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RESUMEN

El fusarium o muerte descendente de la planta, en el cultivo de Babaco (Carica
pentagona) es la enfermedad que mas dafio causa provocando complejas pérdidas

por parte de este hongo fitopatdgeno.

Durante los primeros ciclos de vida aparecen los sintomas como clorosis y/o
flacidez foliar, marchitamiento completo de la planta y decoloracion vascular
conjuntamente de pudricion total o parcial de las raices. Observados en los

imvernaderos del canton Salcedo sector San Francisco.

Los objetivos de este estudio fueron identificar el hongo que mas dafio causa al
cultivo, identificar signos y sintomas de fusariosis, caracterizar macro y micro
estructuras en laboratorio, describir el ciclo de vida del hongo fitopatdgeno y

elaborar una guia didactica.

Las muestras de las plantas enfermas con sintomas de fusariosis se recolectaron en
el canton Salcedo sector San Francisco. La determinacion del agente causal de
esta enfermedad se realizd en campo, observando los signos y sintomas, y la otra
en el laboratorio de microbiologia de la Universidad Técnica de Cotopaxi
utilizando como medio de cultivo PDA (Agar Papa Dextrosa). Unidos los dos
métodos se identificoé a Fusarium (Fusarium oxysporum) como causante de la

fusariosis o muerte descendente del cultivo de Babaco.

Las macroestructuras de este hongo, presenta micelio blanquecino y en el fondo
del medio de cultivo se torna un color rosa durazno, estas caracteristicas se
demostr6 en laboratorio macroscopicamente siendo comparadas con la
bibliografia para mayor certeza. Mientras que en su microestructura fusarium

desarrolla microconidias, macroconidias y clamidosporas.

La importancia de este estudio es determinar como causa dafio esta enfermedad,
permitiéndonos asi elaborar una guia didactica caracterizada de Fusarium

oxysporum que servira a los agricultores de la zona y del pais.
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SUMMARY

Fusarium or dieback of the plant, in the Babaco grow (Carica pentagona) is the

most damaging disease causing losses complex part of this phytopathoge fungus.

During the early life cycles symptoms as chlorosis and / or foliar sagging,
complete wilting of the plant and vascular discoloration together totally or
partially root rot putrescence. Observed in the greenhouses of Canton Salcedo San

Francisco area.

The objectives of this study were to identify the fungus that causes more damage
to the crop, identify signs and symptoms of fusarium characterize macro and
micro structures laboratory, describe the life cycle of the plant pathogenic fungus

and to develop a tutorial.

Samples of diseased plants with symptoms of Fusarium were collected in the
Canton Salcedo San Francisco area. Determining the causal agent of this disease it
was made in the field, observing signs and symptoms, and the other in the
microbiology laboratory at the Technical University of Cotopaxi used as a mean
of cultivation PDA (Potato Dextrose Agar). States the two methods Fusarium
(Fusarium oxysporum) was identified as causing of the fusariosis or death

descending from the Babaco grows.

The macrostructures of this fungus presents white mycelium and in the
background mean of cultivation color turns peach pink, these features were
demonstrated in laboratory macroscopically being compared with the
bibliography for greater certainty. While in his fusarium microstructure develops

microconidiae, macroconidia and chlamydospores.

The importance of this study is to determine how the disease causes damage,
allowing us to develop a teaching guide Fusarium oxysporum characterized that

serve the farmers in the area and the country.
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INTRODUCCION

El babaco (Carica pentagona) es una especie originaria del Ecuador, que a
mas de poseer muy buenas caracteristicas de sabor, aroma y contenido nutricional,
tiene alto potencial de rendimiento que lo convierten en un cultivo competitivo
para los mercados interno y de exportacion. El Ecuador, cuenta con numerosas
areas adecuadas para su explotacion por sus condiciones climaticas y de suelos.
Las provincias de mayor cultivo son: Pichincha, Tungurahua, Azuay y Cotopaxi.
Sin embargo, en muchas de estas zonas las condiciones de fertilidad del suelo son
bajas, lo que limita el desarrollo de la planta y se alcancen niveles optimos de

produccion. (INIAP J. L., 2004)

Ochoa, J. y Fonseca, G (1997) citado por APROBAYA (2009) dicen que
en su investigacion se encontraron plantaciones de babaco en los sectores de
Bafios, Patate, Tumbaco y otras del norte del pais, en las que se determin6 que la
pudricion radicular era causada por el hongo Fusarium oxysporum, el mismo que
bajo condiciones Optimas para su desarrollo pueden producir la destruccion de
toda las plantas debido a su rapida dispersion y dificil control. Existen
aproximadamente 180 hectareas sembradas con esta fruta bajo invernadero y a
cielo abierto, en varias provincias de la Sierra Ecuatoriana. Tungurahua ocupa el
primer lugar con el 60% de la produccion nacional (Asociacion de Agronomos

Indigenas de Canar, 2003).

El babaco (Carica pentagona) es atacada por algunos agentes causantes
de enfermedades de este cultivo son: hongo que ataca principalmente a las hojas,
provoca la pudricion de las raices y el marchitamiento de la planta, ataca al
sistema radical y produce el marchitamiento de la planta, aparecen manchas
cloroticas en las hojas y se deforman, a nivel floral provoca la caida de la flor,
provoca necrosamiento del tejido y caida de las hojas, produce pudricion radicular

y muerte de la planta. (Carmen Salinero Corral., 2005)
14



JUSTIFICACION

Las pérdidas econdmicas que causan en el cultivo de Babaco (Carica
pentagona), es causada por microorganismos fitopatdogenos a través de varios
afios, mediante esta determinacion surge la necesidad de buscar estrategias para el
control de hongos que atacan a una gama de cultivos. Este trabajo se determind
con la observacion macro y microscopica del hongo Fusarium, su ciclo de vida y
se brindara informacion al agricultor para que pueda tomar decisiones adecuadas y
tener una guia para control de enfermedades producidas por el o los hongos
fitopatogenos, permitiendo asi reducir los costos e incrementar la produccion

agricola.

En la actualidad en el Ecuador, la actividad agricola tiene mucha
importancia y trascendencia, se ha convertido en una actividad econémica que se
proyecta muy fuertemente, y que marca indices y pautas muy importantes en

nuestra economia.

Tomado en cuenta el nuevo auge que existe en la produccion de productos
agricolas exoticos y no tradicionales, uno de éstos es el babaco, considerado desde
épocas pasadas como una fruta de dptimas caracteristicas ya que posee ventajas

como el no poseer semillas, tener una cascara delgada y el agradable sabor de su

pulpa.

El babaco representa un cultivo de interés comercial en el Ecuador, gracias a
la calidad gustativa de la fruta, bajo contenido en azicares y calorias y alto
contenido de vitaminas y minerales, lo que ha despertado el interés de productores

y consumidores.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar morfologicamente el hongo fitopatdogeno que causa mayor
pérdida econémica en la produccion en el cultivo de babaco (Carica pentagona),

Sector. Salcedo. Cotopaxi, 2015.

OBJETIVO ESPECIFICOS

e Determinar el hongo fitopatdogeno de mayor pérdida econémica en la

produccion del cultivo de babaco (Carica pentagona).

e Identificar signos y sintomas del hongo fitopatdégeno del babaco (Carica

pentagona) en campo.

e (aracterizar macro y microestructuras del patogeno.

e Describir el ciclo de vida del patdgeno en condiciones de laboratorio.

e FElaborar una guia didactica de la caracterizacion morfolégica del hongo

en estudio

16



CAPITULO 1

1. Fundamentacion tedrica

1.1. El cultivo de babaco

Se cree que el babaco es una planta originaria de los valles temperados de
la Provincia de Loja. En la actualidad, en el canton Cafiar y en varias provincias
de la Sierra Ecuatoriana, se lo viene cultivando bajo cubierta plastica, con un
interés comercial creciente gracias a la calidad gustativa de la fruta, sus bajos
contenidos de azucares y calorias y su alto contenido de vitaminas y minerales, lo
que ha despertado interés entre productores y consumidores que lo utilizan para la
elaboracion de jugos, conservas, jaleas y mermeladas (AAIC- PROMSA-
MAGAP, 2004).

El Ecuador cuenta con numerosas areas adecuadas para su explotacion por
sus condiciones climaticas y de suelos, las provincias de mayor cultivo son:
Pichincha, Tungurahua, Azuay, Cotopaxi y Cafar. Sin embargo en muchas de
estas zonas las condiciones de fertilidad del suelo son bajas, lo que limita el
desarrollo de la planta y que alcancen niveles 6ptimos de produccion (INIAP,

2004).
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Segun Datos investigados por el Diario el Comercio (2011), en el Ecuador
hay 180 hectareas sembradas de babaco bajo invernadero y a cielo abierto. La
revista Quimica Peruana 2009, calcula que la superficie sembrada de babaco en el
Ecuador puede estar entre 150 y 200 ha, la gran mayoria en cultivos bajo
invernadero. Siendo una fruta sin semilla, es posible consumirla en su totalidad; la
cascara, que es fina y suave, también se puede aprovechar por sus importantes
beneficios nutricionales, su componente mayoritario es el agua, tiene un
moderado valor calorico, a expensas de su aporte de hidratos de carbono. Entre las
principales cualidades nutricionales de la fruta destaca su contenido de vitaminas
A, Cy E, y su accion antioxidante. Segun The Natural Food Hub (HUB 2001), los
frutos por su contenido en vitamina C pueden clasificarse como “buena” fuente a
aquellos que contienen de 6 — 14mg de vitamina C/100g, “muy buena” fuente de
15 — 30mg y “excelente” fuente, cuando el contenido de vitamina C es mayor a
30mg. Segun esta fuente el babaco recibe la calificacion de muy bueno ya que

contiene entre 21y 32mg de vitamina C/100g.

En el pais existen unas 240 hectiareas de babaco, de las cuales 140
hectareas estan en la provincia de Tungurahua repartidas en los cantones de
Bafios, Pillaro, Patate. En la Provincia de Tungurahua se cultiva el babaco desde
1200 msnm en la zona de Rio Negro. El babaco principalmente se cultiva bajo
invernadero aunque también existen cultivos a campo abierto. La mayoria de los
invernaderos van de 500 a 1000 m* y algunos sobrepasan esta cantidad. El marco
de plantacién en invernadero es de 2 m x 1 m, es decir que en 1000 m” entran 500

plantas (Fabara, J. 2012).

1.1.1. Clasificacion Botanica

Planta arbustiva, cultivo semi-perenne; de tallo de mas de 3m de altura.

18



Tabla 1. CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino Plantae
Division Dicotiledoneas
Clase Angiospermae
Orden Parietales
Familia Caricacea
Género Carica
Especie Pentagona

Fuente: (Norena Jorge Mario, 1985)

Es originaria de las zonas altas de Ecuador y Colombia, en forma natural,
se encuentra desde hace varios decenios en los valles abrigados del callejon
interandino y lugares secos de la costa, es un hibrido natural proveniente de las
especies Carica stipulata B.(toronche) y C. pubescens. (chamburo). Esta especie
debe encontrarse en zonas donde no exista una presencia fuerte de vientos y

heladas. (Norefa Jorge Mario, 1985)

1.1.2 Morfologia:

La planta es un arbusto perenne con tallo subherbaceo que alcanza alturas
a campo abierto hasta de 2 metros, que puede ser superado en el cultivo bajo

invernadero.

Las hojas son grandes con 5 l6bulos y se ubica en forma alterna. La planta
es dioica y presenta unicamente flores femeninas que producen frutos

partenocarpicos casi ausentes de semillas de tamafio grande de 20 — 40cm de largo
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y 10 — 15cm de diametro, 5 aristas y 5 lados caracteristicos. (Camacho y

Rodriguez, 1982)

La planta de babaco es muy apetecida a la planta de papaya, con hojas

grandes y frondosas y una exuberante capacidad productiva.

1.2 Enfermedades en el cultivo del babaco.

Términos generales, las enfermedades foliares causadas por hongos se
caracterizan por aparicion de manchas sobre la lamina foliar que pueden ser de
diferentes formas (angular, redondeada, con anillos concéntricos o de bordes
indefinidos) y de colores (amarillo, marrén o blanco). En manchas sobre las
nervaduras y los peciolos se observan chancros con borde marrén y de centro
blanco lo mismo que distorsion foliar. También se pueden presentar pustulas

marrones o negras en el haz y envés de las hojas. (Angel, 2002).

1.2.1 Alternariosis (Alternaria sp.)

La alternariosis es un enfermedad presente en todos los cultivos de babaco,
el agente causal de la enfermedad es Alternaria sp.; ataca principalmente a las
hojas, siendo mas nocivo su ataque en las hojas que son mas jovenes. Al principio
aparecen manchas de color amarillo polvoriento, conforme el hongo va
envejeciendo se torna de un color castafio oscuro; en estas manchas se acostumbra
distinguir unos anillos concéntricos en la zona necrosada, que disminuyen
notablemente la superficie foliar y por ende la capacidad fotosintética; llegando
inclusive a causar la defoliacion de la planta y la caida de las partes reproductivas.
También a la alternariosis se le conoce con el nombre de lancha temprana.

(Fabara, J. Bermeo, N. y Barberan, C, 1980)
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1.2.2. Fusariosis (Fusarium oxisporum)

Conocida también como la pudricion de las raices, debido a que por ahi
inicia su ataque causando el marchitamiento de la planta. Presenta sintomas muy

similares a la muerte descendente.

Los principales agentes causales de esta enfermedad son: Phytophthora
sp., Pythium sp., Rhizoctonia sp., y Fusarium sp., ocasiona la destruccién del
sistema radical del babaco. Al nivel de la corona, el tejido se torna de un color
café que conforme avanza la enfermedad su consistencia se forma acuosa, las
hojas se vuelven clordticas, se marchitan hasta que se caen, los frutos caen
también hasta que muere toda la planta. (Fabara, J. Bermeo, N. y Barberan, C,

1980).

1.2.2.1. Etiologia

Fusarium

Fusarium oxysporum es un hongo cosmopolita que existe en muchas
formas patogénicas, parasitando mas de 100 especies de plantas Gimnospermas y
Angiospermas, gracias a los diversos mecanismos que tiene el hongo para vencer
las defensas de muchas plantas (Bosland, 1988). Se caracteriza por producir
colonias de rapido crecimiento, con una tasa diaria cercana a un centimetro en
medio papa dextrosa agar (PDA) a 25°C. La morfologia de las colonias es muy
variable y puede presentar dos tipos: una de tipo micelial caracterizada por la
produccion de abundante micelio aéreo, algodonoso, con una coloracion variable,
de blanco a rosado durazno, pero usualmente con un tinte purpura o violeta mas

intenso en la superficie del agar y pocas microconidias (Booth, 1970) y una de
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tipo pionotal con la formacion de poco o ningun micelio aéreo y abundantes

microconidia.

El hongo produce tres clases de esporas:

Microconidias: Esporas generalmente unicelulares, sin septas, hialinas,
elipsoidales a cilindricas, rectas o curvadas; se forman sobre fidlides laterales,
cortas, simples o sobre conidi6foros poco ramificados. Las microconidias tienen

5- 12 pm de largo por 2.5- 3.5 um de ancho (Nelson, 1981).

Macroconidias: Esporas de paredes delgadas, fusiformes, largas,
moderadamente curvadas en forma de hoz, con varias células y de 3 a 5 septas
transversales, con la célula basal elongada y la célula apical atenuada; las
macroconidias tiene un tamafo de 27 a 46 pm de largo por 3.0 a 4.5 um de ancho

(Nelson, 1981).

Clamidosporas: Esporas formadas a partir de la condensacion del
contenido de las hifas y de las conidias, de paredes gruesas. Se forman simples o
en pares, terminales o intercalares: poseen un tamafio de 5 a 15 um de didmetro
(Nelson, 1981). Gracias a ellas el hongo sobrevive en condiciones ambientales
desfavorables y en el suelo como saprofito de vida libre en ausencia de plantas
hospedantes (Garret, 1977). Hasta el momento no se conoce la fase perfecta del

hongo (Nelson et al., 1983).
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1.2.2.2 Sintomas y epidemiologia.

La enfermedad se caracteriza por la aparicion unilateral de los sintomas de
marchitamiento, acompafiada del amarillamiento parcial de las hojas y el
doblamiento hacia el lado de la planta enferma, a causa de la interferencia en el
crecimiento; en estados iniciales en las hojas puede observarse la mitad clordtica y
la mitad de un color verde normal. Se observa ademas un enanismo de los brotes y
disminucion del crecimiento de la planta. Los sintomas de la enfermedad avanzan
afectando la planta hacia arriba hasta causar un marchitamiento generalizado y la
muerte (Garcés de G. et al., 1999b). Un aspecto muy importante para el
diagnoéstico de la enfermedad que la diferencia facilmente de otras enfermedades
vasculares es una coloracion blanquecina, amarillenta o marrén en los haces

vasculares y deshilachamiento de los tejidos sin afectar la médula (Baker, 1980).

Epidemiologia

La temperatura es uno de los factores ambientales que mayor influencia
tienen en el desarrollo de la enfermedad y en la expresion de los sintomas, asi
como la nutricion de la planta (Baker, 1988). La temperatura Optima para el
desarrollo del patdgeno esta entre 25 y 30° C, una temperatura minima de 5°C y
una temperatura maxima de 37°C, el punto termal de muerte en el suelo es de 57.5
a 60°C durante 30 minutos. La esporulacion 6ptima ocurre entre 20 y 25°C, con 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad. El pH 6ptimo es de 7.7 y puede desarrollarse
entre 2.2 y 9.0. (Fletcher y Martin, 1972; Nelson, 1981; Tramier et al., 1983). El
hongo es aerobio y sus poblaciones se reducen con la saturaciéon de agua en el

suelo. (Baker, 1980; Arbelaez, 1989).
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Tabla 2: Clasificacion taxonomica (Fusarium oxysporum) del Babaco

Reino Fungi

Clase Deuteromicete
Orden Moniliales

Familia Tuberculariaceae
Genero Fusarium

Especie Fusarium oxysporym

Fuente: (Segun Orellana)

1.2.2.3 Manejo y control

Control cultural

La rotacion de cultivos reduce paulatinamente patdégenos en suelos
infectados. Eliminar plantas enfermas y los restos de los cultivos. Utilizar semillas

certificadas y plantulas sanas.

Desinfectar las herramientas de trabajo con hipoclorito de sodio al 2% o
con cloro. Evitar el exceso de agua altas densidades de siembra. Ventilar en forma
adecuada para evitar el aire enrarecido. Realizar solarizacion. (Gestion Técnica —

Quimica OMA S.A. 2005)
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Control quimico

Un adecuado control de este patogeno se logra utilizando mezclas como:
Fosetil-Aluminio, en dosis de 400 g / 200 1 de agua quince dias antes de la
plantacion; Metalaxyl + Mancozeb, Benomyl y como curativo un Carbendazim +
hidréxido de cobre, en dosis de 200g + 200 g en 200 1 de agua. Otro método para
el control es mediante la rotacion de cultivos por largos periodos de tiempo o la
implementacion de las nuevas areas de siembra (Fabara, J. Bermeo, N. y

Barberan, C, 1980).

1.2.3 Cenicilla (Oidium sp.)

Se conoce como la cenicilla, su agente causal es Oidium sp. Se presenta un
polvillo de color blanco con manchas irregulares en las hojas, especificamente en
el envés; en el haz, aparecen manchas clordticas que se agrandan y agrupan,
reduciendo notoriamente el area fotosintética de la planta. Los 6rganos atacados
se deforman y abarquillan. Su maximo dafio es cuando su ataque se encuentra
situado a nivel floral donde no produce fruto por la caida de la flor. (Fabara, J.

Bermeo, n. y Barberan, ¢, 1980)

1.2.4 Peca del babaco (Asperosporium sp)

El agente causal de esta enfermedad es Asperosporium sp. Se producen
pequefias manchas circulares y de bordes uniformes, de color blanco amarillento
que se da tanto en el haz como en el envés, rodeadas de un fino halo oscuro, el
tamano maximo que puede alcanzar es de Smm. En las lesiones en el envés se
pueden observar un elevado nimero de pustulas de color negro oscuro. (Fabara, J.

Bermeo, N. y Barberan, C, 1980)
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1.2.5 Antracnosis (Mycosphaerella sp.)

El agente causal es Mycosphaerella sp., esta es una enfermedad muy
generalizada en la familia Caricaceae; presenta manchas de color marron
irregulares y los borden foliares amarillos debido al necrosamiento del tejido; el tamafio
de las mancha puede alcanzar como maximo 3 c¢m de didmetro y se presenta tanto en el
haz como en el envés. Cuando el ataque es fuerte se caen las hojas. En las manchas se
observan pequefios puntos de color negro que son los peritecios del agente causal.

(Fabara, J. Bermeo, n. y Barberan, ¢, 1980)

1.2.6 Foma (Phoma sp y Phyllosticta sp.)

El agente causal es Phoma sp. Los sintomas mas comunes que presenta
esta enfermedad son manchas redondas claras y aisladas, que pueden alcanzar un
didmetro de 2 cm con anillos concéntricos que inician en el centro y luego cubren
toda la mancha. Es una enfermedad a nivel foliar y se pueden divisar pequefias
esferas de color negro que son los cuerpos fructiferos del hongo (picnidios).

(Fabara, J. Bermeo, N. y Barberan, C, 1980)

1.2.7 Enfermedades de la raiz

Las pudriciones suaves mas importantes son las causadas por Phytoptora
spp. y Pythium spp. Las cuales se presentan durante las épocas de lluviosas
especialmente en suelos pesados, mal drenados y con alto contenido de materia
organica Phytotora drechsleri la especie mas comiin e importante, causa pérdidas

que llegan hasta el 80%. (Alvarez y otros 2002),
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1.2.7.1 Pudriciéon radicular (Erwinia Carotovora)

Se da por el agente causal Erwinia carotovora, es un habitante del suelo,
su ataque es aisladamente y sus consecuencias fatales para la plantacion (produce
la muerte de la planta) especialmente durante los primeros estadios. Produce una
pudricion suave que color negro o pardo oscuro a nivel de la base del tallo, como
consecuencia el follaje se torna flacido, amarillento y finalmente muere la planta.
El control en este tipo de enfermedades mas que curativo es preventivo se debe
tratar de realizar adecuadamente las desinfecciones del suelo y de procurar utilizar
material garantizado, es decir, libre de estos agentes, cuando se compra las estacas

(Fabara, J. Bermeo, N. y Barberan, C, 1980)

1.3 Hongos fitopatogenos

(Herrera M.y 1994 ) Manifiesta que los bidlogos utilizan el término hongo
para incluir organismos eucarioticos, esporogenos, sin clorofila. Los hongos son
pequefios organismos productores de esporas, generalmente microscopicos,
eucarioticos, ramificados y a menudo filamentoso que carecen de clorofila y que

tienen paredes celulares que tienen quitina, celulosa, o ambos componentes.

1.3.1 Caracteristicas generales

Los hongos son organismos carentes de clorofila que se reproducen
mediante esporas. Son por lo general filamentosos y multicelulares, con nucleos
que se observan con facilidad. Los filamentos constituyen el cuerpo (soma) de los
hongos que se alargan mediante un crecimiento especial y un pequefio fragmento

de ellos puede reproducirse un nuevo individuo. (Herrera & Mayea, 1994).

Las estructuras reproductivas se diferencian de las somaticas y sobre la
base de sus caracteristicas se clasifican los hongos. Las estructuras somaticas de
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los diversos hongos son muy similares y pocos pueden ser identificados cuando

no se presentan las estructuras reproductivas. (Herrera & Mayea, 1994).

1.3.2 Estructuras somaticas

El talo de los hongos consiste tipicamente en filamentos microscopicos
ramificados hacia todas partes y que se extienden sobre o dentro del sustrato que
se utiliza como alimento. Estos filamentos se denominan hifas. El conjunto de

hifas constituyen el micelio de los hongos. (Herrera & Mayea, 1994).

Las hifas pueden ser septadas o sin septos (lisas o cenociticas) este tltimo
tipo de hifa es caracteristico de los hongos inferiores y cuando envejecen pueden
formarse septos en varios lugares. Los septos varian en su estructura y pueden ser

simples o complejos. (Herrera & Mayea, 1994).

El micelio en algunos hongos forma gruesos cordones denominado
rizomorfos que semejan raices, son resistentes a condiciones adversas y
permanecen en estado de letargo hasta que se presentan condiciones favorables.
En algunos casos, los rizomorfos pueden alcanzar grandes longitudes. (Herrera &

Mayea, 1994).

1.3.3 Hongos como patogenos en las plantas

El efecto nocivo de los hongos se debe a su capacidad para destruir
fisicamente los tejidos de la planta, alterar la fisiologia vegetal reduciendo el
crecimiento de toda la planta o de o6rganos determinados, o producir toxinas que
afectan tanto a plantas como animales. Algunos hongos, conocidos como
biotrofos, pueden crecer y multiplicarse manteniéndose durante todo su ciclo de
vida en la planta huésped, viviendo y obteniendo nutrientes sin causar la muerte.
Otros son necroétrofos, en una parte de su ciclo vital requieren una planta huésped
pudiendo crecer sobre tejido muerto o producir la muerte celular para absorber los

nutrientes del tejido muerto. Muchas infecciones empiezan con una fase biotréfica
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que se convierte mas tarde en necrotrofica. Algunos hongos son simbiontes
facultativos, creciendo tanto libres como asociados a plantas, y otros son

simbiontes obligados, creciendo s6lo si estan asociados a plantas. (Agrios, 2005).

1.3.4 Aislamiento de hongos fitopatogenos a partir de plantas

enfermas.

El aislamiento consiste en el proceso de separacion de microorganismos a
partir de su sustrato natural (planta) para hacerla crecer en medio de cultivo
artificial. El aislamiento y cultivos persiguen distintos fines, el mas comin en un
laboratorio de fitopatologia es para diagnosticar la causa de una enfermedad
desconocida, sin embargo, puede tener objetivos didacticos o de investigacion
sobre taxonomia, fisiologia y genética microbiana. Es comun también cuando se
quiere tener cepas puras, en la evaluacion de productos quimicos in vitro. (Lopez,

1979)

El cultivo de microorganismos tiene enormes ventajas que contribuyen al

conocimiento de la biologia de estos.

Sin embargo, hay que considerar que al cultivar un organismo: a) pueden
ocurrir mutaciones, b) se puede perder parcial o totalmente su patogenicidad, c)
los hongos pueden o no formar cuerpos fructiferos en medios artificiales; estos
cuerpos pueden presentar variacion, d) existen hongos que no se pueden cultivar
(parasitos obligados) y otros que requieren medios complejos para su desarrollo.

(Lopez, 1979)

1.3.5 Aislamiento del patogeno de las hojas

En caso de que la infeccion de las hojas de una planta avance en forma de
tizon o mancha foliar fungosa y en caso de que las esporas del hongo aparezcan

sobre su superficie, algunas de esas esporas deben depositarse sobre una caja de
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Petri que contenga medio de cultivo o bien deben recolectarse con la punta de una
aguja estéril o un escalpelo y colocarse sobre la superficie del medio de cultivo. Si
el hongo crece en cultivo, al cabo de unos cuantos dias apareceran colonias de
micelio aisladas debido a la germinacién de las esporas. Estas se re siembran en
placas separadas y de esta forma se asegura que algunas de ellas contengan al

patdgeno libre de cualquier tipo de contaminante. (Agrios, 2005)

Agrios, 2005 indica que el método mas comun para aislar a los patogenos
de las hojas infectadas y de otros organos de la planta es aquel en el que se
seleccionan varios cortes pequefios de 5 a 10 mm” a partir del borde de la lesion

infectada, a fin de que contenga tejidos enfermos y tejidos al parecer sanos.

1.3.6 Aislamiento del patogeno de raices, tubérculos, raices carnosas

y frutos de hortalizas que se encuentran en contacto con el suelo.

Para el aislamiento, la tierra que se encuentra impregnada en el tejido debe
separarse y deben colocarse en una solucion de Clorox, varios cortes de tejido
obtenidos del borde de las lesiones. Se seleccionan uno por uno los cortes de
tejidos en la solucion, se sumergen o lavan en agua estéril y se colocan en cajas de
Petri que contengan agar. Si el patdogeno ha penetrado profundamente en el tejido
sano, puede usarse el método descrito anteriormente para tallos y frutos, que
consiste en desgarrar los especimenes primero por la parte sana y después por la
zona infectada, tomando porciones de tejido del borde de la pudricion (la cual no
ha sido expuesta), y colocarlos directamente en el medio de cultivo. (Agrios,

2005).

1.3.7 Induccion al desarrollo miceliar

Agrios (2007), recomienda utilizar una trozo del hospedante para inducir

al desarrollo miceliar aquellos hongos biotrofos para que el hongo crezca y

30



esporule sobre medios de cultivos recomendables para hongos que esporule poco

en el tejido, tales como hongos de la raiz.

Este método es el mas usado cuando se quiere tener a un hongo en cultivo

puro.

e Lavar el material enfermo con agua corriente y secar.

e Seleccionar el tejido vegetal afectado procurando que los trocitos queden
de 0.3 a2 0.5 cm de longitud.

e Enjuagar los trocitos en 3 pasos de agua destilada y secarlos
perfectamente, al secar bien, disminuyen las contaminaciones pasar 4 a 5

secciones a una caja de Petri con PDA, selle la caja con cinta adhesiva e

incube de 20 a 25 °C.

1.3.8 Lavado de tejidos afectados.

Partes subterraneas: deben lavarse bajo agua corriente, con la ayuda de un
cepillo suave. Para casos dificiles como de algunos ficomicetos patdgenos
sensibles a desinfectantes, se alarga el proceso de lavado para eliminar el uso de
desinfectantes. Se colocan porciones de las raices lavadas en un frasco tapado con
una malla o gasa y se deja caer un chorro de agua sobre este durante dos o mas

horas. (French & Hebert, 1980).

Partes aéreas: los 6rganos aéreos son generalmente dificiles de mojar. Una
sumersion instantanea en alcohol etilico 70% antes de introducir en agua o el uso
de detergente liquido como “Tween” (unas 2-3 gotas por litro) generalmente
resuelve el problema. Los tejidos aparentemente limpios no necesitan lavado,

excepto el que se hace durante la desinfeccion. (French & Hebert, 1980).
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1.3.9 Purificacion de cepas

Es raro que al hacer una siembra o aislamiento, se obtenga solo al hongo
deseado, normalmente también microorganismos contaminantes, de los cuales es
necesario apartar al organismo de interés. Este proceso se denomina purificacion y
normalmente consiste en cortar puntas de micelio del borde de la colonia en

crecimiento, mediante agujas de diseccion flameadas.

Esta pequefia porcion del hongo y agar se depositan en otras cajas con
medios de cultivo estéril y de esta forma se obtienen cultivos puros. (Agrios,

2007).

Es aconsejable hacer aislamientos de la muestra que sea fresca (pocas
horas) y que se siembre a partir del borde de lesiones en crecimiento activo, de lo
contrario la purificacion se dificulta, en ocasiones es necesario utilizar medios

selectivos con antibidticos y fungicidas para purificar cepas. (Agrios, 2007).

1.3.10 Desinfeccion

Los tejidos enfermos contienen normalmente diversidad de organismos
que invaden los tejidos muertos por el patéogeno indica (Agrios, 2007). Estos
contaminantes dificultan el aislamiento por lo que generalmente es necesaria una

desinfeccion previa a la siembra.

Entre los desinfectantes mdas usuales se tiene: Hipoclorito de sodio. El
desinfectante mas usado es el blanqueador de uso doméstico (cloralex), basta
mezclar una parte de esta sustancia en 5 partes de agua destilada para obtener el

producto deseado ya que el blanqueador viene al 5-6 %, es decir que normalmente
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se usa hipoclorito al 1-2 %, el tiempo de exposicion varia de 30 a 90 segundos; el
material viejo o muy contaminado se puede tratar por 2 a 3 minutos siempre que

no se elimine el patdgeno. (Agrios, 2007).

1.3.11 Identificacion de hongos

Calzada (2002), afirma que para la identificaciéon de hongos fitopatdgenos
es necesario la observacion de sus estructuras somadticas y reproductivas.
Mediante la técnica de camara humeda y/o aislamiento es posible inducir la
aparicion de estas estructuras producidas y el uso de claves taxondémicas son
necesarios para determinar el género y la especie del hongo patdgeno. Para la
identificacion de los hongos es necesario el reconocimiento de las estructuras

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

Plasmodio: se refiere al cuerpo o soma vegetativo de algunos hongos
inferiores, el cual estd constituido por una masa multinucleadas, sin pared celular.
Son escasos los hongos fitopatdgenos que poseen soma vegetativo de tipo

plasmodial.

Micelio: la mayoria de los hongos poseen cuerpos filamentosos provistos
de pared celular. A los filamentos que constituyen el cuerpo o soma vegetativo se
les denomina hifas. Al conjunto de hifas se le denomina micelio. Cuando las hifas
no presentan septas, el micelio es denominado cenocitico o no tabicado y cuando

las presenta el micelio se dice que es tabicado.
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1.4 Delimitacion de la zona de muestreo

1.4.1 Georreferenciacion

La georreferenciacion, en primer lugar, posee una definicién tecno
cientifica, aplicada a la existencia de un objeto en un espacio fisico, mediante el
establecimiento de relaciones entre las imagenes de rastreo o vector sobre una
proyeccion geografica o sistema de coordenadas. Por ello la georreferenciacion se
convierte en central para los modelados de datos realizados por los Sistemas de

Informacion Geografica (SIG). (Cerda, 2005).

1.4.2 Cuadrantes de muestreo

El método de los cuadrantes es una de las formas mas comunes de
muestreo de vegetacion. Los cuadrantes hacen muestreos mas homogéneos y

tienen menos impacto de borde en comparacion a los transeptos. (Mostacedo &

Todd, 2000).

Los cuadrantes de muestreo es la que marca la distancia a un punto es una
forma de medicion de la disposicion espacial horizontal y de abundancia de la
vegetacion de un lugar en estudio. El método consiste en localizar puntos al azar

dentro del area de muestreo. (Cerda, 2005).

1.4.3 Muestreo por cuotas

También denominado en ocasiones “accidental”. Se asienta sobre la base
de un buen conocimiento de los estratos de la poblacion y/o de los individuos mas
“representativos” o “adecuados” para los fines de la investigacion. Mantiene, por

tanto, semejanzas con el muestreo aleatorio estratificado, pero no tiene caracter de
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aleatoriedad de aquel. En este tipo de muestreo se fijan unas ‘“‘cuotas” que
consisten en un nimero de individuos que reunen unas determinadas condiciones.
Una vez determinada la cuota se eligen los primeros que se encuentren que

cumplan esas caracteristicas. (Carrasco, 2008).

1.5 Pasos para la recoleccion de muestras

1.5.1 Muestreo por cuotas

En este tipo de muestreo se fijan unas “cuotas” que consisten en un
numero de individuos que retnen unas determinadas condiciones. Una vez
determinada la cuota se eligen los primeros que se encuentren que cumplan esas

caracteristicas. (Carrasco, 2008).

1.5.2 Observaciones de muestras

Para la observacion de los hongos fitopatégenos se emplean diversas
técnicas de preparacion de las muestras. Su seleccion depende de la detencion de
estructuras como: trozos de micelio, conidios, cuerpos fructiferos (picnidios,
peritecas, acérvulos, etc.), en estos casos con un simple raspado de la superficie
afectada puede tomarse material para la observacidon microscopica. Para esta
preparacion debemos auxiliarnos de instrumentales especializados como pinzas,

agujas, escalpelos, etc. (Herrera & Mayea, 1994).
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1.5.3 Signos y sintomas de hongos patégenos en la planta

Los sintomas que producen los hongos en sus hospedantes son de tipo
local o general y pueden aparecer por separado en hospedantes distintos, en un
mismo hospedante aparecer uno después de otro en un mismo en un mismo
hospedante. En general, los hongos producen una necrosis local o general o la
muerte de los tejidos vegetales que infectan, hipertrofia e hipoplasia o atrofia de
plantas completas o de sus 6rganos, e hiperplasia o crecimiento excesivo de ellas

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

Segun (Agrios, 1999) los sintomas necréticos mas comunes son los

siguientes:

e Ahogamiento o secadera: Muerte rapida y colapso de plantulas muy
jovenes que se cultivan en el campo o en el almécigo.

e Antracnosis: Lesion necrética que se asemeja a una ulcera profunda y que
se produce en el tallo, hojas, frutos o flores de las plantas hospedantes.

e Cancro: Herida localizada o lesidon necrdtica; con frecuencia sumida bajo
la superficie del tallo de una planta lefiosa.

e Decaimiento: Crecimiento deficiente de las plantas; las hojas son
pequefias, quebradizas, amarillentas o de color rojo; las plantas muestran
cierto grado de defoliacion y muerte descendente.

e Manchas foliares: Lesiones localizadas en las hojas de los hospedantes
que constan de células muertas y colapsadas.

e Muerte descendente: Necrosis generalizada de las ramitas de las plantas
que se inicia en sus puntas y avanza hacia su base.

¢ Pudricion basal del tallo: Desintegracion de la parte inferior del tallo.

e Pudricion de la raiz: Pudricion o desintegraciéon de todo el sistema

radical de una planta o parte de ¢él.
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Pudriciones blandas y pudriciones secas: Maceracion y desintegracion
de frutos, raices, bulbos, tubérculos y hojas carnosas de las plantas.

Sarna: Lesiones que se producen sobre el fruto, hojas, tubérculos y otros
organos de las plantas hospedantes, por lo comin ligeramente realzadas o
bien profundas y agrietadas, lo cual les da una apariencia costrosa.

Tizén: Coloracion café general y extremadamente rapida de las hojas,
ramas, ramitas y organos florales de una planta, que dan como resultado la

muerte de estos érganos.

Agrios (1999), también manifiesta que los sintomas que se asocian a la

hipertrofia o hiperplasia y distorsion de los 6rganos de las plantas incluyen:

Agallas: Porciones alargadas de las plantas que por lo comun estan llenas
del micelio del hongo.

Enchinamiento foliar: Deformacion, engrosamiento y enchinamiento de
las hojas.

Hernia de las raices: Raices alargadas en forma de huso o mazo.
Verrugas: Protuberancias en forma de verruga que se forman sobre los

tubérculos y los tallos.

Ademas (Agrios, 1999), indica que de los sintomas que ya se han

mencionado, pueden afiadirse otros grupos de sintomas:

Marchitamiento: Por lo comun, es un sintoma secundario generalizado en
el que las hojas o los retonos de las plantas pierden su turgencia y se
cuelgan debido a las alteraciones que sufre el sistema vascular de la raiz o

del tallo.
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e Mildiu: Zonas necroticas o clordticas que aparecen sobre las hojas, tallo y
frutos de una planta y que por lo comun se cubren con el micelio y los
cuerpos fructiferos del hongo.

e Roya: Muchas lesiones pequefias, por lo comun de color rojizo, que

aparecen sobre las hojas o el tallo de las plantas.

En muchas enfermedades, el patéogeno se desarrolla, o produce varias
estructuras, sobre la superficie de su hospedante. Estas estructuras, que incluyen al
micelio, espordforos, cuerpos fructiferos y esporas, se les denomina signos y
difieren de los sintomas, los cuales solo se refieren a la apariencia que toman las

plantas o sus tejidos cuando han sido infectados. (Agrios, 1999).

Por ejemplo, en los mildius, lo que se observa con mayor frecuencia son
los signos representados por las esporas y el crecimiento velloso y blancuzco del
micelio del hongo sobre las hojas, frutos o tallos de la planta, mientras que los
sintomas consisten en lesiones necrdticas o clordticas que aparecen sobre las

hojas, frutos y tallos, crecimiento deficiente de la planta, etc. (Agrios, 1999).

1.5.4 Calidad de la muestra

Este aspecto es de suma importancia puesto que con frecuencia las
muestras tomadas no llegan al lugar de destino con la calidad requerida para poder
realizar una labor investigativa eficiente. Al tomar la muestra de la planta enferma
no se deben seleccionar las partes u érganos que manifiestan estado avanzado de
desarrollo de la enfermedad tales como: tubérculos en estado avanzado de
descomposicion o ramas totalmente necrosadas, sino aquellas partes que
manifiesten aun un proceso de desarrollo intermedio de la enfermedad, en las que
el agente parasitario permanece activo y su observacion se facilita. I[gualmente, en

casos de avanzado desarrollo de los sintomas, la presencia de organismos
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secundarios entorpece gravemente el proceso de diagndstico. (Herrera & Mayea,

1994).

La conservacion y el almacenamiento de las muestras hasta su llegada al
laboratorio deben tenerse muy en cuenta; para ello se aconseja el empleo de
envases que no acumulen excesiva humedad y eviten la proliferacion de
organismos secundarios, asi como mantener las muestras, de ser posible bajo
temperaturas que inhiban el desarrollo de microorganismos. (Herrera & Mayea,

1994).

El empleo de técnicas de herborizacion natural le permite en algunas
circunstancias y por algunas enfermedades causadas por hongos, conservar las
muestras inalterables durante largo tiempo, como ocurre en numerosas

enfermedades foliares. (Herrera & Mayea, 1994).

1.5.5 Recomendaciones para toma de muestras - sanidad vegetal

La muestra debe recogerse en bolsas de pléastico limpias, debidamente

codificadas y manteniendo la boca de la bolsa abierta para evitar putrefacciones.

Si la muestra debe ser enviada por correo, se envolverd en papel de
periddico para absorber la humedad de la misma. Si la muestra es de semillas,
podran recogerse en bolsas de plastico, botes de cristal o sobres de papel limpios,

con su correspondiente codigo de identificacion. (INIAP, 2009).

39



1.6 Pasos para el aislamiento de patéogenos

El microorganismo debe aislarse en cultivo puro y deben establecerse sus

caracteristicas fisicas (forma, tamafo, fisiologia, etc.).

Charles (2008), se debe plantear la necesidad de la asociacion constante de
un agente bidtico con el hospedero enfermo, para proceder luego a su aislamiento,
su caracterizacion y su cultivo in vitro en ausencia de otros microorganismos

(purificacion).

1.6.1 Métodos de aislamiento

Para lograr el aislamiento del agente causal de una determinada
sintomatologia o enfermedad, en primer lugar, se debe establecer la causa que
origind dichos trastornos, es decir permite llegar a diagnosticar la naturaleza del
agente causal. No obstante, es muy comin cuando se utilizan técnicas o métodos
para el aislamiento del agente causal, que mas de un organismo sea obtenido.

(Herrera & Mayea, 1994).

Herrera & Mayea (1994), menciona que las técnicas y métodos de
laboratorio empleados para el diagndstico de microorganismos fitopatdogenos
requieren personal calificado, equipos e instrumentos de precision, reactivos y
cristaleria variada, asi como una alta laboriosidad. El procedimiento a seguir esta

determinado en gran medida por la naturaleza del posible agente causal.
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1.6.2 Aislamiento de hongos

El aislamiento de los hongos fitopatogenos se puede realizar
frecuentemente con cierta facilidad, ya que sobre el tejido enfermo de una planta
suelen encontrarse solamente las estructuras de un organismo causantes, sin la
presencia de otros microorganismos contaminantes. Como ejemplo de este tipo de
situacion puede citarse el caso de los mildius y carbones, que fructifican
profundamente sobre tejidos afectados. Las royas, que fructifican también
abundantemente, son dificiles de aislar in vitro. Sin embargo en la mayoria de los
casos se requiere de métodos especificos de aislamiento, los cuales dependen
principalmente de la naturaleza del hongo en cuestion y del sustrato o planta
hospedante en que se desarrolld. Tal es el caso de la mayoria de los hongos
fitopatogenos del suelo. El autor antes mencionado indica que en otras ocasiones
numerosos hongos que producen estructuras reproductoras sobre el sustrato
natural que parasitan no lo hacen en medios artificiales, por lo que para su
identificacion hay que prescindir de métodos de aislamientos. Un caso particular
de esta naturaleza son los hongos de la clase Ascomycetes que raramente
producen sus cuerpos fructiferos sobre medios artificiales. El aislamiento de los
hongos productores de micelio aéreo espordgeno resulta exitoso simplemente
transfiriendo directamente el micelio o masas de esporas formadas sobre el tejido
de la planta, sobre un medio determinado. Cuando el crecimiento del micelio o la
formacion de esporas no es apreciable sobre el tejido de la planta hospedante se
emplea la técnica conocida como cédmara hiimeda, que consiste en tomar
porciones o pedazos de dicho tejido, lavarlo bajo un chorro de agua corriente
durante 10 o 15 minutos para remover de la superficie las esporas de otros hongos
saprofitos y colocarlos luego sobre papel de filtro humedecido dentro de placas de
Petri e incubar dentro de varias horas a temperatura entre 26 y 30 °C. Para el
aislamiento de hongos presentes en el interior de la planta (haces vasculares,
frutos, tubérculos, etc.) debe procederse a la desinfeccion externa con los
productos antes descritos, cortar el tejido con un bisturi o escalpelo estéril y

extraer porciones afectadas y colocarlas o sembrarlas en un medio apropiado que
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favorezca el crecimiento de las estructuras vegetativas o reproductoras. El ajuste
del pH en los medios empleados para el aislamiento debe garantizar valores bajos
(alrededor de 5.5) que impidan el crecimiento de bacterias. (Herrera & Mayea,
1994).

1.6.3 Aspectos a contar en el estudio de los hongos en laboratorio

Los hongos son capaces de crecer en cualquier medio de cultivo, sin
embargo para evitar su contaminacion por bacterias, los medios de cultivo deben

presentar altas concentraciones de soluto y bajo pH.

1.6.4 Medios de cultivos usados en el aislamiento de hongos

French & Hebert (1980), manifiestan que el medio de cultivo utilizado

habitualmente que se encuentran en el mercado es:

¢ AGAR PAPA DEXTROSA (PDA). Es un medio tutil para valorar el
aspecto morfologico y la coloracion de la colonia. Su alto contenido de
carbohidratos condiciona un mayor crecimiento, el detrimento de la
esporulacion que suele retrasarse hasta un mes, las colonias pueden ser

atipicas.

“La temperatura habitual de incubacion de los hongos es entre 25

vy 28 °C” (Camacho, 2009)
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1.6.5 Métodos de conservacion de hongos

La gran diversidad genética del Reino Fungi ha creado la necesidad de
establecer estrategias de conservacion a largo plazo, dichas estrategias no se
deben restringir a colectar y conservar el germoplasma, sino que debe incluir un
manejo eficiente del material para documentar, caracterizar y evaluar la

variabilidad (Fernandez, Martinez, Perurena, & Valdez, 2005).

Para el establecimiento de una estrategia de conservacion de hongos. Se
debe considerar que: todos los cultivos se mantengan vivos y puros, que cada cepa
permanezca estable morfoldégicamente y genéticamente. Ademas, se debe tomar
en cuenta los objetivos de la conservacion, las metodologias propuestas y los
recursos economicos disponibles, por tltimo, es importante considerar que cada
cepa debe conservarse al menos por dos métodos de preservacion, uno de los

cuales debe ser a largo plazo.

La técnica, mas usual de conservacion es:

Cultivos en cufas de agar: También llamado tubos con agar inclinado,
consiste en simular las condiciones naturales para lograr un desarrollo completo
del hongo. Esto se logra mediante la preparacion de medios de cultivo estériles a
base de agar, con la adicidn de nutrientes como los jugos vegetales y extractos
naturales, asi como también compuestos sintéticos de composicion conocida.

(Kirsop & Doyle, 1991)

Los tubos llenos con medio de cultivo esterilizado, todavia liquido, se
colocan en una posicion inclinada, de tal forma que se forme una capa de
aproximadamente 3 cm y una superficie inclinada de iguales dimensiones. El
medio de cultivo se deja solidificar en la posicion lograda. (Merck, 2007)
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1.7 Pasos para la identificacion de los hongos fitopatogenos.

1.7.1 Observaciones de hongos.

Herrera & Mayea (1994). Para la observacion de hongos fitopatogenos se
emplean diversas técnicas de preparacion de las muestras. Su seleccion depende
de la deteccion de estructuras tales como: trozas de micelio, conidios, cuerpos
fructiferos (picnidios, peritecas, acérvulos, etc.). En estos casos con un simple
raspado de la superficie afectada puede tomarse material para la observacion
microscopica. Para esta preparacion debemos auxiliarnos de instrumentales

especializados como pinzas, agujas, escalpelos, etc.

Cuando no se observa ningln tipo de estructuras sobre la superficie de las
partes afectadas deben procederse a la realizacion de preparaciones del tejido para
localizar en el interior de estos el agente causal. Para ello se dispone de varios
métodos a seguir segun las caracteristicas del tejido de la planta hospedante y que
puede ser: cortes histologicos, disgregacion de tejidos, extraccion de estructuras

de parasitos, etc. (Herrera & Mayea, 1994).

1.7.2 Observaciones microscopicas.

Las primeras observaciones que se deben realizar en el estudio de la
sintomatologia pueden llevarse a cabo mediante el empleo de lentes de aumentos
comprendido entre 5 y 30, ya sea manuales o de soporte para determinar las
caracteristicas macroscopicas de los sintomas, en especial lo referente a
configuracion, coloracion, presencia de cuerpo o estructura del posible organismo
patdgeno, etc. Es también aconsejable la observacion por microscopio binocular
dotado de iluminacion, superiores a los lentes y lupas. En estas observaciones se
pueden determinar la presencia de cueros fructiferos (en el caso de los hongos),
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como son picnidios, peritecas, acérvulos, etc. Ademas de los micelios, conidios y
otras formas. Con frecuencia no se observa ningun tipo de estructura que permita
dar un indicio sobre la etiologia de la enfermedad, por lo que llegado a este punto
el especialista debe discernir segin los datos obtenidos y por su propia
experiencia, que via debe continuar, definiendo qué tipo de determinaciones de
laboratorio debe realizarse. Para ello hay que tener en cuenta la posible naturaleza

del agente causal. (Herrera & Mayea, 1994)

1. 8 Estructuras reproductivas

1.8.1 Hongos inferiores y pseudohongos

Los hongos inferiores se caracterizan por poseer micelio cenocitico. Segin

su reproduccion sexual estos hongos pueden pertenecer a dos diferentes clases:

e Clase: Oomycetes: (Ficomicetes) Esta clase de hongos producen oosporas,
las que se originan por la uniéon de dos gametos diferentes, el oogonio y el
anteridio. Estas oosporas son esféricas y de pared gruesa. Estos hongos se
reproducen asexualmente por medio de esporas flageladas, denominadas
zoosporas. Estas zoosporas se encuentran contenidas en cuerpos

fructiferos denominados zoosporangios. (Esteli, 2011)
e C(Clase: Zigomycetes: Esta clase de hongos produce esporas asexuales no

moviles contenidas en cuerpos fructiferos denominados esporangios.

Sexualmente producen esporas denominadas zigosporas. ((Esteli, 2011)
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1.8.2 Hongos superiores

Estructuras representativas de la clase Ascomycetes: La clase
ascomycetes se caracteriza por poseer micelio tabicado y producir esporas
de origen sexual denominadas Ascosporas. Estas ascosporas se producen
dentro de sacos llamados ascas. Las ascas pueden encontrarse en forma
libre o contenida en cuerpos fructiferos. Los cuerpos fructiferos pueden ser

de dos tipos: Apotecios y Cleistotecios. (Esteli, 2011)

Estructuras representativas de la clase Basidiomycetes: La clase
basidiomycetes se caracteriza por tener micelio tabicado y reproducirse
sexualmente mediante la produccion de basiodiosporas. Estas son
producidas exdgenamente sobre una estructura llamada basidio. Los

basidios pueden ser septados o no. (Esteli, 2011)

Estructuras representativas de la clase Deuteromycetes: Esta Clase
incluye a los hongos superiores (micelio tabicado) a los que no se les
conoce la reproduccion sexual. En algunos casos por no tener
reproduccion sexual, o si la tienen esta se produce rara vez, o simplemente
porque no se le conoce atn. Estos hongos se reproducen de forma asexual
formando esporas denominadas conidios. Estos conidios pueden
producirse en forma libre o dentro de cuerpos fructiferos. Los conidios
pueden tener diferentes formas y tamafios. Pueden ser hialinos u obscuros.
Pueden ser unicelulares o multicelulares. Pueden estar sueltos o agrupados

en ramilletes o cadenas. (Esteli, 2011)
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CAPITULO I

2. Materiales y métodos

2.1 Materiales

2.1.1 Institucionales

>

¢ Universidad Técnica de Cotopaxi

L)

R/
L X4

Unidad Académica de Ciencias Agropecuarias y Recursos

Naturales

*0

% Carrera de Ingenieria Agronémica

*0

% Laboratorio de Microbiologia

2.1.2 Recursos humanos

e Autora : Mayra Elizabeth Chile Caiza
e Directora de Proyecto de Investigacion: Ing. Karina Marin Mg.
e Miembros del tribunal:

Ing.Agr Santiago Jiménez

Ing. Agr. Luis Benavides

Ing. Edwin Chancusig Mg.
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2.1.3 Materiales de campo

e Muestra de raiz de babaco (Carica pentagona.)
e Muestra de tallo de babaco (Carica pentagona.)
e Muestra de hoja de babaco (Carica pentagona.)
e Tijeras

e Fundas de papel

¢ Fundas de plastico

¢ Bisturi

e (Céamara SONY 16.1 MP

e Libro de campo

2.1.4 Recursos tecnologicos

2.1.4.1 Equipos

e (Cémara de crecimiento o incubadora

e Balanza digital

e Estufa eléctrica

e Refrigeradora R1-425 QUARZO INDURAMA
e (Cémara de flujo laminar aurora mini con base

e Autoclave semiautomatica 2540-23 litros

e (Camara cientifica INFINITY

e Desmineralizador de agua WATER WISE 9000
e Microscopio Trinocular OLYMPUS CX31

e Incubadora IN110
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2.1.4.2 Materiales de laboratorio

Micro tubos

Goteros de plastico

Papel aluminio

Pipeta

Marcadores permanentes
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
Algodon

Cinta adhesiva transparente de 1,5 cm de ancho
Pinzas

Bisturi

Botellén de agua y soporte
Cintas para etiquetar

Cintas para medir el pH
Cofias

Mandil

Mascarillas

Guantes

Protectores para calzado
Cucharas de plastico

Cucharas de cocina
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e Encendedor

e Esferos

e Material didactico

e Mechas para mechero
e Mechero de alcohol

e Ola

e Pinzas

e Taburetes

e Varilla de agitacion

2.1.4.3 Materiales de aseo

e Pala para basura
e Escoba

e Trapeadores

e Detergente

e Limpiones

e Lavacaras

e Baldesde 101

e Basureros

e Fundas de basura

e Jabdn de cocina

2.1.4.4 Reactivos

e Agua destilada
o Agar
e Dextrosa o sacarosa

e Alcohol antiséptico



e Levadura

e Glucosa

2.1.4.5 Materiales de oficina

e Computadora
e Internet
e Flash Memory

e Impresora

2.2 Diseiio de la investigacion

2.2.1 Preguntas Directrices

» (Cudl es el principal hongo fitopatdogeno que afecta economicamente el

cultivo de babaco (Carica pentagona) en el sector Salcedo?

» (Cuales son las caracteristicas de los hongos fitopatdgenos encontrados?

» (Cuales son las macro y microestructuras del hongo fitopatégeno?

» (Cual es el ciclo de vida del hongo fitopatogeno en condiciones de

laboratorio?

» (Como es una guia didactica para la caracterizacion morfologica del

hongo en estudio?
51



2.2.2 Operacionalizacion de las variables

Tabla 3. Operacionalizacion de las variables

CONCEPTUALIZACION | INDICADOR | INDICE | TECNICAS INSTRUMENTO

Caracterizacion Talo Tipo Observacion | Estereoscopio/
Rorfotlf)glca de 1horlf[g.os Reproduccion | Tipo Microscopica microscopio
itopatogenos en el cultivo p Estereoscopica

de Babaco

Espora Tipo

Micelio pm

2.3 Disefio metodoldgico

2.3.1 Investigacion Descriptiva

La metodologia descriptiva puntualiza como se ocasionaron los fendmenos
que se investigaron, también se ocupo la descripcidon de datos y caracteristicas de

una poblacion.

Esta investigacion se realizd dentro del tipo descriptivo mediante
revisiones de materiales bibliograficos ya que necesita ser descrito sigilosamente
para recopilar informacion de las caracteristica morfoldgicas que presentan el
hongos permitiendo identificar al patdogeno que causa mas dafio causa en el
cultivo para analizar sus signos y sintomas que presentan en la planta en campo y
su ciclo de vida en mediante las muestras obtenidas en laboratorio;
permitiéndonos analizar, discutir y puntualizar los datos obtenidos en laboratorio

y asi determinar los aspectos mas relevantes de esta investigacion.
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2.4 Método

El disefio no experimental es aquel que se realiza sin manipular
deliberadamente las variables. Es observar fenomenos tal y como se dan en su
contexto natural, es decir que el investigador no podra realizar ningiin cambio en
las variables que influyen en el hecho el cual va analizar, verificando Gnicamente
los efectos, para alcanzar sus objetivos de estudio y que las interrogantes

planteadas tengan respuesta.

La investigacion se direcciona en un disefio no experimental, pues no se
realizd6 manipulacion de ninguna variable, es decir no se cambi6 la realidad del

cultivo de Babaco en el sector.

2.5. Métodos y técnicas

2.5.1 Métodos logicos

2.5.1.1 Descriptivo analitico

Utilizamos este método en la investigacion para describir el hongo Fito
patégeno encontrado en la muestra recogida en el cultivo y analizamos la muestra

recogida para poder confirmar los signos y sintomas el hongo identificado.
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2.5.1.2 Deductivo.

Para el avance de la investigacion se empled este método porque nos
permito recopilar la informacion de las caracteristica morfoldgica que presentan
el hongo permitiendo identificar al hongo fitopatégeno de mayor pérdida

econdémica en el cultivo de babaco (Carica pentagona).

2.5.1.3 Comparativo.

Es un procedimiento donde se realizd6 una de blsqueda sistematica de
similitudes con el objeto de estudiar su parentesco entre la identificacion de los
hongos y para encontrar el patégeno de mayor pérdida en el cultivo y con su

forma de reproduccion.

2.5.2 Técnicas

2.5.2.1 Observacion

Consiste en observar desde el lugar de los hechos, todos los sucesos de
manera directa y abierta con el propdsito de obtener informacion de primera mano

del fendmeno que se investiga.

La observacion permitird conocer la realidad en la que se desarrollan los
hongos, ademas permitird observar los signos y sintomas que presentan en el
cultivo. Como instrumento se utilizé un cuaderno de campo con el fin de apuntar

todos los sucesos observados.
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2.5.2.2 Fichaje

El fichaje consiste en la recoleccion y organizacion de la informacion
usando fichas, tradicionalmente en tarjetas como trozos rectangulares de papel,
pero también se considera como fichaje el almacenamiento de informacion

tabulada para estos mismos fines en bases de datos, o sea en formato digital.

Observacion cientifica, fichaje, permitié conocer la realidad en la que se
desarrollan los Hongos, ademas permitid observar los signos y sintomas que

presentan en el cultivo y poder confirmar en una planta sana.

2.6 Delimitacion del lugar

2.6.1 Ubicacion del ensayo

La presente investigacion se llevd a cabo en la Provincia de Cotopaxi,
Canton Salcedo mismo que se encuentra ubicado en la parte sur del Canton

Latacunga.

2.6.2 Ubicacion Politica

e Pais: Ecuador
¢ Provincia: Cotopaxi
e Canton: Salcedo

e Ciudad: Salcedo
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2.6.3 Ubicacion Geografica

Tabla 4. Coordenadas geograficas

Ubicacion Ecuador
Latitud 1°03°00” S
Longitud 78°35°00” W
Altitud 2800 msnm

Fuente: INAMHI 2013

Elaborado por: Mayra Chile

2.6.4 Caracteristicas del lugar

Tabla 5. Condiciones edafoclimaticas

Condiciones edafoclimaticas

Temperatura anual media 17 -15°C
°O)

Humedad Relativa (%) 80 %

Precipitacion anual (mm) 500 - 1500

Fuente: INAMHI 2013

Elaborado por: Mayra Chile
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Tabla 6. Aspectos fisicos

Pais Ecuador

Provincia Cotopaxi

Capital Latacunga

Canton Salcedo

Altitud 2800 msnm

Ubicacion Sur del Cantén Latacunga

Fuente: Datos Internet

Elaborado por: Mayra Chile

Tabla 7. Limites

NORTE | Bario San Francisco

SUR Barrio Yachil

ESTE Barrio San Marco

OESTE | Barrio Culua

Fuente: GAD Municipal del Canton Salcedo

Elaborado por: Mayra Chile




2.7 Metodologia

2.7.1 Reconocimiento del Lugar

Se realizdo un viaje al Sector San Francisco perteneciente al Canton

Salcedo, Provincia de Cotopaxi donde se eligieron las mejores muestras de la

parte de la planta afectada por el hongo para el procedimiento en el laboratorio

tomando en cuenta el ciclo de vida del patdgeno.

2.7.2 Diagnostico del Sector Escogido

Basandose en el andlisis agroclimatico del sitio a través de observaciones

y con la ayuda de un GPS se determind lo siguiente.

Tabla 8. ANALISIS AGROCLIMATICOS

Altitud 2800 msnm
Temperatura 17 °C

Suelo Arcilloso
Ph 8

Humedad relativa 92%

Fuente: El investigador

Elaborado por: Mayra Chile
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2.7.3 Diagnostico del cultivo

e Se Identific6 planta hospedante: en este caso es de babaco (Carica
pentagona) utilizamos informacion propia y del productor,
obteniendo el tipo de suelo, practicas de riego, fertilizaciéon y
aplicacion de fungicidas.

e Se observo los signos y sintomas de la enfermedad de manchas,
afiublo foliar, pudriciones, cancros o agallas.

e Serealizd una observacion con una lupa en campo de alto aumento
en el campo y un estereoscopio en laboratorio de la superficie de
las lesiones o tejidos muertos; esto nos permitid observar la

presencia de esporas, cuerpos fructiferos del hongo.

2.7.4 Toma de muestras

El método utilizado para esta actividad serd por cuotas, en la cual se fijan
unas “cuotas” que consistio6 en un numero de individuos que reiinen unas
determinadas condiciones se eligieron los primeros que se encuentren que

cumplan esas caracteristicas.

2.7.4.1 Procedimientos en la toma de muestras

Se extrajeron diferentes partes de plantas afectadas utilizando un bisturi o
tijeras en cada corte se procedié a esterilizar los materiales con alcohol y las
muestras vegetales se envasaron en bolsas de papel para que el exceso de
humedad sea absorbido por el papel las muestras, posteriormente se procedid a
colocar en una funda ziploc con su respectiva codificacion y se trasladd en una
hielera para evitar la deshidratacion de las muestras.
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2.8 Delimitacion de laboratorio

El laboratorio esta ubicado a 300m al sur de la Malteria Plaza, entre

calle General Montero y la carretera Panamericana Sur, en el Canton Latacunga.

2.8.1 Ubicacion politica

e Pais: Ecuador
e Provincia: Cotopaxi
e Canton: Latacunga

e Ciudad: Latacunga

2.8.2 Ubicacion geografica

e Latitud: 0°5544.8°S
e Longitud: 78°37.24.2°W
e Altitud: 2850 msnm

2.8.3 Preparacion del medio de cultivo

2.8.3.1 Materiales

e Cuchillo

e Ola

e Cernidor

e Erlenmeyer

e Vasos de precipitacion
e Varilla

e C(Cajas Petri

e Papel parafilm

la
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2.8.3.2 Reactivos

e 15gde Agar

e 20g de dextrosa o sacarosa
e 2 gdelevadura

e 500ml de agua destilada

e 200ml de almidén

2.8.3.3 Equipos

e Auto clave
e Cocina eléctrica
e (Cémara de flujo laminar

e Incubadora

2.8.3.4 Preparacion del AGAR

. Lavar y pelar las papas

Poner a hervir las papas en 500ml de agua destilada o purificada
durante 10 o 15 minutos

Filtrar el extracto

. Adicionar agua destilada hasta completar lo que se evaporo

3
4
5. Agregar los otros ingredientes (glucosa o sacarosa, agar y levadura)
6.
7
8
9

Calentar a fuego lento la mezcla por 1o 2 minutos
Colocar en dos Erlenmeyer en cantidades iguales (250 ml)
Tapar bien con algodon y papel aluminio para que no se riegue

Colocar en el autoclave durante 60 minutos y a 250 grados

10. Dejar enfriar por 20 minutos mas o menos.

11. Colocar la preparacion de manera equitativa en las cajas Petri
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2.8.4 Aislamiento

Tomamos porciones de las muestras con tejido enfermo, se procedio a
lavar en agua corriente, secamos los tejidos con papel absorbente y por tltimo se
desinfectd en una solucidén 2:1de cloro, se lavd dos veces con agua destilada
estéril y se elimind excesos de agua, colocamos el interior de una caja de Petri
estéril que contenga papel filtro esterilizado, este material lavado, desinfectado y
seco se coloca en cajas con PDA. Se incuba a 24°C y se observa se observa
durante los siguientes 5 dias, Se caracteriz6 al patdgeno que se desarrolld durante

este tiempo de observacion.

2.8.5 Purificacion

Se cortd puntas de micelio del borde de la colonia en crecimiento,
mediante agujas de diseccion flameadas. Esta pequefia porcion del hongo y agar
se depositaron en otras cajas con medios de cultivo estéril y de esta forma se

obtienen cultivos puros.

2.8.6 Inoculacion

Se procedié a inocular el hongo fitopatdogeno en el medio de cultivo, bajo
condiciones controladas de esterilidad y asepsia. Se esterilizaron los materiales a

utilizar.

Para este proceso realizamos un raspado del medio de cultivo, luego se
procedidé a la siembra de esporas o haustorios y por ultimo realizamos el cierre

hermético de la caja petri con cintas parafilm.
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2.8.7 Incubacion

Para la incubacion se us6 cajas Petri, las mismas que luego de la siembra
se coloco a en la incubadora a 24 °C y 70% de humedad relativa, durante 7 dias

aproximadamente segun tengamos el desarrollo de los micelios del hongo.

2.8.8 Caracterizacion

Observacion microscopica

Se tomd con mucho cuidado una pequeia muestra de la colonia del hongo
a estudiar con un bisturi, después colocamos una gota de agua destilada sobre el
portaobjetos y se procede a poner la muestra sobre el portaobjetos para luego
colocar el cubreobjetos y sea observado en el microscopio con un aumento de

20x.

Con la ayuda de un bisturi estéril se cuadricula el medio de cultivo de la
caja de Petri con PDA en cuadros de aproximadamente 1 cm’, este paso se realizé
en el interior de una campana de flujo laminar preparada para trabajar bajo

condiciones asépticas.

1. Dentro de la cdmara de flujo laminar, con la ayuda de un bisturi estéril,
uno de los cuadros de PDA se transfirid al portaobjetos que esta en la
camara de microcultivo; este portaobjetos debe de estar sobre el tridngulo
de vidrio.

2. Con la aguja de diseccion estéril o con un asa bacterioldgica estéril se

lleva el indculo a las orillas superiores e inferiores del cuadro de PDA.
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3. Se colocdé el cubre objetos sobre el cuadro de PDA inoculado,
procurando que quede bien centrado.

4. Se agregd 2ml de agua estéril, en el fondo de la camara de microcultivo
para mantener la humedad, sin mojar el area de crecimiento del hongo.
Los pasos 1-5 se llevan a cabo en el interior de una campana de flujo
laminar o en mesas de trabajo en condiciones asépticas.

5. Se sello la caja Petri del microcultivo con el parafilm y se rotulo.

6. El crecimiento del hongo se detiene cada 24 horas.

7. Se repiten los pasos del 1 al 7 para mas microcultivos, y detener su

desarroll6 a la 48, 72 y 96 horas. Respectivamente.

2.8.9 Descripcion

Para esto se utiliz6 el método comparativo a través de fotos microscopicas

y macroscopicas y el uso de claves taxondmicas.

De las cepas aisladas se hizo observaciones macroscopicas tales como:
forma de la colonia del hongo, color caracteristico del medio de cultivo, halo de

crecimiento de cada una de las colonias.

Luego se procedi6 a realizar placas fijas de cada una de las cepas aisladas
para posteriormente observar las estructuras microscopicas tales como: forma del

conididsporo, esporangiosporos, forma y tamafio de las esporas o conidios.

Para la realizacion de las placas fijas se procedié de la siguiente manera:

e Se prepararon las cajas Petri con las cepas de hongos aislados, una en

cada caja Petri.
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Se tomaron un trozo de cinta masking transparente de seis cm de largo y
se fijaron en el cuerpo fructifero, tomando directamente de la caja Petri,
donde se encuentran las cepas puras.

Se observaron al microscopio con objetivo de adecuados y se procedié a
tomar fotografias microscopicas de las diferentes estructuras con una
camara.

Se cre6 un archivo fotografico de las cepas, luego se realiz6 una
resiembra, la cual nos permitidé rectificar el desarrollo del hongo en
estudio.

Se realizd un cuadro comparativo con los hongos reaislados, para ver si

eran el mismo hongo que se inoculo.
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CAPITULO 111

3.- Resultados y conclusiones

3.1 Determinacion del hongo fitopatogeno de mayor impacto en el

cultivo de Babaco (Carica pentagona)

3.1.1 Observacion en campo

Mediante observacion investigada realizada en la provincia de Cotopaxi
canton Salcedo sector San Francisco , se pudo determinar que el hongo
fitopatogeno de mayor pérdida econdémica en el cultivo de Babaco (Carica
pentagona ) es Fusarium oxysporum por que produce una pérdida del 40 %  del
total de su produccion ya que a partir de los primeros meses sus hojas presentan
una clorosis y/o flacidez de sus hojas bajeras, como se ve en el grafico 1.

Presentando una pérdida 80% total en época de cosecha del cultivo.

Grafico 1: Inicio de Fusarium en el cultivo de Babaco
Fuente: Mayra Chile 66



La Fusariosis es  causado por el hongo Fusarium Oxysporum es
probablemente la enfermedad del Babaco mas comun. Esta es una de las especies
de mayor importancia fitopatologica, una de las que cuenta con mayor nimero de
plantas hospedantes y una de las especies que mayor dafio econdémico ocasiona
entre los patogenos de plantas. La especie tiene la capacidad de atacar un gran
numero de plantas de importancia agricola y ocasiona principalmente
marchitamientos vasculares, seguidos de la muerte ascendente de la planta

(Nelson, 1981).

Fusarium actualmente representa el segundo hongo mas frecuente en los
cultivos de babaco segin conversaciones con los agricultores del sector, es el
causante de infeccion fingica invasiva en la planta, frecuentemente con resultados

letales como muerte total. (Bushelman et al., 1995; Ortoneda et al., 2004)

El ciclo de vida del patdgeno progresa hasta la marchitez completa de las

plantas, como se ve en el grafico 2.

Grafico 2: Marchitez completa
que causa fusariosis en la planta.
Fuente: Mayra Chile
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3.2 Signos y sintomas del hongo fitopatogeno Fusarium oxysporum en

el cultivo Babaco (Carica pentagona).

3.2.1 Signos y sintomas del hongo fitopatégeno Fusarium oxysporum

bibliograficamente.

Fusariosis o Fusarium conocida también como la pudricion de las raices,
debido a que por ahi inicia su ataque causando el marchitamiento de la planta.

Presenta sintomas muy similares a la muerte descendente.

Ocasiona la destruccion del sistema radical del babaco. A nivel de la
corona, el tejido se torna de un color café que conforme avanza la enfermedad su
consistencia se torna acuosa, las hojas se vuelven clordticas, se marchitan hasta

que se caen, los frutos caen también hasta que muere toda la planta.

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos ampliamente
distribuidos en el suelo y plantas. Debido a su capacidad de crecer a 37°C, son

considerados oportunistas.

De las méas de 100 especies de Fusarium descritas, sélo 12 de ellas pueden
considerarse patdgenas para el humano, entre ellas destacan F. solani, F.

oxysporum y F. verticilloides, en orden decreciente de frecuencia.

La taxonomia para este género es bastante compleja y ha sufrido diversos
cambios desde las primeras descripciones hechas por Link en 1803. A pesar de los
avances en la taxonomia molecular, y la aparicion de metodologias como
MALDI-TOF, la taxonomia clasica continla vigente, aunque requiere de la

experiencia del observador.

Al microscopio, la fidlide es generalmente fina, con forma de botella;
simple o ramificada; cortas o largas; monofialidica (que emergen esporas de un

poro de la fidlide) o polifialidica (de varios poros).
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Las microconidias son esporas unicelulares, sin septas, hialinas, de

elipsoidales a cilindricas, rectas o curvadas.

Las macroconidias, son esporas de pared delgada, fusiformes, largas,
moderadamente curvadas, con varias células y de tres a cinco septas transversales,

con la célula basal elongada y la célula basal atenuada.

Las clamidosporas son esporas formadas a partir de la condensacion de
células de las hifas o de las macroconidias y se caracterizan por poseer paredes
bastante gruesas, lo que las hace muy resistentes a condiciones ambientales
desfavorables o a la ausencia de plantas hospedantes. Las clamidosporas se
forman simples o en pares, son terminales o intercalares y son las principales
responsables de la sobrevivencia del hongo en tejidos muertos de plantas

hospedantes o en el suelo (Nelson, 1981).

Existen distintos medios que permiten su crecimiento; entre ellos, agar
papa dextrosa (PDA), agar Sabouraud, agar Clavel (CLA), agar de Spezieller
Néhrstof-farmer (SNA) y agar avena. Los agares PDA y Sabouraud permiten
observar el diametro de la colonia, morfologia y pigmento (café, rojo, violeta,
naranja, gris, blanco) difusible al medio, mientras que el agar CLA, permite
observar el desarrollo de cadenas de microconidios y morfologia en detalle de

macroconidios. (Leslie J F, 2006, Piontelli, E. 2011)

3.2.2 Signos y sintomas observados en campo de Fusarium oxysporum

Mediante la observacion realizada en campo para determinar los signos y
sintomas del hongo fitopatégeno que mas dafio causa visitamos los cultivos de
Babaco en invernadero y se observo que habia muchas plantas que presentaban
muerte descendente con clorosis y amortiguamiento de hojas y tallo, de la misma
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manera otras ya sin hojas y con pocos frutos que colgaban del tallo pero de la
misma forma amortiguados con los cuales se determind que estas plantas han

sido afectadas por el hongo Fusarium oxysporum.

Se observan plantas cuyas hojas inicia clorosis y/o flacidez de las hojas

bajeras, se marchitan y se secan desde la punta hasta la base, grafico 3.

Grafico 3: Clorosis y marchitamiento en hojas
Fuente: Mayra Chile

La enfermedad progresa hasta la marchitez completa de la planta, grafico
4. Los sintomas se presentan con frecuencia a lo largo de un lado de la planta. La
marchitez es principalmente causada por la colonizacion de los haces vasculares

por lo que un sintoma caracteristico de la enfermedad es la decoloracion vascular.

Grafico 4: Marchitez completa de la planta

Fuente: Mayra Chile 20



Dado que este tipo de sintoma puede ser causado por otras enfermedades,
hay que inspeccionar el tallo y cortarlo en forma longitudinal grafico 5 para
completar el diagnéstico: la podredumbre basal por Fusarium se confirma si
observamos la decoloracion castafia y la destruccion parcial o total de las raices,

grafico 6 asi como una pudricion parda (Sinavimo, 2010).

A kT2 ki?

Grafico 5: Corte longitudinal y Grafico 6: Destruccion de la raiz

podredumbre vascular . Fuente: Mayra Chile
Fuente: Mayra Chile

Las hojas infectadas o las partes de la planta infectadas pierden su
turgencia, se debilitan, adquieren una tonalidad que va del verde claro al amarillo

verdoso, decaen y finalmente se marchitan y mueren.

En los vasos xilematicos de tallos, raices y otros drganos afectados, puede
haber micelio y esporas del hongo. Algunos de los vasos xilematicos son
obstruidos por el micelio, las esporas o bien los polisacaridos que produce el

hongo (Agrios, 1996; citado por Rueda, 2010).

Fusarium oxysporum infecta a la planta a través de las raices y una vez que
alcanza el sistema vascular coloniza toda la plata causando la marchitez por la
colonizacion vascular. El patégeno Iuego se reproduce produciendo

microconidias, macroconidias y clamidiosporas.
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3.3 Caracterizacion de macro y micro estructuras de Fusarium

oxysporum.

3.3.1 Macro estructuras

En el laboratorio se realizO una observacion detallada de la muestra

recolectada, observando en la misma una decoloracion y marchitamiento del tallo.

Fusarium es un hongo que crese rapidamente en agar papa dextrosa grafico
7, a 25 ° C, produciendo un micelio algodonoso e incoloro al principio gréafico 8,
pero conforme madura adquiere un color crema o blanquecino y bajo ciertas
condiciones adquiere una tonalidad rosa palido, rojo o purpura grafico 9. (Dias de

Castro Et Al., 2007)

Este patogeno produjo un micelio septado hilado donde se puedo observar

tres tipos de diferentes esporas axesuales:

Se formo6 primero microconidias esporas que crecieron en el micelio de

forma elipsoidal y cilindrica, curvada.

Luego los macroconidios esporas tipicas del fusarium que se produjeron
en el micelio aéreo solo y algunos en cadenas y con una o dos células son esporas
de pared delgada, algunas largas y moderadamente curvadas, Segun (Diaz de
Castro Et Al, 2007) estas son las esporas que el hongo produce con mayor

frecuencia y abundancia en todas las condiciones.
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Estas esporas son las que el hongo forma con més frecuencia en el interior
de los vasos de las plantas infectadas, o en el torrente sanguineo en el caso de

animales y humanos (Diaz de Castro Et Al., 2007).

También se observd el ultimo tipo de espora que son las clamidiosporas,
que estan constituidas por una o dos células, son terminales y las responsables de

la sobrevivencia del hongo por mas tiempo. (Nelson, 1981).

Estos tres tipos de esporas se formaron en el medio de cultivo de PDA de

hongo durante el proceso practico de esta investigacion.

Las colonias presentaron un aspecto velloso en el centro y difuso a su
alrededor, el crecimiento lento de 2.5cm a los siete dias grafico 10, inicialmente se

present6 de color blanco y luego en el fondo de la siembra se torno gris.

Internamente puede observarse una decoloracion café en los tejidos
vasculares cuando la planta es atacada por Fusarium oxysporum las raices
permanecen inicialmente intactas, en contraposicion a los ataques por otras
especies de Fusarium que destruyen la base del tallo o las raices. (Cardenas,

2002)

Grafico 7: Siembra en PDA. Grafico 8: Micelio algodonoso y

Fuente: Mayra Chile blanco.
Fuente: Mayra Chile



Grafico 9: Micelio de color Gréﬁ(.:o 10: Micelio rosa
rosa durazno al fondo. y gris a los 7. dias.
Fuente: Mayra Chile Fuente: Mayra Chile

3.3.2 Microestructuras

Macroconidias Clamidiosporas

Monofiliades

Microconidias
Grafico 11.- Estructura microscopica de fusarium oxysporum
Fuente: Araceli Monzo6n y Juan Luis Rodriguez.

3.3.2.1 Infeccion

Se forma mediante una planta susceptible que por condiciones climaticas
favorables para el patdogeno ya sea por exceso de agua, plantas contaminadas o por

haber utilizado herramientas sin desinfectar, este hongo se empieza a desarrollar
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en la raiz, causando taponamiento en los haces vasculares de la planta, impidiendo
que las sustancias circulen por el xilema, provocando asi muerte de tejidos del

tallo y provocando la muerte descendente de la planta.

3.3.2.2 Formacion de microconidias

Luego de la infeccion se empiezan a formar los microconidias, donde
segun la literatura del investigador Luis Pérez Vicente del Instituto de
Investigacion de Sanidad Vegetal (INISAV) de Santa Marta - Colombia ratifica
que los microconidias cumplen el papel de invasion sistémica de los tejidos

huésped los cuales se transportan facilmente por el agua y los nutrientes.

3.3.2.3 Formacion de macroconidias

Segin el investigador del (INISAV) este tipo de esporas son las

encardadas de provocar la infeccion en campo.

3.3.2.4 Formacion de clamidosporas.

Es la ultima fase del ciclo de vida del Fusarium pudiendo ser esta no la
mas importante, este se forma por una o dos células, tiene una pared gruesa, se
puede formar solitario o en cadenas y puede sobrevivir muchos periodos en el

suelo con o sin la planta huésped susceptible.
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Grafico 12. Descripcion de micro estruccturas de Fusarium oxysporum

vista con un lente de 20x.

Grafico 12: Figura A. observamos la microconidia con una longitud de
17,00 pm; Figura B. tenemos la macroconidia que tiene una longitud de 54,32
um; Figura C. La clamidospora es tiene una longitud de 33.24 pm. Todas las
imagenes fueron tomadas en laboratorio con el microscopio Infinity Capture y

medidas con el programa Infinity Analyce.
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3.4 Descripcion de ciclo de vida del hongo Fusarium oxysporum, en

condiciones de laboratorio.

Tabla 9. Descripcion del ciclo de vida

.. Tiempo/Tem .. .
Actividad DEFROER Imagen Observacion Microscopio] Aumento
Inoculacién | 10 min. a 19
del hongo oC
Presenciade | 3diasa24
20x0.40 pH1
microconidias °c x pH
Formacionde| 5 400094
macroconidia °c 20x 0.40 pH1
s
Liberacion de
clamidospora 20x 0.40 pH1
s
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CONCLUSIONES

Se logro determinar en campo a Fusarium oxysporum como hongo
fitopatogeno que causa mayor pérdida econdmica en la produccion

del cultivo de babaco.

Los signos y sintomas que presenta Fusarium oxysporum en la
planta fue clorosis foliar, marchitamiento, desdoblamiento vascular

y pudricion radicular, sintomas observados en campo.

La caracterizacion de macro y micro estructuras obtenidas en el
medio de cultivo PDA nos permiti6é observar micelio blanquecino
que produce este hongo e identificar microscOpicamente
macroconidias, microconidias y las clamidosporas, las cuales

fueron comparadas con la bibliografia.

El ciclo de vida fue de 7 dias primero formando un micelio
blanquecino donde pudimos observar microconidias a los 3 dias,
las macroconidias a los 5 y observando clamidospora a los 7 dias,

dandonos un total de 7 dias y corroborando con lo escrito.
La guia didactica nos permite dar informacién detallada y de

mucha importancia a cerca de este hongo fitopatdgeno que servira

a los productores de babaco.
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RECOMENDACIONES

Una investigacion previa acerca de las enfermedades que causan
dafio en el cultivo para determinar el hongo que mas acata al

cultivo.

Observar los signos y sintomas que presenta la enfermedad en
campo, y comparar bibliograficamente para identificar con

exactitud el hongo que vamos a investigar.

Caracterizar las macro y micro estructuras utilizando el lente 20, el
cual nos permiti6 observar con mas claridad las estructuras del

hongo.

Determinar el ciclo de vida del hongo con la ayuda de la
caracterizacion de macro y micro estructuras, para saber la fase

que se puede controlar este patdgeno.
Compartir la presente investigacion utilizando la guia didéctica

como medio de informacion para que los agricultores puedan dar

un mejor control a los hongos fitopatdgenos.
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Elaboracion de la guia didactica de la caracterizacion morfologica

del hongo fusarium (Fusarium oxysporun).
Resumen

Fusarium o muerte descendente de la planta, en el cultivo de Babaco (Carica
pentagona) es la enfermedad que mas dafio causa provocando complejas pérdidas

por parte de este hongo fitopatdgeno.

Durante los primeros ciclos de vida aparecen los sintomas como clorosis y/o
flacidez foliar, marchitamiento completo de la planta y decoloracion vascular
conjuntamente de pudricion total o parcial de las raices. Observados en los

imnvernaderos del canton Salcedo sector San Francisco.

Los objetivos de este estudio fueron identificar el hongo que més dafio causa al
cultivo, identificar signos y sintomas de fusariosis, caracterizar macro y micro
estructuras en laboratorio, describir el ciclo de vida del hongo fitopatdgeno y

elaborar una guia didactica.

Las muestras de las plantas enfermas con sintomas de fusariosis se recolectaron en
el canton Salcedo sector San Francisco. La determinacion del agente causal de
esta enfermedad se realizd en campo, observando los signos y sintomas, y la otra
en el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Técnica de Cotopaxi
utilizando como medio de cultivo PDA (Agar Papa Dextrosa). Unidos los dos
métodos se identifico a Fusarium oxysporum como causante de la fusariosis o

muerte descendente del cultivo de Babaco.

Las macroestructuras de este hongo, presenta micelio blanquecino y en el fondo
del medio de cultivo se torna un color rosa durazno, estas caracteristicas se
demostr6 en laboratorio macroscopicamente siendo comparadas con la
bibliografia para mayor certeza. Mientras que en su microestructura Fusarium

oxysporum desarrolla Microconidias, Macroconidias y Clamidosporas.

La importancia de este estudio es determinar como causa dafio esta enfermedad,
permitiéndonos asi elaborar una guia didactica caracterizada de Fusarium

oxysporum que servira a los agricultores de la zona y del pais.
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Introduccion

Seglin entrevistas realizadas a los agricultores del sector Salcedo el
problema de mas incidencia es el patégeno Fusarium oxysporum el cual provoca
la enfermedad conocida cominmente como Marchitez o muerte de la planta
debido a que ataca los tejidos de la misma impidiendo el paso de los nutrientes.
Fusarium oxysporum permanece en el suelo por largos periodos considerado asi
como un sapréfito, sin embargo, tienen la capacidad para ingresar a la planta por
medio de la raiz y tapando los haces vasculares y provocando la muerte tejidos.
Sus fases de crecimiento son los microconidios los cuales son los encargados de
invasion de tejidos, los macroconidios se consideran los mas peligrosos porque
son los encardados de la infeccion y las clamidosporas son las que sobreviven

muchos periodos, en el suelo.
Materiales y métodos
Toma de muestras

El método utilizado para esta actividad serd por cuotas, en la cual se fijan
unas “cuotas” que consisti6 en un numero de individuos que relinen unas
determinadas condiciones se eligieron los primeros que se encuentren que

cumplan esas caracteristicas.
Procedimientos en la toma de muestras

Se extrajeron diferentes partes de plantas afectadas utilizando un bisturi o
tijeras en cada corte se procedié a esterilizar los materiales con alcohol y las
muestras vegetales se envasaron en bolsas de papel para que el exceso de
humedad sea absorbido por el papel las muestras, posteriormente se procedid a
colocar en una funda ziplop con su respectiva codificacion y se trasladdé en una

hielera para evitar la deshidratacion de las muestras.
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Laboratorio

Preparacion del medio de cultivo PDA

Materiales
e Cuchillo
e Olla

e Cernidor

e Erlenmeyer

e Vasos de precipitacion
e Varilla

e C(Cajas Petri

e Papel parafim

Reactivos

e 15gde Agar

e 20g de dextrosa o sacarosa
e 2 gdelevadura

e 500ml de agua destilada

e 200ml de almidén

Equipos

e Auto clave
e Cocina eléctrica
e (Cémara de flujo laminar

e Incubadora
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Preparacion

1. Lavar y pelar las papas

2. Poner a hervir las papas en 500ml de agua destilada o purificada
durante 10 0 15 minutos
Filtrar el extracto
Adicionar agua destilada hasta completar lo que se evaporo

Agregar los otros ingredientes (glucosa o sacarosa, agar y levadura)

3

4

5

6. Calentar a fuego lento la mezcla por lo 2 minutos

7. Colocar en dos Erlenmeyer en cantidades iguales (250 ml)

8. Tapar bien con algodon y papel aluminio para que no se riegue
9. Colocar en el autoclave durante 60 minutos y a 250 grados

10. Dejar enfriar por 20 minutos mas 0 menos.

11. Colocar la preparacion de manera equitativa en las cajas Petri

Aislamiento

Tomamos porciones de las muestras con tejido enfermo, se procedio a
lavar en agua corriente, secamos los tejidos con papel absorbente y por tltimo se
desinfecto en una solucioén 2:1de cloro, se lavd dos veces con agua destilada
estéril y se elimind excesos de agua, colocamos el interior de una caja de Petri
estéril que contenga papel filtro esterilizado, este material lavado, desinfectado y
seco se coloca en cajas con PDA y/o Jugo v8 agar solidificado. Se incuba a 24°C y
se observa se observa durante los siguientes 5 dias, caracterice al patégeno que se

desarrolla durante este tiempo de observacion.
Purificacion

Se cortd puntas de micelio del borde de la colonia en crecimiento,
mediante agujas de diseccion flameadas. Esta pequefia porcion del hongo y agar
se depositaron en otras cajas con medios de cultivo estéril y de esta forma se

obtienen cultivos puros.
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Inoculacion

Se procedié a inocular el hongo Fitopatégeno en el medio de cultivo,
bajo condiciones controladas de esterilidad y asepsia. Se esterilizaron los

materiales a utilizar.

Para este proceso realizamos un raspado del medio de cultivo, luego se
procedié a la siembra de esporas o haustorios y por ultimo realizamos el cierre

hermético de la caja Petri con Parafilm.
Incubacion

Para la incubacion se us6 cajas Petri, las mismas que luego de la siembra
se coloco a en la incubadora a 24 °C y 70% de humedad relativa, durante 7 dias

aproximadamente segun tengamos el desarrollo de los micelios del hongo.

Caracterizacion

Observacion microscopica

Se tomd con mucho cuidado una pequeia muestra de la colonia del hongo
a estudiar con un bisturi, después colocamos una gota de agua destilada sobre el
portaobjetos y se procede a poner la muestra sobre el portaobjetos para luego

colocar el cubreobjetos y sea observado en el microscopio con un aumento de

20x.

Con la ayuda de un bisturi estéril se cuadricula el medio de cultivo de la
caja de Petri con PDA en cuadros de aproximadamente 1 cm 2, este paso se
realiz6 en el interior de una campana de flujo laminar preparada para trabajar bajo

condiciones asépticas
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Dentro de la camara de flujo laminar, con la ayuda de un bisturi
estéril, uno de los cuadros de PDA se transfirié al portaobjetos que
estd en la camara de microcultivo; este portaobjetos debe de estar
sobre el tridngulo de vidrio.

Con la aguja de diseccion estéril o con un asa bacterioldgica estéril
se lleva el inoculo a las orillas superiores e inferiores del cuadro de
PDA.

Se colocd el cubre objetos sobre el cuadro de PDA inoculado,
procurando que quede bien centrado.

Se agregd 2ml de agua estéril, en el fondo de la cdmara de
microcultivo para mantener la humedad, sin mojar el area de
crecimiento del hongo. Los pasos 1-5 se llevan a cabo en el interior
de una campana de flujo laminar o en mesas de trabajo en
condiciones asépticas.

Se sello la caja Petri del microcultivo con el Parafilm y se rotulo.
El crecimiento del hongo se detiene cada 24 horas.

Se repiten los pasos del 1 al 7 para mas microcultivos, y detener su

desarrollo a la 48, 72 y 96 horas. Respectivamente.

Descripcion

Caracterizacion de hongos fitopatdgenos: para esto se utiliz6 el método

comparativo a través de fotos microscopicas y macroscopicas y el uso de claves

taxondmicas

De las cepas aisladas se hizo observaciones macroscopicas tales como:

forma de la colonia del hongo, color caracteristico del medio de cultivo, halo de

crecimiento de cada una de las colonias.

Luego se procedi6 a realizar placas fijas de cada una de las cepas aisladas

para posteriormente observar las estructuras microscopicas tales como: forma del

conidiosporo, esporangiosporos, forma y tamafio de las esporas o conidios.
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Para realizacion de las placas fijas se procedieron de la siguiente manera:

e Se prepararon las cajas petris con las cepas de hongos aislados, una en
cada caja Petri.

¢ Se tomaron un trozo de cinta masking transparente de seis cm. De largo y
se fijaron en el cuerpo fructifero, tomando directamente de la caja Petri,
donde se encuentran las cepas puras.

e Se observaron al microscopio con objetivo de adecuados y se procedié a
tomar fotografias microscopicas de las diferentes estructuras con una
camara.

e Se cred un archivo con las fotografias tomadas de las cepas para luego
realizo los postulados de koch y cumplié con el cuarto item.

e Este, se realizd6 un cuadro comparativo con los hongos re-aislados, para

ver si eran el mismo hongo que se inoculo.

Resultado y discusion

Signos y sintomas del hongo Fusarium oxysporum.

Fusarium conocida también como la pudricion de las raices, debido a que
por ahi inicia su ataque causando el marchitamiento de la planta. Presenta

sintomas muy similares a la muerte descendente.

Ocasiona la destruccion del sistema radical del babaco. A nivel de la
corona, el tejido se torna de un color café que conforme avanza la enfermedad su
consistencia se torna acuosa, las hojas se vuelven clordticas, se marchitan hasta

que se caen, los frutos caen también hasta que muere toda la planta.

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos ampliamente
distribuidos en el suelo y plantas. Debido a su capacidad de crecer a 37°C, son

considerados oportunistas.
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De las mas de 100 especies de Fusarium descritas, s6lo 12 de ellas pueden
considerarse patdgenas para el humano, entre ellas destacan F. solani, F.

oxysporum y F. verticilloides, en orden decreciente de frecuencia.

La taxonomia para este género es bastante compleja y ha sufrido diversos
cambios desde las primeras descripciones hechas por Link en 1803. A pesar de los
avances en la taxonomia molecular, y la aparicion de metodologias como
MALDI-TOF, la taxonomia clasica continla vigente, aunque requiere de la

experiencia del observador.

Al microscopio, la fidlide es generalmente fina, con forma de botella;
simple o ramificada; cortas o largas; monofialidica (que emergen esporas de un

poro de la fidlide) o polifialidica (de varios poros).

Los macroconidios presentan forma de medialuna, hialinos y septados.
Para su correcta clasificacion es importante el largo, ancho, curvatura, septos,
agrupaciones mucoides (esporodoquios) y detalles de las células de los extremos

(célula apical y pie).

Los microconidios, ausentes en algunas especies, poseen variadas formas
(fusiformes, ovales, clavadas, entre otras), agrupaciones (estructuras mucoides
llamadas “falsas cabezas”), en cadenas largas o cortas; todas observables a la lupa
(40x). Otro tipo de conidios son los mesoconidios, que son similares pero de

menor tamafio que los macroconidios y nunca forman estructuras mucoides.

Por 1ultimo, pueden observarse las clamidosporas caracteristicas con doble

pared gruesa, lisa o rugosa; de manera aislada, en pareja o en grupo.

Signos y sintomas observados en campo del hongo Fusarium

oxysporum.

Mediante la observacion realizada en campo para determinar los signos y
sintomas del hongo fitopatdgeno que mas dafio causa visitamos los cultivos de

Babaco en invernadero y se observo que habia muchas plantas que presentaban
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muerte descendente con clorosis y amortiguamiento de hojas y tallo, de la misma
manera otras ya sin hojas y con pocos frutos que colgaban del tallo pero de la
misma forma amortiguados con los cuales se determind que estas plantas han

sido afectadas por el hongo Fusarium oxysporum.

Se observan plantas cuyas hojas inicia clorosis y/o flacidez de las hojas

bajeras, se marchitan y se secan desde la punta hasta la base.

Grafico 1: Clorosis y
Marchitamiento en hojas
Fuente: Mayra Chile

La enfermedad progresa hasta la marchitez completa de la planta. Los
sintomas se presentan con frecuencia a lo largo de un lado de la planta. La
marchitez es principalmente causada por la colonizacion de los haces vasculares

por lo que un sintoma caracteristico de la enfermedad es la decoloracion vascular.

Grafico 2: Marchites completa de la planta
Fuente: Mayra Chile
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Dado que este tipo de sintoma puede ser causado por otras enfermedades,
hay que inspeccionar el tallo y cortarlo en forma longitudinal para completar el
diagnostico: la podredumbre basal por Fusarium se confirma si observamos la
decoloracion castafia y la destruccion parcial o total de las raices, asi como una

pudricion parda (Sinavimo, 2010).
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Grafico 3: Corte longitudinal y Grafico 4: Destruccion de la raiz
podredumbre vascular . Fuente: Mayra Chile

Fuente: Mayra Chile

Las hojas infectadas o las partes de la planta infectadas pierden su
turgencia, se debilitan, adquieren una tonalidad que va del verde claro al amarillo

verdoso, decaen y finalmente se marchitan y mueren.

En los vasos xilematicos de tallos, raices y otros drganos afectados, puede
haber micelio y esporas del hongo. Algunos de los vasos xilematicos son
obstruidos por el micelio, las esporas o bien los polisacaridos que produce el

hongo (Agrios, 1996; citado por Rueda, 2010).

Fusarium oxysporum infecta a la planta a través de las raices y una vez que
alcanza el sistema vascular coloniza toda la plata causando la marchitez por la

colonizacion vascular. El patégeno Iuego se reproduce produciendo

microconidias, macroconidias y clamidiosporas.
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Caracterizacion de macro y micro estructuras de Fusarium oxysporum

Macro estructuras

En el laboratorio se realizd una observacion detallada de la muestra

recolectada, observando en la misma una decoloraciéon y marchitamiento del tallo.

Fusarium es un hongo que crese rapidamente en agar papa dextrosa a 25 °
C, produciendo un micelio algodonoso e incoloro al principio, pero conforme
madura adquiere un color crema o blanquecino y bajo ciertas condiciones

adquiere una tonalidad rosa palido, rojo o purpura. (Diaz de Castro et al., 2007)

Estas esporas son las que el hongo forma con més frecuencia en el interior
de los vasos de las plantas infectadas, o en el torrente sanguineo en el caso de

animales y humanos (Diaz de Castro et al., 2007).

Las colonias presentaron un aspecto velloso en el centro y difuso a su
alrededor, el crecimiento lento de 2cm a los 3 dias, inicialmente se presentd de

color blanco y luego en el fondo de la siembra se tornd rosa durazno.

Desarrollo en medio de cultivo PDA de Fusarium oxysporum

Grafico 5: Siembra en PDA. Grafico 6: Micelio algodonoso y
Fuente: Mayra Chile blanco.
Fuente: Mayra Chile
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Grafico 7: Micelio de color Grafico 8: Micelio rosa
rosa durazno al fondo. y gris a los 7 dias.
Fuente: Mayra Chile Fuente: Mayra Chile

La morfologia de las colonias es muy variable y puede presentar dos tipos: una de
tipo micelial caracterizada por la produccion de abundante micelio aéreo,
algodonoso, con una coloracion variable, de blanco a rosado durazno, pero
usualmente con un tinte purpura o violeta mas intenso en la superficie del agar y
pocas microconidias (Booth, 1970; citado por Garcés et al., 2001) y una de tipo
pionotal con la formacién de poco o ningun micelio aéreo y abundantes
microconidias. El hongo produce tres clases de esporas: microconidias,
macroconidias y clamidosporas (Nelson et al., 1981; citado por Garcés et al.,

2001).
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Microestructuras

Descripcion de microestructuras de Fusarium oxysporum vista con un

lente de 20x.

Grafico 9: Figura A. observamos la microconidia con una longitud de
17,00 pm; Figura B. tenemos la macroconidia que tiene una longitud de 54,32
um; Figura C. La clamidiospora es tiene una longitud de 33.24 um. Todas las
imagenes fueron tomadas en laboratorio con el microscopio Infinity Capture y

medidas con el programa Infinity Analyce.
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Descripcion del ciclo de vida del hongo Fusarium oxysporum en

condiciones de laboratorio.

.. Tiempo/Tem . .
Actividad —— Imagen Observacion Microscopio] Aumento
Inoculacién | 10 min. a 19
del hongo oC
Presenciade | 3dias a24
20x0.40 pH1
microconidias °c x pH
Formacionde| 5 400094
macroconidia °c 20x 0.40 pH1
s
Liberacion de
clamidospora 20x 0.40 pH1
s
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GLOSARIO

Fitopatogeno: Es un organismo, en general microorganismo, que causa
enfermedades en las plantas por medio de disturbios en el metabolismo
celular causado por la secrecion de enzimas, toxinas, fitoreguladores y
otras sustancias y, ademas, por la absorcién de nutrientes de la célula para
su propio crecimiento. Algunos fitopatdogenos pueden causar también
enfermedades por crecer y multiplicarse en el xilema y en el floema de la
planta y, por ende, por bloquear el transporte de agua y nutrientes desde la
raiz hacia las hojas o el flujo de savia desde las hojas hacia el resto de la
planta.

Ahogamiento o secadera: Muerte rapida y colapso de plantulas muy
jovenes que se cultivan en el campo o en el almacigo.

Antracnosis: Lesion necrética que se asemeja a una ulcera profunda y que
se produce en el tallo, hojas, frutos o flores de las plantas hospedantes.
Cancro: Herida localizada o lesion necroética; con frecuencia sumida bajo
la superficie del tallo de una planta lefiosa.

Decaimiento: Crecimiento deficiente de las plantas; las hojas son
pequefias, quebradizas, amarillentas o de color rojo; las plantas muestran
cierto grado de defoliacion y muerte descendente.

Manchas foliares: Lesiones localizadas en las hojas de los hospedantes
que constan de células muertas y colapsadas.

Muerte descendente: Necrosis generalizada de las ramitas de las plantas
que se inicia en sus puntas y avanza hacia su base.

Pudricion basal del tallo: Desintegracion de la parte inferior del tallo.
Pudriciéon de la raiz: Pudricion o desintegracion de todo el sistema
radical de una planta o parte de ¢él.

Pudriciones blandas y pudriciones secas: Maceracion y desintegracion
de frutos, raices, bulbos, tubérculos y hojas carnosas de las plantas.

Sarna: Lesiones que se producen sobre el fruto, hojas, tubérculos y otros
organos de las plantas hospedantes, por lo comin ligeramente realzadas o

bien profundas y agrietadas, lo cual les da una apariencia costrosa.

94



Tizén: Coloracion café general y extremadamente rapida de las hojas,
ramas, ramitas y organos florales de una planta, que dan como resultado la
muerte de estos érganos.

Marchitamiento: Por lo comun, es un sintoma secundario generalizado en
el que las hojas o los retonos de las plantas pierden su turgencia y se
cuelgan debido a las alteraciones que sufre el sistema vascular de la raiz o
del tallo.

Mildiu: Zonas necroticas o cloroticas que aparecen sobre las hojas, tallo y
frutos de una planta y que por lo comun se cubren con el micelio y los
cuerpos fructiferos del hongo.

Roya: Muchas lesiones pequefias, por lo comin de color rojizo, que
aparecen sobre las hojas o el tallo de las plantas.

Microconidias: Esporas unicelulares, sin septas, hialinas, elipsoidales a
cilindricas, rectas o curvadas; se forman sobre fialides laterales, cortas,
simples o sobre conididforos poco ramificados.

Macroconidias: Esporas de paredes delgadas, fusiformes, largas,
moderadamente curvadas en forma de hoz, con varias células y de 3 a 5
septas transversales, con la célula basal elongada y la célula apical
atenuada; las macroconidias tiene un tamano de 27 a 46 micras .
Clamidosporas: Esporas formadas a partir de la condensacion del
contenido de las hifas y de las conidias, de paredes gruesas. Se forman

simples o en pares, terminales o intercalares.
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