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RESUMEN
El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo, determinar las principales fungosis
del chirimoyo (Annona cherimola Mill.) en los distritos de Asuncién y San Juan de la provincia
de Cajamarca; el proceso de diagnosis y patogénesis de las diferentes etiologias se realizo en
base al protocolo fitopatoldgico universalmente conocido. Concluido el trabajo se reporta, que
las manchas foliares son causadas por Alternaria alternata, Alternaria sp., y Cladosporium sp.;
las flores son necrosadas por Alternaria sp., Cladosporium sp. y Fusarium sp. y los frutos en
proceso de maduracion por Chephalosporium sp.; las necrosis del sistema radicular, con la
consecuente infeccion de tallos, ramas, ramitas y hojas, son causados por diferentes especies
de los géneros Fusarium, Verticillium y Moeszia; cada uno de ellos actda individualmente, a

excepcion de Moeszia sp., que acompafia a Fusarium spp., y Verticillium sp.

Palabras clave: Fungosis, Annona cherimola.
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ABSTRACT

The objective of this research work was to determine the main funguses of cherimoya
(Annona cherimola Mill.) in the districts of Asuncion and San Juan in the province of
Cajamarca; The diagnosis and pathogenesis process of the different etiologies was carried out
based on the universally known phytopathological protocol. Once the work is completed, it is
reported that the leaf spots are caused by Alternaria alternata, Alternaria sp., and
Cladosporium sp.; the flowers are necrotic by Alternaria sp., Cladosporium sp. and
Fusarium sp. and the fruits in the process of maturation by Chephalosporium sp.; necrosis of
the root system, with the consequent infection of stems, branches, twigs and leaves, are caused
by different species of the genera Fusarium, Verticillium and Moeszia sp.; each of them acts
individually, with the exception of Moeszia sp., which accompanies Fusarium spp., and

Verticillium sp.

Keywords: Fungosis, Annona cherimola.



CAPITULO |

INTRODUCCION

El chirimoyo (Annona cherimola Mill.), es una especie de habitat subtropical, originaria
de las regiones andinas; sur de Perd y norte de Ecuador; por sus excelentes caracteristicas
organolépticas es considerada como una de las mejores frutas de la familia anonécea.

Por las caracteristicas apetecibles del fruto; a nivel mundial, periédicamente se
incrementan los consumidores, por lo que se hace necesario aumentar su produccion, teniendo
como base que en nuestra patria se tiene un area sembrada que oscila alrededor de las 3 609
hectéreas; con produccion anual estimada de 25 594 toneladas y en promedio 7.1 t/ha
(MINAGRI, 2018).

El consumo de este fruto en nuestro pais es basicamente como fruta fresca y ensaladas;
recientemente se estd preparando yogurt, helados y otros tipos de postres. Estas bondades
culinarias han permitido considerarlo como “obra maestra de la naturaleza”.

A nivel nacional y especialmente en Cajamarca no hay reportes sobre los principales
problemas fungosos de este frutal; razon que constituye un principio para organizar y
desarrollar investigaciones, con el proposito de dar a conocer las patologias que afectan el
desarrollo productivo del cultivo.

En los distritos de Asuncion y San Juan de la provincia de Cajamarca existen huertos
familiares y pequefias extensiones de terreno con plantaciones de chirimoyo, que muestran
sintomas de muerte regresiva de ramitas, ramas y necrosis total de la planta; en plantas en
produccién en cada campafia se aprecia caida de flores, frutos con manchas del epicarpio y
momificado. Esta problematica nos ha permitido organizar y efectuar la actual investigacion,
con la finalidad de contribuir con el conocimiento de la Fitopatologia local, regional, nacional

e internacional.



1.1  Objetivos

1.1.1 Objetivo general

Determinar las principales fungosis del chirimoyo (Annona cherimola Mill.) en los

distritos de Asuncién y San Juan de la provincia de Cajamarca.

1.1.2 Objetivos especificos

Determinar la etiologia que éstos ocasionan en el chirimoyo (Annona cherimola Mill.)
en los distritos de Asuncion y San Juan de la provincia de Cajamarca.
Determinar la  patogénesis que éstos ocasionan en el chirimoyo

(Annona cherimola Mill.) en los distritos de Asuncion y San Juan de la provincia de Cajamarca.



CAPITULO 1

REVISION DE LITERATURA

21 Antecedentes

Oviedo et al. (2023), en la investigacion denominada ‘“Primer reporte del Oomycete
Globisporangium splendens causando pudricion de raices en chirimoya (Annona cherimola
Mill.) en Perd”. La investigacion se realiz6 en la variedad “Cumbe” en los distritos de Carhuaz
y Mancos de la provincia de Carhuaz, region Ancash y en las comunidades de y Santo Toribio
de Cumbe y Milagros Salpin de la provincia de Huarochiri, region Lima. Para la recoleccion
de material bioldgico se seleccionaron 3 plantas en cada zona con presencia de sintomas
foliares; siendo un total de 12 plantas muestreadas, se tomd dos muestras de raices y dos de
suelo, haciendo un total de 24 de suelo y 24 muestras de raiz. Estas muestras se llevaron al
Laboratorio de la UNALM; el aislamiento se realizé en medios selectivos de CMA-PAR y
CMA-PARH. La identificacion se efectu6 mediante las técnicas de -caracteristicas
morfoldgicas culturales, inoculando 14 plantines de la variedad “Cumbe”, con suspensién de
esporas de 25 ml a concentracion de 1 x 104 zoosporas / ml, después de dos meses se volvio a
repetir la inoculacién con micelio propagado en trigo de 5 g/kg de sustrato suelo, a dosis de 15
y 20 g de inoculo por planta; los sintomas se muestrearon a los quince dias después de la
segunda inoculacion, posteriormente a los 45 DDSI, donde se extrajeron las raices de las
plantas inoculadas; asi mismo se emplearon otros métodos de identificacion, como la
extraccion de ADN, PCR, estudio filogenético; en cada técnica usada se obtuvo como resultado
la presencia de Globisporangium splendens, anteriormente conocido como
“Pythium splendens”; no encontrandose registrado ni reportado como el agente que causa

necrosis radicular en chirimoyo



Villanueva et al. (2008) efectuaron un estudio titulado “Especies de Colletotrichum en
chirimoya (Annona cherimola Mill.)”, con objetivo de determinar a las especies asociadas a la
sintomatologia de necrosis de hojas y frutos, en el estado de Michoacan y Medra. Para el
estudio se recolectaron 25 frutos con presencia de manchas irregulares extendidas en el
epicarpio de coloracion negro brillante, pedunculos con necrosis circulares y hojas con lesiones
irregulares de color oscuro a negro. De las muestras colectadas de frutos y hojas, en medio de
cultivo de PDA y PZA, se seleccionaron 6 aislamientos con presencia de Colletotrichum.
Mediante técnicas moleculares se identificaron a tres especies de este género; de acuerdo con
las caracteristicas morfoldgicas de crecimiento en medio de cultivo, caracterizacién molecular
de genes rARN por PCR-ITSy a las pruebas de patogenicidad. En frutos se detect6 C. fragarie
con presencia de setas fértiles, largas con produccion de conidios en la parte apical; C.
gloeosporioides y C. orbiculare con setas cortas y estériles causantes de antracnosis en el
pericarpio y a C. gloeosporioides, generando manchas negras y necrosis del pedunculo. En
hojas se encontro a C. gloeosporioides asociado a sintomatologia de lesiones oscuras a negras
en el parénquima foliar. Luego se confirmé a cada una de las identificaciones mediante las
PCR y estudio filogenético. Obteniéndose un reporte nuevo de la especie C. orbiculare como
agente causante de antracnosis en frutos, pedinculos y hojas de chirimoyo.

Diaz et al. (2000) realizaron un reporte de los microorganismos fungosos asociados al
cultivo de chirimoyo (Annona cherimola Mill.) en Michoacan, México. Con objetivo de
identificar a uno de los factores limitantes de la baja productividad, asociada a los hongos
fitopatdgenos. Se identifico a una planta hemiparéasita, Psittacanthus sp., como huésped de
ramas. En hojas con manchas negras se encontré a Colletotrichum gloeosporioides (Penz.),
Phoma sp. causando tizon y Stigmella sp. como fumagina; en ramas se identificé a Nectria sp.
generando cancrosis; Fusarium sp. originando necrosis a nivel de la corteza y Costra negra

formando estromas negros en forma de costra el cual es asociado a insectos.



Castro y Arex (2007) reportan que a nivel mundial se han identificado a patdégenos
fungosos causando severas pudriciones radiculares en chirimoyo, generadas por
Phytophthora palmivora y Armillaria mellea con manifestacion de sintomas foliares como
amarillamiento y defoliacion.

Auger et al. (2015) en sus estudios mencionan que en Chile se identifico a
Dactylonectria macrodidyma causando pudriciones de raices; en Australia y Florida reportan
a Pythium splendens como agente causante de estas necrosis radiculares en especies de plantas
perteneciente al género Annona.

INIA (2020) efecttio un informe de las especies fungosas que afectan al chirimoyo en
la provincia de Huarochiri, dandose a conocer la identificacion de Verticillium spp.,
Phytopthora spp., y Fusarium spp., causantes de las cancrosis longitudinales a nivel de troncos,
con sintomas de marchitamiento, clorosis, necrosis y decaimiento generalizado de las plantas;

el diagnostico se realiz6 mediante el uso de pruebas moleculares.

2.2 Bases tedricas

2.2.1 Elchirimoyo

Annona cherimola, es la especie representativa de la familia Anonaceae, que agrupa a
122 géneros, destacando Annona, con 2,100 especies; fue consumida como fruta fresca por los
pobladores preincas e incas (Llique, 2016); en la actualidad se esta cultivando en diferentes
partes del mundo (INIA, 2018).

Prospera en valles con clima tropical (T°14 — 18°C y HR superior 70%) y semi tropical
T°21-25°C y HR de 57 a 65%) (Rivas, 2010). Son plantas arboreas de hasta 8 metros de alto

(Vidal et al., 2012).



En nuestra patria al chirimoyo se lo encuentra en forma silvestre, como planta
espontanea, en linderos y formando ligeros brinzales, sin tratamiento alguno (Tineo, 2005).
Para obtener dptimos rendimientos y de calidad, se debe cultivar entre 1400 a 2000 msnm, con
alta humedad relativa y libre de heladas (Gardiazabal & Rosenberg, 1993). En cada espacio
tanto de en su lugar de origen, como en otros lugares de Sur América como en Chile, ya se
encuentran considerables cantidades de material vegetal, que estan permitido seleccionar lineas
promisorias (Cerdas et al. 2007).

En el Per0 se ha seleccionado al cultivar denominado “Cumbe” que prospera en valles
del Norte Chico; este cultivar se caracteriza por presentar reducido nimero de semillas,
epicarpio sin protuberancias y pulpa agradable (Tineo, 2005).

En la actualidad se esta cultivando en Espafia; dando énfasis al mejoramiento genético;
de igual manera en Australia, las investigaciones priorizan a la multiplicacién de cultivares
promisorios (Cerdas et al. 2007).

MIDAGRI (2023) report6 que, en el Perd, la produccion de chirimoya alcanza las 20
mil toneladas al afio, de las cuales la region Lima produce 7500 a 8000 toneladas, representando
el 40% de la produccién nacional, seguido de las regiones Cajamarca (14%), Arequipa (11%)
y otras (14%).

a. Taxonomia.

Pertenece a la Clase: Magnoliopsida, orden Magnoliales, familia Annonaceae,
subfamilia Annonoideae, genero Annona, especie: A. cherimola Miller, Nombre comun:

Chirimoyo segun Popenoe (1975) citado por Martinez (2020).



b. Morfologia.

b.1  Raices. El sistema radicular es superficial y ramificado poco profundo, con dos
o tres pisos de raices a diferentes niveles de hondura (Cuzco, 2019). Las raices superficiales,

el 98 % se desarrollan en los primeros 40 cm de profundidad (Moreno, 1987).

b.2  Tallos. Cilindricos cénicos, cubiertos de tejido cortical robusto de color grisaceo,
presenta ramificaciones laterales, formando una copa redondeada de 4 m de diametro y a veces

mas (Castro, 2007).

b.3 Hojas. Caducas con disposicion alterna, simples; cuyo tamafio varia de 8 a 14
cm de longitud por 4 a 8 cm de ancho; de color verde el as y con pubescencia suave en el envés,
tienen forma oval eliptica, lanceolada, obtuso acuminadas, con base circular amplia (Yaguana,
2018). Se reverdecen cada afio, el peciolo es corto y hueco en la parte de la insercion con la

rama, encubre y preserva las yemas que daran origen a la siguiente brotacion (Botero, 2009).

b.4  Yemas. Compuestas, con varios puntos de crecimiento que dan origen de 3 a 4
ramitas florales o de desarrollo vegetativo; pero también pueden ser de crecimiento mixto

(Duchi, 2017).

b.5 Flores. Hermafroditas, Rosell et al. (2008) indica que se diferencian
preferentemente en los terminales de ramitas; en la plenitud de su desarrollo, liberan
compuestos aromaticos perceptibles al olfato; a la vista son poco atractivas debido al color
crema amarillento y verde grisaceo de los sépalos; en promedio miden 2.57 cm de longitud
(Castro, 2007). Se encuentran de forma unitaria o en ramilletes de 2 a 3; el cuajado de la flor
es muy bajo, debido a que los érganos masculinos y femeninos no tienen sincronia; por esta
razon se debe realizar la polinizacion manual o artificial (Hernandez, 2020), el nimero de

carpelos fecundados determina el tamafio y la forma del fruto (Botero, 2009).



b.6 Frutos. Es de tipo agregado o sincarpico, proviene de la fusion de varios carpelos
independientemente fecundados, formados alrededor de un receptaculo (Delgado et al. 2010);
son de forma cénica, miden entre 10 y 25 cm de longitud y 15 cm de ancho, con peso promedio
de 250 a 800 g (Guirado et al. 2004); presentan pulpa carnosa, es decir, cada carpelo es un
fruto, que contiene una semilla dura de color negro de forma de frijol (Castro, 2007).

La pulpa es de color blanco, dulce y aromaética, de sabor ligeramente acido o muy dulce
cuando esta sobremadurado; el fruto presenta dos fases de desarrollo, la primera dura 71 dias
después de la polinizacién y la segunda 102 y 217 dias (Flores, 2020).

Cada carpelo se muestra a la cascara como una “placa” o areola (Garcia et al. 2010) y

de acuerdo con el nimero de éstos, es el tamafio de frutos (Escobar, 1996).

C. Fenologia.

Término relacionado con el desarrollo morfogénico de las plantas, con relacion a la
diferenciacion y crecimiento de las células que conforman tejidos y éstos determinaran la
presencia de los diferentes 6rganos del chirimoyo (Lagos, 2003). Las variables que controlan
la fenologia de un cultivo comprenden la fecha de siembra, duraciéon del dia (horas luz),
temperatura, suministro de agua, componente genético y manejo de la planta (Schwartz, 1999).
Basados en estos principios, a continuacion, se anotan los rangos de temperatura que requiere

los estados fenoldgicos de chirimoyo.



Tabla 1

Estados fenoldgicos y requerimiento de temperaturas durante el desarrollo del cultivo de

chirimoyo
Estado fenologico Temperatura (°C)
Brotacion (Inicio de actividad fisiologica) 12a13
Crecimiento vegetativo (Ramas vegetativas y reproductivas) 15a25
Floracién 20a25
Cuajado de frutos 20a 25
Desarrollo de fruto 20a 28

Nota: Montoya (2009)

Tabla 2

Calendario fenoldgico del ciclo productivo del chirimoyo

Etapa Meses
E F M A M J J A S @) N D
Defoliacion X X
Rebrote X X X
Floracion X X X
Fructificacion X X
Cosecha

Nota: Alvarado et al. (2003)

d. Composicion quimica del fruto.

La bromatologia del fruto fresco de chirimoya se muestra en Tabla 3; donde el

contenido de azUcar es superior a 20° Brix (Castro, 2007).
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Tabla 3

Composicién quimica del fruto de chirimoyo por cada 100 g de pulpa de chirimoya

Composicion quimica Unidad Macronutrientes Minerales Vitaminas
Agua G 73.2
Proteinas G 1.4
Carbohidratos G 24.5
Grasa G 0.2
Fibra G 1.3
Hidratos de carbono G 28.2
Ceniza G 0.7
Calcio Mg 25
Fosforo Mg 31
Hierro Mg 0.8
Potasio Mg 206
Zinc Mg 0.11
Magnesio Mg 17.3
Vitamina A 19) 0.01
Tiamina (Vitamina B1) Mg 0.1
Riboflavina (Vitamina B2) Mg 0.14
Niacina Mg 0.94
Acido ascorbico (Vitamina M
C) g 12.2
Calorias Kcal 25

Nota: Asto (2019).

e. Condiciones edafoclimaticas.

el Temperatura. Se adapta y prospera sin dificultad, en lugares con temperaturas
de 14 - 28 °C, sin embargo, es susceptible a heladas por debajo de -2 °C (Garcia et al. 2009).
Para asegurar el cuajado de frutos, las temperaturas deben oscilar entre 25y 28 °C (Orwa et al.
2009); en los valles interandinos, la temperatura media aceptable, para tener éxito en la
produccion en los meses frios es de 13 °C. La fecundacion es afectada a 30 °C; poleny estigma

no son viables (Sanchez, 2011).
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e.2 Humedad relativa. El cultivo requiere de 50 a 70% de humedad relativa, para
su crecimiento y su desarrollo representado por la floracion, polinizacion, fecundacién y

fructificacion requiere de 60 a 70 % de humedad del ambiente (Garcia et al. 2009).

e.3  Suelos. Se adapta a diferentes tipos de suelos, preferentemente a suelos francos,
drenados, ricos en materia organica, con pH de 5 — 7 (Sanchez, 2011); pero también se puede
establecer en suelos que contienen carbonatos de calcio de 29 - 30%, con pH de 7,5 - 8,5;
corregible con aplicaciones de enmiendas que contengan hierro (Guirado et al. 2003).

El establecimiento del cultivo, en suelos alcalinos, deben previamente ser tratados con
incorporacion de materia orgénica y al inicio de la plantacion incorporar fertilizante

nitrogenado (Sanchez, 2011).

f. Riego.

El riego debe ser permanente, desde su establecimiento de plantones en campo
definitivo y durante el tiempo de produccién econémicamente rentable; esta practica agricola
se realiza con la finalidad de compensar la “evapotranspiracion” que por naturaleza posee esta
especie (Rodriguez, 2013). En periodos de estiaje, mientras la planta no esta en floracién se
recomienda el riego por aspersion; por el contrario, cuando las plantas estan en floracion,

fructificacion hasta la maduracion los riegos deben ser por inundacion (Agusti, 2004).

g. Nutricion.

Como todo frutal, requiere de macro y micronutrientes; que el fruticultor proporciona
con abonos organicos y fertilizacion; esta Gltima préactica, con niveles apropiados en cada una
de sus etapas fenoldgicas. La cantidad y dosis de abono a aplicar dependeran del grado de

fertilidad del suelo, el agua de riego y el tipo de terreno. En la fertilizacion se emplean
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complejos nitrogenados, fosforados y potésicos, los mismos que varian desde 0,250 Kg por
plantén a 5 Kg por planta adulta (Rodriguez, 2013).

En nuestra patria, los fertilizantes utilizados para el chirimoyo corresponden: al nitrato
amonico, sulfato de potasa, nitrato potasico, acido fosforico y acido nitrico. La dotacion de
calcio (Ca) y magnesio (Mg), son indispensables en la Gltima fase de crecimiento del fruto

previo a la maduracion, para evitar la resquebrajadura del fruto (Garcia et al. 2009).

2.3  Enfermedades fungosas

2.3.1 Podredumbre blanca o pajizo (Armillaria mellea Vahl)

El micelio del hongo se desarrolla en el sistema radicular superficial, ocasionando el
anillamiento de raices y del cuello; las hifas se alimentan del tejido cortical, incluso llegan a
afectar el duramen; estas necrosis repercuten en los érganos aéreos de la planta, las hojas se
hacen cloroticas, se necrosan y se defolian; cuando esto ocurre inicia la muerte regresiva de la
ramita, rama y tallo principal (Gonzales, 1976). Este patdgeno prefiere arboles senescentes y
cultivados en suelos encharcados, condicion adecuada para observar periédicamente el micelio
blanco y grupos de basidiocarpos (Arribasplata, 2013).

Taxondmicamente se incluye en el reino Fungi, clase Basidiomycetes, orden
Agaricales, familia Tricholomataceae, genero Armillariella = Armillaria, especie Armillariella

mellea (Vahl) (Roncal, 2004).

2.3.2 Tristeza o podredumbre del cuello y raiz (Phytophthora cinnamomi Rands)

Las infecciones ocurren en la porcién radicular de maxima actividad fisiol6gica; las
zoosporas por quimiotaxismo ingresan por las aperturas naturales de los pelos absorbentes; los
efectos de este tipo de infeccion es la necrosis progresiva de raicillas, raices de diferente orden,

hasta infectar la raiz principal. Las infecciones en el sistema radicular repercuten en la parte
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aérea de la planta, inicialmente se aprecian clorosis, marchites, necrosis generalizada de la
lamina foliar de color marron oscuro, defoliacion y muerte regresiva (Roncal, 2004).

Las infecciones en el sistema radicular también ocurren a través de heridas artificiales,
ocasionadas durante las labores culturales y los dafios causados por larvas de insectos que
limitan la floracion, cuajado y fructificacion (Martin et al. 2019); las raices infectadas tienden
a engrosarse, generando perdida del color verde normal del follaje (Gonzalez, 2013).

Este patdgeno estd incluido en la clase de Oomycetes (Stamps et al. 1990),
estructuralmente en medio de cultivo se diferencian hifas cenociticas, esporangioforos simples,
esporangios ovoides, esféricos sin papila (Romero, 1988).

Taxonomicamente, corresponde a la clase Phycomycete, subclase Oomycetes, orden
Peronosporales, familia Pythiaceae, género Phytophthora, especie Phytophthora cinnamomi

Rands (Agrios, 1985).

2.3.3 Verticilosis (Verticillium spp.)

Este patdgeno ingresa a través del sistema radicular, localizadndose en los haces
conductores, alimentandose parcialmente de las células de xilema y floema; generando
micotoxinas; éstas en el xilema integran la solucién suelo y se concentran en los capilares de
las hojas causando intoxicacion, que posteriormente se aprecia como clorosis de hojas, seguido
de necrosis pajizo y la consecuente defoliacion; estas micotoxinas también se translocan por
el floema (Roncal, 2004); producto de la intoxicaciéon la clorosis en hojas se generaliza, seguido
necrosis de color café grisaceo, no ocurriendo defoliacidn, pero si se genera el decaimiento
parcial y total de plantas; el tallo en corte transversal se observan rayados necréticos
discontinuos en la madera (Quispe, 2016).

En medio de cultivo, el micelio del hongo se aprecia de color blanco primero y luego

se oscurece, las hifas septadas son hialinas con ligera pigmentacion gris; conidiéforos rectos,
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ramificados en verticilos, conidias hialinas cilindricas elipsoidales ubicadas en el apice de la
fialide, en una substancia gelatinosa (Arias, 2008).
TaxonOomicamente, esta en clase forma Deuteromycetes, orden forma Moniliales,

familia forma Moniliaceae, género Verticillium, especie Verticillium spp. (Roncal, 2004).

2.3.4 Pudricion gris (Botrytis cinerea Pers)

Los frutos en post cosecha son afectados por este patdgeno, generando pudricion acuosa
(Delgado, 2005). Este patogeno también afecta flores y frutos en planta (Agrios, 1997); en
temperatura que va de 0 a 30 °C, siendo la ideal de 20 °C (Nair & Allen, 1993) y humedad
relativa mayor a 70 % (Martinez y Moreno, 2008).

B. cinerea, desarrolla en medio de cultivo PDA, también se encuentra en forma natural
en flores, frutos y hojas en post cosecha, haciéndose facil su reconocimiento. En medio PDA
(papa, dextrosa, agar) el micelio joven antes de fructificar es blanco luego se torna gris por la
maduracion de las esporas; presenta hifas tabicadas, conidi6foros ramificados en el tercio
superior; cada ramificacion termina en un abultamiento con esterigmas, donde se diferencian,
crecen y desarrollan, conidios esféricos y ovoides generalmente; cuando se agota el alimento
forman estructuras de conservacion denominados esclerocios (Roncal, 2004).

Para que ocurra la infeccion por B. cinerea, el indculo constituido por conidios, primero
se adhieren a la superficie del hospedero, luego germina un tubo de germinacién, que forma un
apresorio terminal para adherirse al hospedero; proceso que ocurre entre 5 a 8 horas, donde el
tubo germinativo rotura la pared celular del vegetal, por accién enzimatica, destacando la
poligalacturonosas, de esta manera ocurre la maceracion del tejido (Elad et al. 2007); sobre el

tejido afectado se deja ver el signo de este patdgeno denominado “moho gris” (Roncal, 1996).
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Taxonomicamente se clasifica dentro del dominio Eucariota, reino Fungi, clase forma
Deuteromycetes, orden forma Moniliales, familia forma Moniliaceae, género Botrytis, especie

Botrytis cinerea Pres. (Alexopoulos & Mims, 1979).

2.3.5 Podredumbre morena (Monilia fructicola Wint. Honey)

Tiene mayor incidencia en México. Este fitopatdgeno produce dos tipos de esporas;
ascosporas de origen sexual contenidas en apotecios y conidios en cadenas sobre
esporodoquios, de origen asexual (Mondito, 2002).

Las infecciones aparecen como manchas marrones acuosas que se amplian, transcurrido
el tiempo, bajo condiciones de humedad y temperatura; sobre estas lesiones se forma el micelio
del hongo, con prominente esporulacién de color marrén; desprendiendo liquido marron claro,
producto de la degradacion del acido galacturonico por un complejo enzimatico del patégeno
denominado poligalacturonasas (Roncal, 2004), luego el fruto afectado se deshidrata, se arruga
y momifica (Brannen, 2002).

El fruto afectado se momifica y queda prendido en la rama que lo contiene; con el inicio
de la nueva campafia ésta se desprende, manteniendo viable al indculo, que es diseminado por
el viento y la salpicadura en el periodo lluvioso; infectando flores, hojas y nuevos frutos;
siempre y cuando las condiciones de temperatura y humedad sean favorables. Fuertes
infecciones pueden afectar hasta el 60 % de la cosecha (Delgado, 2005).

La podredumbre parda, es una de las principales enfermedades de los frutos
principalmente de especies del género Prunus y Anona; hasta los dos primeros afios de la
década de los noventa se han determinado tres especies de Monilia; M. fructicola, M. laxa,
M. fructigena (Ogawa, 1992). Estas especies son el resultado del estudio morfolégico, en base

a técnicas moleculares, basadas en el analisis de ADN (Hughes et al. 2000).
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TaxonOmicamente se cataloga dentro de la clase forma Deuteromycetes, orden forma
Moniliales, familia forma Moniliaceae, genero Monilia, especie Monilia fructicola Wint.

Honey (Roncal, 2004).

2.3.6 Antracnosis (Colletotrichum gleosporioides Penz)

Las lesiones en los frutos se aprecian como manchas pequefias de color marrén oscuro
que posteriormente se muestras hundidas, dejando ver el signo como puntitos negros, que
corresponde a la estructura fructifera del patdgeno denominado acérvulo, estos puntos negros
forman circulos concéntricos; liberando esporas de color rosado (Roncal, 2004). Las lesiones
hundidas, transcurrido el tiempo, generan resquebrajaduras que comprometen el mesocarpio;
afectando de esta manera la calidad de la fruta (Cerdas et al. 2007).

Para evitar pérdidas de consideracion por infeccion de C. gloeosporioideses, en
chirimoyo, se deben realizar tratamientos preventivos (Andrés y Rebollar, 1996); debido a que
este patogeno, afecta el area foliar, conocido como mancha negra de hojas (Nava et al. 2000);
en este hospedero es comun encontrar a otra especie (Freeman, 2000) como C. fragariae
(Villanueva et al. 2005).

Taxonodmicamente este patdgeno esta incluido en la clase forma Deuteromycetes, orden
forma Melancolniales, familia forma Melanconiaceae, genero Colletotrichum, especie

Gloeosporioides (Roncal, 2004).

2.3.7  Pudricion acuosa (Rhizopus Stolonifer Lind)

Hongo filamentoso, con hifas no septadas, esporangiéforos no ramificados, pero si
formando grupos de hasta cinco unidades; en cuya base se diferencia las estructuras de anclaje
denominados rizoides; en la parte terminal del talo se diferencia la columela, cavidad

esporangial y la cubierta del esporangio, que protege a las esporas unicelulares (Roncal, 1993);
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cuando ocurre intercambio genético se forma la estructura de conservacién denominado
zigospora, después de un periodo de reposo brota un esporangiéforo (Pontén et al. 2004).

Los frutos que muestran mayor susceptibilidad son aquellos que se encuentran en
almacén y mercados, sin condiciones de aireacion adecuada (Nicoletti, 2001).

Las esporas del hongo germinan en la superficie del pericarpio, proliferandose el
micelio entre 12 y 24 horas, recubriendo el micelio la totalidad del fruto, apreciandose como
moho blanco, transcurrido 48 horas, los esporangidforos y esporangios, que contienen a esporas
unicelulares maduras de color negro, permiten observar el moho de color negro, bajo estas
condiciones, la pulpa se desintegra por accion enzimatica, segregando liquido de olor a vinagre
de color marrén (Yriarte y Roncal, 2017).

Taxonomicamente este patdgeno esta incluido en clase Zygomycetes, orden Mucorales,

familia Mucoraceae, genero Rhyzopus, especie R. stolonifer (Roncal, 2004).

2.3.8 Viruela del fruto (Cladosporium carpophilum)

Patdgeno distribuido en diferentes zonas donde prospera este cultivo. Los sintomas en
frutos se muestran como manchas pequefias de color marrén y a medida que la infeccion avanza
éstas se hacen circulares u ovales. Este hongo afecta la epidermis del epicarpio del fruto; de
esta manera se afecta la calidad, reduciendo el valor comercial (Quispe, 2016).

Afecta hojas, tallos, inflorescencias y frutos suculentos, con dafios mecanicos; los frutos
infectados tienen sabor amargo, por efecto las micotoxinas (Agrios, 2005).

El micelio se observa de color verde olivo a negro, adherido a la superficie infectada,
producen conidiéforos oscuros y conidios irregulares de color marrén oscuro o nhegro,
constituyen hasta tres células dando una apariencia aterciopelada oscura al hongo, sus esporas

son de forma elipsoidal y de color hialino a marrén amarillento (Roncal, 2004).
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Las condiciones ambientales favorables de temperaturas 19 a 21°C y humedad de 95%
ejercen una marcada influencia para la incidencia, dando lugar a la germinacion de los conidios
(Romero, 1988).

Taxonomicamente este patogeno esta incluido en la clase forma Deuteromycetes, orden
forma Moniliales, familia forma Dematiaceae, genero Cladosporium, especie Cladosporium

carpophilum (Roncal, 2004).

2.3.9 Mancha necrdtica del fruto (Cephalosporium sp.)

Los sintomas se muestran en frutos de plantas cultivadas en zonas himedas y con
elevadas temperaturas del8 a 22°C (Achon et al. 2008).

El género Cephalosporium, incluye especies saprofitas y parasitas, estan en el suelo y
sencillamente penetran en los tejidos. Crece en medio PDA, con micelio de color blanco,
algodonosa con tono amarillento; presenta hifas cenociticas; conidiéforos delgados o
hinchados, simples, relativamente pequefios, conidios hialinos, unicelulares, ovales a elipticos
de 4-12x2-3um, unidos formando una gota mucilaginosa (Martinez et al. 2017).

Como patogeno se conoce a C. gregatum, quien genera pudricion café del tallo de soya;
necrosando el xilema, con repercusion de clorosis internerval de hojas, seguido de necrosis en
forma de tizdn, en hojas del tercio inferior de las plantas (Agrios, 2005).

Taxonomicamente pertenece a la clase Deuteromycetes, orden Moniliales, familia

Moniliaceae, género Cephalosporium sp. (Romero, 1988).

2.3.10 Fusariosis (Fusarium spp.)

Geénero creado por el micologo Aleman H.F. (1809), y validado por Fries en 1921; en
base a la morfologia de Fusarium roseum, en incluido en el orden Deuteromycotina

(Fernandez, 1979); se encuentran en diferentes ecosistemas, tienen micelio bien desarrollado,
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septado, conididforos simples que terminan en fialides; sin embargo, algunas especies tienen
un talo unicelular (Sumalan et al. 2013).

Las diferentes especies del género Fusarium, son los mas estudiados a nivel mundial
por causar pérdidas economicas de consideracion (Nelson et al. 1994), mayormente viven en
el sustrato suelo, causantes de un amplio grupo de enfermedades que afectan a diversos cultivos
generando podredumbres basales y marchitamientos en hortalizas, gramineas, ornamentales,
frutales y forestales, generando necrosis vascular (Olivain & Alabouvette, 1999); debido a la
necrosis de células del xilemay las micotoxinas que estos sintetizan forman parte de la solucion
que llega al area foliar concentrandose primero en los capilares causando intoxicacion que mas
tarde afecta a la totalidad de la lamina foliar y finalmente el micelio del hongo impide la
traslocacion de agua y nutrientes ocasionando la muerte del hospedero (Schumann & D’Arcy,
2006); otros sintomas comunes son marchitez, manchas y afiublos en hojas, pudricion radicular
y tallos, pudricion de frutos, granos y semillas (Fravel et al. 2003).

Las diferentes especies de Fusarium spp., han tenido y tienen relevancia en la
agricultura mundial, debido a que han llegado a afectar y aun afectan mas del 90% de las
cosechas (Garcia et al. 2007). Como patégeno emplea estrategias de infeccidn, dependiendo de
la susceptibilidad del hospedero y la virulencia del patégeno (Ma et al. 2013).

Sobrevive en el suelo como micelio, vale decir como hifas, esporas, clamidosporas y
microesclerocios (Roncal, 2004), de esa manera queda el inoculo activo para una futura
infeccion radicular; el aire, el agua son medios de diseminacion y para que la infecciéon se lleve
a cabo, la interaccion entre hongo-planta responde a un proceso de movilizacion de diferentes
genes, de ese modo da lugar a la descomposicion enzimatica de la pared celular, la inactivacion
y la muerte celular del hospedero por micotoxinas segregadas del hongo (Agrios, 2005).

Morfol6gicamente, este género se caracteriza por desarrollar en los tejidos afectados y

en medio de cultivo, formando un micelio filamentoso y septado (Leslie et al. 2013).
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Las principales especies de este género son F. oxysporum y F. solani, sin embargo, F.
graminearum y F. verticiloides se encuentran en gramineas principalmente (Ma et al. 2013).

TaxonOmicamente este patdgeno estd incluido en: reino Fungi; clase forma
Deuteromycetes, orden forma Moniliales, familia forma Tuberculariaceae, género forma

Fusarium (Roncal, 1993).

2.3.11 Alternariosis (Alternaria sp.)

Este género fue descrito por primera vez por Ness en 1817; especificando
cientificamente como A. alternata (Castro, 2006).

Alternaria spp., somaticamente se caracteriza por presentar micelio oscuro, constituido
por hifas septadas, conidioforos simples y erectos, en el extremo de la célula apical se
diferencian el conidio primero unicelular, a medida que incrementa su tamafio se diferencian
septos transversales y perpendiculares; la célula apical de este conidio germina un tubo en cuyo
apice se diferencia un nuevo conidio; este proceso es indefinido, formando de esta manera una
cadena de conidios; ademas, algunas células laterales de los conidios también germinas dando
lugar a nuevos conidios (Roncal, 1993).

Hasta el 2007, se han categorizado 300 especies del género Alternaria, agrupadas por
las caracteristicas morfoldgicas de los conidios (Simmons, 2007).

Las diferentes especies del género Alternaria, prosperan desde - 3°C hasta los 35°C
(Barkaigolan & Paster, 2008); aunque la temperatura eficiente para la produccion de conidios
es de 25°C (Sommer, 1985); en medios de cultivo sintético requieren de 84 a 99% de humedad
relativa (Oviedo et al. 2011), desarrollando micelio algodonoso gris al inicio y oscura verduzco
después (Agrios, 1996).

A. alternata, presenta diferentes razas fisiologicas, destacando las que ocasionan la

pigmentacion oscura de la piel enfermedad conocida como “feohifomicosis™, otras causan
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“onicomicosis”, debido a que afectan a las ufias de los pies, generando endurecimiento y
quebraduras, los hay causantes de “queratitis” relacionado con inflamaciones de corneas
(Tangarife, 2011); otras son saprofitas y fitopatdgenas en cultivos de cereales, ornamentales,
oleaginosas, hortalizas y frutales (Thomma, 2003).

Las especies de Alternarias fitopatdgenas, para causar dafio en las plantas requieren de
humedad relativa de 80 a 100 % y temperaturas de 15 a 22 °C (Morales, 2004); cuando estas
condiciones son adversas, tienen comportamiento saprofita - endofita (Andersen et al. 2001).

TaxonOmicamente este patdgeno esta incluido en Reino Mycetae, division
Amastigomycota (Arias, 2008); clase forma Deuteromycetes, orden forma Moniliales, familia

forma Dematiaceae y género forma Alternaria (Roncal, 2004).

2.4 Diagnostico de una fitoenfermedad

El diagnostico de enfermedades de plantas es la ejecucién de series de pasos
secuenciales; que en casos especificos pueden variar (French & Herbert, 1982).

a) Observacion de los sintomas del hospedero.

b) Determinacion de las circunstancias de condiciones climéticas, historial del cultivo
y aplicacidn de fertilizantes insecticidas, fungicidas.

c) Observacion de signo del patdgeno.

d) Correlacion de lo observado con la basqueda bibliogréafica pertinente.

2.5 Diagnosis fitopatologica

a) Aislamiento, purificacion, multiplicacion y conservacion del fitopatogeno.
b) Inoculacion del fitopatégeno en o6rganos del hospedero, ensayo que se realiza en
condiciones “in vitro”.

c) Obtencidn de los sintomas, idénticos de donde se aisld el fitopatdgeno.
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d) Verificacion del fitopatogeno, a traves de la morfologia somatica.
e) ldentificacion del fitopatdgeno, a través de claves de identificacion universalmente

conocidas como los propuestos por (Barnett & Hunter, 1999; Sutton ,1980).

2.6 Métodos directos para medir la intensidad de una fitoenfermedad

Se precisa que los métodos directos comprenden valoraciones visuales de las
fitoenfermedades, haciendo uso de escalas cuantitativas, que nos conducen a valorar el nivel
de la enfermedad en la totalidad de una planta u en un érgano especifico. Para cumplir esta
propuesta se hacen uso de escalas gréficas y formulas matemaéticas de incidencia y severidad

(Ilvancovich, et al. 1998).
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1  Ubicacion geografica del trabajo de investigacion

El estudio se desarroll6 en dos parcelas agricolas y en Laboratorio.

Parcela agricola 1: Ubicada en el centro poblado de San Miguel de Matarita, distrito de
Asuncién, provincia de Cajamarca, localizado en las coordenadas 7°18'12.6"S 78°32'59.4"N,
con altitud de 2297 ms. n. m.

Parcela agricola 2: Ubicada en el centro poblado El Naranjo, distrito de San Juan,
provincia de Cajamarca, localizado en las coordenadas 7°28'87.82"S 78°51'19.32"N, con
altitud de 2599 ms. n. m.

Laboratorio de Fitopatologia: Ubicado en la Universidad Nacional de Cajamarca, en su
Facultad de Ciencias Agrarias en las coordenadas 7°10'48"S y 78°29'44"0, 2700 m s. n. m. de

altitud, a 3.5 km de la ciudad de Cajamarca, Carretera a Bafios del Inca.



Figura 1
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Ubicacion de las parcelas experimentales y desarrollo del estudio, en los centros poblados de

San Miguel de Matarita, El Naranjo y en el laboratorio de Fitopatologia, localizados en los

distritos de Asuncion, San Juan y Cajamarca.
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Tabla 4
Condiciones meteoroldgicas de los meses durante el desarrollo de las evaluaciones en las

areas de estudio, estacion meteorolégica Augusto Weberbauer-UNC

Meses de T°.max. T°. min. T° prom. Humedad Precipitacion
evaluacion (°c) (°c) (°c) relativa (%o) (mm)
Julio 21.7 6.5 14.1 56% 0.3
Agosto 21.8 6.5 141 58% 0.7
Setiembre 22.7 7.2 15.0 60% 1.4
Octubre 22.6 8.4 155 56% 1.0
Noviembre 23.5 7.9 15.7 51% 0.2
Diciembre 22.1 8.8 155 62% 2.4
Enero 21.5 9.3 154 66% 2.8
Febrero 21.6 10.6 16.1 69% 4.8
Marzo 20.6 9.6 15.1 70% 4.1
Abril 20.9 9.8 15.3 71% 2.6
Promedio 21.9 8.5 15.2 62% 2.0

Nota: Senamhi (2022 — 2023)

3.2 Materiales

3.2.1 Material bioldgico

Raices, tallos, ramas, ramitas, hojas, flores y frutos de chirimoyo con sintomas de

enfermedades fungosas.

3.2.2 Material de campo

Libreta de apuntes, cAmara fotografica, lupa, etiquetas de rotulacion, plumoén indeleble,

cinta de embalaje, guantes de latex, tijera de podar, palana, pico y bolsas de plastico.

3.2.3 Material y equipo de laboratorio

Guardapolvo, guantes de latex quirdrgicos, hipoclorito de sodio de 2 a 5 %, alcohol

etilico de 96°C, detergente, aspersores de alcohol, agua destilada, mecheros, cocina, cubre
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objeto y lamina porta, placas Petri, tubos de ensayo, pinzas, bisturis, navajas, estiletes, sorbete
de pléastico, pipetas, vasos de precipitacion, matraces, beakers, agujas hipodérmicas N°25,
aguja MRO, papel aluminio, papel filtro, asa de siembra, Papa dextrosa, Agar (PDA),
autoclave, estufa, incubadora, cdmara de flujo laminar, lupa, estereoscopio, microscopio,

libreta de apuntes y camara fotogréfica.

3.3  Metodologia

3.3.1 Trabajo de campo

Para la seleccién de plantas se aplic el muestreo no probabilistico por conveniencia.

a. Identificacion de sintomas. Previo a la recoleccion de los drganos vegetativos
en campo, se tuvo en cuenta la identificacion de la presencia de las sintomatologias en las

plantas, tal como se describe en la Tabla 5.



Tabla b

Sintomas identificados en érganos de la planta de chirimoyo, previo a la recoleccién de

muestras en Asuncién y San Juan

Distrito Organos vegetales Sintomas
Raices Necrosis parcial y generalizada
Tallo Necrosis de la corteza
Rama Muerte regresiva
. Ramitas Muerte regresiva
Asuncion . -
. Manchas foliares con halo clorético y
Hojas »
necroticas

Flores Necrosis generalizada

Frutos Momificado y manchas oscuras
Raices Necrosis parcial y generalizada
Tallo Necrosis de la corteza

Rama Muerte regresiva

Ramitas Muerte regresiva

San Juan . e
. Manchas foliares con halo clorético y
Hojas ”
necroticas
Flores Necrosis generalizada
Frutos Momificado y manchas oscuras
b. Acondicionamiento de cdmaras humedas. Las camaras hiumedas fueron

elaboradas en recipientes de plastico de 500 y 1000 cc de capacidad; para mantener la humedad
relativa superior al 70%, en estos recipientes, se cortdé papel bond, teniendo en cuenta el
diametro del fondo del recipiente; luego este papel se dispuso en el fondo del depdsito y fue
asperjado con agua destilada estéril, se tapé convenientemente, quedando lista para ser

conducida a campo, bajo condiciones asépticas.

C. Coleccion de muestras de las plantas afectadas. Se cobraron muestras de
raices, ramas, tallos, hojas, flores y frutos de campos de cultivo de 2 y 4 afios; bajo sistema de

riego por gravedad, en ambos distritos. En el distrito de Asuncidn, una parcela motivo de
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evaluacion se encuentra asociada con palto, cafeto y tara; mientras que las plantaciones de
chirimoyo del distrito de San Juan se encuentran como monocultivo y en cercos vivos.

Para la recoleccion de muestras se hizo uso de un equipo de proteccion personal que
incorpora un guardapolvo, mascarilla y guantes de latex, posterior a ello se procedio6 con el uso
de tijeras de podar; que sirvieron para cortar los 6rganos con sintomas de infecciones fungosos;
se tuvo especial cuidado en seleccionar muestras de érganos con infecciones de 10%.

Seleccionadas las muestras en bolsas de plastico y taperes de diferente capacidad;
seguido de la rotulacién respectiva y el sellado con cinta masking para evitar la contaminacion.

Con el proposito de no diseminar alguna fitoenfermedad, las heridas de planta fueron
tratadas con pasta bordalesa y las herramientas se desinfestaban con aspersiones de alcohol de

96° de pureza.

d. Traslado de las muestras. Porciones de raices, tallos, ramas, ramitas y 6rganos
completos de hojas, flores y frutos, con lesiones, producto de infecciones fungosas, fueron
seleccionadas, para de esta manera obtener las muestras motivo de diagnosis.

Las muestras colectadas, se dispusieron convenientemente en las cdmaras respectivas,

para ser llevadas al Laboratorio de Fitopatologia.

3.3.2 Trabajo de laboratorio

a. Acondicionamiento de muestras, para el aislamiento del signo del patégeno.
Las muestras colectadas en campo, llegadas al Laboratorio pasaron por otro proceso de
seleccion.

Antes de la seleccion respectiva las muestras, fueron lavadas con agua corriente y
secadas a temperatura ambiente, por cuatro horas. Posterior a este tratamiento, las muestras de
raices, tallos, ramas y ramitas se seccionaron en porciones de 2-5 cm de longitud, teniendo en

cuenta 50% de lesion y 50% de tejido aparentemente sano.
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Referente a la seleccion de muestras de hojas, flores y frutos, se tuvo en cuenta el
porcentaje de infeccion que no supere el 10%. Estas muestras fueron tratadas con hipoclorito
de sodio con contenido al 2% y enjuagadas con agua destilada estéril; de esta manera se situaron
en las respectivas camaras humedas, para luego ser instaladas en la cdmara de cristal iluminada
a temperatura oscilante de 18a22°C.

Se indica que las muestras en cdmaras himedas se observaron cada 24 horas por tres
dias; aquellas que mostraban la presencia de moho en la superficie de la lesidn, fueron
visualizadas al microscopio, distinguiendo las estructuras somaticas, para ser comparadas con
las estructuras somaticas de las cepas procedentes de la siembra de tejidos afectados en medio
PDA.

Verificadas la semejanza de las estructuras somaticas del micelio procedente del signo
y del micelio procedente del medio PDA, sirvio para realizar la multiplicacion del posible

patdgeno en medio de cultivo PDA.

b. Aislamiento de los patégenos de 6rganos afectados causantes de la fungosis
del chirimoyo. Porciones de raices, tallos, ramitas, hojas, frutos y flores, con sintomas de
fungosis sirvieron para realizar la secuencia del aislamiento de los patgenos.

De los diferentes 6rganos seleccionado se obtuvieron porciones de tejidos; los cuales
fueron seccionados cuidadosamente consiguiendo porciones de 3 a 5 mm?, en los que se
diferenciaba 50% de area aparentemente sana y 50% de area afectada.

Las respectivas secciones se sometieron a desinfeccion con hipoclorito de sodio al 2%,
durante un minuto, y con apoyo de una pinza las muestras desinfectadas se dispusieron en agua
destilada estéril, a fin de excluir residuos del hipoclorito de sodio; esta practica se realizé hasta

en dos oportunidades.
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Cada seccion se dispuso en las respectivas cajas Petri con medio de cultivo PDA, y se
incubaron entre 18 a 22 °C, que se observan cada 24 horas a lo largo de tres dias, tiempo que
permitio el crecimiento del micelio del posible patégeno.

De cada una de las cepas, se extrajo porciones de micelio para ser observadas al
microscopio y comparadas con las estructuras microscopicas procedentes del signo. Cuando
las estructuras morfolégicas de las cepas procedentes del crecimiento del hongo en medio PDA,
comparadas con las estructuras del signo hongo, mostraron similitud, se procedié a la

purificacion, multiplicacion, conservacion.

C. Purificacion, multiplicacion de los patogenos. El proceso de purificacion
consistio en realizar la siembra monosporica tanto del signo “moho”, como de la cepa del hongo
obtenida en medio PDA.

Para obtener él inoculo en forma de conidio, se empled el estereoscopio y la aguja
MRO.

Antes de obtener el indculo conidio, tanto del signo y de la cepa del hongo en medio
PDA; la esfera de la aguja MRO, se empapd en agua destilada estéril, para permitir la
adherencia del conidio en la ldmina de agua y ayudado con el estereoscopio, se visualiza la
porcién levantada del micelio, lugar donde se encuentra conidiéforos y conidios del hongo, a
esta porcion del micelio se acerca con delicadeza la esferita de la aguja MRO.

Luego con cuidado la esferita MRO, hacemos que haga contacto de cuatro a cinco veces
con la superficie del medio PDA. Esta siembra se incuba entre 18 — 22°C, observandose cada
24 horas por tres dias.

Purificado el hongo se procede luego a la multiplicacion en tres placas Petri con medio

PDA, la cepa purificada se utilizo para realizar los postulados de Koch.
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d. Conservacion de patogenos. Las cepas puras se conservaron en medio de
cultivo PDA, en tubos de ensayo de 150 y 20 mm de diametro y mm de longitud, en plano
inclinado.

El proceso trato en disponer porciones de micelio obtenido de las placas Petri, donde

han desarrollado las cepas puras del hongo.

e. Prueba de patogenicidad. Con los aislamientos, procedentes de raices, tallos,
ramitas, hojas, flores y frutos se procedié a realizar las pruebas de patogenicidad. Este trabajo
consistio en obtener porciones de 6rganos completamente sanos; los mismos que pasaron por
acondicionamiento aséptico.

El in6culo infectivo de los hongos aislados de cada érgano de las plantas de chirimoyo
con sintomas de fungosis estuvo conformado por porciones de micelio, en cada uno de los
drganos ensayo, realizamos minimas lesiones con agujas hipodérmicas N°25. La porcién de
micelio se dispuso en la superficie herida de los 6érganos ensayo.

Los 6rganos ensayos con el indculo respectivo, se dispusieron en camaras humedas y
se dejo en el ambiente de proteccidon de cristal a temperatura de 18 a 22°C. Las observaciones
se efectuaron cada 24 horas; el tiempo de observacion fue variable de acuerdo con el 6rgano;
raices, tallos y ramitas fueron observados durante siete dias; mientras que, en hojas, flores y
frutos, las observaciones fueron de tres a cuatro dias.

Con la evidencia de la patogenicidad, se efectud la siembra monospdrica en una gota
de PDA, con la finalidad de visualizar microscopicamente las diferentes estructuras somaticas

que conduzcan a la identificacion del especie y género del fitopatdgeno.

f. Siembra monosporica de los patégenos en gota de PDA. En condiciones

asépticas se dispone una gota de PDA en una lamina portaobjetos y con la aguja MRO, se
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extrajo conidios de cada uno de los aislamientos; los que fueron sembrados en superficie de la
gota de PDA, inmediatamente se cubri6 con el cubreobjetos concerniente.

Para observar periédicamente el desarrollo del hongo en la gota de PDA, se acondiciona
una caja Petri, que contenga 3 ml de agua destilada estéril, mas un sorbete de plastico doblado
en triangulo y los portaobjetos con la siembra respectiva se dispone sobre el sorbete en
triangulo.

Esta caja Petri, con cuidado se coloca en la incubadora a 18 — 22°C, la primera
observacion se realiza en las primeras 14 horas y las siguientes cada 24 horas por dos dias y

fotografiando el proceso.

g. Identificacion de los patdgenos. Con la evidencia de la patogenicidad y la
caracterizacion morfoldgica de los aislamientos se procedio a detectar el género y especies de
los patdgenos del chirimoyo.

Para identificar el género se siguid las claves de “llustrated genera of imperfect fungy”

de (Barnett,1960; Barnett & Hunter,1998).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1  Patdgenos en hojas

4.1.1 Alternaria Alternata.

a. Micelio. En medio PDA, la colonia se aprecia de color gris oscuro; asi mismo
Agrios (1996) resefia que, en medio de cultivo, el micelio es algodonoso de color gris al inicio
y oscuro verduzco después; ademas Oviedo et al. (2011), indican que; para el desarrollo en

medios de cultivo, el microrganismo requiere de 84 a 99% de humedad relativa.

Figura 2

Micelio de Alternaria alternata, de color gris oscuro, a las 168 horas (siete dias), en PDA.

En la Figura 2, el micelio en PDA inicialmente es de color gris claro, y mide 3 a5 mm
de diametro, entre 24 y 48 horas cambia a verde oscuro, dada la maduracion de los conidios

muriformes, hasta completar la colonizacién de la placa mantiene la coloracion verdosa oscura.
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b. Signo. El signo de este aislamiento se deja ver como un “moho oscuro”.

C. Estructuras somaticas. Posee hifas septadas, brillantemente coloreadas de
amarillo, conidioforos simples y septados, de color marron claro, con conidios ovoides,
inicialmente unicelulares transparentes, luego bicelulares de color amarillo oscuro, terminando
pentacelularmente, con septas transversales y perpendiculares semejando a un muro, razon para
nominarlos conidios muriformes de color marrén oscuro, tal como se indica en la Figura 3.

Al respecto, Rivas (2014) menciona que Alternaria sp., morfolégicamente posee hifas
septadas; conidioforos septados, simples con diversos poros de insercién y conidios Unicos o

en cadenas de forma ovoide, septados longitudinal y transversalmente.

Figura 3
Hifa (h), conidiéforos septados (cs) y conidios ovoides muriformes en cadenas (c), de color

amarillo oscuro.

Asi mismo, en este aislamiento se observa que de una célula del conidio emerge un
tubo germinativo que contiene a otro, formando de esta manera conidios en cadena; este tipo
de proliferacion es frecuente. Asimismo, Flores et al. (2014), refieren que el signo se aprecia

como “moho oscuro” conformado por hifas, conidiéforo y conidios.
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d. Identificacidn del patogeno. Las caracteristicas morfolégicas antes descritas y
mediante la utilizacion de las claves de Barnett y Hunter (1998), nos condujo a determinar al

género Alternaria especie Alternata.

e. Taxonomia. Este patdgeno esta incluido en la clase forma Deuteromycetes,
orden forma Moniliales, familia forma Dematiaceae, (Roncal, 1993). Especie Altenaria

alternata (Agrios, 1986).

f. Patogenesis de Alternaria alternata. El tejido necrosado generalmente se rodea
de una amplia &rea clorética, indicando el proceso de intoxicacion, como se reporta en revistas
y textos de la Ciencia Fitopatologia; ademas Beltran (2006), refiere que en infestaciones
severas causan defoliaciones de los arboles como consecuencia de las necrosis foliares,

nervaduras de hojas y brotes jovenes.

Figura 4
Hoja clordtica con necrosis apical de color marrén pajizo (A). Hoja con infeccion en el

parénquima y borde de color marrén claro (B), causado por Alternaria alternata.
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En la Figura 4, se indican los sintomas de A. alternata, ocasionado necrosis foliar de
color marrén vinoso, las infecciones son unicas y se aprecian indistintamente localizadas en la
lamina foliar, unas inician en el apice, otras en el borde, como también los hay infecciones en
la parte central del parénquima.

Al respecto, Agrios (2005) menciona que para que ocurra la infeccion, el inoculo
multicelular, requiere de humedad y temperatura adecuada de la zona; para que permita la
germinacion de tubos germinativos, que a través de procesos de quimiotaxismo, ingresan a los
estomas u otras aperturas naturales; posteriormente se transforman en hifas, que recorren los
espacios intercelulares, y se alimenta a través del haustorio por osmosis del contenido celular
del hospedero; como consecuencia de esta nutricion las alternarias, metabolizan toxinas, que
se disipan a las células adyacentes, formando de esta manera el area plesionecroética que
posteriormente termina necrosando al tejido, formando el area holonecrética; las hojas que
exponen mayor susceptibilidad son las del tercio inferior de ramitas, caracteristica del proceso

de infeccidn de las diferentes especies del género Alternaria.

4.1.2 Cladosporium sp.

a. Micelio. En medio de cultivo se aprecia la colonia de color verde oscuro; al
respecto, Manisha et al., (2012) hacen mencion que, en PDA, el micelio es polvoriento de color
crema con tendencia a tonos verde oliva o gris verdoso; asi mismo Bensch et al. (2010) refieren
que las colonias pueden ser difusas con bordes oliva a blanco con crecimiento de micelio en

forma de esterillas.
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Figura 5

Micelio de Cladosporium sp, de color verde oscuro a las 360 horas (quince dias).

En PDA, el micelio a las 24 horas se aprecia de color oscuro, y la colonia mide 3mm
de didmetro, a las 48 horas alcanza 4mm; la parte del centro se tifie de color verde oscuro
indicando madures de conidios; el micelio del borde de la colonia es de color cremoso oscuro,

caracteristica que indica la presencia de conidios inmaduros, como se muestra en la Figura 5.

b. Signo. El signo en medio de cultivo y en la hoja de chirimoyo, se aprecia como

“moho gris”.

C. Estructuras somaticas. Posee hifas y conidioforos septados hialinos
transparentes con ramificaciones terminales donde se diferencian los conidios ovoides
unicelulares; asi mismo Wu et al. (2014) refieren que microscopicamente el patdgeno posee
hifas delgadas, septadas, ramificadas hialinas marrones; que sostienen cadenas divididas de

conidios unicelulares cilindricos.
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Figura 6
Hifa (h), conidiéforos ramificados (cr) en el tercio superior, mostrando células alargadas y

conidios en cadenas (c).

En la Figura 6, se muestra las hifas septadas, de color oscuro cristalino, conidiéforos
simples septados; en el tercio superior ocurren ramificaciones conformadas por células ovoides
alargadas uni a bicelulares, en el apice de estas se dejan ver los conidios unicelulares
multiformes, unidos unos a continuacion de otro, en todos ellos el color oscuro cristalino se
intensifica; asi mismo, Alvarez (2022) hace mencion que para hacer el reconocimiento del
género Cladosporium, se debe medir los conidioforos y células conidiégenas, asi como las
esporas, pero evaluando a la par, el crecimiento de la colonia en PDA, y observando

caracteristicas de color y la secrecion de toxinas.

d. Identificacion del patogeno. Empleando las claves de Barnett y Hunter (1998),
y las peculiaridades y caracteristicas morfoldgicas antes descritas, se logro determinar al género

Cladosporium.
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e. Taxonomia. Este género esta incluido en la clase forma Deuteromycetes; orden

Moniliales; familia Dematiaceae; genero Cladosporium sp. (Roncal, 1993).

f. Patogenesis de Cladosporium sp. Afecta a hojas del tercio inferior de ramas en
produccion, los signos se muestran como clorosis con manchas necréticas de color marron
claro a pajizo distribuidas indistintamente en la lamina foliar.

Al respecto Yan et al. (2007) mencionan el proceso de infeccion de Cladosporium, el
cual acontece con la germinacidon del conidio; el tubo germinativo ingresa a una lenticela en el
tejido cortical o a un estoma en la ldmina foliar, roturando la pared celular por accion

enzimatica y ocasionando invaginacion a la membrana.

Figura7
Necrosis del peciolo, nervadura principal y secundarias (A). Necrosis de nervaduras y parte

del parénguima foliar, seguido de clorosis (B), causado por Cladosporium sp.

En la Figura 7, se aprecian las infecciones causadas por Cladosporium sp., que ocurren

en hojas del tercio medio de ramas en produccion; el drgano susceptible es la nervadura
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principal y secundarias, dando lugar a las necrosis pajizas oscuras en diferentes puntos del
parénquima; considerando el proceso de sintomatologia antes descrito, Agrios (2005) alude,
que ocurrida la infeccion, el hongo se provee de alimento del contenido citoplasmatico de la
célula invadida a traves de dsmosis; de esta manera, la hifa crece y se ramifica, difundiéndose
a lo largo de los tejidos, metabolizando toxinas, responsables de la necrosis celular de la
nervadura principal y la base de las nervaduras secundarias y de células adyacentes del

parénquima foliar; finalmente la hoja termina necrosada y cae.

4.2  Patogenos en flores

4.2.1 Alternaria sp.

a. Micelio. En PDA, el micelio se aprecia de color gris oscuro; asi mismo
Rodriguez et al. (2013) mencionan, que el desarrollo de la colonia en medio de cultivo posee
anillos concéntricos verdes oscuros, con desarrollo de micelio frondoso en todo el medio de
cultivo.

Figura 8

Micelio de Alternaria sp, de color gris oscuro, a las 168 horas (siete dias), en placa Petri.
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En medio PDA inicialmente se visualiza de color gris claro; entre 24 y 48 horas mide
3 a 5 mm de didametro, cambia a marron oscuro debido al crecimiento e inicio de maduracion
de conidios muriformes; entre 96 y 120 horas mide 5 a 6 cm, el micelio frondoso se colorea de

verde oscuro, color caracteristico por presencia de conidios maduros, como se muestra en la

Figura 8.
b. Singo. El signo de este aislamiento corresponde a un “moho oscuro”.
C. Estructuras somaticas. Morfol6gicamente posee hifas, conidiéforos septados

con conidios muriformes y fusiformes de color amarillo oscuro; asi mismo Barnett y Hunter
(1998) mencionan que el microorganismo posee hifas, conididforos simples oscuros y conidios

grises, con septos longitudinales y transversales; de diversas formas.

Figura9

Conidios ovoides, alargados, muriformes (c), de color marrén amarillento oscuro.

En la Figura 9, se visualiza una porcion de hifa septadas, brillantemente coloreada de

marron claro; conidioforos simples septados; de color marrén amarillento; conidios
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multiformes, ovoides alargados de color marron amarillento oscuro, con septos transversales,
formados hasta por ocho células; otros son piriformes muriformes, con diferente nimero de
células que varia de dos a seis unidades.

Asi mismo, Simmons et al. (2007) refieren que estas caracteristicas corresponden a la
identificacion del género Alternaria; ademas el tamafio de conidios, patrones de esporulacion,
longitud de cadenas de conidios, patogenicidad y estudios moleculares, confirman la existencia

patogénica de este género (Nishikawa & Nakashima, 2020).

d. Identificacion del patdgeno. Utilizando las claves de Barnett y Hunter (1998),
descripciones y caracteristicas morfoldgicas arriba descritas nos condujeron a determinar el

género Alternaria.

e. Taxonomia. Se ubica en la clase forma Deuteromycete, orden forma

Moniliales, familia forma Dematiaceae; género forma Alternaria (Roncal, 1993).

f. Patogénesis de Alternaria sp. Los primeros sintomas en flores se muestran
como puntos clordticos, los que posteriormente se agrandan y se necrosan de color marron
pajizo a oscuro, asi mismo las zonas de estudio durante los meses de evaluaciones presentaba
una humedad relativa de 62% y una temperatura promedio de 15 °C, a lo refiere, Agrios (2005)
que para que se desarrolle la infeccion el patogeno requiere de una humedad relativa de 60 a

90% y temperaturas de 2° a 33°C.
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Figura 10
Apertura floral con necrosis en sépalos (A). Necrosis generalizada de los sépalos, pedunculo

en proceso de necrosis (B), causado por Alternaria sp.

La Figura 10 muestra la sintomatologia de Alternaria sp., como clorosis,
marchitamiento, pequefias manchas necréticas oscuras en sépalos, y necrosis generalizada de
todo el 6rgano floral de color marrdn pajizo a oscuro.

Al respecto, Rodriguez (2015) indica que los 6rganos florales muestran susceptibilidad,
durante la apertura floral, donde el inéculo llega a cada flor a través del viento e insectos
polinizadores; bajo condiciones de humedad y temperatura adecuada de la zona, el conidio
germina dando origen a un tubo germinativo que ingresa por presion a los érganos florales,
causado intoxicacion y necrosis generalizada de color marron oscuro, bajo este estado la flor

muerta cae.
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4.2.2 Cladosporium sp.

a. Micelio. Es de color verde oscuro con tonalidades cremas; asi mismo Bensch et
al. (2010) refieren que el hongo posee un micelio de color verde petr6leo u oscuro, como

consecuencia de la maduracion de los conidios.

Figura 11
Micelio de Cladosporium sp, de color verde oscuro en medio de cultivo PDA, a las 288 horas

(doce dias).

El micelio en medio de cultivo, al transcurrir las 24 horas mide 3mm de diametro y es
de color oscuro; transcurrido 48 horas, alcanza 4mm, tifiéndose la parte central de verde oscuro;
los bordes son de color cremoso; entre 72 y 96 horas, cuando el micelio alcanza de 5 a 6
milimetros de diametro, se tifie de verde oscuro, resultado de la maduracion de los conidios;
este aislamiento cada 24 horas crece 1mm de diametro y mantiene el color verde oscuro cémo

es posible observar en la Figura 11.
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b. Signo. El signo en medio de cultivo PDA 'y en las flores de chirimoyo, se aprecia
como “moho gris”.

C. Estructuras somaticas. El patdgeno posee hifas, conidiéforos septados
hialinos, con conidios unicelulares ovoides que emergen de las ramificaciones terminales.
Roncal (1993) refiere que los conididforos son simples filamentosos, con ramificacion

terminal, donde se diferencian los conidios unicelulares en cadenas.

Figura 12
Hifas (h) y conididforo septado (cs) con ramificacion terminal, en cuyo &pice se forman los

conidios unicelulares en cadena (c).

En la Figura 12, se observan hifas septadas, de color gris cristalino; conidioforos

);

simples septados, con ramificacion terminal; la Gltima celula del conididforo se ramifica, dando
origen a una o dos ramas, es decir mono o bicelulares; a partir del apice de esta rama, se va
formando otra ramificacion ovoide alargada, que contiene a conidios multiformes en cadena
de color gris oscuro; asi mismo Bensch et al. (2012) refieren que la ramificacion terminal del

conidioforo formando por células cilindricas, separados entre si, por una sola célula


https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0185-33092018000200356#B2
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conidiogénica corresponde al genero Cladosporium; ademaés, Fisher y Cook (2001)
determinaron que los conidioéforos de este género tienen longitud variable y que las
ramificaciones terminales son de color verde claro y con conidios ovales formando pequefias

cadenas.

d. Identificacion del patégeno. Haciendo uso de las claves de Barnett y Hunter
(1998), y con las caracteristicas morfoldgicas descritas en la Figura 12, se logré determinar al

género Cladosporium.

e. Taxonomia. Este género esta incluido en la clase forma Deuteromycetes; orden

Moniliales; familia Dematiaceae; genero Cladosporium sp. (Roncal, 1993).

f. Patogenesis de Cladosporium sp. El proceso de infeccién en flores se
manifiesta con pérdida del color verde natural de sépalos y pedinculo, producto de la
intoxicacién de las células; primero mueren los sépalos adquiriendo color pajizo, los
pedinculos pierden su color, adquiriendo paulatinamente la pigmentacion amarilla, finalmente
se necrosa de color pajizo claro y cae. Asi mismo Alvarez (2023) sefiala que la infeccion tiene
lugar cuando los conidios de Cladosporium sp., llegan a la superficie de los botones florales,
transportados por el viento y adosandose a la superficie basal de los sépalos pubescentes, bajo
condiciones de humedad y temperatura de la zona, especificamente humedad relativa mayor a

70% y temperatura oscilante entre 18 — 22°C.
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Figura 13
Apertura floral con infeccion de sépalos y pistilos (A). Necrosis generalizada de sépalos,
androceo y gineceo; pedunculo floral en proceso de necrosis(B), causado por

Cladosporium sp.

En la Figura 13, se observa los sintomas de Cladosporium sp, inicialmente como
pequefias manchas pajizas necroticas de sepalos, pasado el tiempo la necrosis se generaliza en
toda la flor, metabolizando toxinas las mismas que se difunden a los 6rganos que conforman la
flor e incluso al pedunculo.

Al respecto Roncal (2004) sefiala que la infeccion tiene lugar cuando el tubo
germinativo del conidio ha ingresado a los estomas; y se establece primeramente en la camara
sub estomatica, y a medida que agota el alimento en estado de conidio, el tubo germinativo se
transforma en hifa, de una célula de éste emerge el primer haustorio, que rotura a la pared
celular por accion enzimatica y se provee de alimento, bajo estas condiciones las hifas crecen

y se ramifican por los espacios intercelulares, alimentandose a traves de haustorios.
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4.2.3 Fusarium sp.

a. Micelio. En medio PDA, se aprecia de color blanco cremoso con crecimiento
hacia arriba; asi mismo Tapia et al. (2014) refieren que, en medios de cultivo se visualiza el
didmetro de las colonias, morfologia y pigmentos de color café, rojo, violeta, naranja, gris,

blanco, dependiendo de la especie.

Figura 14

Micelio de Fusarium sp, de color blanco cremoso en medio PDA, a las 144 horas (seis dias).

Micelio de crecimiento lento; inicialmente en PDA, a las 24 horas alin no se aprecia
micelio, a las 48 horas se deja ver frondoso, de 5 mm de diametro, de un color blanco cremoso;
a las 72 horas, la colonia mide 1.2 cm de didmetro, con crecimiento micelial hacia arriba de
color blanco algodonoso; entre 96 y 120 horas, crese de 4-5 cm de diametro, se muestra
frondoso de color blanco cremoso en los extremos de la colonia; a las 144 horas el micelio
cubre el total de la placa Petri, mostrandose frondoso de color blanco lechoso como se deja ver

en la Figura 14.
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b. Signo. El signo en medio natural y artificial, se muestra como “moho
algodonoso”.
C. Estructuras somaticas. El patdgeno posee hifas y conidiéforos septados con

conidios en forma de canoa; a lo que Nirenberg y O Donnell (1998), aluden que los
conidiéforos terminan en fidlides que son semejantes a botellas en cuya parte apical se

distinguen los conidios.

Figura 15
Hifas (h), conidioforos con fidlides pequefias (cf), soportando conidios en proceso de

crecimiento y conidios sueltos en forma de canoas (c).

En la Figura 15, se observa la presencia de hifas hialinas septadas, conidioforos
pequefios, que soportan fidlides, en cuya parte apical se diferencia, crece y desarrolla conidios;

éstos inicialmente son unicelulares hialinos, posteriormente terminan los conidios terminan
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hasta con siete células y en forma de canoa; la porcion basal de la célula que se une a la fialide
tiene la forma de talon de pie.

Al respecto, Blackwell (2006) describe que las fialides del género Fusarium, pueden
ser delgadas cortas o largas en forma de botella; simples o ramificadas sobre los cuales se

forman los macroconidios medianos, hialinos y septados.

d. Identificacion del patégeno. Mediante la descripcion de las caracteristicas
macroscopicas y considerando las claves de Barnett y Hunter (1998), se determind que este

patdgeno corresponde al género Fusarium.

e. Taxonomia. Esta incluido en la clase forma Deuteromycetes, orden forma
Moniliales, familia forma Tuberculariaceae, género forma Fusarium (Roncal, 1993). Especie

F. sp. (Agrios, 1996).

f. Patogeénesis de Fusarium sp. EIl micelio se puede ver de color blanco sobre los
sépalos de las flores, que subsiguientemente se necrosan de color marrén pajizo a oscuro

comprometido todo el 6rgano floral.
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Figura 16
Apertura floral con presencia de moho blanco algodonoso y principio de necrosis (A). Necrosis

pajiza generalizada de sépalos e inicio de necrosis de pedunculo floral (B) causado por

Fusarium sp.
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En la Figura 16, la infeccion de Fusarium sp., en flores de chirimoyo, posiblemente se
debio, a que la hifa del hongo llegé a la flor, a través xilema, desde el sistema radicular,
atravesando tallo, ramas y ramitas; ocurriendo necrosis del peddnculo floral, en proceso de
diferenciacion y diferenciado; causando las necrosis marrones pajizas, caracteristica de estos
organos, que terminan cayendo. Asi mismo, especulamos que las infecciones en flores ocurren
a traveés del conidio, transportado por el viento e insectos, afectando a flores apertura das.

En referencia a lo antes descrito Agrios (2005) menciona que se tiene conocimiento que
el género Fusarium, en los albores de la agricultura, tuvo comportamiento saprofito,
degradando a la materia organica vegetal muerto; en la actualidad las diferentes especies
patogenas sobreviven como saprofitos en restos vegetales del suelo, favorecidos por altas

humedades y fuertes lluvias.
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En la literatura fitopatologica, internacional no existen reportes de fusariosis en flores,
consideradas excepciones de estos patdgenos. Con este principio tenemos la oportunidad de

contribuir que en el presente trabajo reportamos este tipo de infeccion.

4.3  Patogenos en frutos

4.3.1 Cephalosporium sp.

a. Micelio. En medio de cultivo se muestra de color crema con textura algodonoso;
estas caracteristicas coinciden con los reportes de Rippon (1980), quien menciona que
macroscopicamente el moho es hialino y las colonias son de crecimiento acelerado,

algodonosas, blancas, grisaceas con tonalidades gris amarillentas.

Figura 17
Micelio de Cephalosporium sp, de color blanco cremoso a las 144 horas (seis dias), en medio

PDA.

En medio PDA, el micelio entre 24 y 48 horas no se aprecia; este crecimiento ocurre

entre 48 y 72 horas, se muestra el micelio algodonoso blanco con 2.5 mm de diametro; entre
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96 y 120 horas el micelio crece de 2-3 cm de didametro, manteniendo el color inicial; a las 144
horas, el micelio algodonoso desarrolla 5cm de didmetro de color blanco cremoso segun lo

detallado en la Figura 17.

b. Signo. El signo en los frutos se aprecia como “moho algodonoso”.

C. Estructuras somaticas. Macroscopicamente posee hifas y conidiéforos
septados hialinos oscuros con conidios agrupados en masa en forma de racimos; las
caracteristicas somaticas antes descritas, segun Romero (1988) se relacionan con el género
Cephalosporium, quien posee conidiéforos delgados, simples y relativamente cortos, que
germinan de hifas cenociticas fértiles; los conidios son incoloros, elipticos o alargados que se
desarrollan en la parte apical del pequefio conidiéforo, constituyendo una especie de racimo

debido a la segregacidn liquida pegajosa que emana el conidiéforo.

Figura 18
Hifas (h), conidi6foros pequefios (cp), conidios agrupados, unicelulares, ovoides alargados,

adheridos en una masa mucilaginosa (c).
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En la Figura 18, se observan hifas y conidiéforos septados, hialinos y semejantes en
grosor; con conidios unicelulares ovoides alargados, segun (Barnett & Hunter, 1980) estos
miden de 4 — 12 x 2-3um; los conidios se forman en pequefios conidioforos, a medida que
crecen se desprenden quedando adheridos al conidiéforo en una masa mucilaginosa, de esta

manera se aprecian a los conidios agrupados.

d. Identificacion del patégeno. Usando las claves de identificacion propuestos
por Barnett y Hunter (1998) y las descripciones antes mencionadas, determinamos que este

aislamiento corresponde al género Cephalosporium.

e. Taxonomia. Pertenece a la clase Deuteromycetes, orden Moniliales, familia

Moniliaceae, género Cephalosporium sp., (Romero, 1988).

f. Patogeénesis de Cephalosporium sp. La infeccién se aprecia en frutos en estado
de maduracién de consumo, como pequefias manchas oscuras que posteriormente se
generalizan y el fruto empieza a descomponerse; a lo que Martinez et al. (2017) refieren que,
el ablandamiento de la fruta constituye un medio adecuado para que prospere Cephalosporium

sp., acelerando el proceso de degradacion del fruto de chirimoyo.
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Figura 19
Formacion superficial de moho algodonoso de color blanco (A). Epicarpio necrosado y pulpa

de color crema oscuro (B)causado por Cephalosporium sp.

En la Figura 19, se observan las infecciones en frutos de chirimoyo, por
Cephalosporium sp., que se muestran en el proceso de maduracion en planta, principalmente
en la variedad “Cumbe”, incorporada a la zona de Asuncidn y en los eco tipos cultivados en
San Juan, con tipo de epicarpio impresa y umbonada, ambas de piel casi liso; a medida que
pasa el tiempo se estima la formacion del micelio superficial del hongo como moho de color
blanco algodonoso; destruido el epicarpio, la pulpa cambia de color blanco a marrén
anaranjado y adquiere sabor amargo.

Al respecto Achon et al. (2008) mencionan que la infeccion inicia, cuando el conidio
en la superficie del epicarpio del fruto, en proceso de maduracion fisiologica, encuentra a las
células de las epidermis ablandadas, como consecuencia del proceso de maduracion de

consumao.
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4.4  Patdgenos en ramitas

4.4.1 Fusarium spp.

a. Micelio. En PDA, se aprecia de color crema con tonalidades amarillentas;
ademas Brett at al. (2003) mencionan que el micelio tiene la apariencia algodonosa y por lo

general son de color blanco.

Figura 20

Micelio de Fusarium spp, de color blanco cremoso, en PDA; a las 168 horas (siete dias).

El micelio en PDA se muestra a partir de las 48 horas, cuyo crecimiento fue de 1 cm de
didmetro, de consistencia algodonosa de un color blanco cremoso; a las 72 horas, incremento
su tamafio a 3 cm, de color blanco; entre 96 y 120 horas crece de 5 a 6 cm de didmetro, no
cambiando el color caracteristico, pero el borde de la colonia se aprecia de color blanco
cremoso; a 168 horas el micelio coloniza la totalidad en la caja Petri de color cremoso, como

se muestra en la Figura 20.
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b. Signo. Porciones de ramitas, con necrosis de tejido cortical, dispuesto en camara

humeda permiten generar el signo en forma de “moho algodonoso” con un color blanco.

C. Estructuras somaticas. Posee hifas y conidiéforos septados con conidios
unicelualres inicialmente y luego septados; referente a las caracteristicas antes mencionadas,
segun Séanchez et al. (2022) estan relacionas con el género Fusarium, debido a que posee
microconidios unicelulares de 2 a 3 um, originados en los apices de las fialides; ademas este
tipo de hongos poseen hifas hialinas septadas y macroconidios multicelulares, en forma de

bote, hoz o banana.

Figura 21
Hifas (h), conididforos en fialides (cf), en cuyo extremo se diferencian los conidios alargados

en forma de canoa (c).

En la Figura 21, se distinguen hifas septadas, conidiéforos septados no ramificados, en

la parte superior de este se diferencia, crecen y desarrollan los conidios, los cuales inicialmente
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son unicelulares ovoides, posteriormente termina en modo de canoa y con septos transversales

cristalinos.

d. Identificacion del patdgeno. Siguiendo las claves de identificacion de géneros
fungosos de Barnett y Hunter (1998); las caracteristicas morfoldgicas de este aislamiento nos

condujeron a determinar el género Fusarium.

e. Taxonomia. Esta incluido en: reino Fungi; clase forma Deuteromycetes, orden

forma Moniliales, familia forma Tuberculariaceae, género forma Fusarium (Roncal, 1993).

45  Pat6genos en ramas

45.1 Fusarium spp.

a. Micelio. Se precisa que en medio de cultivo se aprecia de un color blanco
cremoso, con tonalidades oscuras amarillentas; al respecto Pérez et al. (2014) refieren que las
colonias del género Fusarium; son de crecimiento acelerado, que en una semana pueden
colonizan la placa de agar y dependiendo de la especie las coloraciones de las colonias son

variables, pueden ser blanquecinas, cremas, anaranjadas, rosas, rojizas, parpuras.
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Figura 22
Micelio de Fusarium spp, de color crema, con dos anillos concéntricos de color crema

amarillento, a las 144 horas (seis dias), en medio PDA.

En medio PDA el micelio se visualiza a partir de las 48 horas, formando una colonia de
un color blanco algodonoso de 1.5 cm de didmetro; transcurrido 72 horas, se aprecia de
crecimiento levantado, alcanzando la colonia 4 cm didmetro, el color blanco cambia a crema
claro; de 96 a 120 horas crece 5 a 6 cm, en la parte central, se incrementa el color crema,
mientras que el micelio del contorno es de color crema claro; la pigmentacion del micelio
central es producto de la maduracion de conidios; a las 144 horas el micelio coloniza la
totalidad de la placa, diferenciandose dos anillos concéntricos de color crema amarillento,
producto de la maduracion de conidios; el micelio blanco algodonoso de la parte central de la
colonia, indica la presencia de micelio joven producto de germinacion de conidios de las

primeras cosechas, como se muestra en la Figura 22.
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b. Signo. Porciones de ramas con sintomas de tejido cortical necrosado, dispuestos
en camaras humedas, se consiguid apreciar el signo “moho”, constituido de micelio de color

blanco algodonoso.

C. Estructuras sométicas. MacroscOpicamente posee hifas y conididforos
septados hialinos con conidios alargados en forma de canoa; asimismo Agrios (2005) refiere

que hay dos tipos de conidios: macroconidios y microconidios.

Figura 23
Hifas (h) y conidioforos mayormente simples (cs), que soportan a conidios con ligera

curvatura en forma de canoa (c).
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La Figura 23, muestran las hifas septadas transparentes, que de trecho en trecho se
distinguen los conidioforos de diferente tamafio; algunos posen una pequefia ramificacion. En
los apices del conidioforo, en una porcién intercalar del mismo conidioforo se diferencian,
creceny desarrollan los conidios, que inicialmente son esféricos hialinos, cambiando a ovoides

uni y bicelulares, posteriormente el crecimiento en longitud da origen a conidios con cinco
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células en forma de canoa recta. En este patdgeno se ha visualizado que, al germinar una célula
del conidio, él tuvo germinativo tiende a unirse a alguna célula del conidio vecino formando
una autentica anastomosis, como se muestra en la Figura 23.

Los reportes de Pinaria et al. (2010) se relacionan con la descripcién morfolégica del
patogeno aislado de ramas; precisando que este hongo, produce conidioforos curvados,
fusiformes, con crecimiento de célula apical aguda y en algunas especies, la célula basal en

forma de pie corresponde al género Fusarium.

d. Identificacion del patdgeno. Siguiendo las claves de identificacion de los
autores Barnett y Hunter (1998); y los rasgos morfol6gicos de micelio y estructuras de este

aislamiento nos condujeron a establecer el género Fusarium.

e. Taxonomia. Esta incluido en: reino Fungi; clase forma Deuteromycetes, orden

forma Moniliales, familia forma Tuberculariaceae, género forma Fusarium (Roncal, 1993).

4.6  Patogenos en tallos

4.6.1 Fusarium spp.

a. Micelio. Se visualiza en medio de cultivo de color blanco cremoso con
tonalidades oscuras y frondoso; asi mismo Hernandez et al. (2019) indican que la falta de
nutrientes en un medio de cultivo influye sobre la coloracion y la formacion de estructuras

somaticas en el micelio.


https://www.redalyc.org/journal/436/43673743007/html/#B9
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Figura 24
Micelio de Fusarium spp, en PDA, de color crema oscuro, con presencia de dos circulos

conceéntricos; a las 168 horas (siete dias).

En PDA, el micelio se diferencia a las 48 horas de color blanco cremoso y de
crecimiento levantado, de 1.5 cm de diametro; a las 72 horas se incrementa el tamafio llegando
a medir 3.5 cm, manteniendo el color; entre 96 y 120 horas crece 4.8 a 5.5 cm, en la parte
central, se tifie de crema oscuro, alrededor se mantiene el color blanco cremoso; a las 168 horas,
alcanza la colonizacion completa de la caja Petri, se uniformiza el color crema oscuro y la
presencia de dos circulos concéntricos, encerrando al micelio de crema oscuro, es indicador de
maduracion de conidios; el color blanco cremoso, del micelio central, indica que existe micelio
joven, producto de germinacion de conidios de las primeras cosechas; el micelio en los bordes

es de color crema amarillento, como se aprecia en la Figura 24.

b. Signo. En porciones de tallos necrosados y dispuestos en camaras humedas, se

aprecia el micelio de color blanco algodonoso denominado signo “moho”.
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C. Estructuras somaticas. Somaticamente estd conformado por hifas vy
conidioforos con presencia de septos con conidios que se van formando a partir de las cortas
fialides o conididforos; esta descripcion de las caracteristicas morfoldgicas de este aislamiento
se relaciona con la apreciacion de Villalobos et al. (2009), quienes precisan que este género
posee hifas con diferenciacion de fialides delgadas en forma de botella, que pueden ser simples
o ramificadas, en cuya parte superior se diferencia y crecen los conidios; caracteristicas que

estan representadas por el género Fusarium.

Figura 25
Hifas septadas (hs), transparentes, formando anastomosis, conidiéforos en fialides (cf), en

cuyo extremo se diferencian los conidios en forma de canoa (c).

En la Figura 25, se visualiza hifas septadas transparentes, con peculiaridad de hacer
anastomosis; generalmente, los conidioforos en fialides pequefios y sin ramificaciones, en la
porcion apical se diferencian, desarrollan y crecen los conidios; inicialmente unicelulares

esféricos, luego ovoides, a medida que crecen se alargan y se septan, formando de esta manera
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conidios en forma de canoa con cuatro células, que al madurar incrementan el color,

apreciandose brillantemente coloreados.

d. Identificacidn del patgeno. Las caracteristicas morfoldgicas de este patdgeno,
comparadas con las claves de identificacion de Barnett y Hunter (1998), nos permitié

determinar al género Fusarium.

e. Taxonomia. Esta incluido en la clase forma Deuteromycetes, orden forma
Moniliales, familia forma Tuberculariaceae, género forma Fusarium (Roncal, 1993). Especie

F. sp. (Agrios, 1996).

f. Patogenesis de Fusarium spp. (Fusariosis en tallos, ramas y ramitas). La
infeccidn tiene lugar cuando in6culo germina un tubo de germinacion en el xilema que por la
solucién suelo va a ser distribuido a la parte foliar y se manifiesta con la consecuente muerte
regresiva de ramitas, ramas Yy tallos, estas caracteristicas coinciden con los reportes de (Roncal,

2004).

Figura 26
Necrosis generalizada del tejido cortical de tallo de chirimoyo (A). Corte longitudinal del tallo,

mostrando corteza (c), albura (a) y duramen (d) necrosados (B), causado por Fusarium sp.
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En la Figura 26 (A), los tallos muestran la corteza de color marron claro, ademas de la
presencia de moho blanco algodonoso que corresponde al micelio del hongo; mientras que en
la Figura 26 (B), en corte longitudinal los tallos infectados muestran la pudricion de la corteza

de color marrén claro, albura blanco cremoso y duramen marrén amarillento.

Figura 27
Tallo en corte transversal, sin infeccién por Fusarium sp. (A). Tallo en corte transversal

mostrando tejido cortical en proceso de infeccidn (tc), albura y duramen con areas de tejidos

necrosados de color oscuro (ab), causado por Fusarium sp. (B).

En la Figura 27 (A), en corte transversal visto al estereoscopio se muestra el tallo sano
sin infeccion por Fusarium spp. En la Figura 27 (B), en corte transversal de aprecia el proceso
de infeccion de tallos, ramas y ramitas, que ocurre secuencialmente en células de la corteza,
albura'y duramen; la corteza necrosada se muestra de color negro y cuando esta completamente
deshidratada se pulveriza, el albura se muestra de color amarillo oscuro y el duramen con

puntos necroticos de color negro que comprometen a la médula del tallo.
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Al respecto Ploetz et al. (2007) refieren que las hifas de Fusarium spp., al infectar las
células de las paredes internas del xilema, se alimentan a través de haustorios, generando
micotoxinas, las que llegan a conformar la solucion suelo y de esta manera ser distribuidas a
todos los 6rganos de la planta; manifestando los primeros sintomas en el area foliar como
clorosis apical, clorosis de bordes de hoja, seguido de marchites, necrosis generalizada del

parénquima de color pajizo y muerte regresiva de ramas terciarias secundarias y tallos.

Figura 28
Corte de tallo sin infeccion de Fusarium sp., observado al microscopio (A). Necrosis
generalizada del tejido cortical (c) y cilindro vascular (cv) en tallo afectado por

Fusarium sp.(B).

La Figura 28 (A), precisa el corte transversal de un tallo sano, dejando ver corteza y

celulas de xilema y floema sin presencia de infecciones por Fusarium spp. La Figura 28 (B),

se observa el proceso de infeccion de la corteza necrosada de color marrdn pajizo quebradiza
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y de células del xilema necrosadas de color marrén claro a oscuro; cuando avanza la
patogénesis se necrosa el floema.

En referencia a lo antes descrito, Leslie et al. (2006) mencionan que Fusarium spp.,
como patogeno produce metabolitos que estan asociados a las infecciones vasculares de los
hospederos; que inician con la germinacion del indculo cuando la temperatura oscila en 25 —
26°C y alta humedad del suelo, bajo estas condiciones el tubo de germinacion, ingresa por las
lenticelas, apertura de los pelos absorbentes del sistema radicular y es transportado por la
solucion suelo a toda la planta, de esta manera da origen a la infeccion manifestandose

posteriormente en necrosis foliares (Roncal, 1993).

4.6.2 Verticillium sp.

a. Micelio. ElI micelio es blanco algodonoso con tonalidades oscuras; ademas
Roncal (2004), menciona que las colonias pueden tener un anillo concéntrico de color crema
oscuro o amarillento que se va a formar desde los 5 dias de iniciada la incubacion, la coloracion
es debido a la maduracion de conidios. Ademas, Barron, (1968) reportd que el género
Verticillium, en medio de cultivo presenta micelio amarillento algodonoso; y los conidios

agrupados en una masa mucilaginosa como pequefias gotitas de agua.



68

Figura 29
Micelio de Verticillium sp, de color blanco algodonoso en el centro, con bordes oscuros, en la

pared de la placa Petri, en medio PDA, a las 360 horas (quince dias).

El micelio en PDA se aprecia transcurrido 24 horas después de la siembra; es color
blanco, entre 24 y 48 horas, la colonia mide 1.5 mm de didmetro y se muestra de forma
algodonosa; entre 72 y 96 horas, el diametro de crecimiento de la colonia es de 1.2 a 2.6 cm;
mostrandose extendida en la superficie del medio de cultivo, de esta manera llena el didmetro

de la placa Petri; esta apariencia no cambia con el tiempo tal como se muestra en la Figura 29.

b. Signo. El signo en porciones afectadas del tallo, dispuestos en camara himeda

se aprecia como “moho algodonoso”, de color blanco.

C. Estructuras somaticas. En el tercio superior del conidiéforo filiforme, se
diferencian verticilos de 1- 5 unidades; que tienen la funcidon de fialide; en cuya parte terminal
se diferencia y desarrollan los conidios unicelulares ovoides irregulares agrupados uno a

continuacion de otro, estas caracteristicas coinciden con los reportes de (Barnett,1960).
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Figura 30
Hifas (h) y conidi6foros con ramificacion verticilada en esterigmas (cv), en cuyos apices se

desarrollan los conidios en forma continua (c).

En la Figura 30, se distinguen hifas con septos bien diferenciados; las células de las
hifas que dan origen a los conidi6foros se aprecian de mayor tamafio, con la emergencia del
conidioforo septado, es comun diferenciar el primer septo basal. Los conidiéforos muestran
crecimiento indefinido, ramificAndose en forma verticilada a la altura de los septos, a estas
ramificaciones se los denomina esterigmas, que en si vienen a ser fialides, que terminan en
punta; los conidios unicelulares esféricos y ovoides crecen y desarrollan en los apices del
esterigma, en forma continua, quedandose adheridos en una masa mucilaginosa.

Referente a la descripcidn del parrafo anterior, Agrios (2005) lo relaciona con el género
Verticillium; quien describe que este tipo de hongo presenta hifas septadas, hialinas o grises,
con conidioforos rectos, ramificados en verticilos de una a cinco unidades, que funcionan como

fialides; en cuyo apice se diferencia los conidios unicelulares, hialinos, cilindricos, elipsoides.
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d. Identificacion del patdgeno. Utilizando las claves de Barnett y Hunter (1998),
al ser comparadas con las caracteristicas morfologicas descritas anteriormente nos condujeron

a determinar el género Verticillium.

e. Taxonomia. Se encuentra clasificado en clase forma Deuteromycetes, orden
forma Moniliales, familia forma Moniliaceae, género Verticillium, especie Verticillium spp.

(Roncal, 2004).

f. Patogénesis de Verticillium sp. Las plantaciones jévenes y en produccion de
chirimoyo, de las localidades de Asuncion y San Juan, muestran susceptibilidad a Verticillium
sp., los sintomas en el follaje se muestran como clorosis generalizada, marchites, necrosis
pajiza, defoliacion y muerte regresiva de ramitas; estos sintomas coinciden con el reporte de

Roncal (2004).

Figura 31
Necrosis generalizada del tejido cortical de tallo de chirimoyo (A). Corte longitudinal del tallo,

mostrando corteza (c), albura (a) y duramen (d) necrosados (B), causado por Verticillium sp.
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En la Figura 31 (A), se observa a ramas Y tallos de plantas afectadas, que muestran el
tejido cortical de color oscuro no brillosos, en la Figura 31 (B), en corte longitudinal, se aprecia
la epidermis de la corteza de color negro, el tejido que corresponde al parénquima es de color
marron claro a marrén vinoso; el duramen es de color pajizo amarillento y la parte central de
color marrén acaramelado.

Al respecto, Agrios (2005) sefiala que el patdgeno tiene la oportunidad de causar
infeccion siempre y cuando el conidio germine y cuando el hospedero prospera en suelos con
materia organica que permiten la retencién de humedad; bajo estas condiciones los exudados
radiculares son el medio ideal para el brotamiento de los microesclerocios, causando la
colonizacién de las raices; bajo temperaturas de 13 a 26 °C , se distribuye verticalmente desde

el lugar de infeccion hasta la parte aérea de la planta (Pinto & English, 2004).

Figura 32
Tallo en corte transversal, sin infeccion por Verticillium sp. (A). Tallo en corte transversal
mostrando parte del tejido cortical necrosado de color marrén claro a oscuro (tc), cambium

necrosado de color negro (c) albura y duramen parcialmente necrosado de color pajizo y rea

de color oscuro (ab), causados por Verticillium sp. (B).
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En la Figura 32 (A), en corte transversal visto al estereoscopio se muestra el tallo sano
dejando ver la epidermis de la corteza de color verde oscuro, parénquima cortical de color
amarillo claro, el espacio que conforma el cambium de color crema y duramen con anillos
cremas sin manchas necroticas. En la Figura 32 (B), se observa el proceso de infeccidn caudado
por Verticillium sp., que ocurre secuencialmente en células de la corteza, albura y duramen; la
corteza necrosada se observa de color marron oscuro y quebradiza; el espacio que conforma el
cambium de color negro, duramen con anillos necroéticos oscuros y puntuaciones de color rojo

vinoso a marron claro que corresponden a los haces conductores xilema y floema.

Figura 33
Corte de tallo sin la presencia de Verticillium sp., observado al microscopio (A). Necrosis

generalizada de la corteza (c), y cilindro vascular (cv) afectado por Verticillium sp.(B).

En la figura 33 (A), se observan el corte transversal de tallo sano, dejando ver la
epidermis de la corteza de color verde oscuro y células de los haces conductores sin proceso
de infeccion. Mientras que en la figura 33 B), se observa el proceso de infeccion por

Verticillium sp, donde la epidermis de la corteza es de color negro con parénquima cortical de
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un color marron claro y las células de xilema y floema necrosadas de color negro oscuro a
marron pajizo oscuro.

Al respecto, Rodriguez (2006) refiere que el proceso de infeccion inicia cuando el
inoculo ingresa al xilema y germina formando hifas, que se distribuyen entre los espacios
celulares de este conducto, degradando la pared celular y afectando la permeabilidad de la
membrana; debido a la produccion de polisacaridos; las micotoxinas en el xilema conforman
la solucidn, llegando a afectar el follaje en forma de clorosis, seguido de marchites, defoliacién
y muerte regresiva de ramitas, ramas y tallo (Roncal, 2004); estos érganos en corte transversal
muestran la secuencia de la necrosis en forma de anillos de color marrén claro a marrén oscuro

(Ledn, et al., 2019).

4.7  Patogenos en la raiz

4.7.1 Fusarium spp.

a. Micelio. En PDA, se muestra el micelio algodonoso de color crema oscuro con
tonalidades amarillentas grises; asi mismo, Leslie et al. (2006) refieren que en medios de
cultivo el micelio se observa terso, algodonoso, con pigmentaciones, purpura, amarillo, marron

y rojo.
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Figura 34
Micelio de Fusarium spp, de color blanco cremoso de apariencia algodonosa, con tonalidades

amarillentas oscuras, a las 168 horas (siete dias), en PDA.

En medio PDA, el crecimiento del micelio, se aprecia a partir de las 48 horas, midiendo
1 cm de didmetro; por naturaleza es frondoso de crecimiento hacia arriba y de color blanco
cremoso, indicando maduracion de conidios y en los bordes el micelio joven tiene un color
blanco; a las 72 horas el didmetro de la colonia se incrementa llegando a medir 3 cm, y de
color blanco cremoso de apariencia algodonosa; entre las 96 y 120 horas la colonia mide de 4
a 5 cm respectivamente, manteniendo el color y a las 168 horas, el micelio coloniza la totalidad
de la placa Petri, adquiriendo tonalidades amarillentas verdosa, distribuidas indistintamente en

el micelio blanco cremoso, como se aprecia en la Figura 34.

b. Signo. Para obtener el signo de este aislamiento, se utilizaron porciones de
raices con tejido cortical parcialmente necrosado; transcurrido 48 a 72, se apreci6 el desarrollo

del signo “moho” de color blanco cremoso.
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C. Estructuras somaticas. Morfologicamente presenta hifas, conidioforos
septados hialinos y fialides con conidios alargados trasparentes; las caracteristicas antes
descritas corresponden al género Fusarium, como lo precisan, Castro y Coelho (2000), quienes
mencionan que de las hifas emergen fialides, unicelulares donde se disponen conidios en

cadenas.

Figura 35
Hifas (h) y conidi6foros simples con fialides (cf), que sostienen conidios que, al germinar, los

tubos de germinacion hacen anastomosis (c).

En la Figura 35, se dejan ver hifas brillantemente coloreadas, con septos medianamente
notorios. Los conidioforos son simples generalmente unicelulares, sobre el cual se distingue
hasta tres fidlides, que dan origen a la diferenciacion, crecimiento y desarrollo de conidios;
estos germinan tubos germinativos que hacen anastomosis con las hifas vecinas; caracteristica
peculiar de este aislamiento. Los conidios inicialmente son ovoides unicelulares, a medida que

crecen incrementan sus septos, dando origen a conidios tetracelulares, en forma de canoa recta.
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Ademas, este tipo de hongos producen clamidosporas, estructuras que ayudan a la

identificacion y caracterizacion de especies de Fusarium (Barreto, 2018).

d. Identificacion del patégeno. Empleando las claves de Barnett y Hunter (1998),
y comparadas con las caracteristicas morfolégicas descritas precedentemente nos condujeron

a determinar el género Fusarium.

e. Taxonomia. Esta incluido en la clase forma Deuteromycetes, orden forma
Moniliales, familia forma Tuberculariaceae, género forma Fusarium (Roncal, 1993). Especie

F. sp. (Agrios, 1996).

f. Patogenesis de Fusarium sp. Las infecciones por Fusarium sp., inicialmente
se aprecian en raicillas de 1 a 2mm de didmetro; apreciandose primero, en forma de puntitos
oscuros indistintamente distribuidos en el tercio inferior de estas raicillas; posteriormente el
tejido cortical se necrosa, de un color marrén oscuro, que al ser extraidas muestran su
fragilidad.

Las lesiones producto de las infecciones en raices de mayor didmetro, también ocurren
con mayor incidencia en el tercio inferior de estas, primero mostrandose como puntos 0scuros
en la superficie de la corteza de color cremoso; poco a poco las lesiones incrementan su tamafio
hasta comprometer el diametro de la corteza de los tres tercios, de los respectivos paquetes
radiculares del cuarto, tercer, segundo, primer orden y de la raiz principal, como se aprecia en

la Figura 36 (B).
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Figura 36
Raiz en corte transversal, sin infeccion por Fusarium sp. (A). Raiz en corte transversal

mostrando el extremo del tejido cortical necrosado (tc), albura y duramen necrosados

mostrando areas irregulares de color negro (ab), causados por Fusarium sp. (B).

La Figura 36 (A) muestra el corte transversal de la raiz sana, dejando ver la epidermis
de color crema oscuro hasta negro, dependiendo del diametro de la raiz; asi mismo se distingue
el parénquima cortical de color amarillento; cambium de color amarillo intenso, albura no
diferenciado y duramen de color blanco ligeramente amarillento. En la Figura 36 (B), se
observa la raiz infectada por Fusarium sp., el parénquima del tejido cortical, donde ha ocurrido
la infeccion y la secuencia de la patogénesis, se aprecia necrosado y quebradizo de color pajizo
oscuro; las células que conforman el cambium, albura, duramen y médula, también son
afectadas, coloreandose de blanco cremoso indicando el proceso de intoxicacion; a medida que
avanza el procedimiento de infeccion, el area que conforma el cambium desaparece

coloredndose de color marrén claro en forma alternada. Destruido el tejido cortical y cambium,
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el patogeno afecta al albura y duramen; observandose areas necréticas de diferente tamario de
color purpura violaceas, marrones y negras; de igual manera ocurre con el tejido medular.

Las diferentes especies del género Fusarium, tienen el mismo principio de
patogenicidad, en drganos subterraneos y en aéreos (Roncal, 2004); en algunos hospederos
como papayo (Carica papaya) y cucurbitaceas (Cucurbita spp.), el micelio del hongo se
distribuye por la médula del tallo principal, llegando a afectar los frutos, con madures y
germinacion prematura de semillas y pulpa de sabor amargo; como también frutos

momificados (Mejia, 2008).

Figura 37

Corte de raiz sin la presencia de Fusarium sp., vista al microscopio (A). Necrosis generalizada

del parénquima cortical (c) y cilindro vascular (cv), causado por Fusarium sp. (B).

En la Figura 37 (A), la raiz sana en corte transversal muestra la corteza de color negro
oscuro y células de los haces conductores sin presencia de necrosis. En la Figura 37 (B), se

deja ver el proceso de infeccion por Fusarium sp.; la epidermis de la corteza es de color negro,
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parénquima cortical de un color marron claro a oscuro, y células de xilema necrosadas de color
marron pajizo, que comprometen al floema de color negro oscuro.

Al respecto, Roncal (2004) menciona que, por naturaleza, el proceso de infeccion en
hierbas, arbustos y arboles, causados por las diferentes especies de Fusarium, inicia en el
sistema radicular, avanzando paulatinamente en las células que conforman el tejido cortical del

tallo, ramas y ramitas; terminando en hojas, flores y frutos.

4.7.2 Moeszia sp.

a. Micelio. En medio PDA, se muestra el micelio algodonoso de color blanco

cremoso con tonalidades amarillentas del medio de cultivo.

Figura 38
Micelio de Moeszia sp, de color blanco algodonoso, coloracién marrén amarillento del medio

de cultivo PDA, a las 240 horas (diez dias).

En PDA, el micelio se deja ver a 48 horas después de la siembra, de color blanco

amarillento y de 2.5 mm de didmetro de la colonia, a las 72 horas mide 3 mm y las 96 horas



80

4.5 mm, manteniendo el color inicial; el medio de cultivo alrededor del crecimiento micelial se
tifle de color marron amarillento; a las 120 horas mide 7.5 mm, manteniendo el color blanco
algodonoso; el halo marron amarillento del medio de cultivo se incrementa como se aprecia en

la Figura 38.

b. Signo. Porciones de raices, con lesiones del tejido cortical, dispuestos en camara

humeda, permitid la emergencia del signo “moho” de color blanco cremoso.

C. Estructuras somaticas. EI micelio visto al microscopio deja ver hifas y

conidioforos son septados con conidios alargados agrupados en masas.

Figura 39
Hifas (h) y conidiéforos simples (cs) con septaciones inconspicuas, que sostienen conidios

multicelulares alargados, agrupados lateralmente en mucilago (c).

En la Figura 39, se observan hifas brillantemente coloreadas y con septos inconspicuos;
los conididforos generalmente son simples, esporadicamente se aprecia la emergencia de una

rama; en los apices se diferencian conidios multicelulares alargados con los extremos romos;
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estos conidios se unen por sus extremos, formando cadenas de tres unidades, estas cadenas se

agrupan lateralmente, posiblemente a través un mucilago.

d. Identificacién del patdgeno. Las caracteristicas morfolégicas de este
aislamiento, comparadas con las claves de identificacion de los géneros de hongos imperfectos

propuestos por Barnett en 1960, nos condujeron a determinar el género Moeszia.

e. Taxonomia. Se encuentra clasificado en clase forma Deuteromycetes, orden

forma Moniliales, familia forma Moniliaceae, género Moeszia, (Barnett,1960).

f. Patogenesis de Moeszia sp. En raices del chirimoyo se aislé a Moeszia sp.,
género descrito por Barnet en el afio 1960; en cambio en las publicaciones posteriores no los

reporta.

Figura 40
Raiz en corte transversal, sin infeccion por Moeszia sp. (A). Raiz en corte transversal

mostrando el extremo del tejido cortical necrosado (tc), albura y duramen necrosados

mostrando areas irregulares de color negro (ab), causado por Moeszia sp. (B).
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En la Figura 40 (A), en corte transversal se observa la raiz sin infeccion por
Moeszia sp.; cuya epidermis es de color crema oscuro, hasta negro, con parénquima cortical de
color amarillento; cambium de color amarillo intenso, albura y duramen de color blanco
ligeramente amarillento. En la Figura 40 (B), se muestra la raiz infectada por Moeszia sp.,
donde el parénquima del tejido cortical es de color negro con textura quebradiza, el cambium,
albura, duramen y médula, también son afectadas, coloreandose de crema a marrén oscuro,
indicando el proceso de intoxicacion; a medida que avanza el proceso de infeccion, el area de

la médula se tifie de color negro claro en forma alternada.

Figura 41
Corte de raiz sin infeccion por Moeszia sp., observado al microscopio (A). Necrosis

generalizada del parénquima cortical (c) y cilindro vascular (cv) en raiz afectada por

Moeszia sp.(B).

En la Figura 41 (A), corresponde a la raiz sin infeccion; dejando ver la corteza de color
negro oscuro y células del cambium y haces conductores sin la presencia de necrosis. Mientras

que en la Figura 41 (B), se deja ver el proceso de infeccion causada por Moeszia sp, donde se
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distinguen los tejidos; parénquima cortical necrosado de color negro claro, el area que
conforma el cambium necrosado de color marrén amarillento y el duramen necrosado

mostrando los haces conductores del xilema de color oscuro.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

51  Conclusiones

Las principales fungosis causantes de manchas foliares que permiten distinguir el &rea
holonecrotica asi como plesionecrdética; necrosis pajizas de flores y manchas oscuras en frutos,
son originadas por los agentes patdgenos de, A. alternata, Alternaria sp., Cladosporium sp.,
Fusarium sp., y Cephalosporium sp.

Las infecciones vasculares de raices, tallos, ramas y ramitas se determinaron que son
causadas por diversas especies de los géneros Fusarium, Verticillium y Moeszia; cada uno de
ellos actuando individualmente a excepcion de Moeszia sp., que se asocia a Fusarium spp., y

Verticillium sp.

5.2 Recomendaciones
Recomendamos efectuar trabajos de investigacion, de caracterizacion molecular con el
propdsito de controlar las diferentes etiologias fungosas en campo, haciendo uso de practicas

de manejo integrado de Fitoenfermedades y diagnosis de fitopatdgenos en post cosecha.
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ANEXOS

Anexo 1. Claves de identificacion de los fitopatégenos encontrados en el cultivo de chirimoyo (Annona
chirimola Mill.) que inducen manchas foliares, necrosis generalizada de raiz, tallos, ramas, ramitas,

flores y frutos

a. Claves de identificacion de Alternaria sp., segin Barnett (1960) y Carrillo (2003).
A2. Micelio no cenocitico, con frecuentes septas, normalmente presenta conidios, excepto algunos
(1153 (o SRR Hongos imperfectos.
B1. Conidias y conidiéforos no producidos en dentro de picnidios o acérvulo...............
................................................................................... Orden Moniliales.

C2. Conidia no enrollada.
D2. Conididforos conteniendo pigmentacion oscura, Conidiéforos no unidos  dentro
de eSPOrOdOQUIO. ..........eciiie e Familia Dematiaceae.
E4. Conidio con células diferentes, multiformes, dyctyosporaus, o cuatro células en
forma de cruz.
F1. Conidia catenulada.

G2. Conidias que se diferencia del conidiéforo con altura
delgada.........ooooiiiiii Género Alternaria.
H. Conididéforos cortos, conidios distribuidos en cadenas de seis,
multicelulares, en forma de pera con septas transversales y

longitudinales..................covee. Especie Alternata. (Carrillo 2003).

b. Clave de identificacién de Cladosporium sp. Segin Barnett (1960).
A2. Micelio no cenocitico, con frecuentes septos; conidias normalmente presentes, excepto en algunos
[0 T= T=T (0TSRRI Hongos imperfectos.
B1. Conidioforos y conidias no son producidos dentro de un picnidio o acérvulos en acérvulos
eeev......Moniliales.

C2. Conidias no enrolladas.
D2. Conidioforos y/o conidias contienes pigmentos oscuros; conidioforos no unidos en
ESPOrOdOqUIO O CINE.....iiet ittt et e et e e e e e Dematiaceae.
E2. Conidias tipicamente con dos células (presentan frecuentemente conidias con
1 célula o 3 células).
F1. Conidias catelunadas.
G2. Cadena conidial frecuentemente ramificada; septa no gruesas.

H2. Conidias de forma variable, sin células esporégena

BSEPECIAlES. ...\ttt Cladosporium.
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c. Claves de identificacion de Cephalosporium spp., segin Barnett (1960).
A2. Micelio no cenocitico, con frecuentes septos; conidia normalmente presente, excepto en algunos
TS (oL T PO Fungi imperfecto.
B1l. Conidios y conidiéforos no producidos dentro de un picnidio o
ACEIVUIOS. ...t Moniliales

C2. Conidia no enrollada.
D1. Tanto los conidios y conidiéforos (en el presente) de color hialino o brillante,
conidi6foros no unidos en esporodoquio o cinema (Moniliaceae).

E1. Conidias de una celda, globosas a cortas cilindricas.

F2. Conidioforos presentes, aungue a veces cortos.
G1. Las células del conidiéforo no difieren mucho de los conidios

catenulados.
H1. Conidi6foros simples o poco ramificados, fidlides, si estan
presentes, no agrupados estrechamente.
12. Conidia no catenulada.
J2. Conidios producidos solo en el pice o en las cabezas
apicales.
K2. Conidit6foros no agrandados en el apice.

L2. Conidios en racimos o cabezas, seco 0 hiumedo.
M1. Conidias mas 0 menos ovoides, muchos en

gotitas de Mucila.................... Cephalosporium.
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d. Clave de identificacion de Fusarium sp. segun Barnett (1960), Brett, Baharuddin & Jonh
(2003).
A2. Micelio no cenocitico, con frecuentes septas, normalmente presentan conidias, excepto en algunos
S TS oL T PSPPI Hongos imperfectos.
B1. Conidias y conidiéforos no producidos dentro de picnidios 0
ACETVULOS. ...ttt e Orden moniliales.
C3. Conidia no enrollada.
D3. Conididforos unidos dentro de esporodoquio o sinema.
E1. Conidia producida en esporodoquio .................... Familia tuberculariaceae.
F3. Algunos conidias pequefias, con mas de dos células hialinas u oscuras.
GL1. Conidias hialina o brillantemente coloreado.
H2. Conidias grandes, pequefias, coloreadas, juntas.
12. Esporodoquio sin setas.
J1. Macroconidias en forma de canoa (también pueden
estar presentes muchos conidios)

.............................................. Género Fusarium.
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e. Clave de identificacion de Verticillium sp. Segin Barnett (1960).
A2. Micelio no cenocitico con frecuentes septos, conidias normalmente presentes, excepto en algunos
L0 112 (0 Hongos Imperfectos.
B1. Conidias y conidiéforos no producidos en dentro de picnidios o acérvulo
................................................................................................ Orden Moniliales.

C2. Conidio no enrollado.
D1. Conidias y conidiéforos hialinos o brillantemente coloreados, conidiéforos no
unidos en esporodoquio y Xilema.............cccoeveiiiiiiiiiininnn. Familia Moniliaceae.
E1. Conidia con una célula globosa cilindrica corta.
F2. Conidioforos presentes, aunque algunos cortos.
G2. Conididforos y sus ramificaciones distintas de la conidia.
H2. Conidi6foros ramificados algunas veces simples, fialides
presentes y forman racimos.
12. Conidia no catenulada.
J2. Clamidosporas ausentes.
K1. Conidia producida en el apice de una fialide de la
ramificacion de un conidiéforo.

L1. Conidioforos ramificados en forma verticiloide.
M3. Conididforos ramificados con células fértiles,
conidias agrupadas segun mucilago formando una

cabezuela..........oooiiiiiiiiii Verticillium.
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Anexo 2. Resumen de las caracteristicas morfolédgicas de los aislamientos fungosos (etiologia) del

chirimoyo en los distritos de Asuncion y San Juan - Cajamarca

Micelio . i - . .
PDA Hifas Conidioforo Conidio Género Fitoenfermedad
. 0SCUros,
Simples L
Algodonoso elipticos,
: 0Scuros . . .
grisoscuroa Septadas elongantes ovoides Alternaria Alternariosis
negro ramifica doz muriformes
canetulados
Algodonoso Oscuros, Oscuros, uni'y
de color ramificados bicelulares, . .
. Septadas . Cladosporium Cladosporiosis
verde olivo a agrupados o ovoides,
negro simples cilindricos
Algodonoso Hialinos, e
9 Delgados : . Mancha necrotica
blanco a Septadas . unicelularesy  Cephalosporium
. unicelulares P del fruto
amarillento ovales elipticos
Blanco Delgadoso  Macroconidios
crema robustos, con  multicelulares . .
. Septadas . Fusarium Fusariosis
amarillento a verticilos de en forma de
verdoso fidlides canoa
Er VOi
Blanco _e_ctos O. 0 d_es a
ramificados elipsoides, N .
crema Septadas ; - Verticillium Verticilosis
en esterigmas hialinos
algodonoso h .
con verticilos unicelulares
Erectos .
Blanco NASEN Unicelulares a .
ramificados . Pudricion
crema Septadas . tetracelulares Moeszia .
en fialides . radicular
algodonoso ovoide alargado

apical
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Anexo 3. Galeria fotogréafica en campo
Figura 42

Vista panoramica del lugar donde se realizd los muestreos del cultivo de chirimoyo.

Figura 43

Plantas con presencia de sintomatologia de marchitez, clorosis y necrosis generalizada.
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Figura 44

Sintomas de infeccion generadas por Fusarium spp., en planta joven de chirimoyo.

Figura 45

Planta con muerte regresiva y necrosis parcial causada por Verticillium sp.
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Figura 46

Sintomas de necrosis en hojas causadas por Alternaria alternata.

Figura 47

Planta aparentemente sana en estadio fenolégico de brotamiento, en asociacion con Tara spinosa.
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Anexo 4. Recoleccion de muestras
Figura 48

Recoleccion de muestras con sintomas fungosos.

Anexo 5. Trabajo en laboratorio
Figura 49

Desinfeccion de muestras de ramas (A) y flores (B).
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Figura 50

Acondicionamiento de muestras en camaras himedas de ramas, flores (A) y raices (B).

Pociny
pfor[31
i

Figura 51
Crecimiento y desarrollo de los patdgenos aislados (A) colonizacion de la placa Petri transcurridas 72

horas (B).
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Figura 52
Procedimiento de observacion de haces conductores, en corte transversal de ramas afectadas por

Fusarium sp., y Verticillium sp.

Figura 53

Clamidosporas vistas al microscopio de Fusarium sp., (A); y Moeszia sp. (B).




