujtien el laboratorio
se utilizd6 un microscopio trinocular de marca OLYWE CX31 acoplada

con una camara INFINITY y la ayuda de un computgabotatil.

2.4. Delimitacion del lugar de recoleccion

Se recolecto las muestras en el sector Los Lauedlerismo que se
encuentra ubicado en la parte sureste del cantdddre, la cual esta limita: al
norte con el recinto San Pedro, al sur con el tecgdan Pablo, al este con el rio

San Pablo al oeste con el cantdn Pangua.
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2.4.1. Ubicacion politica

» Pais:Ecuador

= Provincia: Cotopaxi
= Canton: La Mana

= Parroquia: La Mana

=  Sector: Los Laureles

2.4.2. Ubicacién geogréfica

= Latitud: 07° 06’ 198”S

» Longitud: 98° 89'232"W

= Altitud: 586 msnm

2.4.3. Condiciones edafocliméaticas del sector Los Laureles

TABLA 4. Condiciones edafoclimaticos

CONDICIONES EDAFOCLIMATICOS
Temperatura anual media (°C 23
Humedad Relativa (%) 88y 90
Precipitacion anual (mm) 549,5y 512

Fuente Elaboracion propia basada @AD COTOPAXI, 2015)

2.5. Delimitacion del laboratorio

El laboratorio esta ubicado a 300 m al sur de ldtévia Plaza, entre la
calle General Montero y la carretera Panamericamae® el Canton Latacunga,

Provincia de Cotopaxi.
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2.5.1. Ubicacion politica

» Pais:Ecuador
= Provincia: Cotopaxi
= Cantén: Latacunga

= (Ciudad: Latacunga

2.5.2. Ubicacién geogréfica
= Latitud: 0°55'44.8"S
= Longitud: 78° 37.24.2"W
= Altitud: 2850 msnm

2.7. Diagnastico del cultivo

Al realizar el diagndstico se sigui6 la secuenc@ppesta por (STREETS,
1972)

» Identificar la planta hospedante: CéBoffea arabicd..)
» Sintomas en campo: utilizar informacién propia yatgicultor.
» Condiciones de cultivo: Informacion del tipo de Isugréacticas y riego,

fertilizacion y aplicacion de plaguicidas.

« Sintomas en detalle: Observacion de manchas, g, fpudriciones,

chancros o agallas.

» Observacion: la observacion se realiz6 con un meg@mpio OLYMPUS

CX31 en laboratorio, de la superficie de las les#oo tejidos muertos;
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esto permitira observar la presencia de esporagpas fructiferos del

hongo.

2.7.1. Toma de muestras

El método utilizado para esta actividad fue portasioen la cual se fijé un

ndmero de individuos que reunieron unas determgadadiciones.

2.7.2. Procedimientos en la toma de muestras

Se extrajo partes de plantas afectadas “hojas'Upartijera, en cada corte
se procedio a esterilizar los materiales con alkcghlas muestras vegetales se
envasaron en bolsas de papel para que el excdaortelad sea absorbido por el
papel, posteriormente se procedid a colocar erfun@a ziploc con su respectiva
codificacion y se trasladé inmediatamente al lalooi@ para proceder con el

trabajo en el mismo.

2.8. En laboratorio

Preparacion de medio de cultivo PDA. (ANEXO 1)

2.8.1. Aislamiento

En esta actividad se procedid a realizar diferetipess de aislamientos

segun se presente el caso tales como:
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2.8.1.1. Aislamiento directo

Se observo a través del microscopio una muestearaaf para verificar si
se encontraba fructificaciones, micelio, etc., pesto se procedié a tomar una
muestra de este material con una aza de cultiarileida “flameada con un
mechero de alcohol”, para finalizar se colocaad&amente sobre el medio de
cultivo solidificado.

2.8.1.2. Partes vegetales en medio de cultivo PDA.

Se procedi6 a tomar porciones de tejido enferma pasinfectarlos en
una solucion 2:1de alcohol a 75°G.L, se lavo daeseon agua desmineralizada
y se elimind los excesos de la misma, y al fimatsloca en el interior de una
caja de petri estéril con PDA.

2.8.2. Purificacion

Consistio en realizar cortes de las puntas de iidel borde de la colonia
en crecimiento con la ayuda de un bisturi estésita pequefia porcién del hongo
y agar se depositd en otras cajas con medios teocaktéril y de esta forma se
obtuvo cultivos puros.

2.8.3. Incubacion

La incubacion se la realiz6 a 23,5 °C en una indat@ IN110, por el
lapso de 15 dias segun el desarrollo del miceidvdngo.
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2.8.4. Caracterizacion morfologica

2.8.4.1. Observacion microscopica

» Técnica de cinta peganteSe procedio a realizar un doblez de una tira de
cinta de 4 cm, con el lado adhesivo hacia fuera gastendrd con una
pinza. Con el lado adhesivo se tom6 con mucho doidana pequefia
muestra de la colonia del hongo a estudiar, desps@éadiciono una gota
de agua destilada sobre el portaobjetos y se pagdinta sobre el
portaobjetos para luego ser observado en el migposcon un lentes de
4x, 10x, 20x y 100x.

* Montaje por diseccién: Con un aza estéril (o bisturi), se tom6 una
pequefia muestra del hongo y se ubic6 sobre unopgetas con una gota
de agua destilada, con la misma aza se extendidioelio, después se
puso el cubreobjetos para observarlo en el micpsamon lentes de 4x,
10x, 20x y 100x.

2.8.5. Descripcion

Caracterizacion morfolégica de hongos fitopatogepasa esto se utilizd
el método comparativo a través de fotos microse@dpjcmacroscoépicas y el uso

de bibliografia.
De las cepas aisladas se hizo observaciones mapicas tales como:

forma de la colonia del hongo, color caracterisiebmedio de cultivo, halo de

crecimiento de cada una de las colonias.
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Luego se procedio a realizar placas fijas de cadade las cepas aisladas
para posteriormente observar las estructuras noi@picas tales como: forma del

conidiosporo, esporangiosporos, forma y tamafi@aslesporas o conidios.

Para realizar las placas fijas se procedi6 deglaesite manera:

* Preparacion de cajas petri con las cepas de haiglaslos, una en cada

caja petri.
» Utilizacion de cinta masking transparente de seigimetros de largo y se
fija en el cuerpo fructifero, tomando directametdda caja petri, donde se

encuentran las cepas puras.

* Observaciébn en microscopio con objetivos adecuaglosoma de

fotografias microscépicas de las diferentes estrast

« Creacion de un archivo con fotografias tomadasadecépas para luego

realizar los postulados de koch y cumplir con alrtauitem.

» Elaboracion de un cuadro comparativo con los homgesslados, para

ver si eran el mismo hongo que se inoculo.
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CAPITULO 11l

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Determinacion del hongo fitopatégeno de mayor impdo en
cultivo de Café Coffea arabical.).

Mediante observacion directa se determiné queegt fitopatégeno de
mayor impacto econdmico en el cultivo de Cafgoffea arabical.) en el sector
Los Laureles, canton La Mana, provincia de Cotgpasiel Ojo de galldMycena

citricolor).

3.2. Signos y sintomas del Ojo de galldiycena citricolor) en el
cultivo de Café Coffea arabical.).

En el campo los signos que se pudo observar la ciEdhojas las mismas
gue presentaban agujeros y también se pudo canlsta@rdida de masa foliar en
muchas plantas del cultivo y los sintomas obsewao las plantas afectadas
fueron manchas circulares de color grisaceo ema®lde hojas jovenes y viejas;
estas caracteristicas concuerdan bibliograficameate el hongo fitopatégeno

Ojo de gallo Kycena citricoloj.
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IMAGEN 1. Ojo de gallo Mycena citricolo)

Fuente: Pacheco Wilson

3.3. Caracterizacion de macro y micro estructuras de Ojale

gallo (Mycena citricolon.

TABLA 5. Caracterizacién de macro y microestructuras deélgeato

CONCEPTUALIZACION | INDICADOR iNDICE TECNICAS INSTRUMENTO
Talo Tipo

Caracterizacion Micelio Tipo

morfoldgica de B _ '

hongos fitopatgenos Esporas Tipo Observacidn Microscopio

en el cultivo de Reproduccién | Tipo

Tomate de Arbol

Fuente: Elaboracién propia
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3.3.1. Macro estructura.

Segun BONILLA, (1980) describe el crecimiento détetio del hongo in
vitro, el cual es de coloracién blanca y algodonesa crecimiento irregular; es
decir no del todo radial, el cual no colorea etrsiis.

En el laboratorio en la muestra recolectada, se pdehtificar que en el

has de la hoja existia la presencia de un micelmr @amarillento.

IMAGEN 2. Desarrollo del hongo en medio de cultivo PDA

Fuente: Pacheco Wilson

El hongo que se inoculé en el medio de cultivo PIBA,sus primeros
estadios presento un micelio de color blanco,atdranscurso del tiempo todo el
medio de cultivo estaba invadido por el hongo cmfs anilladas irregulares,
ramificadas, no continuas y de textura algodona@sa,la revision final se
identificé un anillo irregular con pustulas dearatafé.
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3.3.2. Microestructuras

Las micro estructuras de las muestras infectadasOpo de gallo Mycena
citricolor), se las pudo observar con la ayuda de un micposcinocular
OLYMPUS CX3L1 el cual estaba adaptado con una cAmENITY 1-2CB y se

las pudo fotografiar y observar con un lente de.20X

El micelio deMycena citricolor,consiste de hifas hialinas desarrolladas,
septadas y profusamente ramificadas. En algunastiesp varias hifas paralelas
pueden unirse y formar cordones gruesos de micktimados "rizomorfos"
(ROMERO, 1988)

Segun ROMERO, (1988) las hifas son de forma iriagulistinto grosor y
en su interior se observa estructuras que aserbejanjas de aire. Concordando
de esta manera con VARGAS, (1990) quien afirma gumicelio deMycena

citricolor, también que las hifas son septadas y binucleadas.

IMAGEN 3. Micro estructuras dblycena citricolor

Fuente: Pacheco Wilson
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En la IMAGEN 3 se puede observar dos caractergsticay importantes:
A: en el interior de las hifas presentan una fodedurbujas de aire; B: las hifas

son septadas y presentan formas irregulares tamasique varian de grosor.

L=51,48 um

IMAGEN 4. Hifa deMycena citricolor

Fuente: Pacheco Wilson

Se observa una hifa déycena citricolorla misma que presenta una

longitud de 51,48 um vista con el lente de 20x.

El Ojo de gallo fMycena citricoloy, en medio de cultivo PDA opto por
una reproduccion asexual ya que este se encuentaneliciones desfavorables
para su reproduccion, las esporas se reprodujereteeadas cantidades y de esta
manera asegura su supervivendiycena citricolor presenté hifas septadas de
esta manera se desvincula cualquier relacién cdivision de los zigomicetos ya

gue estos no poseen tabiques en sus hifas.
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IMAGEN 5. Final del ciclo de vida d®lycena citricolor

Fuente: Pacheco Wilson

La longitud promedio de las esporas es de 5,54lamisma que tiene

forma elipsoidal, y el radio de la colemula ostilg 37,62 um.

IMAGEN 6. Estructura déMycena citricoloren su reproduccién asexual

Fuente: Pacheco Wilson
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En la reproduccion asexual que preseMtycena citricolor presento las
siguientes estructuras: A: Esporangidsporas, Bomsgio, C: Columela, D:

Esporangidéforo.

3.4. Descripcion del ciclo de vida del hongo Ojo de gall

(Mycena citricolor) en condiciones de laboratorio.

3.4.1. Reproduccion sexual de Ojo de gallo (Mycena citfim).

Seguin BORBON, (1999) el estado sexual o teleomadoMycena
citricolor, se puede encontrar muy pocas veces en la naanalde acuerdo con
expertos, el estado del hongo tiene poca impodaeci el desarrollo de la
enfermedad.

3.4.2. Reproduccion asexual de Ojo de gallo (Mycena cibtiar).

Por la escasa informacion que existe en el medliesnposible comparar
los resultados obtenidos en el laboratorio bibAfigamente con gran precision,
sobre la reproduccién asexual del hongo fitopatég&ijp de gallo(Mycena
citricolor). Por tal motivo la investigacion estd basada eoolaparacion en la
reproduccion tanto sexual y asexual de la divisiésidiomicetes, en la cual se

encuentra situado el hongo en estudio.

3.4.3. Reproduccién asexual de los basidiomicetos.

El hongo Mycena citricolor tiene como principal caracteristica la
produccion de dos tipos de estructuras reproductigeamas (fase asexual) y
basidiocarpos (fase sexual). Cuando las condiciangsientales son favorables
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para el desarrollo del hongo y en cultivares de cafsceptibles, se observan
estructuras semejantes a pequefios alfileres deaclo amarilla, que aparecen
sobre las lesiones, esta es la fase asexual dgbh&h hongo durante esta fase
produce cuerpos fructiferos conocidos como gemasfodma esférica, de
consistencia mucilaginosa. Esta caracteristicanipeida adherencia de las gemas
en hojas u otras partes vegetativas (OROSZCO & G2RON, 2010).

En los medios de cultivos que estaban inoculadasvbaena citricolor
no presento una reproduccién sexual; pero a suavezproduccion asexual fue
casi muy irregular, ya que misma necesitaba lunilaolsy aireacién para la
formacién de gemas de una forma notoria como hefegencia la bibliografia

citada.

De esta forma se concuerda con VARGAS, (1990) uya expone que
para la maxima produccion de gemas y del pigmemirido de las mismas se da
cuando el hongo se expone a longitudes de ondd@e480nm, por lo tanto, se
considera que ambas formas de reproduccion basidipos como gemas

necesitan de luz y aireacién para su desarrolloexdtio de cultivo

De todos los aislamientos téycena citricolorrealizados en el medio de
cultivo PDA a una temperatura de 23,5 °C, no peyon basidiocarpos ya que
estas se presentan en la reproduccion sexual dgbho

Segin TORTORA & OTROS, (2007) “Algunos de los basidcetos
producen conidiosporas asexuales”. Y asegura GONEBAL(2012) “Las esporas
asexuales pueden ser clamidosporas, conidiosparasconidios vy

esporangiosporas, no son caracteristicas pareesaédaie”.

La fase asexual que conduce a la formacién de asgiosporas, esporas
inmdviles formadas en el interior de una especisad® denominado esporangio.

La mayoria de los esporangios estan originados amag o pedunculos
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especializados y producen varias esporangiospaa®gporangio. En algunas
especies la base del esporangiéforo se proyectal @merior del esporangio,

formando un engrosamiento a modo de vesicula hiatiolumela, que se utiliza
como criterio taxonémico. Los esporangi6foros pmése una gran cantidad de
respuestas sensoriales; dentro de ellas poderakasel fototropismo positivo.

(ALVARES & VASQUEZ, 2009)
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TABLA 6. Ciclo de vida déMlycena citricoloren condiciones de laboratorio.

Actividad tiempo/ Imagen Observacion en| Lente
temperat microscopio
ura (°C)
Inoculacion | 10 10x
del hongo minutos
19°C
Presencia de 2 dias 10x
micelio 235°C
Formacién de 6 dias 4x
esporangiofor| 23,5 °C
0
Maduracion | 11 dias a 20x
de esporangia 23,5 °C
Liberacién de| 14 dias a 20x
esporangiosp| 23,5 °C

oras

Fuente: Pacheco Wilson
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3.5. Elaboracion de una guia didactica de la caracterizaon

morfolégica del hongo Ojo de galloNlycena citricolor)

Anexo 1
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CONCLUSIONES:

1. Se concluy6 que en el sector de Los Laureles, sdradMana, provincia
de Cotopaxi, que el hongo fitopatbgeno de mayommancia a nivel de
perdida de produccién en el cultivo de cdléffea arabical.), es el Ojo
de gallo Mycena citricolo), esto se pudo determinar por una observacion
detallada que se realiz6 en campo los mismos quebmran con los datos

obtenidos bibliograficamente.

2. Se pudo identificar que los signos y sintomas gasegntaba el cultivo de
café (Coffea arabical.), que las plantas afectadas con Ojo de gallo
(Mycena citricolor),las que se presenta en el has tanto en hojas peene
viejas y en el fruto, también presenta lesionesndds de coloracion gris

o0 marrén como se observa en la IMAGEN 2.

3. Luego de una exhaustiva revision bibliografica mh&n con un trabajo
realizado en el laboratorio, se logré caracteralanongo Ojo de gallo
(Mycena citricolor)sus macro estructuras estas se presentaron uriamicel
de color blanco, con formas anilladas irregularemmificadas, no
continuas y de textura algodonosa, y las micraueiras y su ciclo de
vida el cual es asexual estas presentaron estasctomo: hifas hialinas
septadas irregulares con una longitud de 51,68lahongitud promedio
de las esporas de forma elipsoidal es de 5,54 ahradio de la colemula
oscila los 37,62 um; estas estructuras se pudaservar un lente de 4x,
10, 20x y 100x.

4. La guia didactica que se realizé en la presentestigacion, servird de
ayuda informativa tanto para estudiantes que ealicfuturas
investigaciones, como para los agricultores detiosepara una oportuna

identificacion y control del hongdAycena citricoloy.
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RECOMENDACIONES:

1. Se recomienda que en el momento de recoleccionae$porte sea el
adecuado para la muestidlycena citricoloresta se debe realizar en un
lapso de tiempo corto debido a la supervivencidndebo.

2. En los cultivos del sector Los Laureles, cantonMana, provincia de
Cotopaxi, por falta de tecnificacion del cultivo dafé se encuentra
presente el hongo fitopatégeno de Ojo de géllgcena citricolo); de tal
manera se recomienda realizar métodos preventeosioles culturales o
quimicos.

3. Al realizar el medio de cultivo PDA se recomiendagusr los
procedimientos adecuados para utilizacion del ktboo, tanto como el
buen manejo y trato de los equipos, materialesagtin®s, de esta forma
se obtendrd un medio de cultivo totalmente pura pkr inoculacién del

patégeno.

4. Al momento de trabajar con la incubadora se deb@regramada a una
temperatura de 23,5 °C, por un intervalo de 15 dige necesitiycena
citriclor para reproducirse, y a su vez no mantenerla abpat mucho
tiempo ya que puede existir variaciones bruscastemeperaturas y

ocasionar dafos a las muestras incubadas.

5. Se recomienda trabajar con el programa INFINITY ANZE el mismo
que al realizar mediciones de micro estructurashdabo, nos permitira
hacerlas con total precisién; para ello hay qudizaauna previa

calibracion de medidas.
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GLOSARIO

Agar: sustancia de consistencia gelatinosa que senebtle las algas
marinas y que se utiliza para reparar medios d@vcouhutritivos en los que se

estudia y cultiva a los microorganismos.

Aislamiento: separacién de un patdgeno a partir de un hosfegasu

cultivo en un medio nutritivo.

Alogamia: es un tipo de reproduccion sexual en plantas stemge en la

polinizacién cruzada y fecundacion entre individgeséticamente diferentes

Cepa progenie de un solo aislamiento en un cultivecopaislado; grupo

de aislados similares; una raza.

Coalescencia: es la propiedad de las cosas de fundirse o unirss.
sustancias o los materiales coalescentes son asjwple pueden unirse en un

anico cuerpo.

Conidio: espora asexual de un hongo formada en el extrdenan

conidiéforo.

Conidiéforo: Es una estructura microscopica especializada en la

produccion asexual de miles de esporas llamadadicsn

Cuerpo fructifero: estructura compleja de los hongos que contienen

esporas.

Enfermedad: cualquier mal funcionamiento de las células ydtey del
hospedante, que resulta de la irritacion contirafaup agente patogénico o factor

ambiental y que lleva al desarrollo de sintomas.

Espora: unidad reproductiva de los hongos que constande auvarias

células, es anéloga a la semilla de las plantateser
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Esterilizacién: eliminacién de los patégenos y otros organisniessvdel

suelo, recipientes, etc., mediante calor o susiarguiimicas.

Fitopatdgenos termino que se aplica a los microorganismos gadyzen

enfermedades en las plantas.
Hifa: ramificacion simple de un micelio.

Hongo: pequefios organismos productores de esporas, affeeete
microscopicos, eucariéticos, ramificados y a merfildmentosos que carecen de
clorofila y que tienen paredes celulares que coatiequitina, celulosa, o ambos

componentes.

Hospedante planta que es invadida por un paracito y de lal este
obtiene sus nutrientes.

Medio de cultivo: medio nutritivo preparado en el que se cultivan

microorganismos o células vegetales.
Micelio: hifa 0 masa de hifas que constituyen el somand&ongo.

Purificacion: aislamiento y concentracion de particulas viraasforma

pura, libre de los componentes celulares.

Signo patégeno o sus partes o productos que se obsssbam una planta

hospedante.

Sinema: Coremio, conidioma compuesto por conidiéforos m&semos
compactados erecto o a veces fusionados llevansiccdoidios en el apice

solamente 0 en ambos apice y lateralmente.

Sintoma reacciones o alteraciones internas y externas sgfiee una

planta como resultado de una enfermedad.
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Uredoéspora: Dicese de las esporas de las Uredinales (royasprppagan

la infeccidn Unicamente en las hojas atacadas
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——( INTRODUCCION }—

El motivo de esta investigacion se basa en quetiadad cafetalera

en nuestro pais viene enfrentando una gran cantielgmoblemas técnicos
en el cultivo lo cual han provocado pérdidas erolapetitividad de nuestro
café en el mercado internacional y un deterioro lde estructura
socioeconOomica de los productores del grano.

Se pudo determinar, los signos y sintomas que sseptan en
campo, descripcion de macro y micro estructuras gicto de vida del

hongo fitopatdbgentdycena citricolor,en condiciones de laboratorio.

Mycena citricolores el agente causal del Ojo de gallo en el cultivo
de café Coffea arabical.), cuyos sintomas que presentan en campo se
manifiesta siempre por el haz de la hoja y se teniaa por la formacion de
pequefias manchas de color rojizo oscuro, estasnéssison de forma
circular pero pueden ser ovaladas, debido a lamdakion con las
nervaduras de las hojas, o algo irregulares cudratolesiones jovenes son

oscuras Y las viejas de color mas claro.

4( OB]ETIVO)—

Caracterizar morfologicamente el hongo fitopat@yé&jo de gallo

(Mycena citricolo) en condiciones de laboratorio



RECOMENDACIONES PARA EL USO DE
LABORATORIO

No ingresar con bebidas o alimentos.

Ingresar con mandilguantes, cofias y protectores
calzado.

Tener el lugar trabajo en orden y limpio antesadte y a
finalizar la practica.

Tener cuidado con los materiales y equipos dekré&boo.
Sequir los pasos indicados para realizar el meglioudtivo
para nodesperdiciar reactivos y a su vez realizar un p
correcto con la balanza.

Revisar antes de encender el microscopio, quezladdl

condensador este apagado para evitar algun tigafte




TOMA DE MUESTRAS

El método utilizado para esta actividad puede s¢

por cuotas, en la cual se fija un niumero de indingdque

reunieron unas determinadas condiciones.

PROCEDIMIENTOS EN LA TOMA DE
MUESTRAS

Se extrae partes de plantas afectadas con ura tije
en cada corte se esteriliza los materiales cahalclas

muestras vegetales se envasan en bolsas de papel

=

Da

gue el exceso de humedad sea absorbido por el, papel

posteriormente se procede a colocar en una fupdiaczi
con su respectiva codificacion y se traslad

inmediatamente al laboratorio.




MATERIALES Y REACTIVOS

Reactivos.

13,5 g de levadura = 1 varilla de agitacion

130 g de Agar *1 vaso de precipitacion i
135 g de glucosa “aztcar”  1000ml

1350 g de papa *2 matraces Erlenmeyede
1955 ml de agu 500ml S
desmineralizada *2 vasos de precipitacion
Materiales 100ml _

- 1 balanza digital * 40 cajas petri

11 cocina eléctrica * 7 papel filtro

11 cuchara de cocina * Papel absorbente

1 cuchillo * Papel aluminio

11 olla * Auto clave

- 1 tamiz * Camara de flujo laminar

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO PDA

1. Lavar y cortar en pegpias parte:
y pesar 350 g de papas

2. Colocar la muestra en una olla ¢
875ml de agua desmineralizada
la coccién en una estufa eléctrica.
3. Retirar la olla de la estufa,
tamizar el contenido; medir
cantidad de agua sobrante y afnaalir L
cantidad de agua perdiden la
coccion. : ; €
4. Pesar el agar, la levadura y 1
glucosa en papel filtro en una balal :
digital.

5. Diluir la levadura y la micosa er
80ml de agua desmineraliza
(caliente), en un vaso de precipitac
de 100ml con la ayuda de una var
de agitacion




6. Colocar el vaso de precipitaci
de 1000ml a bafio Maria
agregamos 30g de agar y la soluc

disuelta en 80ml de glucosa
levadura.
7. Mezclar con una varilla c

agitacion hasta obtener una soluc
homogénea.

8. La solucion obtenida se vierte
dos matraces de 500
equitativamente, después tapar
matraces Erlenmeyer con pa
absorbente erforma de corcho
papel aluminio.

9. Colocar los matraces en
autoclave para su esterilizacion |
un lapso de una hora a 121°C.

10. Enfriar la solucién y colocar ¢
cajas petri, hasta cubrir la base de
mismas.

TIPOS DE AISLAMIENTOS

Aislamiento directa.
Para esto se toma una muestre
este material con una aza de culi
esterilizada “flameada con 1

mechero de alcohol”, para finaliz
se coloca directamente sobre
medio de cultivo solidificado ¢
PDA.

Partes vegetales en PDA.

Se procede a tomar porciones
tejido enfermo para desinfectar
en una solucién 2:1 de alcoho
75°G.L, se lava dos veces con a
desmineralizada y se elimina
excesos de la misma, y colocar
el medio de cultivo PDA.




PURIFICACION

Consiste en realizar cortes
las puntas de micelio del borde de
colonia en crecimiento con la ayuda
un bisturi estéril. Esta pequefia porc
del hongo y agar se deposita en o
cajas con medios de cultivo estéril y
esta forma se obtiene cultivos puros.

INCUBACION

La incubacion se la realiza | =X
23,5 °C en una incubadora IN110, | ?,'f' '
el lapso de 15 dias segun el desarn
del micelio del hongo.

CARACTERIZACION MOREOLOGICA

OBSERVACION MICROSCOPICA

Montaje por diseccion: Con un az:
estéril o bisturi, se toma una mue:
del hongo y se ubica sobre
portaobjetos con una gota de a
destilada, con la misma aza se extie
el micelio, después se coloca
cubreobjetos los mismos que tienen
llevar una etiqueta para evita
confusiones, para finalizar se obse
en el microscopio con lentes de 4x, 1
20x y 100x.




SIGNOS Y SINTOMAS:
En el campo los signos que se p
observar la caida de hojas las mismas
presentaban agujeros y también se g
constatarla pérdida de masa foliar
muchas plantas del cultivo y los sintor
observados en las plantas afectadas fu
manchas circulares de color grisaceo e

has de hojas jovenes y viejas; e
caracteristicas concuerd
bibliograficamente con el hong

fitopatogeno
citricolor).

Ojo de gallo Mycena

MICRO ESTRUCTURAS:

Las micro estructuras de las mues
infectadas por Ojo de galloMycena
citricolor) con la ayuda de
microscopio 6ptico OLYMPUS CX3
el cual estaba incorporado con 1
camara INFINITY12CB las misma
gue se observan con un lente de 20
micelio deMycena citricolor,consiste
de hifas hialinas desaitadas ¢
irregulares, septadas y profusame
ramificadas, de distinto grosor y en
interior se observa estructuras |
asemejan burbujas de aire.

MACRO ESTRUCTURAS:

El hongo en el medio de culti
PDA, en sus primeros estad
presento un micelio de col
blanco, con el transcurso ¢
tiempo todo el medio de cultiy
estaba invadido por el hgo con
formas  anilladas irregulare
ramificadas, no continuas y

textura algodonosa, en la revis

final se identific6 un anill
irregular con pustulas de col
café




Tabla. Ciclo de vida dévlycena citricoloren condiciones de laboratorio.

Actividad | tiempo/ Imagen Observacion en Lente
temperat microscopio
ura (°C)

Inoculacié | 10 10x
n del | minutos a

hongo 19°C

Presencia | 2 dias

10x
de micelio | 23,5 °C ‘

Formacién | 6 dias 4x
de 23,5°C
esporangio

foro

Maduraci6 | 11 dias 20x
n de| 23,5 °C

esporangio

Liberacion | 14 dias 20x
de 23,5°C
esporangio

sporas




ANEXO 2

ENFERMEDADES EN EL CULTIVO DEL CAFE.

Mal del talluelo (Rhizoctonia solan)

El principal sintoma es la presencia de|
estrangulamiento a nivel del cuello de
plantita afectada, debido a la pudricién
la corteza provocada por el desarrollo
micelio del hongo en el interior de |
tejidos

Mal de hilachas Pellicularia kolerogd

Los primeros estados de desarrollo
hongo, el micelio es blanquecin
oscureciéndose con el transcurso
tiempo hasta llegar a ser casi negro.
esta manera, permanece dentro de
corteza de las ramas de una ép
lluviosa a otra.

Ojo de gallo Mycena citricolor)

Se presentan en forma de peque
manchas circulares o ligeramel

ovaladas, distribuidas irregularmente |4

todas las hojas afectadas, son de c
pardo y luego en un estado mas avanz
de su desarrollo se tornan gris ceniza.

Mancha de hierro (Cercospora
coffeicold)

Las hojas afectadas por la enferme
presentan manchas circulares de c
marron  rojizo o pardo, con anillg

concéntricos. Estas se van tornando

grises o blanquecinas hacia el centrg
medida que va envejeciendo la lesion.




Muerte descendentePhoma sp)

En la hoja aparecen manchas irregule
de color café obscuro, localizadas
margen o en las puntas.

Viruela o Antracnosis (Colletotrichum
gloeosporioides

Presenta manchas necréticas en
hojas, posteriormente, las lesiones
tornan color verde oliva de un diame
aproximado de 1 mm.

Mal de machete Ceratogystig
fimbriata)

Presentan lesiones necroticas a nive
cuello de color pardo obscuro, a partir
punto de penetracion o cerca de herida g
desgarraduras del tronco :

Roya anaranjada Hemileia vastatriy

Se caracterizan por la presencia
pequefias manchas redondas cloroticas
translucidas de aproximadamente 1-2 |
de diametro, localizadas en el envés
las hojas.

Fuente: Elaboracion propia basado @MNIAP, 1993)



ANEXO 3
FOTOGRAFIAS DE LA PRACTICA

Fotografia 1.Observacién en campo del cultivo de café (Coffehiaa L.) en

el sector Los Laureles, canton La Mana, provinei&dtopaxi

Fuente: Pacheco Wilson

Fotografia 2.Identificacion del hongo fitopatégeno Ojo de ggNtycena
citricolor)



Fotografia 4.Rotulacion de la muestra.



ANEXO 4
EQUIPOS UTILIZADOS

Fotografia 5. Autoclave.

Fuente: Pacheco Wilson

Fotografia 6.Incubadora.

Fuente: Pacheco Wilson



Fotografia 7.Camara de flujo laminar.

Fuente: Pacheco Wilson

Fotografia 8. Microscopio acoplado con camara INFINITY.

Fuente: Pacheco Wilson



Fotografia 9. Refrigerador.

Fuente: Pacheco Wilson



ANEXO 5

TRABAJO EN LABORATORIO
INOCULACION, ROTULACION, E INCUBACION

Fotografia 10.Inoculacion deMycena citricolor en cajas petri con PDA

esterilizadas, utilizando una aza de barrido.

Fotografia 11.Sellado de las caja petri con parafilm



Fotografia 13. Programacion de la incubadora.



PRACTICAS EN EL MICROSCOPIO

Fotografia 14.0Observacion en el microscopio de las micro estrastdeMycena
citricolor utilizando el programa LUMENERA INFINITY CAPTURE.

Fotografia 15.Muestra obtenida de una hoja de café con Ojo die @djcena

citricolor) observada con un lente de 10x

Fuente: Pacheco Wilson



Fotografia 16. Presencia de hifas en la muestra recolectada. @asecon un

lente de 10x

Fuente: Pacheco Wilson

Fotografia 17. Micelio y tubos germinativos de esporas observadaaun lente
de 20x.

Fuente: Pacheco Wilson



Fotografia 18Formacion de primeras hifas observadas con leni®xle

Fuente: Pacheco Wilson

Fotografia 19. Formacion de micelio joven observadas con un ldat20x

Fuente: Pacheco Wilson




Fotografia 20.Hifas septadas observadas con un lente de 20x

Fuente: Pacheco Wilson

Fotografia 21. Crecimiento de micelio observado con un lente de 10

Fuente: Pacheco Wilson



Fotografia 22. Micelio observado con un lente de 10 x

Fuente: Pacheco Wilson

Fotografia 23. Micelio observado con un lente de10x

Fuente: Pacheco Wilson



Fotografia 24.Micelio observado con un lente de 4x

Fuente: Pacheco Wilson

Fotografia 25.Hifas septadas de diferente dimensiones obsencaasn lente
de 4x

Fuente: Pacheco Wilson



Fotografia 26. Hifas tabicadas con un lente de 10x

Fuente: Pacheco Wilson

Fotografia 27Crecimiento de esporangioforo y formacion de lacwla

observada con un lente de 20x

Fuente: Pacheco Wilson



Fotografia 28Formacion del esporangio observado con un lentdxe

Fuente: Pacheco Wilson

Fotografia 29. Madurez del esporangio observado con un lente xle 20

Fuente: Pacheco Wilson



Fotografia 30.Estructuras del hongo observado con un lente de 10x

Fuente: Pacheco Wilson

Fotografia 31.Estructuras del hongo observado con un lente de 10x

Fuente: Pacheco Wilson



Fotografia 32.Estructuras del hongo observado con un lente de 20x

Fuente: Pacheco Wilson

Fotografia 33.Estructuras del hongo observado con un lente ge 20

Fuente: Pacheco Wilson



Fotografia 34. Esporangio en su madures méaxima observado comtende 20x

Fuente: Pacheco Wilson

Fotografia 35.Debilitamiento del esporangio observado con urel€iet4x

Fuente: Pacheco Wilson



Fotografia 36. Rompimiento del esporagio observado con un len0de

Fuente: Pacheco Wilson

Fotografia 37.Esporangiosporas liberadas observadas con undertg

Fuente: Pacheco Wilson



ANEXO 6

COSTOS
) COSTO COSTO

DESCRIPCION CANTIDAD | UNITARIO TOTAL
Materiales de aseo
Cofias 15 0,3 4,5
Escoba 1 2 2
Franela 2 4,5 9
Guantes 15 0,25 3,75
Mascarillas 15 0,25 3,75
Papel de cocina 2 3,5 7
Trapeador 2 3 6
Zapatones 15 0,35 5,25

REACTIVOS DE ASEO
Alcohol 1 55 55
Kalipto 1 4,3 4,3
Yodo 1 3,6 3,6
MATERIALES DE LABORATORIO
Asa de inoculacion de cromo 2 3,6 7,2
Cajas mono Petri descartables 40 0,21 8,4
Cajoneras de plastico 1 7,5 7,5
Cintas de pH 10 0,14 1,4
Colador 1 2 2
Cubre objetos 1 2,5 2,5
Erlenmeyer de 500 ml y 1000 ml 3 5 15
Hojas de bisturi estéril 10 0,04 0,4
Juego de botellon de agua 1 28 28
Laminas porta-objetos 1 2,99 2,99
Lampara de alcohol 3 3,99 11,97
Olla 1 4 4
Papel aluminio 1 3 3
Papel parafilm 0,5 49 24,5
Pinzas 1 2,08 2,08
Tijeras 1 15 15
Varilla de agitacion 1 3,5 3,5
Vasos de precipitacion de 50 ml, 100 ml,
600 ml y 1000 ml 4 2,5 10
REACTIVOS

Acido citrico | 1 2,5 2,5




Bidén de Agua 1 2 2
Bacto agar 0,5 88 44
Levadura 1 2 2
Sacarosa 1 2 2
EQUIPOS
Autoclave semiautomatica 2540-23 litros 1 29994 2999,47
Balanza 1 30 30
Camara cientifica INFINITY 1-2CB 1 2176,56 2176,56
Camara de flujo laminar aurora mini don
base 1 6690 6690
Camara digital 1 280 280
Cocineta eléctrica 1 30 30
Desecador 250mm de diametro con tapa 1 229,8 229,8
Destilador de agua WATERWISE 9000 1 511,3 511,3
Incubadora IN110 1 2665, 2665,7
Microscopio Trinocular CX31 1 2455, 6! 2455,68
Refrigeradora R1-425 QUARZO
INDURAMA 1 767,9: 767,97
Termometro digital 1 25 25
SUBTOTAL 19104,57
Imprevistos (10%) 1910,457

COSTO TOTAL $

21015,027




