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RESUMEN

La presente investigacion “CARACTERIZACION MORFOLGE? DE
HONGOS DE FITOPATOGENOS EN EL CULTIVO DE YUCAManihot
esculenta)” se realiz6 en el Sector Los Laureles, Cantén Lland) Provincia de
Cotopaxi localizada a N 0706198 S9889232 y a 586 nm con un Temperatura
de 23°C y una Humedad relativa del 92 % con ekt de caracterizar
morfolégicamente al hongo fitopatdgeno de maggracto en la produccién del
cultivo de yuca(Manihot esculenta), mediante la identificacion de los signos y
sintomas en campo, caracterizar su macro y nstraguras, el ciclo de vida en
condiciones de laboratorio y elaborar una guiaddick del hongo en estudio.
Para el desarrollo de esta investigacion se viditagar donde se tomé muestras
de hojas y raices infectadas con caracteristicaslasts posteriormente se
etiquetd y se transport6 al laboratorio. Dentrolaebratorio para su reproduccion
en primer lugar se elaboré el agar en un lapso e &s, se tomé 3 mm de tejido
enfermo, se desinfecté con una solucién de 2:llatexc luego se inoculd en el
medio de cultivo y se sellé con papel parafilm.aPar incubacion se requirié una
temperatura de 24°C con una humedad relativa délpty un lapso de 5 dias. En
conclusion durante el trascurso de la investigas&observo que el ciclo de vida
del hongo que dur6 5 dias en los primeros 2 diasbservo la presencia de un
micelio algodonoso aéreo de color blanquecino dem2y al quinto dia se
presentd un micelio de color grisaceo, y a trav&sud microscopio olympus
trinocular con lente 40x se identifico hifas aktgs y ramificadas de 20 yum
clamidiosporas globosas de 7um macronidios senmosude 3 a 5 septos,
micronidios hialinos con cabeza falsa de uno asggsos de 3,08 um. luego de
los resultados obtenidos se elabor6 un guia d@#admo precedente para

futuras investigaciones.
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ABSTRACT

This research MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF PHOPATHOGENIC
FUNGI INTO YUCCA CROPS (Manihot esculenta) AT LORWURELES SECTOR, LA
MANA CANTON DURING 2015 PERIOD located at N 070@1$9889232 and 586 MSL
with a temperature of 23 °C and a relative humidify 92% in order to characterize
morphologically the pathogenic fungus with the ggetiimpact in the production of yucca
(Manihot esculenta), by identifying the signs arghptoms in fields, characterizing their
macro and microstructures; and the life cycle ioofatory conditions, a teaching guide of
fungus on study was developed. For the developmiketitis research, the researcher visited
the place where samples of infected leaves and mibh similar characteristics were taken;
subsequently, they were labeled and transportethaolaboratory. At the laboratory to
reproduce it, first agar was prepared in a perio8 lwours, 3 mm of diseased tissue was taken
and it was disinfected with a solution of 2:1 Charthen it was inoculated in the culture and
sealed with paper parafilm. For its incubation termagure of 24 °C was required with a
relative humidity of 70% for a period of 5 days.conclusion; during the investigation, it was
found that the life cycle of the fungus which lasgedays, in the first 2 days the presence of
air cottony mycelium whitish 2 cm was observed #mel fifth day showed a mycelium of
grayish, and through a trinocular microscope: Olym@Ox lens, elongated and branched
hyphae of 20 microns “globosas chlamydospores” wiictons semi-curved “macronidios” of
3-5 septa, hyaline “micronidios” with false headrr one to two septa of 3.08 microns were
identified. After, the results obtained, the resbar did an educational guide to precedent that

encourages further research that was developed.



INTRODUCCION

La pudricion de la raiz causada por el hoffgasarium oxysporum) es probablemente
la enfermedad de la yuca de mayor importancia@uoaa a nivel mundial. Se puede decir
gue este es el problema de hongos patégenos ntiés cpiie afecta la produccion de este

tubérculo que merma el rendimiento de 20 a 408 tde la cosecha

En el Ecuador esta enfermedad ha presentado udadgéiel 60 % en las
cosechas provocando la obtencién de un productmala calidad y malos ingresos

econdmicos para los agricultores.

El hongo fitopatégeno(Fusarium oxysporum) es el agente que causa la
enfermedad de la pudricion de raiz o marchitamigxao que invade y deteriora el

sistema vascular de la planta, que por ello sehitarg, finalmente, muere

El hongo penetra en la planta por las raices, mvadgo algunos vasos del
xilema y pronto tapona todo el sistema vascular. pEimer sintoma es un
amarillamiento, mas adelante se observa la marctiddas hojas por falta de nutrientes

y, por ultimo, la defoliacion de la planta.



JUSTIFICACION

La presente investigacion se realiza por queukivo de yuca en el Ecuador
representa el 23,38% del area total cultivado e ® pais, ya que es un producto
indispensable para la alimentacion humana, aniyngbarte de los procesos
agroindustriales caracterizado, por la practicacasi todas las regiones del pais,
debido a que produce en casi todas las zonagsunabr presentar pocas exigencias
para su produccion.

La presencia de este hongo fitopatdgeno puedeooeasina pérdida del 60%
de su productividad, motivo por el cual se proptmesiguiente investigacion, que
pretende brindar una base de informacién que seamgricultor para tomar decisiones
oportunas y tener una guia para el control de ewfgades producidas por hongo
fitopatogeno, mediante el reconocimiento de Igaas, sintomas y el ciclo de vida lo
cual permitira reducir los costos e incrementar pdaduccién, elaborando una guia
didactica para un mejor conocimiento del patédermual coadyuvara a un adecuado

conocimiento de la enfermedad para obtener utugto de mejor calidad.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar Morfolégicamente el hongo fitopatGgem el cultivo de yuca

(Manihot esculenta), Sector Los Laureles, Cantén La Mana - Cotopaxi520

OBJETIVO ESPECIFICOS

» Determinar el hongo fitopatdgeno de mayor impaciolee produccion del
cultivo de yuca(Manihot esculenta).

 Identificar signos y sintomas del hongo fitopatagetel yuca (Manihot
esculenta) en campo.

» Caracterizar macro y microestructuras del patdgeno.

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

» Elaborar una guia didactica de la caracterizacidnfatogica del hongo en

estudio



PREGUNTA DIRECTRIZ

¢ Se podra caracterizar morfolégicamente sus mgargsroestructura y ciclo de

vida del hongo fitopatégen&usarium oxysporum) en condiciones de laboratorio?



CAPITULO |

1. FUNDAMENTACION TEORICA

1.1. El Cultivo de yuca

La yuca o mandioca es una especie de origen americgue se ha
extendido en una amplia area de los tropicos aamg desde Venezuela y
Colombia hasta el Noroeste de Brasil, con predantei los tipos de yuca dulce
en el norte y en la zona de Brasil los amargosesa®cies silvestres del género
Manihot tienen dos centros de origen: uno en Méyiéanérica Central y el otro

en el noroeste de Brasil. (Infoagro, 2007)

A pesar de que la yuca es un cultivo originarioAseérica Latina y el
Caribe, esta region aporta solo el 18,3 % de lalymcion mundial. EI mayor
productor de yuca en el mundo, Nigeria, siguiceladencia de crecimiento bajo,
reflejado en un incremento de 0,5 % durante ldemos cinco afios. Ghana, por
su parte, registra el mayor crecimiento del perioB8®%. ElI 70% de la
produccion yuca, tal como ocurre actualmente, sé@gooncentrada en cinco
paises: Nigeria, Brasil, Tailandia, Indonesia y l#ica Dominicana del Congo.
(Iniap, 2007)



En el Ecuador Manabi es la principal provincia qukiva yuca, desde el
afio 2002 ha incrementado la superficie cosechada2®3 hectareas a 6.076 en
el afio 2006 mientras que los afios anteriores seeniarun equilibrio la cosecha,
Morona Santiago es la segunda provincia en coseglax a pesar que en los
ultimos afos ha descendido significativamentepatrario Pichincha que siendo
la tercera provincia en cosechar yuca, conjuntagneoh la provincia Cotopaxi
desde 2003 hasta la actualidad (Iniap,2007)

1.2 Clasificacion Botanica

Segun (Alvarez, 2002) dice que la yuca es un &otperenne de tamarfio

variable que puede alcanzar hasta los 3 m dealtur

Cuadro. 1: CLASIFICACION TAXONOMICA DE LA YUCA

Reino:

Divisién:
Subdivisién
Clase:
Subclase:
Orden:

Familia:

Género:
Especie:
Nombre Comun:
Nombre cientifico

Plantae
Faner6gama
Angiosperma
Dicotiledénea
Aspiales
Gereniales
Euphorbiaceae
Manihot
esculenta

Yuca

Manihot esculenta

Fuente: DE LA CRUZ




1.3 ENFERMEDADES EN EL CULTIVO DEL YUCA.

1.3.1 Pudricién de la raiz (Fusarium oxysporum)

1.3.1.1 Signos y sintomas

Invade la planta bien sea de forma activa a traleéslas raices o
pasivamente a través de orificios en la zona Glliessesquejes jovenes. Después
de la penetracién el patégeno se desarrolla detglcsistema vascular de la
planta. Los vasos, en especial del xilema son klados y destruidos de manera
gue el transporte del agua y nutrientes del agudifeellta, lo que conduce al

marchitamiento, con frecuencia parcial de la plag@ardenas, 2002)

Externamente los sintomas comprendenla@odn de las hojas, sobre
todo de un lado de la planta, donde el patégenmehatrado. Las hojas se tornan
amarillas y la parte superior de la planta se &nrbhcia abajo. En estados
posteriores la planta se marchita totalmente, saerilany finalmente mueren.
Internamente puede observarse una decoloracionecalés tejidos vasculares
cuando la planta es atacada Ppuosarium oxysporum las raices permanecen
inicialmente intactas, en contraposicion a los w@aqpor otras especies

deFusarium que destruyen la base del tallo o las raicesd@dars, 2002)



1.3.1.2 Ciclo de vida

Forma parte del complejo de hongos del suelo y @uedcontrarse
habitando como saprofito, sobre restos vegetaleslemgomposicion o como
estructura de resistencia (clamidospora) en lagcp&as del suelo. Al establecerse
un cultivo y si las condiciones medioambientales &vorables para el hongo,
pueden provocar una serie de problemas en lasapl&nt desarrollo. (Cardenas,
2002)

El ingreso deFusarium spp. A la planta, se ve facilitada cuando los
propagulos presentan lesiones o cuando las radcest&n alongando, se producen
pequefias heridas. Cuando el hongo entra en laMladstablecerse un cultivo y si
las condiciones medioambientales son favorables glanongo, pueden provocar
una serie de problemas en las plantas en desarmhoducir micelio y
microconidias que se van extendiendo en forma dsce@ a través de los vasos
xileméticos de la planta, esta responde frenteta @gente invasor, liberando
polisacaridos (gomastilosas) que taponan los heassulares para impedir el
avance del hongo. Libera toxinas y los sintomaaataristicos que presenta la
planta, son marchitez vascular, clorosis de h@aanismo y pudricion seca de
tuberos. Al morir la planta, el hongo queda enr&stos de los tejidos vegetales
invernando como espora, micelio o clamidosporaséseé dispersan a otras areas
por: el viento, propagulos vegetales o semilladtada, lluvia, maquinaria o

implementos agricolas. Al cosechar tubérculos arnimtados. (Rodriguez, 2005)



Las condiciones climéaticas, mas importantes paraesharrollo de las
especies dé&usarium son: altas temperaturas en el rango de los 20=25flta
intensidad luminica, elevada humedad relativa debiente (75-95%) y alta
densidad de plantas. En el manejo del cultivo,aéass dosis de fertilizacion
nitrogenada, predisponen a las plantas a un atdeuisarium spp (Cullison,
2003)

Esto dltimo, condiciona que las plantas esténtnd@entes y sus barreras
naturales no estan muy lignificadas, lo que lagmés susceptibles al ataque de
las plagas. Pero segun la ocurrencia de enfermedadiene que ver con la
cantidad de nitrégeno que se le aplique, sino quéadorma quimica que se
adicione. Par&usarium spp, el nitrégeno aplicado como amoniaco incrementa el
ataque de este hongo en el cultivo y se ve disahincuando se aplica en forma
de Nitrato. (Cullison, 2003)

1.3.1.3Epidemiologia

La temperatura es uno de los factoreseartdles de mayor influencia en el
desarrollo de la enfermedad y en la expresion desintomas al igual que la
nutricion de la planta. La temperatura optima mardesarrollo del patdégeno esta
entre 25 y 30°C con una temperatura minima de 58@aytemperatura maxima
de 37°C. El punto termal de muerte en el sueloeeS15 a 60.0°C durante 30
minutos. La esporulacion 6ptima ocurre entre 283C2 con 12 horas de luz 'y 12
de oscuridad. El pH 6ptimo es de 7,7 y puede datase entre 2,2 y 9,0.
(Cérdenas, 2002)
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La adicibn de materia organica pareme uw factor que predispone la
planta al ataque de patdégeno el hongo es bastardbieo y sus poblaciones se

reducen con la saturacion del aire. (Cardena<)200

La densidad de inoculo determina ladepy severidad del desarrollo de
la enfermedad. Sin embargo la introduccién de e espora puede conducir a
problemas a largo plazo. Los factores externospaticular la humedad y la
temperatura, influyen sobre el desarrollo de leeenédad y la expresion de

sintomas. (Cullison, 2003)

La temperatura define el desarrollo pielégeno en si. La temperatura
optima del crecimiento deusarium oxysporum es de 27.5°C pero el hongo puede

desarrollarse satisfactoriamente a temperaturas &bty 30°C. (Rodriguez, 2005)

Cuadro 2: Clasificacion taxon6mica dd-usarium oxysporum.

Reino Fungi

Division Eumycota
Clase Deuteromycete
Orden Mononiales
Familia Monoliacea
Genero Fusarium
Especie F.oxysporum

Fuente: (ROBRIEZ, 2005)
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1.3Hongos fitopatégenos

Manifiesta que los bibdlogos utilizan el término Bonpara incluir
organismos eucariéticos, esporogenos, sin clorofiss hongos son pequefios
organismos productores de esporas, generalment®stdpicos, eucaribticos,
ramificados y a menudo filamentoso que careceratefida y que tienen paredes

celulares que tienen quitina, celulosa, o ambogonentes. (Herrera, 1994)

1.3.1 Caracteristicas generales

Los hongos son organismos carentes de clorofila spiereproducen
mediante esporas. Son por lo general filamentososilicelulares, con nucleos
gue se observan con facilidad. Los filamentos ¢mystn el cuerpo (soma) de los
hongos que se alargan mediante un crecimiento iesyeegn pequefio fragmento

de ellos puede reproducirse un nuevo individuorr@ta, 1994)

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

no se presentan las estructuras reproductivastgtde. 994)
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1.3.2 Estructuras somaticas

Las hifas pueden ser septadas o sin septos (lisasaziticas) este ultimo
tipo de hifa es caracteristico de los hongos iofes y cuando envejecen pueden
formarse septos en varios lugares. Los septosnvariau estructura y pueden ser

simples o complejos. (Herrera, 1994)

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

1.3.3 Hongos como patdgenos en las plantas

El efecto nocivo de los hongos se debe a su cemhqidra destruir
fisicamente los tejidos de la planta, alterar &ofogia vegetal reduciendo el
crecimiento de toda la planta o de érganos detewhois, o producir toxinas que
afectan tanto a plantas como animales. Algunos dgngonocidos como
biétrofos, pueden crecer y multiplicarse manteniéseddurante todo su ciclo de
vida en la planta huésped, viviendo y obteniendoientes sin causar la muerte.
(Agrios, 2005)

Otros son necrotrofos, en una parte de su cicld kéquieren una planta
huésped pudiendo crecer sobre tejido muerto o piotlu muerte celular para

absorber los nutrientes del tejido muerto(Agrid¥)=)
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. Muchas infecciones empiezan con una fase bioadiue se convierte
mas tarde en necrotréfica. Algunos hongos son sintés facultativos, creciendo
tanto libres como asociados a plantas, y otrossohiontes obligados, creciendo

solo si estdn asociados a planta. (Agrios, 2005)

1.3.4 Induccién al desarrollo miceliar

Utilizar una trozo del hospedante para inducir abkatrollo miceliar
aquellos hongos bioétrofos para que el hongo crgzesporule sobre medios de
cultivos recomendables para hongos que esporule gocel tejido, tales como

hongos de la raiz. (Agrios, 2007)
Este método es el mas usado cuando se quiereatenenongo en cultivo puro.

» Lavar el material enfermo con agua corriente yiseca

» Seleccionar el tejido vegetal afectado procurang® Igs trocitos queden
de 0,3 a 0,5 cm de longitud.

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

1.3.5 Lavado de tejidos afectados

Partes subterraneas: deben lavarse bajo aguanteyré®n la ayuda de un
cepillo suave. Para casos dificiles como de alguimsmicetos patdégenos

sensibles a desinfectantes, se alarga el procdaswatio. (French, 1980)
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Para eliminar el uso de desinfectantes. Se colpogsiones de las raices
lavadas en un frasco tapado con una malla o gasalgja caer un chorro de agua

sobre este durante dos o mas horas. (French, 1980)

Partes aéreas: los 6rganos aéreos son generaldifécites de mojar. Una
sumersion instantanea en alcohol etilico 70% aeestroducir en agua o el uso
de detergente liquido como “Tween” (unas 2-3 gqies litro) generalmente
resuelve el problema. Los tejidos aparentementpidisnno necesitan lavado,

excepto el que se hace durante la desinfecciéan¢hr 1980)

1.3.6 Identificaciébn de hongos

Para la identificaciébn de hongos fitopatdgenosexesario la observacion
de sus estructuras somaticas y reproductivas. Miedilm técnica de camara
hameda y/o aislamiento es posible inducir la aparicde estas estructuras
producidas y el uso de claves taxondmicas son agosspara determinar el
género y la especie del hongo patégeno. Para iifidacion de los hongos es
necesario el reconocimiento de las estructurastatgss y reproductivas. En

cuanto a estructuras vegetativas se debe ang{tairada, 2002)

Plasmodio: se refiere al cuerpo o soma vegetatvaaldunos hongos
inferiores, el cual esta constituido por una mas#inucleadas, sin pared celular.
Son escasos los hongos fitopatbgenos que poseea segetativo de tipo
plasmodial. (Calzada, 2002)
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Micelio: la mayoria de los hongos poseen cuerdam@ntosos provistos
de pared celular. A los flamentos que constitugkocuerpo o soma vegetativo se
les denomina hifas. Al conjunto de hifas se le d@na micelio. Cuando las hifas
no presentan septas, el micelio es denominado itemoo no tabicado y cuando

las presenta el micelio se dice que es tabicaddzé@a, 2002)

1.4 Signos y sintomas de hongos patdgenos en la planta

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

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

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

» Ahogamiento o secadera: Muerte rapida y colapsopldatulas muy
jovenes que se cultivan en el campo o en el alroacig

* Antracnosis: Lesion necrética que se asemeja allgesa profunda y que
se produce en el tallo, hojas, frutos o floresadeplantas hospedantes.

» Cancro: Herida localizada o lesion necrética; aaedencia sumida bajo

la superficie del tallo de una planta lefiosa.
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» Decaimiento: Crecimiento deficiente de las plantéas hojas son
pequefias, quebradizas, amarillentas o de color lagoplantas muestran
cierto grado de defoliacion y muerte descendente.

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

* Muerte descendente: Necrosis generalizada de fasasade las plantas
gue se inicia en sus puntas y avanza hacia su base.

» Pudricién basal del tallo: Desintegracién de lagarferior del tallo.

* Pudricion de la raiz: Pudricion o desintegracionatio el sistema radical
de una planta o parte de él.

» Pudriciones blandas y pudriciones secas: Maceracidasintegracion de
frutos, raices, bulbos, tubérculos y hojas carndedas plantas.

» Sarna: Lesiones que se producen sobre el frutashtjbérculos y otros
organos de las plantas hospedantes, por lo coméraihente realzadas o
bien profundas y agrietadas, lo cual les da unaeapaa costrosa.

e Tizon: Coloracién café general y extremadamentedaape las hojas,
ramas, ramitas y érganos florales de una plantadgn como resultado la

muerte de estos 6rganos.

(Agrios, 1999) también manifiesta que los sintomgas se asocian a la
hipertrofia o hiperplasia y distorsion de los 6mmde las plantas incluyen:

» Agallas: Porciones alargadas de las plantas quéomamuan estan llenas
del micelio del hongo.
» Enchinamiento foliar: Deformacién, engrosamient@nchinamiento de

las hojas.
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* Hernia de las raices: Raices alargadas en forrhasteo mazo.
* Verrugas: Protuberancias en forma de verruga qu®regan sobre los

tubérculos y los tallos.

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

mencionado, pueden afiadirse otros grupos de sistoma

* Marchitamiento: Por lo comdn, es un sintoma seaumdgeneralizado en
el que las hojas o los retofios de las plantas gnerill turgencia y se
cuelgan debido a las alteraciones que sufre ensestvascular de la raiz o
del tallo.

» Mildiu: Zonas necréticas o cloréticas que aparesmre las hojas, tallo y
frutos de una planta y que por lo comidn se cubognet micelio y los

cuerpos fructiferos del hongo.

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

plantas o sus tejidos cuando han sido infectadggsids, 1999)

Por ejemplo, en los mildius, lo que se observarmagor frecuencia son
los signos representados por las esporas y ehumtd velloso y blancuzco del
micelio del hongo sobre las hojas, frutos o tatlesla planta, mientras que los
sintomas consisten en lesiones necréticas o aasdtijue aparecen sobre las

hojas, frutos y tallos, crecimiento deficiente a@glanta, etc. (Agrios, 1999)
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1.4.1 Calidad de la muestra

Este aspecto es de suma importancia puesto quefreounencia las
muestras tomadas no llegan al lugar de destindeccalidad requerida para poder
realizar una labor investigativa eficiente. Al tarteamuestra de la planta enferma
no se deben seleccionar las partes u 6rganos quiiestan estado avanzado de
desarrollo de la enfermedad tales como: tubércelosestado avanzado de
descomposicibn o ramas totalmente necrosadas, aquellas partes que
manifiesten aun un proceso de desarrollo intermedita enfermedad. (Herrera,
1994)

En las que el agente parasitario permanece agtiso observacion se
facilita. Igualmente, en casos de avanzado dekadellos sintomas, la presencia
de organismos secundarios entorpece gravementeoeegp de diagndstico.
(Herrera, 1994)

1.4.2 Recomendaciones para toma de muestras - sanidaeta

La muestra debe recogerse en bolsas de plastigpaBmdebidamente
codificadas y manteniendo la boca de la bolsa tabpara evitar putrefacciones si
la muestra debe ser enviada por correo, se engotmepapel de periddico para
absorber la humedad de la misma. Con su correspuedicodigo de
identificacién. (Iniap, 2009)
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1.5Métodos de aislamiento

Para lograr el aislamiento del agente causal de degerminada
sintomatologia o enfermedad, en primer lugar, dme destablecer la causa que
origind dichos trastornos, es decir permite llegatiagnosticar la naturaleza del
agente causal. No obstante, es muy comun cuandtilizan técnicas o métodos
para el aislamiento del agente causal, que masderganismo sea obtenido.
(Herrera, 1994).

Las técnicas y métodos de laboratorio empleados gladiagnéstico de
microorganismos fitopatdgenos requieren persondifice@lo, equipos e
instrumentos de precision, reactivos y cristalardgiada, asi como una alta
laboriosidad. (Herrera, 1994).

El procedimiento a seguir estd determinado en gramdida por la
naturaleza del posible agente causal. (Herrera})199

1.5.1 Aislamiento de hongos

El aislamiento de los hongos fitopatbgenos se puedalizar
frecuentemente con cierta facilidad, ya que sobtejido enfermo de una planta
suelen encontrarse solamente las estructuras degamismo causantes, sin la

presencia de otros microorganismos contaminartiesréra, 1994)
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Sin embargo en la mayoria de los casos se requierenétodos
especificos de aislamiento, los cuales dependewipalmente de la naturaleza
del hongo en cuestién y del sustrato o planta luzspe en que se desarrollé. Tal
es el caso de la mayoria de los hongos fitopat&ydabsuelo. Por lo que para su
identificacién hay que prescindir de métodos d&amientos. Un caso particular
de esta naturaleza son los hongos de la clase Asetes que raramente

producen sus cuerpos fructiferos sobre medioscéatéds. (Herrera, 1994)

El aislamiento de los hongos productores de mici@o resulta exitoso
simplemente transfiriendo directamente el micelimasas de esporas formadas
sobre el tejido de la planta, sobre un medio deterdo. Cuando el crecimiento
del micelio o la formacién de esporas no es apbéeisobre el tejido de la planta
hospedante se emplea la técnica conocida como admareda, que consiste en

tomar porciones o pedazos de dicho tejido (Herd€384)

Lavarlo bajo un chorro de agua corriente durai®e 115 minutos para
remover de la superficie las esporas de otros rsosgprofitos y colocarlos luego
sobre papel de filtro humedecido dentro de plaea®elri e incubar dentro de
varias horas a temperatura entre 26 y 30 °C. Pamskmiento de hongos
presentes en el interior de la planta (haces vass)l frutos, tubérculos, etc.
(Herrera, 1994)
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Debe procederse a la desinfeccion externa conpfosluctos antes
descritos, cortar el tejido con un bisturi o eselmipestéril y extraer porciones
afectadas y colocarlas 0 sembrarlas en un mediopigolo que favorezca el

crecimiento de las estructuras vegetativas o rejtocas. (Herrera, 1994)

El ajuste del pH en los medios empleados para samiento debe
garantizar valores bajos (alrededor de 5.5) queidamp el crecimiento de

bacterias. (Herrera, 1994)

1.5.2 Aspectos a contar en el estudio de los hongos eoiatorio

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

presentar altas concentraciones de soluto y bajgHHERRERA, 1994)

1.5.3 Medios de cultivos usados en el aislamiento de ramg

Muchos de los hongos fitopatbgenos pueden culévans medios de
cultivos artificiales. La mayoria de los hongoscere en medios de cultivos de
alto contenido de carbohidratos con un pH que dmiatntre 5 y 6 ya que la

exigencia de las diferentes especie varian corditlanente. (Ciampi, 2002)
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AGAR PAPA DEXTROSA (PDA). Es un medio util para eedr el
aspecto morfologico y la coloracion de la colonu alto contenido de
carbohidratos condiciona un mayor crecimiento,eatticthento de la esporulacion
que suele retrasarse hasta un mes, las coloniakempweer atipicas. (Echandi,
2001)

Este medio de cultivo se puede preparar con paaasafes o con el
producto comercial deshidratado. Para prepararmnestio de cultivo es a partir
de papas naturales se procede de la siguiente anaeetavan de 200 a 300
gramos de papas no es necesarios pelarlas, risapdrervirds hasta que estén
suaves y exprimirlas a través de tres capas deimdelgada. Reciba el filtrado
en un matraz aflada 20 gr de dextrosa y 20 gr deafg@ a un litro. Esterilice
los medios 20 minutos a 15 libras de presién. Coagldmedio este casi frio
(40°C) viértalo en las cajas Petri Los conidiosnfados en PDA no son
consistentes en tamafio y forma ademas de que soosntonfiables para

utilizarse con fines de investigacion. (CiampiQ2pD

Sin embargo la morfologia de la colonia pigmentadél medio y rango
de crecimiento. La mayoria de especie§d&rium en pida son consistentes si el
medio es preparado de una manera consistente,sycefaas provienen de un
inoculo estandar y han sido incubadas bajos cmmdis estandar. (Echandi,
2001)
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Estas caracteristicas son utilizadas por lo regudaro criterio secundario
para la identificacién. En el cultivo de PDA edizdido por varios investigadores
para el aislamiento de espeEigsarium presentes. Se utiliza para recuperaciéon de
hongos provenientes de las plantas entonces sereléber la concentracion de
papa dextrosa entre un 50 a 75% para inhibir etimiento de bacterias.
(Echandi, 2001)

1.6 Hongos inferiores y pseudohongos

Los hongos inferiores se caracterizan por poseeglimicenocitico. Segun

su reproduccion sexual estos hongos pueden peeteaelos diferentes clases:

» Clase: Oomycetes: (Ficomicetes) Esta clase de sgmgulucen oosporas,
las que se originan por la unién de dos gametesaiites, el oogonio y el
anteridio. Estas oosporas son esféricas y de ppueda. Estos hongos se
reproducen asexualmente por medio de esporas dt#agl denominadas

zoosporas. (Herrera, 1994)
» Clase: Zigomycetes: Esta clase de hongos prodymrassasexuales no

moviles contenidas en cuerpos fructiferos denonomadsporangios.

Sexualmente producen esporas denominadas zigosfideassera, 1994)
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1.6.1 Hongos superiores

Estructuras representativas de la clase Ascomydeiedase ascomycetes
se caracteriza por poseer micelio tabicado y priockgporas de origen
sexual denominadas Ascosporas. Estas ascospopaedseen dentro de
sacos llamados ascas. Las ascas pueden encorgrarkema libre o

contenida en cuerpos fructiferos. Los cuerposifercs pueden ser de dos

tipos: Apotecios y Cleistotecios. (Herrera, 1994)

Estructuras representativas de la clase BasidiaeycelLa clase
basidiomycetes se caracteriza por tener micelicddb y reproducirse
sexualmente mediante la produccion de basidiop&stas son producidas
exdgenamente sobre una estructura llamada bakiokobasidios pueden

ser septados o no. (Herrera, 1994)

Estructuras representativas de la clase Deuterdagidesta Clase incluye
a los hongos superiores (micelio tabicado) a las mp se les conoce la
reproduccion sexual. aun. Estos hongos se repeodde forma asexual
formando esporas denominadas conidios. Estos @snidpueden

producirse en forma libre o dentro de cuerpos fiierts. (Herrera, 1994)
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CAPITULO Il

2. DISENO DE LA INVESTIGACION

2.1 Materiales

2.1.1 Recursos Institucionales

» Universidad Técnica de Cotopaxi

* Unidad Académica Caren

» Carrera de Ing. Agronémica

» Laboratorio de Microbiologia

* Autor : Monica Paulina Tandazo Medina

» Director de tesis: Ing. Guadalupe Lopez Mg.

* Miembros del tribunal:
Ing. Karina Marin Msc.
Ing. Agr. Santiago Jimeg
Ing. Agr. Luis Benavide
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2.1.2 Materiales De Campo

* Muestra de raiz de yuc@Manihot esculenta.)
* Muestra de hoja de yu¢ilanihot esculenta.)
» Tijeras

» Fundas de papel

» Fundas de plastico

e Bisturi

2.1.3 Recursos tecnoldgico

EQUIPOS

e Céamara de crecimiento o incubadora
» Balanza de precision

» Estufa de 2 quemadores

» [Estereoscopio

* Refrigeradora

» Camara de flujo laminar

e Autoclave

» Cuenta colonias

* Microondas

+ Desecador con mallas



2.1.4 Materiales

* Micro tubos

» Goteros de pléastico

« Papel aluminio

* Pizeta

» Aguja de diseccién

* Asade siembra

» Reposeros plasticos con tapa
» Cajas Petri

» Papel absorbente

» Parafilm de laboratorio

» Portaobjetos

e Cubreobjetos

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

e Tubos de ensayo de 10 mi

* Algodon

« Tarrinas de % litro trasparente
* Tanque de gas

« Cinta adhesiva transparente de 1,5 cm de ancho
* Pinzas

* Bisturi

* Tijeras



2.1.5 Reactivos

* Agua destilada
e Agar
» Dextrosa o sacarosa

» Alcohol antiséptico

2.2Ubicacion del ensayo en campo

La presente investigacion se llevo a cabo en rdaifcia de Cotopaxi,
Canton La Mana Parroquia La Matriz Sector, Los Ebag mismo que se

encuentra ubicado en la parte sureste del Caatdhana.

CUADRO: 3 COORDENADAS GEOGRAFICAS

Ubicacién ECUADOR

Coordenad: UTM 07°06 19"
98 89 23

Altitud 586 msnm

Fuente: Direetdnvestigador

2.2.1 Ubicacioén del ensayo en laboratorio

La investigacion en laboratorio se realizé eedla cabo en la Provincia
de Cotopaxi, Canton Latacunga, Parroquia La Matiznida Eloy Alfaro la

misma que se encuentra ubicado en la parte m@t€anton Latacunga.
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CUADRO: 4 COORDENADAS GEOGRAFICAS DEL LABORATORIO

Ubicacion Ecuado

56° 56' 00" !
Coordenadas

78° 37' 00" W
Altitud 265C msnn
Temperatura 13°C

Fuente: Directa el Investigador

2.3 Caracteristicas del lugar

CUADRO: 5 CONDICIONES CIMATICAS

Condiciones edafocliméticos
Temperatura anual media 23°C
Humedad Relativa 92%
Precipitacion anual 549.5

FUENTE: GAD Municipal del Cantén La Mana

CUADRO: 6 ASPECTOS FISICOS

Pais Ecuador
Provincia Cotopaxi
Capital Latacunge
Canton La Mana
Altitud 588 msnr
Ubicacion Sur este del Canton La Ma

Fuente: GAD Municipal del Cantén La Mana
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CUADRO: 7 LIMITES

NORTE Con el Recinto San Pedro
SUR Con el Recinto San Pablo
ESTE Con el Rio San Pabl

OESTE Con ¢d Canton Pangt

FuenBAD Municipal del Cantén La Mana

2.4 DISENO METODOLOGICO

2.4.1 Investigacion Descriptiva

Esta investigacion se realizO mediante revisiones materiales
bibliograficos ya necesita ser descrito sigilosat@e para recopilar informacion
de las caracteristica morfolégicas que presentdmomgo permitiendo identificar
al patdbgeno que causa mas perdidas economicas auitieb para analizar sus
signos y sintomas que presentan en la planta epacagnsu ciclo de vida en

mediante las muestras obtenidas en laboratorio.

La investigacion se direccion6 en un disefio no exm@atal, pues no se
realiz6 la manipulacion de ninguna variables, &srdno se cambié la realidad
del cultivo de yuca en contrario lo que se inteotan la investigacion es
mejorarla, gracias a la Caracterizacion morfologiea hongo fitopatégeno de

mayor impacto econémico.
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2.5 Método

2.5.1 Descriptivo analitico

Utilizamos este método en la investigacion parsciderr el hongo de
fitopatdgeno de mayor pérdida econdémica medianigbléografia consultada
y la muestra recogida en el cultivo para izadh y poder confirmar los
signos y sintomas en campo y su morfologia ri&sry estructuras ) en el

laboratorio del hongo identificado.

2.5.1.1Deductivo.

Para el avance de la investigacion se empleé métedo porque nos
permito recopilar la informacion de las carastézé morfolégica que presentan,
permitiendo identificar el hongo fitopatégeno quayor pérdida econdmica en el

cultivo de yuca(Manihot esculenta).

2.5.1.2Comparativo.

Es un procedimiento donde se realiz6 una de le@sqgistematica de
similitudes con el objeto de estudiar su parentestce la identificacién de los
hongos y para encontrar el patdgeno que mayordssth el cultivo y su forma

de reproduccion.
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2.6 Técnicas

Se utilizé la técnica observacion lo cual nosnpgd conocer la realidad
del medio que se desarrolla el hongos ademasnaeinos los signos y
sintomas que presentan en el cultivo obteniendandgor muestra para el
laboratorio. Como instrumento se utiliz6 un cuadede campo con el fin de

apuntar todos los sucesos que se observaron.

2.7Metodologia

2.7.1 Reconocimiento del Lugar

Se realizdé un viaje al Sector Los Laureles pexteente al Canton La
Man4, Provincia de Cotopaxi donde se eligieras nhejores muestras de la parte
de la planta afectada por el hongo para el prodedimen el laboratorio tomando

en cuenta el ciclo de vida del patégeno

2.7.2 Diagnéstico del cultivo

* Se Identificod planta hospedante: en mi caso pfalsta de la yuca
(Manihot esculenta) utilizamos la  informacién propia y del
productor, obteniendo el tipo de suelo, practicasriego,
fertilizacién y aplicacion de fungicidas.

» Se observo los signos y sintomas de la enfermedaananchas,

afiublo foliar, pudriciones, chancros, marchitanaent
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» Se realiz6 una observacion con una lupa en camjadtal aumento
en el campo y el microscopio olympos trinocular GB0 en
laboratorio de la superficie de las lesiones @osjimuertos; esto
nos permitié observar la presencia de esporaspasdructiferos
del hongo.

2.7.3 Toma de muestras

El método utilizado en esta actividad es por ajata la cual se fijan unas
“cuotas” que consistié en un numero de individuos cednen las caracteristicas

homogéneas para su eleccién en determinadascoomes.

2.7.3.1Procedimientos en la toma de muestras

Se extrajeron plantas afectadas utilizando un fpisttijeras en cada corte
se procedid a esterilizar los materiales con alkghlas muestras vegetales se
envasaron en bolsas de papel para que el excdrordlad sea absorbido por el
papel, posteriormente se procedié a colocar erffunda ziplok con su respectiva
codificacion y se trasladé en una hielera paraaeva deshidratacion de las

muestras
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2.7.4 Preparacion de los materiales en laboratorio paeagropagacion del

hongo

a) Preparacion de medio de cultivo

* 1 olla 2 vasos de precipitacion 100ml
» 1 vaso de precipitacion de 1000 ml
* 2 matraces de 500 ml

» 1 varilla de agitacion

» Caocina eléctrica

« 1lolla

* lcuchillo

* 1 balanza digital

e Tamiz

* 1 cucharada de cocina

* 7 papeles filtro

« Papel aluminio

» Papel absorbente

» 5 cajas Petri

» Papel absorbente

» Papel para film de laboratorio

Reactivos:
 30g.de agar » 350 g. de papa
* 35g. de glucosa * 955 ml. de agua
* 3,59. de levadura desmineralizada
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Equipos

+ Autoclave

b) Metodologia de la elaboracién del agar papa dextras

Se procedié a pelar y a lavar las papas, luegoasecérto en pedazos

pequefio para que se nos facilite el pesaje eeska gigital hasta obtener los

350 g.

Seguidamente colocamos las papas en la olla con ndQ)0de agua

desmineralizada para la coccion que se realizé estlfa eléctrica.

Retiramos de la estufa y procedimos a tamizar etecado en un vaso de

precipitacion de 1000ml medimos la cantidad de agieasobro y a esto le

afladimos la cantidad que perdi6 de la cocciéndhfae de 200 ml

Seguidamente para diluir la levadura y la glucosapamos 8ml de agua

desmineralizada caliente

Colocamos en el vaso de precipitacion de 100 mbafo de maria y

agregamos 30 g de agar Yy la solucién disueltal8fe glucosa y levadura
Mezclamos la solucion con la varilla agitacidm un tiempo de 2 a 2

minutos hasta obtener el resultado deseado.

La solucién obtenida vertimos en 2 matices de 500equitativamente

procedemos a tapar con algodon y papel absorberfterea de corcho y el

recubrimos con papel aluminio.

Colocamos los matraces en la autoclave para saat&p esterilizacion con

un temperatura de 120 °C durante un a lhora.

Se esperd que se enfrié durante 30 minutos yosegid a poner la solucién

en las cajas Petri en una forma equitativa enda ke la misma.
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2.7.5 Aislamiento

Se procedié a tomar porciones de tejido enfermmnéinuacion se lavd en agua
corriente, se procedié a secar los tejidos con Ipapeorbente, y por ultimo se
desinfecto en una solucion 2:1de clorox, se ldedé veces con agua destilada estéril y
se elimind excesos de agua, colocamos el inteéleouna caja de Petri estéril que
contenga papel filtro esterilizado, este mateaahtlo, desinfectado y seco se coloca en
cajas con PDA. Se incuba a 24°C y se observa sgvabdurante los siguientes 5 dias,
caracterice al patégeno que se desarrolla duratédiempo de observacion

2.7.6 Purificacion

Se cortd puntas de micelio del borde de la cal@m crecimiento, mediante
agujas de diseccion flameadas. Esta pequefia poaébhongo y agar se depositaron

en otras cajas con medios de cultivo estéril ystie ®rma se obtienen cultivos puros.

2.7.7 Inoculacién

Se procedié a inocular el hongo fitopatégeno eémedio de cultivo, bajo condiciones

controladas de esterilidad y asepsia. Se estedthizédos materiales a utilizar.

Para este proceso realizamos un raspado del rdedialtivo, luego se procedié a la
siembra de esporas o haustorios y por ultimo r@alis el cierre hermético de la caja

Petri con Parafilm.
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2.7.8 Incubacion

Para la incubacion la caja Petri se colocé a enclabadora a 24 °C y 70% de
humedad relativa, durante 5 dias aproximadamewgtgnstengamos el desarrollo de los

micelios del hongo

2.7.9 Identificacion

Se procedié a realizar un doblez de una tira de&adle 4 cm, con el lado
adhesivo hacia fuera y se sostendra con una pBwma.el lado adhesivo se tomd con
mucho cuidado una pequefia muestra de la colonichalejo a estudiar, después
colocamos una gota de agua destilada sobre elgijetos y se procede a pegar la
cinta sobre el portaobjetos para luego ser obsergackl microscopio con un aumento
de 40x.

Con la ayuda de un bisturi estéril se cuadrielitaedio de cultivo de la caja de
Petri con PDA en cuadros de aproximadament2cne pasto se realizd en el interior de

una campana de flujo laminar preparada para tnabaja condiciones asépticas.

1. Dentro de la camara de flujo laminar, con la aydean bisturi estéril, uno de
los cuadros de PDA se transfiri6 al portaobjetos gata en la camara de
microcultivo; este portaobjetos debe de estar selré&ngulo de vidrio.

2. Con la aguja de diseccion estéril o con un aseebakigica estéril se lleva el
in6culo a las orillas superiores e inferiores deldro de PDA.

3. Se coloco6 el cubre objetos sobre el cuadro de PDeéulado, procurando que
guede bien centrado.

4. Se agregé 2ml de agua estéril, en el fondo dér@aca de micro cultivo para
mantener la humedad, sin mojar el area de crecimaai hongo.

5. Se sell6 la caja Petri del micro cultivo con eldfim y se rotulo.
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6. El crecimiento del hongo se detiene cada 24 horas
7. Se repiten los pasos del 1 al 7 para mas microvasity detener su desarrollo

ala 48, 72 y 96 horas. Respectivamente.

2.7.10 Descripcion
Para esto se utilizé el método comparativo a srale fotos microscopicas y

macroscopicas y el uso de claves taxonémicas.

De las cepas aisladas se hizo observaciones méproas tales como: forma de
la colonia del hongo, color caracteristico del roed# cultivo, halo de crecimiento de

cada una de las colonias.

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

conidiosporo, esporangiosporos, forma y tamafiaslesporas o conidios.

Para realizaciéon las placas fijas se procedieteha siguiente manera

» Se prepararon las cajas petris con las cepasrgpéaislados, una en
cada caja Petri.

» Se tomaron un trozo de cinta masking transparentei$ cm. De largo y
se fijaron en el cuerpo fructifero, tomando dimewtnte de la caja Petri,
donde se encuentran las cepas puras.

* Se observaron al microscopio con los objetivosadecuados y se
procedié a tomar fotografias microscépicas de igahtes estructuras
con una camara.

» Se cre6 un archivo con las fotografias tomadasasledpas para luego
realizar los postulados de koch.

* Se realiz6 un cuadro comparativo con los hongsiados, para poder
identificarlos.
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CAPITULO 1lI

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.10bservacion en campo

3.1.1 Determinacion del hongo fitopatdgeno de mayor pefas econémicas en

el cultivo de yuca (Manihot esculenta)

Mediante la observacibn y apoyados en la revisibliograficas la
investigacion realizada en la provincia de Cotopmntén, La Mana sector, Los
Laureles, se pudo determinar que la que el hofigmpatogeno de mayor pérdida
econdmica en el cultivo de yudslgnihot esculenta) esFusarium oxysporum por que
produce una pérdida del 70 % del total de su mwidn. A partir de los primeros
meses de edad es cuando el hongo fitopatbgenpiezan a afectar al cultivar
presentandose sus primeros signos y sintomas.éndédp producida por este hongo es
de cada 10 toneladas sembradas se pierde 7 taselagrovocando bajos ingresos

econdémicos.
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3.2 Identificacion signos y sintomas del hongo fitopageno EFusarium

oxyporum) en yuca Manihot esculenta)

El  hongoFusarium oxysporuminvade la planta bien sea de forma activa a
través de las raices o pasivamente a través deiagien la zona callosa de esquejes
joévenes. Después de la penetracion el patbgensemeeplantas enanas, pudricion en el

tubérculo.

Imagenes N°1 y N°2: Signos y éBusarium oxysporum)
A: Pudricion del tubérculo

B: Plantas enanas

Elaborado por: TANDAZOMobnica, 2015.

Segun (ALVAREZ, 2002) afirma que el hongo atasadiendo a la planta
bien sea de forma activa a través de las raicesiogmente a través de orificios en la
zona callosa de esquejes. Después de la peneted@atdgeno se desarrolla dentro del

sistema vascular de la planta y presenta plantsas, pudricién en el tubérculo.
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El hongo bloquea los vasos en especial el xilemgsando marchitamiento

parcial de la planta.

. 7 Kd

Imagen N°: 3 Signos y sintom@&isarium oxysporum)
A: Marchitparcial de planta.
Elaborada:pbANDAZO, Mbnica, 2015.

(ALVAREZ 2002), afirma elque en especial del xilema son bloqueados y
destruidos de manera que el transporte del agudrigmies del agua se dificulta, lo que

conduce al marchitamiento, con frecuencia par@dhdglanta
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Las hojas se tornan amarillas y la parte supemofadplanta se enrolla hacia
abajo En estados posteriores la planta se maici#bnente, se amarilla y finalmente

muere.

Imagenes N°4 y N°5: Signos y sintonf@ssarium oxysporum)
A: Hojas amarillas enrobad
B: Plantas muertas

Elaborado por: TANDAZO, Ménica, 2015

(ALVAREZ 2002), afirma quéas hojas se tornan de color amarillas y en la
parte superior de la planta se enrolla hacia dbajestados posteriores la planta se

marchita totalmente, se amarilla y finalmente muere
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3.3 Caracterizacion de Macro y microestructuras del bngo

La siembra se realiz6 en 3 cajas Petri de ptastisterilizadas de 9cm de
didmetro los mismos que contenian el medio dewveoultealizados con PDA papa
dextrosa, para ello se coloc6 un disco micelial Slenm de didmetro extraidas del
cultivo infectado de una edad de 7 meses, postegnte la caja fue sellado con papel
parafinado (parafilm) vy llevada a la incubadorana temperatura de 23 a 24 °C y con
una Humedad relativa del 70%. El tipo de reproifuccealizada es asexual porque se
utilizé muestras extraidas de hojas y raices faftzs del cultivo en el campo el mismo
que fue realizado, en un laboratorio por un peridel® dias

N

Imagre Mo PreprbuadtiuT ¢tk rotréngifuseriun oxysporrum
A: Tejido enfermo
Elaborado por: TANDAZRpnica, 2015.
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Imagen N°7: Reproduccion en laboratg(fasarium oxysporum)
A: micelio algodonosaibgjuecino de 3cm
Elaborado por: TANDAZO, Ménica, 2015.

Se obtuvieron colonias del hondiusarium oxysporum en medio de cultivo
PDA utilizando papa dextrosa inicialmente se prEsem crecimiento moderado de
micelio aereo algodonoso de color blanquencinowodiametro de 3 cm a los 2 dias

despues de haber realizado la inoculacion.(Imaijén

Corroborando lo observado (ARBELAEZ, 2000) afirmse después de 2 dias
de haber realizado la inoculacién presenta unimoiesto moderado de micelio

algodonoso de color blanquecino de 3cm de didmetro
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Imagen N°8: Repratita en laboratorigFusarium oxysporum) 400x

A: Clamidiosporas de 7 um
B: Hifas de 20 um
Elaborado por: TANDAZO, Ménica, 2015.

Mediante la observacion realizada se pudo determil@apresencia de hifas
simples, semi curvas 20 um con la presencia deditsporas de 7 um de diametro.

(Imagen N°7)

Corroborando lo observado, (ARBELAEZ, 2000) afirtag hifas de 25 pm,

inicialmente simples y semi curvas, clamdiospesdéricas e globosas 6,6-10,19 pum.
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Imagen N°9: Reproduccion en laboratoffagarium oxysporum)

A: micelio aldgnoso blanquecino de 8 cm
Elaborado ppANDAZO, Ménica, 2015.

A los 3 dias se observo la presencia micelio aélgodonoso de color

blanquesino de 7 cm de diametro. (Imagen N° 9)

Corroborando lo observado, (ARBELAEZ, 2000) afirmae se la observa

presencia de un micelio aéreo de color blangoed¢ 7cm de diametro a los 3dias.
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Imagen N°10: Reproduccion en laboratdffasarium oxyporum) 400X

A: Conidi6foro de 20 um
B: Clamidiosporas de 7 um
C: Micronidios de 3.08 um
Elaborado por: TANDAZO, Méaic2015.

En la (Imagen N°10) se puede observar la presefciaonidioforos laterales
de 20 um con presencias de clamidosporas de tad®gi um, esféricas, globosas, de
paredes lisas, terminales o intercalares y dispsestdividualmente o pares y

micronidios de 3.08 pm.

Corroborando lo observado (ARBELAEZ, 2000) a presa de conidi6foros
de 23 pm clamidosporas de 6,6-10,19 um de tanadfimdantes, esféricas (globosas),
subglobosas, de paredes lisas, terminales o itdessay dispuestas individualmente o

en pares a lo largo y micronidios de 2,5-3,8 um.
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Imagen N°11: Reproduccion en laboratofogarium oxysporum)
A: Halo concéntrico de 3cm de colorma

B: Micelio algodonoso de 9cm de calenizo

Elaborado por: TANDAZO, Ménica, 2015.

A los 4 dias se observé la presencia miceliocaatgodonoso de color cenizo
de 9 cm de diametro con un halo concentrico der aolarron de 3cm diametro.
(Imagen N° 11)

Corroborando lo observado (ARBELAEZ, 2000), afirtaapresencia de un
micelio cenizo de 9 cm con un halo concéntrico grade 3 cm.
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Imagen N°12: Reproduccion en laboratdffoisarium oxysporum) 400X

A: Macronidios de 26,5 um
Elaborado por: TANDAZO, Ménica, 2015

Mientras que en la (Imagen N°12), se puede ideatifla presencia de

macronidios semicurvos, generalmente de trescd ceptos, de 26,5 pum.

Corroborando lo observado (ARBELAEZ, 2p0OMacronidios hialinos,

semicurvos o casi rectos de tres a cinco septd®0 &e- 58,3 um
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Imagen N°13: Reproduccién éyotatorio(Fusarium oxysporum)

A: Micelio algodonoso de 9dmcolor cenizo
Elaborado por: TANDAZO, Méaic2015.

A los 5 dias se observo la presencia miceliocaélgodonoso de color cenizo

de 9 cm. (Imagen N°13)

Corroborando lo observado (ARBELAEZ, 2000) afirmzecpl quinto dia se
observa la presencia del micelio aéreo de coldzceate 9cm.
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Imagen N°14: Reproduccion en laboratdifoisarium oxysporum) 400X
A: Macronidios de 2¢m
B: Micronidios de 8.o0m
Elaborado por: TANR®, Monica, 2015.

Mientras que en la (Imagen N°14), se puede ideatifla presencia de
macronidios abundantes de 26,5 pm hialinos jcsgwos o casi rectos a curvados
puntiagudos a sus extremos con tres 0 cinco semospresencia de micronidios
hialinos de forma de falsas cabezas y abundaetewal a eliptica, con uno o dos

septos de 3,08 um

(ARBELAEZ, 2000). Macroconidios hialinos, de semmias o casi rectos
(falcados) a curvados, puntiagudos en sus extrecassires a cinco septos de 20,5 -
58,3 um y Micronidios hialinos formados en falsakezas y abundantes, de forma

oval a eliptica, con uno o dos septos de 2,5-3,8
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3.4Ciclo de vida de Fusariun oxyosporum) en yuca Manihot esculentagn

laboratorio.

TIEMPO
ACIVIDAD TEMPERAT IMAGEN OBSERVACION AUMENTO Y

URA °C MICROSCOPICA ACTIVIDAD
A: micelio 2 dias a 40
algodonoso 23.5°C A
blanquecino de Clamidiosporas
3cm de 7 um

B: Hifas de 20
pm

A: micelio 3 dias 40X
algodonoso 235°C A: Conidi6foro
. de 20 um

blanquecino de B:

8cm Clamidiosporas
de 7 um
C: micronidios
de 3.08 um

A: Halo 4 dia: 40X

conceéntrico de 3| 23 5 °C

%grfgncolor A: Macronidios

B: micelio de 26,5 um

algodonoso de 9

cm de color

cenizo

A: micelio 5 dia 40X

23.5°C

algodonoso de A: Macronidios

9cm de color de 26,5 um

cenizo

B: Micronidios
de 3.08 um
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3.4.1 Descripcion del ciclo de vida del patégeno

La fase parasitaria se inicia con la penetraciolosiéejidos del huésped y entra
al sistema radicular de la planta con presenciagisintomas de senescencia y a morir
en la planta comienza su afectacion por medio dptlot vascular y comienza
invadiendo las células del parénquima cortical gerdo una sustancia de biomasa
formando la clamidosporas estas son estructurapeueite las formas patégenas en el
suelo por mucho mas tiempo. La formacién de lasvid@sporas empieza cuando los

carbohidratos descienden en los tejidos moribuddbbuésped.

Se forman a terminar o intercalarmente de los nmédii@s generalmente estas se
encuentran aisladas aunque forman pares o cadeoaf@rmen los tejidos del huésped
se desintegran las clamidosporas son liberadasbase de crecimiento esporadicas
mientras estas disponga de una sustancia de nefieecuadas estos desechos
estimulan el crecimiento de las clamidiosporas.ndoda fuente de nutrientes se agota
se forman nuevas clamidiosporas y después los mdme y por ultimo la presencia

de los micronidios. Esto se presenta a los 5 dias.
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CONCLUSIONES

v' Mediante la observacion y la bibliografia conglidtae pudo identificar que el
hongo que causa mayor impacto econdmico en eVaude la yucaManihot
esculenta ) causada por el hongeusarium oxysporum mas conocido por el

medio como pudricion de la raiz.

v' Mediante la observacion realizada en campo se padstatar que los signos y
sintomas caracteristicos del horfggsarium oxysporum son:necrosamiento y
pudricién en la raiz y tallo, hojas amarillentaratladas y muerte de la misma.
Presentando similares caracteristicas que han iomagp las citas

bibliograficas mencionadas anteriormente.

v' En la siembra realizada en el laboratorio mediehteso del cultivo PDA papa
destroxa se observo las macroestructuras del hBogarium oxysporum, se
donde presento: micelio aéreo algodonoso de btdmquecino a los primeros
dias de haber realizado la siembra y en su etaphsi torné a un color cenizo.
Las microestructuras identificadas el hondeusarium oxysporum son: hifas
simples y ramificadas de 20 um, clamidospopan, esféricas, globosas, de
paredes lisas, terminales o0 intercalares macmosn semicurvos,
generalmente de tres a cinco septos, de 26,5 pon tres o cinco septos,
micronidios  hialinos de forma de falsas cabezasbundantes de oval a

eliptica, con uno o dos septos de 368

v' En la investigacion realizada en laboratorio sdopabservar que el hongo se
desarrolla normalmente en una temperatura de 22 € .y que su ciclo de

vida se cumplié a los 5 dias después de habézadalel cultivo.
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v" Luego de la investigacion realizada se pudo etabana guia didactica de la
caracterizacion morfologica del hongo en estudia plar a conocer las macro

microestructuras y ciclo de vida del hongo investin

56



RECOMENDACIONES

v' Para la identificacion correcta del hongo se ddbeal consigo material
bibliografico (fotos a color) para poder analizar pgesenta las mismas

caracteristicas del patégeno.

v' Para visualizar de mejor manera las caracterssticanicro estructurales del
hongo Fusarium oxysporum se recomienda utilizar el microscopio trinocular
con el lente 40X, utilizando una gota de azuirgileno en la muestra, no se
recomienda el uso agua destilada porque presarttajas que impide observar

de forma adecuada al hongo.

v' Se recomienda que la presente investigacion siormo fuente de informacion,
para el estudio del hongo y determinar los factqresfavorecen al desarrollo,
para de esta manera poder garantizar menor gajeede infestacion en el

cultivo.

v’ Para evitar contaminacién del laboratorio es nemesasar vestimenta
esterilizada destinada para el uso del mismo. Derdaodo el proceso que dura
la reproduccién del cultivo se recomienda utilizaquipos y materiales bien

esterilizados al momento de su manipulacién
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GLOSARIO

Aislamiento: separacion de un patdgeno a partir de un hosfeegasu cultivo en un

medio nutritivo.

Agar: sustancia de consistencia gelatinosa que senehtie las algas marinas y que se
utiliza para reparar medios de cultivo nutritivas les que se estudia y cultiva a los

microorganismaos.

Cepa progenie de un solo aislamiento en un cultivoopaislado; grupo de aislados

similares; una raza.

Clamidospora: Espora asexual de pared gruesa que se forma mooddicacién de
una célula de las hifas de un hongo

Conidio: espora asexual de un hongo formada en el extdenum conidiéforo.
Cuerpo fructifero: estructura compleja de los hongos que contiesparas.

Espora unidad reproductiva de los hongos que constarde aivarias células, es

anéloga a la semilla de las plantas verdes

Enfermedad: cualquier mal funcionamiento de las células iltsj del hospedante, que

resulta de la irritacién continGia por un agentegahnico

Esterilizacion: eliminacion de los patdégenos y otros organismiy®sv del suelo,

recipientes, etc., mediante calor o sustanciasigagn

Fitopatégenos termino que se aplica a los microorganismos quedyzen

enfermedades en las plantas.

Hongo: pequefios organismos productores de esporas, afjgeaie microscopicos,
eucarioticos, ramificados y a menudo filamentoags ecprecen de clorofila y que tienen

paredes celulares que contienen quitina, celutbambos componentes.
Hifa: ramificacion simple de un micelio.

Hialino: Incoloro, transparente
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Hospedante planta que es invadida por un paracito y de lal @ste obtiene sus

nutrientes.

Marchitez: Pérdida de rigidez y caida de los 6rganos dealatal
Medio de cultivo: medio nutritivo preparado en el que se cultivaoroorganismos o

células vegetales.
Micelio: hifa 0 masa de hifas que constituyen el somandeongo

Purificacion: aislamiento y concentracion de particulas virgledorma pura, libre de

los componentes celulares.

Septado: Que tiene tabiques o septos
Septo: Paredes transversales de las hifas o esporas

Signa patégeno o sus partes o productos que se obssrbas una planta hospedante.

Sintoma reacciones o alteraciones internas y externassgffe una planta como

resultado de una enfermedad o factor ambientakyllgua al desarrollo de sintomas.
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INTRODUCCION:

La yuca Manihot esculenta) es afectada por varias enfermedades fungosasagsan
manchas foliares, necrosis del tallo o pudriciora@lcales con consecuentes pérdidas
en el rendimiento del cultivo. El hongo fitopatogefiqgue causa mas perdidas
econdmicas en el cultivo éBusarium oxysporum) mas conocido en la zona por sus
agricultores como pudricion de la raiz, La presergaia didactica realizada en el
laboratorio es un documento describe la enfeachechayor de importancia
econdmica en el cultivo de yuca. Lo cual faciéitat usuario la descripcién detallada
de la morfologia de hond®&usarium oxysporum).

La descripcion del patégeno se hace detalladamgnse complementara con
fotografias de las macro y microestructuras dehtgcausal.

Se espera que este documento sea una valiosae fulntconsulta para el
reconocimiento y el manejo adecuado del hongo.

FUNDAMENTACION:

La yuca o mandioca es una especie de origen amerigaie se ha extendido en una
amplia area de los trépicos americanos desde VeleguColombia hasta el Noroeste
de Brasil, con predominio de los tipos de yuca eld@n el norte y en la zona de Brasil
los amargos. Segun Rogers, las especies silvesd@legénero Manihot tienen dos

centros de origen: uno en México y América Central otro en el noroeste de Brasil.

(INFOAGRO 2007)

A pesar de que la yuca es un cultivo originaricAdeérica Latina y el Caribe,
esta region aporta solo el 18,3 % de la produatidndial. EI mayor productor de yuca
en el mundo, Nigeria, siguié la tendencia de cremito bajo, reflejado en un
incremento de 0,5 % durante los Ultimos cincasafidlFOAGRO, 2007)

62



Ghana, por su parte, registra el mayor crecimidet@eriodo: 5,6%. El 70% de
la produccion yuca, tal como ocurre actualmentguis& concentrada en cinco paises:
Nigeria, Brasil, Tailandia, Indonesia y Republicaon@inicana del Congo.
(INFOAGRO, 2007)

En el Ecuador Manabi es la principal provincia qu#iva yuca, desde el afio
2002 ha incrementado la superficie cosechada @3 hectareas a 6.076 en el afio 2006
mientras que los afios anteriores se mantenia ulibeéqua cosecha, Morona Santiago
es la segunda provincia en cosechar yuca a pesamlos Gltimos afios ha descendido
significativamente, al contrario Pichincha quend® la tercera provincia en cosechar
yuca, conjuntamente con la provincia Cotopaxi de2803 hasta la actualidad
INFOAGRO,2007)

Morfologia:

La yuca es un arbusto perenne de tamafio varialdgyuede alcanzar los 3 m de altura.
Hoja: Formada por peciolo y limbo, en espiral en relacidmla posicion que ocupa en
el tallo, el limbo se divide en varios l6bulos.

Tallo: Los tallos pueden ser erectos, decumbentes o dogstasin ninguna
ramificacion,

Flor: La inflorescencia se presenta en forma de racimos

Fruto: El fruto de la yuca es en capsula, drupaceactiidw, provista de seis alas en la
maduracion.

Semillas: De forma elipsoidal, superficie lisa y brillante, gésta dura presenta jaspeado
de manchas negras o pardas.

Raiz: El sistema radicular de la yuca es fibroso.

Sintomas: necrosamiento y pudricién en la raiz y tallo, h@asarillenta, enrolladas y

muerte de la mism

Diseminacién: Las clamidiosporas son diseminadas por el suelo.
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Sobrevivencia el patdgeno forma esporas resistentes conocias clamidiosporas,

gue pueden permanecer inactivas en el suelo dysantelos de

Control: Se recomienda seleccionar terrenos con suela@nés| con una buena de

capacidad de drenaje. En suelos pesados se dédredayririegos en exceso.

A fin de cortar los ciclos de patdégenos que quedaal suelo de un afio a otro, se debe

considerar la rotacion de cultivo.

Morfologia: Las principales caracteristicas morfol6gicagriesarium oxysporum) son
hifas simples y ramificadas de 20 um, clasawa 7 um, esféricas, globosas, de
paredes lisas, terminales o intercalares maciiosn semicurvos, generalmente de
tres a cinco septos, de 26,5 um con tres o @eptos, micronidios hialinos de forma
de falsas cabezas y abundantes de oval a eliptima,uno o dos septos de 3,08 pm
(ARBELAEZ, G. 2000)

OBJETIVO:

- Brindar informacién detalla sobre el hongd-ugarium oxysporum) que ha

causado mayor pérdida econémica en el cultivo uiea y

- Conocer detallada mente la macro y microestractiue presenta el hongo
durante su ciclo biolégicd-(isarium oxysporum).

- Dar a conocer formas y tamafios de diferentes pagtes esta constituido del

hongo en sus diferentes etapas.
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UBICACION:

Tabla 1. Ubicacion del laboratorio.

Sitio: Salache Bajo
Parroquia: Eloy Alfaro
Canton: Latacunga
Provincia: Cotopaxi

Coordenadas cuadricula

utm:

mercator

N: 9888.749,37.
E: 764.660,386.

Altitud:

2757,59 msnm.

Fuente: el investigador
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BLOQUE |. METODOLOGIA:

Cuadro 2.Recoleccion de la muestra en campeatamiento en laboratorio.

En cultivares de yucklanihot

esculent) ubicados en sector Los

Laureles del Canton La Mana de|la
Provincia de Cotopaxi, a una altura|de
586 m.s.n.m, se tomO muestras |de
hojas y tubérculos que presentaban
signos y sintomas de estar afectados

por (Fusarium oxysporium)

Utilizando métodos mas apropiados
para recoleccion de material en campo
se recolecto los organos (hojas| y
tubérculos) enfermos, luego fuerpn
almacenados en fundas tetrapac| en
una hielera para ser transportad

hacia el laboratorio

En un refrigerador a una temperatura

entre 6 y 8°C fueron almacenadas |las

muestras tomadas en campo en|las
fundas de tetrapac, esto con |la

finalidad de que el patégeno [se

mantenga vivo. Las muestras deben
estar rotuladas para evitar que |se
mesclen, tomando en cuenta que| el
tiempo de almacenado no sea mayor a
8 dias.
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Cuadro 3.Preparacion del medio de cultivo, papa - destr@agar (PDA),

Primero.- pesamos 350 gr. de papa
pelada picada en cuadritos, poner en juna
olla para cocinarlas por 15 minutos gon
800 ml de agua con un pH de 6.5 que lo
bajamos con &cido citrico, esto para
evitar la propagacion de bacterias.

Segundo.- pasamos por el colador |la
sustancia obtenida para liberarla |de
impurezas, la regresamos a fuego lento
completando con agua lo que se evappro,
procedimos a afiadir 30 gr. de agar,| 30
gr. glucosa y 3,5 gr. de levadura.

Tercero.- una vez que ya tuvimos una
solucibn homogénea procedimos | a
trasladarla a un Erlenmeyer lo tapamos
bien con papel aluminio para evitar que
se derramé lo colocamos en el Autocl;
por un lapso de 60 min con T°120 de
para esterilizarlo.

Cuarto.- una vez que obtuvimos gl
medio de cultivo esterilizado procedimos
/ a ponerlo en cada caja Petri con mucho
o 2 . cuidado para evitar contaminaciones, fue
£ necesario esperar de 5 a 10 minutos para
' que se gelatinice.

Fuente: El investigador
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Cuadro 4.Siembra y cultivo del hongo

Las cajas Petri con el medio de cultivo

PDA fueron trasladadas a la camara

de

flujo laminar al igual que las muestras para

ahi realizar la inoculacion, con la ayuda
aza de siembra para evitar que
contamine el trabajo.

Con un bisturi se procedié a cortar
pedazo de tejido contaminado de 3 mm )
desinfectamos con una solucion de 2:1

de
se

un

de

clorox y lo colocamos en el centro de cada
caja Petri con ayuda de una pinza y aza de
siembra, de inmediato sellamos las cajas

con parafilm y etiquetamos.

Las cajas Petri ya sembradas las colocamos

en la incubadora a una temperatura de 2
y con una Hr del 70% para que el hongg
propague de una manera mas rapida.

En esta etapa tuvimos que estar pendi€
de las muestras observandolas cada
horas de una manera  minuciosos
observar todo los cambios que sucedg
las cajas, con la colonia del hon
obtenidas.

4°C
se

ntes

24
ara
L en

go

Fuente: El investigador
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Cuadro 5. Identificacion y Aislamiento

Se llevo las cajas Petri a la camara| de
flujo laminar en donde las abrimos para
coger muestras con la ayuda de un bisturi

y lo colocamos en el porta objetos,

la

mejor manera de coger las muestras y

para que sea observado.

Observamos al microscopios para pader
diferenciar las estructuras de los
diferentes hongos que se propagarorn en

la caja hasta encontrar utilizando
lentes de 40x.

0s

Se diferencia la caja Petri q
conteng@-usarium oxyspor um)
Preparamos nuevamente medio
cultivo PDA, llevamos a la camara
flujo laminar para volver a sembrar.
todo en la cdmara de flujo laminar
obtiene una porcién de micelio y se
siembra en la caja Petri con el medio
cultivo, la llevamos a la incubadora

de
de

se
o}
de

continuamos con las observaciones cada

24 horas.

Fuente: el investigador
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BLOQUE Il. RESULTADOS:

Cuadro 6 Macroestructuras de horjgasarium oxysporum)

A:  micelio algodonosg
blanquecino de 3 crn
después 2 dias de habe

realizado la siembra.

A:  micelio algodonosq

blanquecino de 8 cm

los 3 dias de habe

realizado la siembra.

a

A: Halo concéntrico de

cm de color marrén

B: micelio algodonoso de
cm de color cenizo al 4 d
de haber realizado

siembra

A: micelio algodonoso de
cm de color cenizo

5 dia de haber realizado

siembra

9
ia

a

9

a
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Microestruturas observadas en el Microscopio Trinoalar CX31

La imagen fue obtenida con ayuda de un microscopioel lente de 40, en campo

oscuro Phly con intensidad de luz de 5.

Reproduccién en latatorio (Fusarium oxysporum

A: Clamidiosporas de 7 um
B: Hifas de 20 pum
Elaborado por: TANBZO, Monica, 2015.

Mediante la observacion realizada se pudo deterrifes 15 um septadas, hialinas y

ramificadas de manera irregular con presencia pleras globosas

Corroborando lo observado afirma ARBELAEZ, 200@a$iseptadas y hialianas de 15

pHm con presencia de esporas globosas.

71



La imagen fue obtenida con ayuda de un microscopioel lente de 40x, en campo

oscuro Ph2 y con una intensidad de luz de 5

Reproduccién en laboratorio(Fusarium oxysporum)
A: Conidi6foro de 20 um

B: Clamidiospsrde 7 pm
C: micronidids 3.08 um
Elaborado ppANDAZO, Ménica, 2015.

Se puede observar la presencia de conidi6foresalas de 20 um con presencias de
clamidosporas de tamafo de 7 um, esféricas, gisboe paredes lisas, terminales o

intercalares y dispuestas individualmente o pamscyonidios de 3.08 um

Corroborando lo observado ARBELAEZ, G. 2000 aspreia de conidi6foros de 20
um clamidosporas de 7 um de tamafio, abundantésicasf (globosas), subglobosas,
de paredes lisas, terminales o intercalares y dgps individualmente o en pares a lo

largo y micronidios de 3.08 um
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La imagen fue obtenida con ayuda de un microscopioel lente de 40x, en campo

oscuro Ph2y con intensidad de luz de 5

Reproduccién en laboratorigFusarium oxysporum)

A: Macronidios de 26,5 um
Elaborado por: TANDAZO, Monica, 2015

Se puede identificar la presencia de macronidiemicurvos, generalmente de tres a

cinco septos, de 26,5 pm.

Corroborando lo observado ARBELAEZ, @0Q. Macroconidios hialinos,

semicurvos o casi rectos de tres a cinco septd6.&eum.
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La imagen fue obtenida con ayuda de un microscopioel lente de 40x, en campo

oscuro Ph2y con intensidad de luz de 5

Reproduccién en laboratorio(Fusarium oxysporum)

A: Macronidios de 26,5 um
B: Micronidios de 3.08 um

Elaborado por: TANDAZO, Ménica, 2015.

Se puede identificar la presencia de macronidibsindantes de 26,5 pm hialinos ,
semicurvos o casi rectos a curvados puntiagudas axdremos con tres o cinco septos
con presencia de micronidios hialinos de fordefalsas cabezas y abundantes de

oval a eliptica, con uno o dos septos de 3,08 um

ARBELAEZ, G. 2000. Macroconidios hialinos, de semmios o casi rectos (falcados) a
curvados, puntiagudos en sus extremos, con tresi@ ceptos de 26,5 pum vy
Micronidios hialinos formados en falsas cabezabyndantes, de forma oval a eliptica,
con uno o dos septos de 3,08 um
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ANEXO N 2 Enfermedades de la yuca

Mancha parda de la hoje. Causada po
Cercospora henninsgsii. Es una de la
enfermedades mas importantes de la yuca.|Los
sintomas que provoca son manchas marrgnes
mas definidas en el haz y menos en el envés.
Las venas cercanas a las lesiones circulares®
pueden aparecer de color negro. Las hpjas

situadas en la parte baja de la planta son |[mas
susceptibles de ser atacadas. Para controlar
enfermedad, lo mejor es utilizar variedades
resistentes al hongo.

Mancha blanca de la hoji. Causada po
Cercospora caribae. Es una enfermedad
frecuente en los periodos humedos y frescos
Los dafios que causan estas especies comjen
por un amarilleamiento en la hoja, en el ce
aparece un color pardo en cuyo borde
ocasiones aparece una linea irregular p
violeta. En las hojas produce manc
irregulares, primero amarillas y posteriorme
pardas de unos 5 - 10 mm. El hongo penetr
la planta a través de los estomas, invadie
posteriormente los espacios intercelulares
hongo sobrevive en la época seca sobre
tejidos viejos infectados.

Ceniza o mildiu. Causada poDidium sp. Esta
enfermedad aparece en la época seca. La ¢
de la yuca esta causada gidium manihotis.
Ataca preferentemente a las hojas 1
desarrolladas. Provoca lesiones amarillenta
las que en ocasiones aparecen areas necr
de color marron. Pudiendo llegar ha
provocar la defoliacion de la planta. También
recomienda la aplicacién de productos a &
de azufre por aspersi

Afublo pardo fungosc. Causada po
Cercospora vicosae. Suele presentarse don
aparece la mancha parda. Los sintomas
manchas grandes de color marrén, sie
marrén grisaceo en el envés. Puede ocasi
defoliaciones severas en varieda
susceptibles. No obstante, no es
enfermedad que ocasione grandes pérd
Para controlar la enfermedad se recomie
excesiva humedad en el suelo.
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ANEXO N° 3 Campo visita al sitio de recoleccion@& muestras.

Fotografia N° 1 Sitio de recoleccion

Fotografia N° 4 Recoleccién de muestras.
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ANEXO N° 4 Laboratorio equipos

Fotografia N° 5Incubadora Fotografia N° 6 Camara de flujo laminar

Fotografia N°7Autoclave Fotografia N°8 Microscopio trinocular

Fotografia N°11 Cocina eléctrica

Fotografia N° 9Microondas y

Fotografia N° 1Mestilador de agua
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ANEXO N° 5 Preparacion del agar papa destroxa

Fotografia N° 13 Se utilizo 30gr de agar

Fotografia N° 1435 gr. de glucosa Fotografia N°15 3,5 de levadura

Fotografia N° 16Mezcla la preparacion por 2 minutos Fotografia N 17Desifeccion del agar por 1
hora
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ANEXO N° 6 Siembra del hongo Fusarium oxysporum)

Fotografia N°18 Siembra del tejido Fotografia N° 19Sellada de la muestra

Fotografia N° 20T° de inoculacion del hongo Fotografia N° 21 Muestra en la
incubadora
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ANEXO N°7 Macroestructuras del hongo Fusarium oxysporum)

Fotografia N° 22 Macroestructura de hongBusarium oxysporum)

Fotografia N° 23Muestra de micelio para ser observado en microscopi
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ANEXO N° 8 Identificacion microestructuras hongo(Fusarium oxysporum)

Fotografia N° 25Microestructura observada con el lente 20X
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Fotografia N° 26Microestructura observada con el lente 20X

Fotografia N° 27Microestructura observada con el lente 10X
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Fotografia N° 28Microestructura observada con el lente 40X
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