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Evaluacion de medios de cultivo para el crecimiento y desarrollo de
Sphaerellopsis filum proveniente de Uromyces phaseoli, del municipio de

Nueva Santa Rosa, Santa Rosa, Guatemala, C.A.

RESUMEN

En el trabajo de graduacion se especifican los contenidos de las tres fases del
Ejercicio Profesional Supervisado (EPSA), los cuales fueron: Diagnostico,
Investigacion y Servicios. Que se llevaron a cabo en el Centro de Diagndstico
Parasitoldgico, Sub-area de Proteccion de Plantas de la Facultad de Agronomia en
la Unidad de Vinculacion y Gestion de Recursos (CDP-FAUSAC).

El primer capitulo contiene la informacion del diagnéstico del CDP-FAUSAC el cual
tuvo como finalidad evaluar a detalle el funcionamiento en general de las
condiciones que un laboratorio de diagnostico debe contener segun normas
internacionales todo esto se llevo a cabo en el afio 2014 de febrero a noviembre, en
el cual se obtuvo informacién de los servicios prestados que brinda a la comunidad
estudiantil asi como también agricultores del pais, asi como también proyectos de

investigacion los cuales son de beneficio y desarrollo.

El segundo capitulo consta de la informacién obtenida en la investigacion realizada
en el municipio de Nueva Santa Rosa la cual consistio en la evaluacion de medios
de cultivo para el crecimiento y desarrollo de Sphaerellopsis filum provenientes de
Uromyces phaseoli del municipio de Nueva Santa Rosa, Santa Rosa, en el cual se
evaluaron cuatro medios de cultivo y tres variables las cuales fueron indice de
crecimiento micelial, capacidad de formacién de esporas gemantes y produccion de
picnidios, los cuales el Extracto de Malta Agar brindé mejores condiciones para el

desarrollo micelial, para la formacion de esporas gemantes ningin medio de cultivo



brindo las condiciones necesarias para su formacion de esporas gemantes y para la
produccion de picnidios los medios Papa Dextrosa Agar y la mezcla de jugo V8 mas
Papa Dextrosa Agar proporcionaron mejores condiciones para el desarrollo de dicha

estructura.

En el capitulo tres se muestra los servicios brindados en el CDP-FAUSAC el cual
consisti6 en el remozamiento de una tabla de clasificacion de bacterias
fitopatdgenos segun Kaoji Nishiyama (1978), la cual se realiz6 una investigacion de
actualizacion de la clasificacion y se logré constatar que hasta la fecha no ha sufrido
cambios sin embargo se realiz6 una nueva tabla la cual tendra como funcion brindar

informacion a todos los usuarios del CDP-FAUSAC.



Guatemala, agosto 2017






1.1 INTRODUCCION

El Centro de Diagnéstico Parasitolégico (CDP-FAUSAC) es un programa de servicio de la
Facultad de Agronomia, de la Universidad de San Carlos de Guatemala, creado con el fin
de prestar asistencia técnica al sector agricola y forestal de Guatemala, cooperando asi
con la investigacion y desarrollo de la misma con lo referente a Diagndstico Parasitologico

en forma continua.

Entidad no lucrativa de servicios y desarrollo tanto a entidades gubernamentales como
privadas, abriendo investigaciones las cuales favorecen el desarrollo de estudiantes y
profesionales egresados de la Facultad de Agronomia.

El siguiente diagndstico presenta las condiciones actuales y estructura administrativa,
recursos humanos e insumos con los que cuenta el CDP—FAUSAC durante el periodo de

febrero a noviembre del afno 2014.

Se establecid que el Centro de Diagndstico Parasitolégico tiene capacidad de realizar
diferentes andlisis para el diagnéstico de hongos, bacterias, artropodos, ademas de
prestar servicios de asistencia técnica en muestreos y manejar de plagas y enfermedades,
igualmente se desarrollan investigaciones que se llevan a cabo en el laboratorio durante el
2014 las cuales fueron financiadas por diversas entidades tales como la Direccion General
de Investigacién (DIGI) de la Universidad de San Carlos y la Secretaria Nacional de
Ciencia 'y Tecnologia (SENACYT)



1.2 CENTRO DE DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO

1.2.1 Antecedentes

En 1989 da inicio la entidad no lucrativa el Centro de Diagndéstico Parasitologico (CDP)
para prestar servicios educativos, cientificos y tecnolégicos segun los articulos de
propuestos, fue aprobado oficialmente en 1990 por la Junta Directiva de la Facultad de
Agronomia de la Universidad de San Carlos en la Resolucion No. 735 -96, punto sexto del
acta 46-96, con la finalidad de proyectar y aplicar actividades de investigacion y desarrollo
de la Facultad de Agronomia y la Universidad asi como también hacia la sociedad que
necesita apoyo técnico y cientifico, como una forma de generar recursos para la
Universidad y que a la vez permita proyectarse a los diversos sectores de la sociedad
guatemalteca, fomentando experiencia que fortalezcan los procesos académicos. El
Centro de Diagnéstico Parasitologico (CDP) pertenece a la Sub-Area de Proteccion de

Plantas, Area Tecnoldgica de la Facultad de Agronomia (Mijangos, R. 2009).

Los servicios brindados por el Centro de Diagnéstico son: determinacion de plagas y
enfermedades en cultivos a bajo costo en comparacion con instituciones privadas que
existen en el pais. El valor del diagndstico realizado por el CDP es de Q.75.00 dicha tarifa
se orienta a sufragar los gastos de personal, material y equipo, infraestructura,
depreciacion de equipo entre otros.

El Centro de Diagndstico Parasitolégico es un puente de desarrollo para investigaciones y
desarrollo estudiantil ya que ha desarrollado varias tesis con los proyectos obtenidos con
las diferentes instituciones que brinda apoyo econdémico para el desarrollo de

investigaciones cientificas.



1.2.2 Ubicacion
El Centro de Diagnoéstico Parasitologico se encuentra ubicado en la ciudad universitaria
zona 12, en el edificio de Unidad de Vinculacion y Gestion de Recursos (UVIGER) en el

tercer Nivel, dicho edificio pertenece a la Facultad de Agronomia.

1.2.3 Mision
Prestar asistencia al agro guatemalteco en todos los niveles, contribuyendo al desarrollo y
la investigacion agricola, proporcionando la aplicaciéon adecuada de tecnologia apropiada

para el manejo de plantas (Centro de Diagnostico Parasitolégico, 2012).

1.2.4 Vision
Ser un centro lider en diagndstico, investigacion y referencia de los problemas
fitosanitarios para la agricultura guatemalteca y centroamericana (Centro de Diagnostico

Parasitolégico, 2012).

1.2.5 Administracion

La administracién del Centro de Diagndstico Parasitoldgico estd bajo la direccion del
Departamento de Contabilidad de la Universidad de San Carlos de Guatemala y la
Facultad de Agronomia, el cual pertenece al area Tecnoldgica, sub area de Proteccion de
Plantas, actualmente es dirigido y administrado por el Ing. Agr. Gustavo Adolfo Alvarez

Valenzuela.

El Centro de Diagndstico cuenta con equipo, material e insumos que son proporcionados
por proyectos de investigacidon que se llevan a cabo en convenios con la Secretaria
Nacional de Ciencia y Tecnologia (SENACYT), la Direccion General de Investigacion de la
Universidad de San Carlos (DIGI) y la Gremial de Exportadores (GEXPORT).

1.2.6 Alcances

El Centro de Diagnoéstico Parasitologico presta los servicios de diagnostico de agentes
fitopatdgenos como lo son hongos, bacterias, nematodos y analisis entomoldgico, andlisis
de pureza y viabilidad de semillas, esto ya que cuenta con una infraestructura completa

gue hace que los procesos sean eficientes.

Ademas de brindar apoyo a los diversos proyectos de investigacion de las diferentes

unidades de la Facultad de Agronomia asi como también a nivel institucional, apoyo a la



docencia y retroalimentacion docente igualmente brinda el apoyo a estudiantes con los
proyectos de investigacion (tesis).

Otro de los alcances que posee el Centro de Diagndstico es brindar asesoria técnica en

toma de muestras, manejo de plagas y capacitaciones para entidades que lo requieran.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 General

e Determinar la situacion actual del Centro de Diagnostico Parasitologico

1.3.2 Especificos
e Caracterizar las areas de trabajo que cuenta el Centro de Diagnostico
e Determinar los servicios prestados por el Laboratorio.

e Analizar el Recurso Humano e insumos con que cuenta el Centro de Diagndéstico



1.4 METODOLOGIA

En el mes de Febrero a Noviembre del afio 2014, se llevé a cabo el diagnostico como
parte del Ejercicio Profesional Supervisado (EPS) en el Centro de Diagndstico

Parasitoldgico de la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos.

Para obtener la informacién del diagnéstico, fue necesario consultar informacion de
literatura (tesis y formulario), entrevistas del personal de laboratorio asi como los que
hacen uso de las instalaciones; con la cual se logré ejecutar el listado de las
investigaciones que se realizaron durante el afio 2014 y para ello se necesité el apoyo de
los Estudiantes del Ejercicio Profesional Supervisado (EPS) para lograr llevar a cabo las
investigaciones (muestreos), asi como el inventario de insumos y equipo que cuenta el

Centro de Diagndstico en el 2014 y aspectos positivos puntos criticos.

Cuadro 1: Andlisis de fortalezas, oportunidades, debilidades y amenazas del CDP-
FAUSAC.

FORTALEZA OPORTUNIDADES
¢ Realiza actividad de servicio, accesible e Puede expandirse segin la
a todo publico. capacidad instalada en el
e Infraestructura adecuada. laboratorio.
e Bajo costo de servicio. e cobertura a proyectos de
e Cuenta con profesionales calificados. investigacion a nivel nacional e
e Respaldo institucional. internacional, con instituciones
e Manejo de presupuesto propio. privadas y estatales.
e Equipo, material e insumos adecuados e Documentos sin utilizar que se
para realizar los diagndsticos. encuentran en CEMAV
e Apoyo con insumos, material y equipo e Expandirse a los centros regionales.
por parte de proyectos con e Asesoria técnica a productores y
instituciones gubernamentales, empresas.
privadas que se llevan a cabo en el e Crecimiento laboral
centro de Diagnostico. e Mayor divulgaciéon mediante
e Ejemplo para los centros regionales medios de comunicacién tales como




internet, articulos, panfletos, entre

otros.

Debilidades

Amenazas

No posee reactivos especializado

para identificar el género de
bacterias fitopatdbgenos y virus.

No posee un técnico de laboratorio
estable ademas que posee diversas
actividades tanto apoyo CDP como
proyectos..

La universidad puede ser cerrada y
paralizar los servicios por feriados,
asuetos, fendbmenos  politicos,
internos y/o externos.

No cuenta con manuales y otros
documentos necesarios para
procedimientos en la realizacion de
diagndsticos.

Poca Divulgacion.

¢ El laboratorio no se ha promocionado
en el sector agricola.
e Mayor divulgacibn de otros centros

privados.

e Instituciones privadas cuentas con
servicio de diagnostico de bacterias y

virus.

eNo se cumplen con las normas de
Bioseguridad dentro del CDP.

¢ No se cuenta con personal estable.




1.5 RESULTADOS

1.5.1 Infraestructuray Equipo
Las areas con las que el Centro de Diagnodstico cuenta son seis: area de Oficina, area de
recepcion y procesamiento de muestras (cuarto sucio), bodega, area de observacion, area

de Transferencia y area de esterilizacion.

Los cuales estan acomodados de una forma que cuando entren en los ambientes se evite

la contaminacién y movimientos hacia el area estéril.

A. Area de Oficina:

En esta &rea se encuentra ubicado todo el mobiliario de oficina: escritorios, archivos y
almacenamiento de datos, libros de referencia, control de laboratorio en fisico como digital,
de los resultados obtenidos de cada muestra ingresada. En el area se lleva a cabo la

entrega de resultados y registro de boletas de pago.

B. Area de recepcion de muestras y procesamiento:

Denominado también cuarto sucio debido a que en el area se lleva a cabo los procesos
basicos: revision de muestra ingresada, camaras humedas, proceso de cultivo trampa,

extraccion de nematodos, toma de fotografia y almacenamiento de material vegetal.
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Fuente: Solares R. 2014

Figura 1: Area de recepcion de muestras.

C. Bodega:

Se encuentra ubicada dentro del area de recepcidn de muestras en un anexo del mismo

en donde se almacenan insumos de laboratorio, reactivos, cristaleria y equipo.

D. Cuarto de observacion:

Es el area que se utiliza para la observacion de muestras, conteo de nematodos,
observacion de agentes fitopatdgenos tanto in vivo e in vitro, ademas realiza montajes,
resguardo e incubacion de cultivo trampa. En esta area se pueden ubicar estereoscopios,
microscopios, microscopios, camaras fotograficas de microscopios, computadora, ademas
de contar con una mini biblioteca de libros para la determinacion de agentes fitopatdogenos.



Fuente: Solares R. 2014

Figura 2: Area de observacion de muestras.

E. Cuarto Estéril;

Es utilizado para la realizacibn de medios de cultivos, extraccion, inoculacion vy
transferencia de agentes fitopatégenos a medios de cultivo nutritivos y/o selectivos para su

desarrollo. Cuenta con una camara de flujo laminar, gabinetes.

El area se encuentra ubicada en un anexo del cuarto de observacion en el cual esta

aislada para evitar corrientes de aire y polvo que puedan contaminar el area.

Fuente: Solares R. 2014

Figura 3: area de transferencia
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F. Cuarto caliente

En esta area se encuentran ubicados los equipos para la realizacion de medios de cultivo,

esterilizacion de cristaleria.

Cuenta con el siguiente equipo: camaras de incubacion, microondas, balanza, autoclave,

horno de calor seco, refrigeradora, cristaleria y lavadero.

Fuente: Solares R. 2014

Figura 4: area de Esterilizacion

1.5.2 Servicios que se prestan

El Centro de Diagnéstico presta sus servicios tanto al estudiante de la Facultad de
Agronomia y la Universidad de San Carlos, como también a los pequefios y grande

agricultores del pais, para lo cual brinda los siguientes servicios:

e Analisis hongos y oomycetos: se realiza andlisis de agentes fitopatégenos,
hongos y oomycetos tanto del suelo como en planta.

e Analisis Nematologico: realizacion de analisis de nematodos fitoparasitico
filiformes y globosos

e Analisis Bacteriologico: analisis diagnostico de Bacterias

e Andlisis Entomoldgico: determinacion de artrépodos y molluscos.
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Asistencia Técnica:
o Muestreo de Plagas
o Manejo de enfermedades
o Capacitaciones

o Manejo integrado

Recurso Humano e Insumos

11

Para el desarrollo de todas las actividades que se llevan a cabo en el Centro de

Diagnostico Parasitologico es necesario contar con Personal calificado para cada una de

las mismas, a continuacion se presenta el Personal con que cuenta el CDP para el afio

2014:

Profesor Titular de la Facultad de Agronomia y Administrador del CDP: Ing. Agr.

Gustavo Adolfo Alvarez Valenzuela

Estudiante de Ejercicio Profesional Supervisado: Br. Roselia del Rosario Solares

Barrera

Estudiante de Ejercicio Profesional Supervisado: Br. Alba Marilia Noj Suruy
Técnico de laboratorio: P. Agr. José Miguel Escobar
Investigador Ing. Agra. Maria del Carmen Santos Bravo

Auxiliar de Investigacion: P. Agr. Luis Centes Carrillo

Para que toda actividad se lleve a cabo el laboratorio cuenta con el siguiente material y

equipo durante el 2014:

Cuadro 2: Equipo disponible del Centro de Diagnéstico Parasitolégico 2014

Descripcion

Cantidad

Ubicacion

Autoclaves de 20 y 40 lts de capacidad

2

Cuarto Estéril




Balanza analitica

Cuarto estéril

Céamara de Incubacion

Cuarto estéril

Camara de Flujo laminar

Area de Transferencia

Camara Fotogréfica

area observacion y area de

recepcion (1)

Centrifugadora

Area de recepcion

Computadora

area de oficina 3y area
observacion (1)

Estereoscopio

Area de observacion

Escaner

Oficina y area de

observacioén

Horno calor seco Area estéril
Impresora Area oficina
Licuadora Area recepcion

Macroestereoscopio

Area observacion

Magquina selladora

Bodega

Microondas Area estéril (1) y Bodega
Microscopio Area observacion
Refrigerador Area estéril (2), area de

recepcion (1) y bodega

Fuente: Solares Barrera 2014.

12

Se realiz6 inventario de los insumos y reactivos que cuenta el Centro de Diagndstico en el

afo 2014.



Cuadro 3: Insumos disponibles para el
Parasitoldgico.

2014 en el

13

Centro de Diagnostico

Descripcion Cantidad Unida.d de
medida
Alcohol en gel 5 Galones
Alcohol etilico al 70% 20 Galones
Alcohol etilico al 95% 25 Galones
Bobina de papel kraft delgada 12” 4 Rollos
Bolsas plasticas negras 30x36 10 Millar
Bolsas plasticas transparentes 15x25x6 10 Millar
Cajas Petri 90x15mm (549 unidades) 20 Caja 500U
Cofias 2 Cajas 100U
Desinfectante en spray Lysol 90 onz. 25 3pack
Guantes de latex talla “M” 10 Caja 50U
Guantes de latex talla “S” 12 Caja 50U
Hojas de afeitar Gillette (5 unidades) 65 Cajas
Mascarillas tipo conchita 10 Caja 50U
Parafilm 10cm x 38m 20 Rollo
Repuestos de bisturi No. 11 8 Caja 100U
Repuestos de bisturi No.21 10 Caja 100U
Toallas de papel para dispensador en rollo de 240 metros 8 Caja6 U

Fuente: Solares Barrera, 2014



Cuadro 4:

Reactivos disponibles en bodega 2014

Descripcion Cantidad Unida.d de
medida
Agar agar 06 1kg
Agar patata dextrosa (PDA) 13 500 g
Azul de lactofenol 12 100MI
Carbonato de calcio 02 500g
Corn meal agar 03 500g
Extracto de levadura granulado 02 500g
Extracto de malta 01 500g
Gelatina glicerada 01 100MI
Hidrogenofosfato dipotasico 01 1Kg
Hidréxido de potasio en pastillas 02 1 kg
Lithium chloride 02 100g
Magnesio sulfato heptahidratado 02 500g
Nitrato de calcio tetrahidratado 02 500g
Nitrato de sodio 01 500g
Potasio hidrogeno fosfato 01 500g
Sacarosa 03 2509
Tween 20 02 1L
Tween 80 01 1L
Xileno 01 2.5L

Fuente: Solares Barrera, 2014

14
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1.5.4 Investigaciones Realizadas

El Centro de Diagnostico es una entidad no lucrativa la cual busca el desarrollo cientifico
como aporte a la sociedad. Es por ello que afio con afio se busca el financiamiento de
Proyectos de investigacion que ayuden a la Facultad de Agronomia con insumos, material
y equipo, esto a la vez desarrolle investigaciones (tesis) con los estudiantes y desarrollo
de personal calificado de investigacion y que a la vez se cuente con apoyo para la

administracion del mismo.

En el afio 2014 el CDP conto con el apoyo de la Direccién General de Investigacién (DIGI)
de la Universidad de San Carlos, la Secretaria Nacional de Ciencia y Tecnologia

(SENACYT); a continuacion se presentan los proyectos desarrollados:

e Proyecto FODECYT 027-2013, linea Primeros Investigadores, “Bioprospeccion de
Cepas Promisoras de Sphaerellopsis filum y su potencial en el control de
Uromyces phaseoli en los municipios de Nueva Santa Rosa, Casillas y Santa Cruz

Naranjo del Departamento de Santa Rosa.

e Proyecto CONCYT 054-2014, Programa Master “Caracterizacion de Plagas

microbianas y de artrépodos en seis cultivos ornamentales de exportacion”

e Proyecto DIGI 7.26 “Extraccion y Formulacion artesanal de Cladosporium

uredinicola biocontrolador de Puccinia horiana”

1.5.5 Metodologia de ejecucién de diagnosticos

Para la realizacion de los diagnosticos en el centro de diagnéstico parasitolégico de

plantas y suelo se lleva a cabo las siguientes metodologias:
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G. Recepcion de muestras

Consiste en llenar la boleta de ingreso con los datos necesarios del solicitante tales como:
nombre del solicitante, nombre de la empresa, nimero de teléfono, direccion, correo
electronico, cultivo, procedencia de la muestra, signos y sintomas que presenta la planta
ademas del manejo agrondmico que se -le esta realizando, agroquimicos utilizados, edad

de cultivo, variedad y los estudios requeridos.

a. Registro de la muestra

En el centro de diagndstico se realizan dos formas de registro en fisico y digital, para la
forma fisica se inscribe todas las muestras ingresada al laboratorio en el cual se requiere
los datos siguientes: niumero de correlativo asignado, fecha de ingreso, solicitante y/o
empresa, cultivo, procedencia, tipo de analisis solicitado, resultados y numero de recibo de

pago de la muestra analizada, los mismos datos se trasladaran a la hoja digital.

b. Procesamiento de muestra

Este esta en funcién del andlisis solicitado fitopatolégico, Nematolégico, bacterioldgico y/o

Nematoldgico, este procedimiento esta a cargo del encargado de laboratorio.

c. Emisién de resultados

Este se lleva a cabo luego de haber realizado todos los andlisis solicitados por el cliente,
en dicho informe lleva el nombre del patégeno encontrado, parte utilizada para el analisis
las cuales pueden ser hojas, tallo, raices, suelo, fruto, etc. Ademas de las
recomendaciones para atacar el patdogeno encontrado, dichas recomendaciones son
emitidas por el Ing. Agr. Gustavo Alvarez ya que él es la persona a cargo del Centro de

Diagnostico Parasitologico.
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1.6 CONCLUSIONES

Actualmente el Centro de Diagndstico Parasitologico cuenta con tres proyectos en
ejecucion asi como también un analista de laboratorio proporcionado por la
AGEXPORT.

El Centro de Diagndstico Parasitologico cuenta con seis areas de trabajo las cuales
son las siguientes: oficina, area de recepcion de muestras, bodega, area de
observacion, area de transferencia, area de esterilizacion.

El Centro de Diagndstico Parasitoldgico actualmente presta los siguientes servicios:
andlisis fitopatolégico, andlisis Nematoldgico, andlisis Bacterioldgico, asistencia
técnica en manejo de plagas y enfermedades, analisis de germinacion. Ademas de
llevar a cabo tres proyectos de los cuales dos son financiados por la Secretaria de
Nacional de Ciencia y Tecnologia (SENACYT) y uno por la Direccién General de
Investigacion (DIGI).

El CDP actualmente realiza tres investigaciones una en cultivo de frijol, en plantas
ornamentales y la generaciéon de un agente de control biolégico a base de
Cladosporium uredinicola.

Actualizacion de informacién de analisis de bacterias.
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1.7 RECOMENDACIONES

Mantener personal permanente como el técnico de laboratorio ya que esto implica
capacitacion laboral constante.

Capacitar al personal constante para brindar un mejor servicio a nuestros clientes.
Realizar programas de divulgacion informativa de los servicios que realiza el

Centro de Diagnéstico Parasitologico.
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2 CAPITULO Il

Evaluacion de medios de cultivo para el crecimiento y desarrollo de
Sphaerellopsis filum proveniente de Uromyces phaseoli, del municipio

de Nueva Santa Rosa, Santa Rosa, Guatemala, C.A.

Guatemala agosto de 2017
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2.1 INTRODUCCION

Guatemala es un pais agricola, y uno de los productos de mayor consumo es el frijol, que

es uno de los cultivos principales para la dieta alimentaria diaria de los guatemaltecos.

Una de las enfermedades que mas afecta el cultivo de frijol es la roya, la cual ocasiona
pérdidas entre el 18 y 100 por ciento del producto, pues perjudica la calidad y
comercializacién, debido a que baja el rendimiento del mismo. Segun reportes del
Ministerio de Agricultura Ganaderia y Alimentacion (MAGA), a nivel nacional la produccion
estimada para el afio 2014 fue 4,966,700 quintales. El departamento de Santa Rosa ocupa
el cuarto lugar a nivel nacional de mayor produccién con 335,307 quintales producidos;
Nueva Santa Rosa es uno de los municipios del departamento que mas frijol produce con
un 16.35 % de la produccion total. Producto del cambio climético, las enfermedades en
este tipo de cultivos —como el frijol- son cada vez més virulentas y provocan pérdidas en la

calidad y productividad.

En la produccién de frijol, el uso constante de fungicidas quimicos para el control de la
roya genera contaminacion ambiental, contaminacion humana, contaminacion del suelo y
agua, provoca pérdidas debido al rechazo comercial del producto por contener residuos de
guimicos no autorizados segun el ente importador. Por el contrario, el fungicida de agentes
de control biolégico esta contribuyendo a disminuir los diferentes tipos de contaminacion,

ademas no genera resistencia en patégenos.

La roya es un hongo basidiomycete que afecta a la mayoria de plantas. La produccion de
frijol esta siendo afectada por Uromyces phaseoli, que provoca la enfermedad conocida
como roya del frijol, la cual afecta a la planta desde la fase vegetativa hasta la fase
reproductiva, reduciendo la calidad en su cosecha, en forma de vaina y la productividad

cuando se cosecha como grano.
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Sphaerellopsis filum es un agente de control biolégico especifico para hongos del orden
uredinales. En Guatemala, aun no existe investigacion alguna respecto a este hongo ni la
propagacion del mismo. Mientras que en otros paises ya se cuenta, a nivel comercial, con
un producto formulado con este hiperparasito denominado (ATCC — MYA 2848. 2013).
Segun los resultados de la bioprospeccion de S. filum en cultivares de frijol en las
comunidades de Nueva Santa Rosa (proyecto FODECYT 027-2013), se ha establecido la
presencia del hongo hiperparasito en la roya de frijol (U. phaseoli). Hasta el momento,
segun registros de estudios previos, no se ha establecido un medio idoneo para su
aislamiento, propagacion y la produccion de inéculo. Generalmente, el control de U.
phaseoli es por métodos quimicos, por lo que hasta el momento en Guatemala no se tiene
un agente de control bioldégico como alternativa para realizar un manejo integrado de dicha

enfermedad.

Se evaluaron medios de cultivo para establecer en cuales S. filum pueda propagarse
rapidamente y aprovechar asi el recurso tiempo y materiales para luego ser utilizado en el
aislamiento, propagacion y formulacién de un fungicida bioldgico, que permita disminuir la
severidad de roya en el cultivo del frijol, tanto en el municipio de Nueva Santa Rosa, como
en todas las regiones del pais en las cuales se cultiva frijol. Los cuatro medios de cultivo
evaluados para el desarrollo del hongo hiperparasitario S. filum fueron, el Extracto de
Malta Agar (EMA) en cuyo resultado presentd a los treinta y seis dias un aumento micelial
de 0.42 mm en su didmetro. Con los medios Agar Papa Dextros (PDA) y la mezcla de
medio Agar Papa Dextrosa y Agar V8 (PDA+V8), se encontré que son dos medios idéneos
para la formacion de picnidios a los quince dias, siendo cualquiera de estos los que
produciran en menos tiempo dicha estructura. Para la produccion de esporas gemantes

ninglin medio proporciond las condiciones necesarias para su formacion.
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2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Marco conceptual

A. Roya en frijol

La roya de frijol (Uromyces phaseoli L.) es una enfermedad distribuida a nivel mundial.
(Howard, 1982). Se considera uno de los principales problemas mas importantes que
afecta la produccion de frijol. Las plantas afectadas por el hongo durante la floracion
disminuyen su rendimiento de un 18% al 100% (CESAVEG).

En Guatemala se produce en todo el pais y segun reportes del MAGA en el 2013, Santa
Rosa es uno de los departamentos con mayor produccién de frijol el cual obtiene el 4to.
lugar en produccion con 335,307 quintales, pero las producciones se ven afectadas por la

roya la cual reduce rendimientos y la calidad del producto.

a. Clasificacion taxonémica

Cuadro 5: Clasificacion taxonémica

Reino Fungi

Phyllum Basidiomycota
Sub phyllum Pucciniomycotina
Clase Pucciniomycetes
Orden Pucciniales

Familia Pucciniaceae
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Género Uromyces

Especie Uromyces phaseoli (G. Winter, 1880)

Sinénimos: Uredo appendiculata var. Phaseoliprs., caeoma phaseoli (Pers) Nees,
Uromyces phaseolorum de Bary, Uromyces phaseoli (pers.) G. Winter, 1880
Fuente: (MYCOBANK, 2004)

B. Sintomatologia

La roya de frijol (U. phaseoli) se puede presentar tanto en las hojas, vainas y en ocasiones
en tallos y ramas. (CESAVEG). Se presentan inicialmente como manchas cloréticas o
blancas en el haz y envés de la hoja generalmente, los primeros sintomas aparecen en el
envés de la hoja, los cuales son pequefias manchas de color blanco (Ospina H. 1980).
Luego de la inoculacion las pustulas tienden a tomar un color café rojizo rodeado de un
halo amarillento (ver figura 1) (CESAVEG).

Fuente: elaboracion propia, 2014.

Figura 5: Pustulas de roya en hoja de frijol

Segun la etapa que se encuentre la planta cuando el hongo ataca asi sera el dafio que

realizara, por lo tanto dejara perdidas en la produccion.
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C. Control quimico

El control que se le realiza a la roya en frijol generalmente es por fungicidas quimico el
cual controla la enfermedad pero eleva los costos de produccion, sin embargo cuando el
ataque llega a ser muy severo se recomienda la aplicacion de quimicos. (SAGARPA,
2012). En el cuadro 2 se presenta la informacién toxicolégica de los fungicidas utilizados
para el control preventivo en Nueva Santa Rosa; Propineb, Mancozeb y Epoxiconazole
(Nufar, BASF, BAYER S.A))

Cuadro 6:Informacion toxicoldgica de productos quimicos utilizados en Nueva

Santa Rosa
Ingrediente Dosis utilizadas Clasificacion Informacidn toxicoldgica
Activo Toxicoldgica
Mancozeb 4 — 6 copas Clase IV, no ofrece peligro Inhalacion: irritacion local
Bayer/bomba 16 | Ojos: irritacion, lagrimeo
Piel: irritacién
Propineb 4 — 6 copa Clase IV, no peligroso Toxicidad aguda
Bayer/bomba 16 | Toxicidad crénico o de
largo plazo
Efectos locales o
sistémicos
Sensibilizacion alergénica
Epoxiconazole | 12 cm®*bomba 16 Clase Il, modernamente Toxicidad subaguda-
I peligroso cronica
Irritabilidad primaria

Fuente: Bayer S.A.(2013), BASF,MEXICANA S.A(2000). Nufarm.(s.f).
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La desventaja del control quimico es la resistencia que puede generar el hongo al

aplicarlos los cuales a largo plazo los productores se veran afectados.

D. Control cultural

Autores recomiendan incluir rotaciones de cultivos, eliminacion de residuos de cosechas,
la reduccién de densidad de plantas que ayuda a reducir la incidencia (CESAVEG). Segun
Ospina recomienda espaciamiento apropiado entre plantas y mantener libre de malezas

para evitar la saturacion de Humedad.

E. Control biolégico

Se le denomina control biolégico a la determinacién y evaluacion de los agentes o de sus
metabdlicos presentes en tejidos, secreciones, excretas, aire espirado o cualquier
combinacion de los mismos con objeto de evaluar la exposicion y el riesgo para la salud
en comparacion con una referencia adecuada. Es una herramienta para la prevencion de

enfermedades debido a los agentes toxicos en el ambiente (Alessio)

Este tipo de control esti libre de efectos secundarios indeseables asociados a los
insecticidas de amplio espectro y es el método de mejor relacion entre costo y efectividad
(Zerba, 2011).

En Guatemala no se cuenta con investigaciones y/o informacion sobre el control biologico
que se le puede brindar a la roya en frijol para evitar la resistencia y disminuir la incidencia

de dicha enfermedad.
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a. Tipos de control bioldgico

Para la aplicacion de control biolégico se realizan generalmente la implementacion de tres
formas diferentes o la combinacion de las mismas (Zerba, 2011), a continuacion se

presentan:

e Conservativo: es la alteracion de las practicas culturales en los cultivos para
favorecer el desarrollo de los agentes de control biolégico natural y sus
efectos.

e Aumentativo: los agentes de control biolégico se producen en forma masiva
en los laboratorios y se aplican en forma inoculativa o inundativa para destruir

las plagas.

e Clasico: es la aplicacion compuesta por el descubrimiento, importacion vy

establecimiento de enemigos naturales exéticos.

H. Sphaerellopsis filum

Hongo hiperparasito no especifico de royas (Pucciniales), que forma en el interior de los
soros conidiomas (picnidios) errumpentes (figuras 2 y 3), se encuentra asociada con por lo
menos 369 especies de 30 géneros de royas en todo el mundo. Una amplia gama tan
acogida se plantea la cuestion de si S. filum se compone de grupos patogénicamente
especializados que son equivalentes a las formas especificas en hongos biotréficos como

royas y oidios (Hao Pei & McCracken, 2005).

La produccion de ascosporas la realiza en su fase perfecta (teleomorfo) el cual es
conocido como Eudarluca caricis, el cual forma estromas pardos negruzcos en los soros,

que presenta a menudo los conidiomas de S. filum



Fuente: elaboracion propia, 2014.

Figura 6: Fotografias Ay B: Picnidios de S. filum.

d. Taxonomia de Sphaerellopsis filum

Cuadro 7: Clasificacion taxondmica

Categoria Taxon

Reino Fungi

Divisién Ascomycota
Subfilum Pezizomycotina
Clase Dothideomycetes
Subclase Pleosporomycetidae
Orden Pleosporales
Familia Phaeosphaeriaceae
Genero Sphaerellopsis
Especie S. filum (B. Sutton)

28
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Sinénimos: Sphaeria filumBiv. ,Eudarluca filum (Biv.) Speg.,Phoma filum (Biv.) Fr.,
Systema Mycologicum, Phoma filum f. filum (Biv.), Darluca filum (Biv.) Berk.,
Outlines of British Fungology, Kabathia filum (Biv.) Nieuwl., The American Midland
Naturalist, Ascochyta graminicola Sacc., Michelia. Sphaerellopsis filum (Biv.) B.
Sutton, Mycol. Pap. 141: 196 (1977).

Fuente: (MYCOBANK, 2016)

e. Morfologia

Los picnidios (figura 3) son de color negro cuando maduran subglobosos con didmetro
aproximado de 90 a 200 um, con uno o mas léculos y ostilos donde salen los conidios,
estos de color pardo palido o hialinos con formacién mucosa en los extremos (Hao Pei &
McCracken, 2005)

Picnidio de S. filum

/ parasitando uromyces.

Teliospora de U. phaseoli

Fuente: elaboracion propia, 2014.

Figura 7: Corte transversal de picnidio S. filum Parasitando U. phaseoli
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f. Habitat y ecologia

Por lo general este hongo parasita uredosoros de especies de royas (Pucciniales), el
hongo obtiene sus nutrientes por medio de las hifas que penetran las uredosporas
(Pachecka, 2005). En condiciones favorables, la teliospora germina sin periodos de
latencia, con basidiosporas maduras completamente, las cuales se formandentro de 3 — 4
horas cuando las telias son expuestas a humedad (Drisessen, 2005). S. filum puede
establecerse en un rango de temperatura 8°C como minimo, 22 -24 °C es la temperatura

optima y 30°C como maxima (Hao Pei & McCracken, 2005).

g. Infeccion de S. filum sobre Uromyces phaseoli

S. filum para sobrevivir se ubica entre las esporas de la roya en donde obtiene los
nutrientes mediante la penetracién hifal directa de uredosporas; por dicha caracteristica se
dice que S. filum puede poseer potencial en el control biolégico de royas (Carling, Brown,
& Millikan, 1976). S. filum presenta capacidad de infectar tanto uredosporas, teliosporas y

basidiosporas.

Por ser un hongo hiperparasito de royas es empleado como un agente biolégico para
controlar la expansion de la roya por todo el cultivo, se dice que S. filum es capaz de
disminuir la roya en un 94% debido a que no permite la produccion de esporas (Pachecka,
2005).Ademas la formacion del picnidio de S. filum sobre las pustulas de roya propicia la

muerte.

Segun Liesebach M citado por Guzman, V. 2013indica que la efectividad de S. filum se
basa en la habilidad en la degradaciéon de uredios, lo cual detiene el microciclé de

propagacion de uredosporas y ademas evita el desarrollo de nuevas infecciones.
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I. Medios de cultivo

Los medios de cultivo es una sustancia o solucion la cual permite el desarrollo de
microorganismos; estos deben contener los nutrientes suficientes para asegurar el
desarrollo y produccién de hongo, tales como carbono, nitrégeno, vitaminas entre otros,
ademas de un pH ligeramente acido (Cafiedo V. & Ames T. 2004). Estos deben permitir el
crecimiento del patégeno que se desee aislar por eso se debe seleccionar con
fundamentos para el éxito del aislamiento (Cifuentes D).Los medios de cultivo pueden
clasificarse segun su composicion los cuales pueden ser: Naturales, Semisintéticos,

sintéticos (Quinteros Benitez, Apodaca Sanchez, Loredo Vega, & Fierro Corrales, 2008).

a. Medios naturales

Estos medios estan compuestos por materiales enteramente naturales, como partes de
plantas, malta, levadura etc. Se requieren en forma de Extractos o decocciones o

simplemente esterilizando las partes vegetales con calor u otro método.

h. Medios semisintético

Se componen parcialmente por materiales naturales y sintéticos. Estos medios son los
mas utilizados, aca se pueden incluir los medios Papa Dextrosa Agar (PDA), Agar V8,
Harina de Maiz, Agar, entre otros (Quinteros Benitez, Apodaca Sanchez, Loredo Vega, &
Fierro Corrales, 2008).

i. Medios sintéticos

Se conocen perfectamente su composicién (Quinteros Benitez, Apodaca Sanchez, Loredo

Vega, & Fierro Corrales, 2008) Por su consistencia se dividen en:
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Para la investigacion se utilizan medios de cultivo Semisintéticos. Segun el instructivo de
microbiologia de Espuny los medios de cultivo ricos para el aislamiento general de Hongos

son:

e Papa Dextrosa Agar (PDA)
e Harina de Maiz Agar

e Medio Czapek’s

e Extracto de Malta Agar

J. Agar — Agua

El medio de cultivo Agar — agua es un medio pobre en el cual el micelio crece en forma
muy rala. De acuerdo a la consistencia que se desea dar al medio dependeré la cantidad

de agar que se utilice (Cafiedo & Ames, 2004).}

k. Extracto de Malta Agar

El extracto de malta agar es un medio que generalmente es utilizado para la detencion,
aislamiento y enumeracion de levaduras y mohos. Es un medio de cultivo el cual presenta
un contenido alto de peptona, extracto de malta y glucosa, lo cual favorece al crecimiento
de hongos; este medio permite agregar agentes selectivos de crecimiento (Marceosan.
2011).

. Agar V8

El medio de cultivo agar-v8 es un medio ideal para aislamiento e incrementacion de
hongos, esto debido a sus compuestos los cuales se derivan de ocho vegetales los cuales
son: tomate, zanahoria, apio, remolacha, perejil, lechuga, puerro y espinaca; ademas

contiene sal, vitamina C y acido citrico (Castellanos G., Jara C., Mosquera G).



33

m. Agar- Papa- Dextrosa (PDA)

Es un medio muy utilizado para el aislamiento de todo tipo de Hongos (Cafiedo & Ames,
2004). Por su fuente carbonada hace que el medio sea selectivo y brinde las condiciones
favorables para que el hongo se desarrolle. Es un medio que se utiliza generalmente para
el aislamiento de Hongos y Bacterias porque permite el aislamiento y purificacion de las

cepas.

J. Crecimiento micelial

Es el incremento del nimero de células por unidad de tiempo es proporcional al nimero
de células presente en el cultivo (Depto. Microbiologia General, UPNA), para la medicion
del indice se utilizé la férmula de Maguire, adaptada por Oliveira (1991), citado por (Garcia
Tachez, 2012)

Referencia:

IVCM = indice de velocidad de crecimiento micelial
D =diametro medio actual (mm)
Da = diametro medio del dia anterior (mm)

N = namero de dias después de la inoculacion en medio de cultivos (dias)

K. Esporas gemantes
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Las esporas gemantes son formadas por las blastosporas las cuales son caracteristicas
de las modalidades mas frecuentes de reproduccion asexuada; los cuales son conidios
formados por gemacion o blastogénesis de la célula conidiogenam que permanece fija, las

cuales se observan aislados, en racimos o cadenas, como las levaduras (Arenas, 1993)

La importancia de dicha estructura es para utilizarlas en propagacion masiva.

L. Analisis multivariado de distancia y similitudes

El analisis multivariado es wusado para describir y analizar observaciones
multidimensionales obtenidas al relevar informacion sobre varias variables para cada una
de las unidades o casos en estudio. La correlacion de distancia y similitudes permite
obtener para un conjunto de variables seleccionadas medidas de correlacion-asociacion y
distancias; en muchas aplicaciones, sobre cada unidad de muestreo se mide la presencia
0 ausencia de p caracteristicas y las similitudes entre las unidades de muestreo u
observaciones deben ser construidas desde la informacién sobre presencia/ausencia
(Balzarini, Gonzalez, Tablada, Casanoves, Di Rienzo, & Robledo, 2008).

2.2.2 Marco referencial

A. Ubicacién del laboratorio

La investigacion se realizo en el Centro de Diagnodstico Parasitologico de la Facultad de
Agronomia, ubicado en el edificio de Unidad de Vinculacion y Gestibn de Recursos

(UVIGER), en el campus central ciudad Universitaria zona 12.

B. Ubicacion de parcelas de muestreo



35

El municipio de Nueva Santa Rosa, esta localizado a una latitud 14°22" 50” y altitud
90°17" 10” constituye el municipio mas pujante del area norte del departamento de Santa
Rosa ya que se constituye el principal centro comercial. Dista 30 kilometros de la
cabecera departamental y 73 de la ciudad capital. (IGN 2000) Geograficamente, limita al
norte con San Rafael Las Flores, Casillas, Santa Rosa y Mataquescuintla, Jalapa; al Este
con Casillas, Santa Rosa; al Sur con Cuilapa, Santa Rosa, y al Oeste con Santa Cruz

Naranjo, Santa Rosa de Lima, Santa Rosa (deGuate, 2004)

C. Extension territorial

Segun el Instituto Geografico Nacional (IGN) el municipio tiene una extension territorial de
67 km? (deGuate, 2004). Esta constituido por 23 aldeas, de las cuales se realizaron
muestreos en las aldeas: Chapas, Santa Isabel, Joya San Isidro, El Chupadero (ver figura
4).



N

g Cafetalera __Ganadera

Crecimi
matorrales

Eoﬂeomi‘o Centrode Centrode
== Flujo Col =" Carreteras Principales O Fomento Desarrollo
A, Somerciy Carreteras Secundarias i for

AREAS PRODUCTIVAS Manejo de SERVICIOS DE SALUD
“Qaz Ganadera W Café Desechos Centro de Salud
! solidos
. Granos Granos basico: Planta de :ue:!o:e?alud
i entro de
Beslcon, it Atencion Permanente

Fancionando g5 IS EDUCATNOS

® reforestadss @ Nivel Diversificado

iento

-
3, Hortal Arens Huert 3 N .
B o S e © Bl B
K Centros H
== Arbustos y i . Turisticos de Atencion a la Mujer

estal

Fuente: SEGEPLAN, 2010.

Figura 8: Mapa del municipio de Nueva Santa Rosa.

D. Medios de cultivo
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Para la investigacion se utilizaron los medios extracto de Malta, PDA, V8 y una mezcla de

V8 + PDA.
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a. Extracto de Malta agar

Es un medio de cultivo el cual presenta un contenido alto de peptona, extracto de malta y
glucosa, lo cual favorece al crecimiento de hongos, segun Liesebach citado por Hao M.
2005, S. filum se desarrolla adecuadamente en este medio, con un contenido de 3% de

extracto de malta, 0.3% peptona de soja con un pH ajustado de 7.0.

b. Agar V8

El medio de cultivo agar-v8 esta formulado a base de ocho vegetales los cuales son:
tomate, zanahoria, apio, remolacha, perejil, lechuga, puerro y espinaca; ademas contiene
sal, vitamina C y acido citrico (Castellanos G., Jara C., Mosquera G). segun Black J. 2012
en la investigacion sobre el micoparasito S. filum se reporta como un medio de crecimiento
radial rapido, a la concentracion de nutrientes que presenta; ademas es un medio en el
cual permite la formacién de picnidios rapidamente. Para la investigacion se realizd una

modificacion de agar al 6% para la solidificacion del medio.

c. Agar Papa Dextrosa (PDA)

Se caracteriza por presentar una fuente carbonada, lo cual hace que el medio sea
selectivo y brinde las condiciones favorables para que el hongo se desarrolle segun
Drisessen S. 2005. Se utilizo el medio de cultivo PDA para el aislamiento del hongo S.

filum del cual obtuvo la formacion de picnidios a partir de los 6 dias de inoculacion.

d. Agar Papa Dextrosa (PDA) + Agar V8

Segun Black J. 2012, realizo una mezcla de estos dos medios propiciando un buen

desarrollo del hongo S. filum lo cual presento buenos resultados en la produccién de
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conidios esto debido a que los componentes de ambos medios propician condiciones

favorables para el crecimiento de S. filum.

E. Producto comercial a base de Sphaerellopsis filum

En Estados Unidos se cuentan con producto a base de S. filum (ATCC MYA2848. 2013) el
cual se realiza un aislamiento en medio extracto de malta agar, para el envasado de la
cepa se realiza mediante hielo seco o nitrégeno liquido con condiciones de 70°C. la

ampolla del producto comercial presenta suspension de células del hongo las cuales son

viables.
F. Métodos de control en Nueva Santa Rosa
a. Control quimico
e Propineb

Utilizado como preventivo a los 15 dias después de la siembra se aplica 4 copas y como

curativo lo utilizan con 6 copas Bayer.

e Mancozeb

Los productores de frijol utilizan dicho quimico como preventivo y curativo en el cultivo de

frijol para atacar la roya.
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e Epoxiconazole

Los productores de frijol utilizan de forma curativa epoxiconazole en el cultivo de frijol para

atacar U. phaseoli.

b. Control cultural

Los productores generalmente realizan un asocio de cultivos como lo son maiz vy frijol,

ademas de realizar destruccion de residuos al terminar la cosecha.
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2.3 OBJETIVOS

2.3.1 Objetivo general

Establecer el medio de cultivo mas eficiente de los 4 evaluados para el crecimiento y

desarrollo de S. filum proveniente de U .phaseoli, en el Municipio de Nueva Santa Rosa.

2.3.2 Objetivos especificos

1. Establecer el medio que genere el mayor indice de velocidad de crecimiento micelial

del hongo hiperparasito en el menor periodo de tiempo de desarrollo de S. filum.

2. Observar a través de los medios de cultivo la capacidad de producir esporas

gemantes del hongo S. filum en los medios de cultivos.

3. Estimar el periodo de tiempo para producir picnidios de S. filum en los medios de

cultivos
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2.4 HIPOTESIS

Al menos en un medio de cultivo a evaluar se observara mejor desarrollo micelial y

formacién de estructuras reproductivas de S. filum provenientes de U. phaseoli.
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2.5 METODOLOGIA

2.5.1 Ensayo experimental

La unidad experimental de la investigacion corresponde a cajas Petri con medio a evaluar,
los cuales se distribuyeron en un ensayo experimental con un disefio completamente al

azar (DCA) constituido por 4 tratamientos y 4 repeticiones.

2.5.2 Tratamientos a evaluar
T1= PDA (papa dextrosa agar)
T2= Agar V8

T3= Agar V8 + PDA
T4= Extracto de Malta

2.5.3 Modelo estadistico

Se utiliz6 el modelo lineal para el andlisis de las variables de respuesta: indice de

crecimiento micelial.

Yij = U + Ti + Eij.

En donde:

Yij = Valor del Medio de Cultivo estudiado de la i-ésima observacién en la j-ésima

repeticion.

U = media general del indice de crecimiento micelial.
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Ti = efecto del medio de cultivo
Eij = error experimental
i = numero de tratamiento

j = namero de repeticiones

2.5.4 Variables de respuesta

e Indice de velocidad de crecimiento micelial,
e Capacidad de producir esporas gemantes

e Produccion de picnidios

1.1.1 indice de velocidad de crecimiento micelial

El célculo de esta variable se realizd en funcion del crecimiento radial que presento el
micelio del hongo en las cajas Petri con respecto al tiempo transcurrido desde la siembra,
hasta la toma de datos que se realizé a los 15, 22, 29 y 36 dias después de la siembra en

el medio a evaluar.

Para ello se realiz6 la revision (figura 5) de cada unidad experimental al estereoscopio y

microscopio para verificacion de la presencia de S. filum.
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Fuente: elaboracion propia, 2015.

Figura 9: A) Observacion de presencia de S. filum en medios de cultivo

A. Produccién de esporas gemantes

Las mediciones para dicha variable se llevaron a cabo a los 3, 6, 8, 15, 24 dias después
de la siembra, para la evaluacion de los medios de cultivo si presentaron crecimiento de
esporas gemantes se llevo a cabo revision de la existencia de crecimiento levaduriforme o
crecimiento lechoso (colonias), para luego realizar montajes y con ello verificar si existe

presencia de esporas de S. filum.

B. Produccién de picnidios

Para la evaluacion de produccion de picnidios se realizaron observaciones al
estereoscopio para verificar la presencia de picnidios, con lo cual se estimé el periodo
necesario para la formacion de dicha estructura. Las observaciones se realizaron a los 15,
22, 29 y 36 dias después de la siembra.
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2.5.5 Etapas de lainvestigacion

En realizacion de la investigacion se llevaron a cabo varias etapas en las cuales se
dividieron de la siguiente manera: muestreo, aislamiento, crecimiento y desarrollo del

hongo, para el aprovechamiento de los recursos las cuales se describen a continuacion:

A. Etapal:

En la primera etapa se realizaron todos los procedimientos de laboratorio, esto con el
objetivo de obtener todos los materiales necesario para el aislamiento de las postulas de

S. filum.

Para el aislamiento y esporulacion del hongo S .filum se utiliz6 medio de cultivo agar —
agua al 3%y con ello se utilizaron agujas de vidrio (ver anexo 1). Para luego ser trasladado
al medio de cultivo de crecimiento, los cuales se realizaron en dicha etapa asi como
también las agujas de vidrio. EI medio V8 agar tuvo una modificacion del 6% de agar-agar

(figura 6).

Fuente: elaboracion propia, 2014.

Figura 10: Preparacién de materiales, |) agujas de vidrio. 1) medios de Cultivo
[I) solidificacién de medios. IV) etiquetado de medios de cultivo.
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B. Etapall:

Se ubicaron parcelas de produccion de frijol en las cuales se efectuaron los muestreos,
dichas actividades se realizaron en el 10 % de las aldeas de Nueva Santa Rosa esto para
obtener muestras de Frijol con presencia de U. phaseoli, con la finalidad de obtener cepas
de S. filum para posteriormente se trasladaron a laboratorio para ser analizadas y

proseguir con el aislamiento.

Las localidades muestreadas constaron de seis, las cuales fueron Chapas, Nueva Santa
Rosa, El Llanito, San Antonio Buena Vista, Santa Isabel y La Joya.

a. Muestreo

Los muestreos en las plantaciones de frijol se realizaron por el método no probabilistico,
muestreo por juicio o seleccibn experta ya que el investigador toma la muestra
seleccionando los elementos que a él le parezcan representativos o tipicos de la

poblacién, por lo que depende del criterio del investigador (Aceituno, 2011).

b. Tomade muestras

La toma de muestras se realizaron en las plantaciones de Frijol (Phaseolus vulgaris L.)con
sintomas y signos de roya (U. phaseoli), con el fin de obtener cepas de S. filum. Se
observaron las manchas pardas obscuras sobre roya (figura 7), para luego ser analizadas

en laboratorio con el objetivo de verificar la presencia de S. filum.
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Fuente: elaboracién propia, 2014.

Figura 11: Toma de muestras de plantas de frijol con presencia de S. filum

C. Etapalll:

En esta etapa se realiz6 el aislamiento, purificacion y crecimiento de las cepas del hongo

S. filum.

a. Aislamiento

El aislamiento del hongo es un proceso el cual se necesita de asepsia y esterilizacién
completa de todos los materiales a utilizar, con el fin de que el producto a obtener sea

puro.

Para el aislamiento del hongo hiperparasito S. filum se necesitd de camaras humedas
(figura 8 A) para permitir la extraccion de los picnidios para luego sembrarse en el medio
agar — agua el cual permite aislar las esporas que se utilizaron para el crecimiento en el
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medio de cultivo PDA (figura 8 B). Los medios se llevaron a la camara de incubacion a una
temperatura de 25°C durante un lapso de 12 dias para la esporulacién del hongo en el

medio agar — agua.

Segun los aislamiento que se lograron realizar de todas la aldeas que se obtuvieron
muestras la Unica que se desarrollo fue la cepa del arco en Nueva Santa Rosa.

l»‘filll!‘li"ld"'
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Fuente: elaboracién propia, 2014.
Figura 12: A) Camara humeda de hojas de frijol. B) Arrastre de picnidios en medio

Agar — Agua

D. Purificacion de cepas de Sphaerellopsis filum

Para la purificacion de cepas de S. filum luego de transcurrir los 12 dias en el medio agar
— agua, se procedi6 a realizar la siembra de las esporas individuales en el medio de cultivo
PDA para su desatrrollo.

Luego de la siembra en el medio de cultivo de PDA se procedi6 a incubar las placas a una

temperatura de 25°C durante una semana para inducir la esporulacion del hongo (Black,
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2012). En este caso se dejo durante 52 dias en la incubadora para su desarrollo debido a
la lentitud del hongo, después se procedié a recolectar los cirros de esporas de los
picnidios de S. filum y ser transferidos a cajas Petri con el mismo medio para su

purificacion (figura 9).

cirros

micelio

Fuente: elaboracion propia, 2015.

Figura 13: Purificacion de S. filum

La purificacion se realiz6 en medio PDA debido a que segun revision literaria el

aislamiento generalmente se realiza en dicho medio.

E. Desarrollo y crecimiento

Para la evaluacion del desarrollo y crecimiento de S. filum se realizaron siembras de

esporas de los medios PDA que se realizaron las purificaciones.

La produccion de cirros se aprovecho para realizar la siembra de S. filum a través de
masas de esporas para propiciar el desarrollo del hongo (figura 10), y asi realizar las
evaluaciones de produccion de picnidios, indice de crecimiento micelial y produccion de

esporas gemantes.
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Fuente: elaboracion propia, 2015.

Figura 14: Siembra de masa de esporas de S. filum en los medios de cultivo.

2.5.6 Anaélisis estadistico

Durante la investigacion los resultados obtenidos de los diferentes tratamientos ( PDA,
Agar- V8, PDA-V8, MAE) fueron analizados mediante una prueba de hipétesis con un nivel
de confianza de 95% por medio de analisis de varianza (ANDEVA), los cuales si
presentaron diferencia significativa entre tratamientos por lo que fue necesario realizar
comparacién de medias a través de la prueba de Tukey al 5% en el programa estadistico
INFOSTAT el cual permitié estimar las diferencias entre las medias para las variables de
respuesta tasa de crecimiento micelial.

Para el andlisis de las variables produccion de picnidios y produccién de esporas
gemantes se realiz6 analisis multivariado de distancias y similitudes en el software
estadistico INFOSTAT el cual permite determinar mediante graficas con biplots cual de

los tratamientos presenta formacion de picnidios en menor tiempo.
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A. Tasa de crecimiento micelial por 36 dias después de la siembra

Ho: La media de la tasa de crecimiento micelial a los 36 dias después de la siembra en las

unidades de muestreo son iguales.

Ha: Existe diferencia significativa en la media de tasa de crecimiento micelial a los 36 dias

después de la siembra en las unidades de muestreo.

1.1.2 Capacidad de formacion de esporas gemantes en los medios de cultivo.

Ho: La capacidad de formacion de esporas gemantes en las unidades de muestreo son

iguales.

Ha: Existe diferencia significativa en la capacidad de formacién de esporas gemantes en a

las unidades de muestreo.

B. Formacion de picnidios en el tiempo

Ho: La presencia de formacién de picnidios en el tiempo en las unidades de muestreo son

iguales.

Ha: Existe diferencia significativa en la presencia de formacion de picnidios en el tiempo

en las unidades de muestreo.

Para la obtencion de datos de la investigacion se realizaron semanales para poder realizar
el andlisis estadistico de las tres variables de respuestas, es necesario conocer las

estructuras que se desee reproducir para la eleccion correcta del medio de crecimiento.
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2.6 RESULTADOS Y DISCUSION

La obtencion de datos para analisis de las diferentes variables se efectué mediante el
programa toupView el cual permite realizar mediciones con escala en unidades de micra a
través de observaciones al estereoscopio para todas las variables evaluadas las cuales
fueron: indice de crecimiento micelial, formacién de esporas gemantes y formacion de

picnidios.

Los resultados se obtuvieron hasta los 52 dias después de la siembra debido a que el
hongo S. filum presento desarrollo lento lo cual postergé el tiempo establecido para la
investigacion, ademas se determiné la presencia del hongo con la presencia del micelio en
el medio de crecimiento PDA (figura 11),es de resaltar también que la cosecha de frijol
para el 2014 tuvo un atraso debido a efectos del cambio climatico que retrasé la
temporada de lluvia que es la época que los agricultores esperan para la siembra de dicho

cultivo en el municipio de Nueva Santa Rosa.

Figura 15: Micelio S. filum.

Los resultados obtenidos de la investigacion sobre el aislamiento de S. filum y la formacién
de picnidios en los medios de cultivo, los datos obtenidos se presentan en La tabla 12.2 de

los anexos.
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2.6.1 Tasa de crecimiento micelial alos 36 dias después de siembra

Para la obtencion de datos correspondientes a esta variable se realizaron mediciones a los
15, 22,29 y 36 dias a los cuales después de realizado el analisis de varianza(p<0.0001) a
través del programa estadistico INFOSTAT, cuyo resumen se presenta en el cuadro 4, se
concluye que los tratamientos evaluados si presentaron significancia en relacion al
diametro de crecimiento micelial en las unidades de muestreo con el cual se obtuvo un
coeficiente de variacion del 14.26 %, por lo tanto se recha la hipotesis nula y se acepta la
hipotesis alterna planteada la cual nos indica que existe diferencia significativa en la media
de la tasa de crecimiento micelial a los 36 dias después de la siembra en las unidades de

muestreo.

Consiguiente se procedio a realizar una prueba de medias a través de Tukey (cuadro 5) en
donde el tratamiento con mayor indice de crecimiento micelial del hongo S. filum fue el
extracto de malta (T4) el cual present6 un diametro de 0.42 mm a los 36 dias, mientras
qgue el peor tratamiento fue el del medio V8(T2) que no presenté crecimiento micelial a los

36 dias de incubacién a una temperatura de 24.5°C.

Cuadro 8: Analisis de varianza de la variable IVCM (mm) del aislamiento de S.

filum
Fuentes de Variaciéon SC GL |CM VALOR F Pr
Tratamiento 0.40 3 0.13 96.56 0.001*
Error 0.02 12 1.4E-03
Total 0.42 15

*Significancia estadistica 5%, C.V.= 14.26%.
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Cuadro 9: Comparacion de medias para la variable IVCM (mm) de S. filum en
diferentes medios de cultivo a una temperatura de 24.5°C

Tratamiento IVCM (mm) Grupo Tukey( < 0.05)
De diametro
EXTRACTO DE MALTA 0.42 A
PDA 0.35 AB
V8PDA 0.28 B
V8 0.00 C

Medias con una letra comln no son significativamente diferentes.

Segun el andlisis de la prueba de Tukey el medio extracto de malta agar (T4) es el mejor
tratamiento debido a que presentd un mayor diametro de crecimiento micelial pero
estadisticamente también se puede utilizar medio PDA, debido a esto se procedié a
realizar un analisis grafico (figura 12)del crecimiento micelial semanal, el cual permite
observarla diferencia entre los medio PDA y Extracto de Malta y que a su vez se observa

un crecimiento exponencial en comparacion de los otros tratamientos.



55

Crecimiento micelial

16
14

b /_u
10 /.7,//- ——MAE

-/ / /./ =li—=PDA

mm de diametro micelial semanal

8
6
a4 /l/ V8
5 i// —<—VS8PDA
0 S
0 10 20 30 40
Dias

Figura 16: Grafica del indice de crecimiento micelial

Las evaluaciones realizadas para la cepa encontrada en Nueva Santa Rosa el hongo
hiperparasito S. filum se desarroll6 en medio Agar Extracto de Malta obteniendo un
crecimiento de 0.42mm en comparacion de los medios PDA, V8, Y V8+PDA. Segun Black
J. 2012 en la investigacion realizada S. filum se desarroll6 rdpidamente en medio V8,
aunque Liesebach citado por Hao M. 2005 en su investigacion el hongo presento un
desarrollo adecuado en Extracto de Malta y ATCC- MYA 2848. 2013 también utiliza el
medio extracto de malta agar para crecimiento del hongo; por lo tanto se recomienda para
el aislamiento de S. filum realizar la purificacién y obtenciéon de micelio para la cepa en

dicha region el medio Agar Extracto de Malta.

2.6.2 Capacidad de formacion de esporas gemantes en los medios de cultivo.

Se realizaron pruebas con los medios de cultivo V8, PDA, Extracto de Malta (MAE) y
V8+PDA, pero en ningin medio se obtuvieron resultados positivos de la capacidad de
formacion de esporas gemantes, por lo tanto se considera que ninguno de los medios

evaluados presenta las condiciones necesarias para su formacion; por lo tanto se acepta
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la hipdtesis nula en la cual se plantedé que ninguno de los medio de cultivo presenta
condiciones necesarias para la produccién de esporas gemantes.

El manejo brindando a los tratamientos se realiz6 exclusivamente en la incubadora a
24.5°C, indicandose que el Unico factor adverso que se realizo fue la exposicion a la
fuente de luz al momento de efectuar las mediciones, lo que no permitié que la formacién
de esporas gemantes, porque segun Hao M. 2005 para la formacion de estructuras de S.
filum se necesita tiempos de luz — obscuridad para obtener mejores resultados.

2.6.3 Formacion de Picnidios en el tiempo

Para la variable formacion de picnidios se tomd como base la presencia o ausencia de
dicha estructura reproductiva del hongo S. filum (picnidios) y para comprenderse su
analisis se presenta la grafica con biplost (figura 13) a través del analisis multivariado el
cual del 100% de los datos obtenidos al momento el programa solamente acepto 97.3% de
los datos y en su primer componente (cpl)el eje X nos analiza un 83.4% de los datos y el
segundo componente (cp2) eje Y analiza un 13.9% de los datos relacionados a la
formacion de picnidios, segun dicha grafica se puede analizar que a los 15 y 22 dias de
incubacion del hongo S. filum existe correlacion referente a la presencia de picnidios es
decir que en a partir de esos dias se presenta la presencia minima de picnidios en los
medios de cultivo PDA y V8+PDA, pero al dias 29 en dichos medios presento produccion
de dicha estructura, mientras que para los medios Extracto de Malta (MAE) segun se
observa en el vértice de los 36 dias se present6 produccion de picnidios en dicho medio,
por lo contrario para el medio V8 no se encuentra correlacionado con ninguna variable del

biplots por lo que no presentara produccién de picnidios en ningun dia.
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Analisis de Componentes de Formacion de picnidios
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Figura 17: Analisis de formacién de picnidios. Cpl) Porcentaje de datos
relacionados a formaciéon de picnidios. Cp2) Porcentaje restante de datos
relacionados a formacion de picnidios.

Segun Black J. 2012el mejor medio para la produccién de picnidios fue V8 ya que a las
dos semanas presento formacién, pero para la cepa de Nueva Santa Rosa los medios que
presentaron formacion de picnidios fueron PDA y V8+PDA los cuales a los 15 dias ya se
podia observar su estructura reproductiva (figura 14) por lo que ambos medios pueden ser
utilizados para la produccion de S. filum, en el medio V8 no se logro la produccion de
dicha estructura de la cepa encontrada por lo que habria que realizar pruebas de las
diferentes marca de jugo V8 que se comercializan en nuestro pais para evaluar el medio;
por lo anterior se rechaza la hipétesis nula y se acepta la alterna ya que si existe diferencia
significativa en cuanto a la presencia de formacién de picnidios en el tiempo en las

unidades de muestreo .
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Figura 18: Formacién de picnidio de S. filum a los 15 dias. A) Medio Papa Dextrosa
Agar, B) Medio Extracto de Malta Agar, C) Medio V8BPDA, D) Agar V8.
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2.7 CONCLUSIONES

1. Segun los medios de cultivos evaluados se logré establecer que el medio de
Extracto de Malta Agar obtuvo la mayor tasa de crecimiento micelial con un indice
de 0.42 mm de didmetro a los 36 dias, segundo el medio PDA con un indice de
0.35 mm en su diametro, y tercero la mezcla de V8+PDA con un indice de 0.28 mm

en su diametro y el medio V8 que no presento presencia de micelio.

2. A través de la observacion de los medios de cultivos evaluados Extracto de malta,
PDA, V8+PDA, V8, se establece que ninguno de los medios es apto para la

produccion de esporas gemantes.

3. El periodo de tiempo estimado para la produccion de picnidios fue a los 15 dias en
los medios PDA y la mezcla de V8+PDA, mientras que el medio Extracto de Malta
Agar (MAE) presento formacién de picnidios a los 36 dias, y el medio V8 no

presento formacién de dicha estructura reproductiva de S. filum.
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2.8 RECOMENDACIONES

Evaluar las marcas de jugo V8 para la preparacion de medios de cultivo y asi poder
determinar si brindan un mejor desarrollo de S. filum, no se recomienda

concentraciones debido a que se deberd aumentar concentracion de Agar-Agar.

Debido a que no se cuentan con investigaciones sobre el aislamiento de S. filum se
recomienda realizar pruebas de aislamiento en otros medios de cultivo como Harina
de Maiz Agar y Medio Czapek’s para determinar si el hongo prefiere estos

componentes.

Realizar pruebas de transferencia para determinar si el hongo se encuentra en

estado de latencia.

Para el crecimiento micelial el Extracto de Malta Agar fue el medio que mostro
mayor crecimiento en comparacién con Papa Dextrosa Agar que fue minima la
diferencia, por lo que se recomienda en cuanto a costos utilizar medio Papa
Dextrosa Agar (ver ANEXO 12.4).
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2.10 ANEXO

2.10.1 Agujas de Cristal

Para la realizacion de las agujas de Cristal se utilizara la metodologia de Goh, las cuales
son agujas hechas a mano que son utilizadas para el aislamiento de esporas individuales,
para ello se necesitan pipetas Pasteur de vidrio.

Para realizar aguja de cristal se necesitan calentar dos agujas punta con punta para
fundirlas, al momento de quemarlas y se inicie el procedimiento de fundicion se separan

las pipetas para formar las puntas (Ver figura 15).

Fuente: Goh, T. 1999
Figura 19A: Procedimiento para la elaboracién de Agujas de Cristal.
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En la figura 15A se puede observar la metodoldgica de la preparacion de agujas de cristal
en la cual se unen las pipetas Pasteur o varillas de vidrio y se calientan en un mechero,

tomando en cuenta que la llama para la quema del vidrio es el apice. ( Goh, T. 1999)

En la figura 16A se presentan el largo ideal de la aguja, ademas se puede observar los

diferentes largos los cuales no son recomendables para usarlos.

Fuente: Goh, T. 1999
Figura 20: Aguja ideal (a), aguja muy larga (b), aguja muy corta (c)
Torcida (d), presentan gancho y puede dafiar el medio (e,f).



Cuadro 10A. Toma de datos del indice de Velocidad de Crecimiento Micelial (IVCM)
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23-feb 02-mar | 09-mar | 16-mar
Tratamiento | Repeticién| Dia 15 Dia 22 Dia 29 Dia36 | 0-P |P-S| S-T | T-C |Sumatoria| IVCM
1 6.286 9.475 11.054 12.612 |6.293.19|1.58|1.56 12.61 0.35
2 6.507 10.243 11.4 13.298 |6.51(3.74|1.16|1.90 13.30 0.37
"o 3 7.125 9.746 11.016 12907 |7.13]2.62|1.27|1.89 12.91 0.36
4 7.462 10.468 11.053 11.693 |7.46(3.01|0.59|0.64 11.69 0.32
1 0 0 0 0 0.00|0.00|0.00|0.00 0.00 0.00
2 0 0 0 0 0.00|0.00|0.00|0.00 0.00 0.00
v 3 0 0 0 0 0.00|0.00|0.00|0.00 0.00 0.00
4 0 0 0 0 0.00|0.00|0.00|0.00 0.00 0.00
1 2.242 4111 6.748 10.271 |2.241.87|2.64|3.52 10.27 0.29
2 0.564 2.345 4.752 8.062 |0.56(1.78]2.41|3.31 8.06 0.22
V8PDA
3 2.322 5.707 8.299 11.739 |2.32(3.39|2.59|3.44 11.74 0.33
4 1.913 5.025 8.336 9.771 |191|3.11(3.31|1.44 9.77 0.27
1 4.014 8.637 13.469 17.17 [4.01(4.62|4.83|3.70 17.17 0.48
WAE 2 1.622 5.864 10.843 15.813 |1.62[4.24|4.98|4.97 15.81 0.44
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3

1.845

5.156

8.811

13.362

1.85

3.31

3.66

4.55

13.36

0.37

4

2.465

6.579

9.571

13.384

2.47

411

2.99

3.81

13.38

0.37

Fuente: elaboracion propia, 2015.



Cuadro 11A. Datos de formacion de picnidios de Sphaerellopsis filum

23-feb 02-mar | 09-mar | 16-mar
Tratamiento | Repeticién | Dia 15 Dia 22 Dia 29 Dia 36
1 0 1 1 1
PDA 2 0 1 1 1
3 1 1 1 1
4 1 1 1 1
1 1 1 1 1
V8 PDA 2 1 1 1 1
3 1 1 1 1
4 0 0 1 1
1 0 0 0 0
V8 2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
1 0 0 0 1
MAE 2 0 0 0 1
3 0 0 1 1
4 0 0 1 1
NOTA: 1 PRESENTE; 0 AUSENTE

Fuente: elaboracion propia, 2015.
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Cuadro 8A. Costos de medios de cultivo

Medio de cultivo

Precio/ 250 ml

Extracto de Malta Q 40.04
Papa dextrosa agar Q 11.00
V8 agar
Insumo Costo
V8 Q 0.43 Q25.48
Agar —agar Q24.00
Sucrosa Q 1.05
V8+PDA
Insumo Costo
V8 Q0.43 Q2584
PDA Ql.41
Agar — agar Q24.00

Fuente: elaboracion propia, 2015




Basidiospora

Biplots

Cepa

Cirros:

Conidio

Conidiomas

Micelio

Picnidios:

Teleomorfico

12

2.11 GLOSARIO

espora formada en la superficie del basidio o esporangio de los

basidiomicetes.

permiten visualizar observaciones y variables en un mismo espacio, asi
es posible identificar asociaciones entre observaciones, entre variables

y entre variables y observaciones.

variante genotipica de una especie o incluso, de un taxén inferior
usualmente propagada clonalmente debido al interés de las

conservaciones de sus cualidades definitorias.

Masa de esporas con forma de cinta o zarcillo.

esporas producidas asexualmente.

cuerpos de fructificacién asexual

agregacion de hifas de un hongo.

Cuerpos fructiferos que poseen una abertura por la que liberan los

conidios producidos en su interior.

Fase ascOgena, perfecta o sexual en los ascomicetos, en al que se

producen ascas.



Teliospora

Uredosoros

Uredosporas
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espora de resistencia, de pared gruesa, propia de las royas (hongos
uredinales) y de los carbones (hongos ustilaginales), en la cual tienen

lugar la cariogamia originando posteriormente los basidios.

En las royas (uredinales), pequefa herida alargada de color rojo —
pardusco producida en la epidermis foliar de la planta parasitada y

donde se forman uredosporas

es una espora unicelular, binucleada, pedunculada o no, de forma mas
0 menos oval y con superficie ornamentada con finas espinas que se

forma en los uredosoros, esto en las royas (Uredinales).
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3.1 ANTECEDENTES

El Centro de Diagnéstico Parasitolégico (CDP) de la Facultad de Agronomia es un
laboratorio creado para brindar asistencia a la sociedad civil, tanto a entidades
publicas como privadas, con el fin de contribuir al desarrollo agricola del pais,
brindando diversos servicios tanto de laboratorio como investigacion y asesorias

agricolas.

Cuenta con servicios de andlisis fitopatolégicos, bacterioldgico, Nematoldgico,
entomoldogico, entre otros. El objetivo de remozar y actualizar la tabla de
clasificacion de bacterias fitopatégenos es facilitar el diagndstico de las muestras

ingresadas.

El procedimiento de identificacion de bacterias se llevd a cabo mediante un
diagnostico rapido de las bacterias fitopatdgenos basados en la metodologia
propuesta por Koji Nishiyama (1978). Aunque se han realizado varios cambios en
la nomenclatura. En la clasificacion se le realizaron modificaciones para facilitar la
identificacion apoyada con la referencias del libro por N.W Schaad “Laboratory
guide for idenrification of Plant pathogenic bacteria” 2" edition (1988) y 3" edition
(2000).



3.2.1

3.2.2
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3.2 OBJETIVOS

General
Facilitar el diagnostico de bacterias fitopatbgenos en el Centro de
Diagnostico

Especifico

Mejorar la visualizacion de la tabla de clasificacion de bacterias
fitopatologicas

Actualizar la clasificacion de bacterias fitopatdbgenos segun Koji Nishiyama
(1978).
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3.3 METODOLOGIA

Para la actualizacion de la clasificacién de bacterias fitopatbgenos basados en la
metodologia propuestas por Koji Nishiyama (1978), se realizé un diagrama para
facilitar su identificacion. Sin embargo han hecho varios cambios en la nomenclatura

de bacterias.

En el Centro de Diagnéstico Parasitolégico ya se contaba con una tabla de
clasificacion la cual tenia varios afios de no se encontraba actualizada y con

aspecto deteriorado.

Se procedio a realizar busqueda de datos recientes del procedimiento simplificado
para identificacion de bacterias fitopatégenos por Koji Nishiyama, ademas de

mejorar aspecto de la tabla y a la vez del Centro de Diagndstico Parasitologico.
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Figura 21: Tabla de identificacion de bacterias fitopatégenos antes.

3.4 RESULTADOS

Luego de realizar la busqueda de informacion de Koji Nishiyama se procedio
actualizar la tabla con los datos obtenidos.
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Figura 22: Actualizacién de tabla de Bacterias Fitopatégenos

Se realizdé una manta vinilica con ello se garantiza que la tabla se mantenga visible
y pueda ser accesible tanto para el Centro de Diagndstico como para los visitantes

del laboratorio.

Para utilizar la tabla de clasificacion de bacterias es necesario seguir los
procedimientos, ademas se debe tomar en cuenta si la bacteria analizada es
fitopatdégenos y si ha sido reportada. Cuando la patogenicidad no es confirmada o la
bacteria es una nueva especie, no se puede aplicar este procedimiento. Es
necesario investigar segun el método designado y comprobar el resultado.
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El esquema se debe seguir adecuadamente siempre de arriba hacia abaja y nunca
se debe de omitir ninguna prueba porque al realizar lo contrario se puede llegar a un

resultado erréneo.

Es de recordar que al momento de realizar las pruebas siempre se debe utilizar el
cultivo de bacterias joven ( 24 — 48 horas de incubacion ), y se debe tener un buen

manejo con la asepsia ya que esto también puede alterar los resultados.
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3.5 CONCLUSIONES

Con la actualizacion y la nueva apariencia de la tabla se mejora la
visualizacion del Centro de Diagnostico y a la vez facilitara el diagndstico de

bacterias fitopatogenos.

Se realiz6 una busqueda minuciosa de la informacion proporcionada por Koji
Nishiyama en la clasificacion simplificada de bacterias fitopatégenos y con
ello estar actualizados con la informacion en el CDP.

3.6 RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar mantenimiento semanalmente a la tabla de
clasificacion bacterioldgica para su adecuada conservacién y asi garantizar

un mayor tiempo de vida util de la misma.
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3.8 ANEXOS

3.8.1 Colocacion de tabla de clasificacion de bacterias
»

Fuente: Solares R. 2015
Figura 23A: colocacién de tabla de bacterias
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