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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo aislar microorganismos fungosos asociados al
cultivo de Tuna (Opuntia ficus-indica (L.) Mill), a nivel de laboratorio para la cual se colectaron
muestras de cladodios completos en diferentes estados de desarrollo, con presencia de areas
necroticas, manchas cloréticas, hendiduras, pastulas y presencia de halos, en zonas productoras
de las localidades de Tunshi, Chingazos, Alacao y el campus principal Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo de la provincia de Chimborazo. Se aislaron los hongos sembrando
porciones de los cladodios afectados con lesiones caracteristicas de microorganismos flngicos
previamente desinfestados en medio papa dextrosa agar (PDA) que permiti6 promover el
crecimiento microbiano y obtener aislados puros de los mismo. Fueron obtenidas un total de 44
aislados fungicos los cuales posteriormente se identificaron en base a caracteristicas culturales y
morfoldgicas y el uso de las claves taxondmicas de diferentes autores. De acuerdo con la forma
de crecimiento, coloracion del micelio y la morfologia de los conidios, artroconidios, hifas y
esporas se lograron identificar diferentes aislados fungicos asociados a la tuna. Se obtuvo una
gran diversidad de hongos, como los géneros Alternaria sp. con una prevalencia del 50% en las
diferentes localidades, seguidos por los géneros Fusarium sp. (9,09 %), Scytalidium sp. (9,09%),
Cladosporium sp. (6,82%), Geotrichum sp. (6,82%), Trichoderma sp. (4,55%), Armillaria sp.
(2,27%) Rhizopus sp. (2,27%) y finalmente hongos no identificados (9,09%). Este estudio
constituye uno de los primeros realizados en la provincia de Chimborazo sobre el microbiota
asociado a este cultivo de creciente importancia, nuevos estudios complementarios son necesarios
para clarificar la posicion taxonémica y papel de los microorganismos fingicos encontrados en

las diferentes localidades.

Palabras clave: <CARACTERIZACION>, <IDENTIFICACION>, <SINTOMATOLOGIA>,
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ABSTRACT

The present investigation aimed to isolate fungal microorganisms associated to the cultivation of
Tuna (Opuntia ficus-indica (L.) Mill), at laboratory level that is why samples of complete
cladodes were collected in different stages of development with presence of necrotic areas,
chlorotic spots, cracks, pustules and presence of halos, in producing areas of the localities of
Tunshi, Chingazos, Alacao and the main campus of the Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo in the province of Chimborazo. Fungi were isolated by sowing portions of the
affected cladodes with characteristic lesions of fungal microorganisms previously disinfested in
potato dextrose agar medium (PDA) that allowed promoting microbial growth and obtaining pure
isolates of the same. A total of 44 fungal isolates were obtained, which were later identified based
on cultural and morphological characteristics and the use of taxonomic keys from different
authors. According to the growth form, mycelial coloration, and morphology of conidia,
arthroconidia, hyphae and spores, different fungal isolates associated with prickly pear were
identified. A great diversity of fungi was obtained, such as the genera Alternaria sp. with a
prevalence of 50% in the different localities, genera Fusarium sp. (9.09 %), Scytalidium sp.
(9.09%), Cladosporium sp. (6.82%), Geotrichum sp. (6.82%), Trichoderma sp. (4.55%),
Armillaria sp. (2,27%) Rhizopus sp. (2.27%) and finally unidentified fungi (9.09%). This study
is one of the first studies carried out in the province of Chimborazo on the microbiota associated
to this important crop. New complementary studies are necessary to clarify the taxonomic position

and role of the fungal microorganisms found in the different places.
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INTRODUCCION

La tuna (Opuntia ficus-indica) es una planta xeréfica que pertenece a la familia de las cactaceas
siendo endémicas del continente americano, adaptada a regiones aridas y semiaridas en el cual se
conocen diversos usos en la medicina y la nutricién humana (Feugang et al., 2006). Actualmente el
consumo del fruto de la tuna viene creciendo continuamente en todo el mundo por sus valores
nutricionales, como también por sus caracteristicas sensoriales, proporcionados por el aroma y

sabor caracteristicas de la especie (Robles, 2009, p.12).

En Ecuador es un cultivo que se avizora su incremento productivo debido a su alta demanda y
consumo de su fruta cobrando mayor importancia mundial e incremento en sus exportaciones a
paises como lItalia, Sudafrica, Chile e Israel (Ramirez et al., 1995). Sus frutos son consumidos en
forma natural tanto por campesinos como por pobladores locales y son comercializados en los

principales mercados del pais.

Ademas de que representa en el medio rural gran importancia econdmica, existe falta de asistencia
técnica, investigaciones y desconocimiento por parte de los agricultores este recurso no ha
alcanzado altos niveles de produccion, al contrario, se ve afectado por problemas fitosanitarios
reportados como Fusarium sp., como principal patoégeno que causa la enfermedad conocida como
“lagrima de espelma” tanto en tunales jovenes como adultas; también se encontrd la enfermedad
denominada “antracnosis” producida por el hongo Colletotrichum sp., y una asociacion de hongos
Alternaria sp., y Capnodium sp., que produce la “mancha plateada” generalmente en plantas de
mas de 5 afos (Alvarado et al.,2017) que pueden ocasionar dafios en todos los érganos como el

sistema radical, tallo, cladodios y frutos, generando en cierta gravedad y disminucion de los frutos
(Bafiico, 2015, p.15).

Los trabajos de investigacion cientifica a nivel nacional con respecto a las enfermedades son
reducidos, y por tanto el conocimiento y la literatura que existe sobre el tema son escasos; como
consecuencia de ello, se presenta una confusion de sintomas y agentes causales lo cual dificulta

su control (Bafiico, 2015, p.15).



OBJETIVOS

Objetivo general

¢ Aislar microorganismos fungosos asociados al cultivo de Tuna (Opuntia ficus-indica (L.)

Mill), a nivel de laboratorio.

Objetivos especificos

e Determinar sintomas y signos presentes en los cladodios de Tuna.

Aislar microorganismos fungosos a partir de cladodios enfermos de Tuna.

Caracterizar la morfologia y el crecimiento de los hongos asociados al cultivo de tuna, en

medios de cultivo “in vitro”.

Identificar los microorganismos fungosos asociados al cultivo de Tuna.

Conservar los aislados fungosos asociados al cultivo de tuna.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Caracteristicas climaticas de los lugares de estudio

1.1.1.  Estacién Experimental Tunshi

La estacion experimental Tunshi- ESPOCH se encuentra ubicada en la parroquia Licto del Cant6n
Riobamba Se diferencian tres pisos climéaticos: Ecuatorial frio alta montafia, Ecuatorial
mesotérmico semi- himedo y Ecuatorial mesotérmico seco; la precipitacion media anual es 650
mm, siendo los meses de diciembre a mayo con mayor precipitacion fluctuando de 500 a 1250
mm/ afio; la temperatura media anual es de 14°C; altitud de 2821 msnm; y a humedad relativa es

varia entre el 59% y en los meses criticos (PDOT, Licto, 2015).

1.1.2.  Chingazo Alto y Bajo

La comunidad Chingazo Alto se encuentra ubicada en la parroquia San Gerardo del cantén Guano.
Se diferencian dos pisos climéaticos: mesotérmico semi-himedo y el clima de alta montafia; la
precipitacion media anual es 1275 mm, teniendo dos estaciones con mayor precipitacién entre
febrero-mayo y octubre-noviembre fluctuando de 500 a 2000 mm/ afio; la temperatura fluctia
entre es de 12 a 20 °C; altitud de 2887.6 msnm; y a humedad relativa es varia entre el 58 % y en

los meses criticos (PDOT, San Gerardo, 2015).

1.1.3. Alacao

La comunidad Alacao se encuentra ubicada en la parroquia la Matriz del canton Guano; la
precipitacion media anual es 31,15 mm; la temperatura fluct(a entre es de 10 a 20 °C; altitud de
2987.6 msnm; y a humedad relativa es varia entre el 72 % y en los meses criticos (PDOT, La Matriz,

2015).

1.2 Agentes fungicos asociados al cultivo de Tuna.

1.2.1.  Fusarium sp.



1.2.1.1. Taxonomia

Tabla 1-1: Clasificacion taxondmica de Fusarium sp.

Taxonomia

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Clase Sordariomycetes

Orden Hypocreales
Familia | Nectriaceae
Género | Fusarium
Link ex Grey, 1821
Especies | F. oxysporum, lunatum, solani, nirenbergiae,

arborescens y equiseti.

Fuente: (ISTC).

1.2.1.2. Signosy sintomas

Esta enfermedad es conocida como “Lagrima de espelma” o lagrima de vela debido a que la
secrecion que sale de los cladodios es de color blanquecino que al gotear se solidifica dandole esa
forma caracteristica Los sintomas comienzan con una mancha acuosa de forma circular, en el

centro de color café oscuro con bordes acuosos (Alvarado et al., 2017, p.43).

A medida que progresa la enfermedad el area de la mancha se deprime llegando alcanzar de 2,5
cm a5 cm con una coloracion café, distribuyéndose por todos los bordes del cladodio llegando a
cubrir mas del 50 % del area. Finalmente se marchita y luego formar una costra de color negro
cubierta de un polvillo blanco sobre la superficie del cladodio causan perforaciones que son
tipicas de la enfermedad, tanto en el centro como en los bordes del cladodio (Alvarado et al., 2017).
1.2.2.  Alternaria sp. y Capnodium sp.

1.2.2.1. Taxonomia

Tabla 2-1: Clasificacion taxondmica de Alternaria sp.

Taxonomia
Reino Fungi
Filo Ascomycota

Subdivision | Pezizomycotina



Clase Dothideomycetes

Orden Pleosporales

Familia Pleosporaceae

Género Alternaria

Especies A. arborescens, yaliinficiens, alternata y tenuissima.

Fuente: (ISTC).

Tabla 3-1: Clasificacion taxondmica de Capnodium sp.

Taxonomia

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Clase Ascomycetes

Orden Capnodiales
Familia | Capnodiaceae
Género | Capnodium

Especies | Capnodium citri, Mont 1849

Fuente: (Martinez , s.f.).

1.2.2.2. Signosy sintomas

Denominada “Mancha Plateada o mal de Oro”. Se encuentra principalmente en plantaciones con
maés de cinco afios de edad y en poblaciones silvestres, la enfermedad se extiende desde la base
de la planta con areas clordticas y una puntuacion rojiza alrededor de espinas sobre los cladodios

y frutos los cuales después se tornan oscuros y necréticos (FAO, et al.,2018, p. 120).

En lesiones de mayor tamafio se observan en el centro una tonalidad café oscuro, en otras puede
observarse en el centro una depresion y esta rodeadas por un halo carnoso, la enfermedad es
reconocible ya que estas manchas se rodean de un polvillo gris o pardo que al pasar los dias

forman una mancha de color pardo que cubre la totalidad de las pencas (Alvarado et al.,2017, p.53).

1.2.3.  Colletotrichum sp.

1.2.3.1. Taxonomia

Tabla 4-1: Clasificacion taxondmica de Colletotrichum sp.

Taxonomia

Reino Fungi



Filo Ascomycota

Clase Hypocreomycetidae
Orden Glomerellales
Familia | Glomerellaceae
Género | Colletotrichum
Especies | Colletotrichum sp.

Fuente: (ISTC).

1.2.3.2. Signosy sintomas

Colletotrichum es un género de hongos fitopatdgenos que causan sintomas como “antracnosis”
gue también ocasiona enfermedades como canceres y pudriciones, se manifiesta en lesiones
semicirculares con hundimientos en forma de anillos concéntricos y se ha encontrado en las

puntuaciones negras sobre la mancha la fase sexual que es Glomerella sp. (Rojo Béez, et al.,2017).

Inicia en la base de las espinas con pequefias manchas cloréticas amarillentas que se distribuyen
alrededor de las espinas en forma aislada, mientras progresa la enfermedad la mancha va tomando
una coloracion café rojiza y luego una coloracion café claro, mostrando luego anillos concéntricos
de coloracion café rojiza mas acentuada, entre estos anillos se encuentran puntuaciones negras
que se extienden por toda la mancha, las puntuaciones son peritecios que contienen en su fase
sexual a Glomerella sp. En las Gltimas fases las manchas se unen y forman manchas irregulares
con bordes ondulados por los bordes del cladodio. Se presume que Colletrotricum sp. asociado el

estadio avanzado de la enfermedad (Alvarado et al.,2017, p.43).

1.2.4.  Pseudocercospora sp.

1.2.4.1. Taxonomia

Tabla 5-1: Clasificacion taxonémica de Pseudocercospora sp.
Taxonomia
Reino Hongos
Filo Ascomycota
Clase Dothideomycetes
Orden Capnodiales
Familia | Mycosphaerellaceae
Género | Pseudocercospora

Speg. (1910)

Fuente: (Braum, 2006).


https://en.wikipedia.org/wiki/Speg.

1.2.4.2. Signosy sintomas

Pseudocercospora sp. inicia con la decoloracion a un color claro con puntos pequefios de color
olivo. Posteriormente las manchas se tornan café oscuro y con un didmetro de a 3-4 cm,
presentando ademas un margen amarillo y la parte central se hunde. Luego la parte afectada se
deseca y en muchas ocasiones se desprende dejando orificios que atraviesan el cladodio. Se ha
detectado otro sintoma, aungque menos frecuente, que se caracteriza por manchas indefinidas que

pueden invadir el cladodio total o0 parcialmente (De jests Méndez et al.,2007, p.12).

1.2.5. Cladosporium sp.

1.25.1. Taxonomia

Tabla 6-1: Clasificacion taxondémica de Clasdosporium sp.

Taxonomia

Reino Hongos

Filo Ascomycota

Clase Dothideomycetes

Orden Capnodiales

Familia = Davidiellaceae

Género | Cladosporium.

Especies | C. cyttariicola, C. herbarum, C. ushuwaiense y C.

cladosporioides

Fuente: (Speg, 1923).

1.2.5.2. Signosy sintomas

El hongo del género Cladosporium conocido como el “moho” se observa en forma de puntos
negros, apenas distinguibles, alineados longitudinalmente. A simple vista tienen la apariencia de
tierra depositada sobre los cladodios ocasionando en cladodios y frutos clorosis, pudriciones y
por consiguiente la disminucidn del valor comercial (sinavimo, 2021). En ataques severos, gran parte
de la superficie foliar se ve afectada ocasionando una reduccion del rendimiento y en la calidad
del fruto. En ataques severos se produce el marchitamiento de las hojas y una defoliacion parcial

de la planta, pudiendo ocurrir la muerte de esta. (Medina, 2011, p.14).



1.2.6.  Scytalidium sp.

1.2.6.1. Taxonomia

Tabla 7-1: Clasificacién taxonémica de Scytalidium sp.

Taxonomia

Reino Hongos

Filo Ascomycota
Clase Leotiomicetos
Orden | Helotiales
Familia | Chaetomiaceae
Género | Scytalidium

Especie | Scytalidium lignicola

Fuente: (Braum, 2006).

1.2.6.2. Signosy sintomas

Esta causa sintomas similares al “cancer del tallo” empezando con una pudricion seca que
evoluciona hacia una apariencia escamosa en la base de los cladodios (Souza et al., 2010).

Los tejidos infectados excretan abundante exudado amarillento (FAO et al., 20018), ocasionando la
muerte regresiva, con la presencia de masas de esporas negras que se ubican debajo de la corteza,
produciendo pequefios puntos circulares anaranjados hundidos, que posteriormente, se vuelven
chancros. En la superficie de estos Gltimos se forman picnidios y por ultimo los cladodios se

pudren (Sanchez et al., 2019).

1.2.7.  Geotrichum sp.

1.2.7.1. Taxonomia

Tabla 8-1: Clasificacion taxondémica de Geotrichum sp.

Taxonomia

Reino Hongos

Filo Ascomycota

Clase Saccharomycetes
Orden | Saccharomycetales

Familia | Dipodascaceae



Género | Geotrichum
Especie | Geotrichum candidum Link, 1809

Fuente: (Speg, 1923).
1.2.7.2. Signosy sintomas

La caracteristica sintomatoldgica de Geotrichum sp. es que causa una podredumbre blanda, parda,
acuosa acompafiado por un olor agrio. En el comienzo de la infeccién se puede apreciar una
mancha de un color un poco mas claro, que en poco tiempo se convierten en mohos de tono blanco
y beige en la superficie de las zonas afectadas (Ledn etal.1980). A medida que avanza la
enfermedad, se forma una capa blanquecina de crecimiento micelar sobre la superficie, produce
un exudado que hace que la piel se desintegre y generando un olor caracteristico que facilita su

deteccion y el diagndstico de la enfermedad (Leon et al., 1980, p.3).

1.2.8.  Armillaria sp.

1.2.8.1. Taxonomia

Tabla 9-1: Clasificacion taxonémica de Armillaria sp.

Taxonomia

Reino Hongos

Filo Basidiomycota

Clase Agaricomycetes

Orden Agaricales

Familia = Physalacriaceae

Género | Armillaria

Especies A. Sparrei, A. Montagnei (Herink, 1973).

Fuente: (Braum, 2006).

1.2.8.2. Signosy sintomas

Las plantas de nopal infectadas por Armillaria sp. generalmente produce clorosis en los cladodios
y disminucién en el desarrollo de los frutos como resultado de la desorganizacion del floemay la
alteracion del flujo de minerales y agua; Coloniza el tronco y las raices principales de la planta y
produce un micelio blanco con cordones de hifas, Ilamadas rizomorfos, que dispersan los tejidos

infectados contaminando las plantas vecinas. Los sintomas de pudricion basal pueden ser
9



observados con la liberacién de un exudado viscoso. Las porciones podridas de los troncos
presentan un borde rojizo brillante el cual se extiende por encima de la linea del suelo. La
enfermedad puede afectar las raices principales (FAO et al., 2018, p.119).

1.2.9.  Rhizopus sp.

1.2.9.1. Taxonomia

Tabla 10-1: Clasificacion taxonémica de Rhizopus sp.

Taxonomia

Reino Hongos

Filo Mucoromycota

Orden | Mucorales

Familia | Mucoraceae

Género | Rhizopus

Especie | Rhizopus (Ehrenb, 1820).

Fuente: (Speg, 1923).

1.2.9.2. Signosy sintomas

El género Rhizopus sp. produce una podredumbre de desarrollo rapido de color marrén, acuosa,
blanda y con descomposicion interna. Con el desarrollo de la podredumbre al poco tiempo se
observa el crecimiento micelar de color blanco con unos esporangios globulares que con el tiempo
adquieren un color negro. Los tejidos afectados al principio desprenden un aroma rancio, pero en
poco tiempo las levaduras y bacterias que se depositan en ellos hacen que desprendan un aroma
rancio (Agrios, 1988, p.12).

1.2.10. Aecidium opuntiae Magn sin. Puccinia opuntiae (Magnus)

1.2.10.1. Taxonomia

Tabla 11-1: Clasificacién taxonémica de Puccinia sp.

Taxonomia

Reino Hongos

Filo Basidiomycota
Clase Pucciniomicetos
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Orden Pucciniales

Familia Pucciniaceae
Especies Puccinia opuntiae (Magnus) Arthur Holw,
1898.

Fuente: (gbif, 1995).

1.2.10.2. Signos y sintomas

Conocida como "roya" en Sudamérica, esta enfermedad es causada por Puccinia opuntiae, la cual
produce pustulas amarillo-anaranjadas sobre la superficie de los cladodios y frutas. Conforme la
lesion se seca, se desarrolla una depresion en los cladodios. Una sintomatologia similar fue
descrita por Goldanich (1964) para una roya costrosa y el agente causal fue atribuido a

Phyllosticta opuntiae Sacc. & Speg (FAO et al.,2018, p.119).

1.3. Método de aislamiento, conservacion y caracterizacion de microorganismos

fungosos.

1.3.1.  Métodos de Aislamiento de microorganismos.

Para el cultivo y crecimiento de los hongos en el laboratorio, es decir el desarrollo del micelio en
cajas de Petri, se deben utilizar determinados medios de cultivo, los cuales deben proporcionar al

hongo los nutrimentos requeridos para su crecimiento y desarrollo (Guzméan et al., 1993: p.91-100).

Se emplean medios de cultivo s6lidos con agar, los cuales actian a manera de substrato al
solidificar como una gelatina. EI medio de cultivo que se utilizara dependera de la especie de
hongo que se quiere cultivar, ya que cada especie tiene sus propios requerimientos nutricionales

(Guzman et al., 1993: p.91-100).

1.3.1.1. Asilamiento por diseminacion en superficie.

Se extiende el inoculo con una espatula de siembra una minima cantidad de muestra (50uL)

rotando multiples veces el medio s6lido y luego incubadas (Camacho, 2015, p.26).

1.3.1.2. Aislamiento por disolucién en medio solido.

Consiste en realizar diluciones sucesivas del indculo de manera gradual de la muestra en tubos de
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agar fundido, suero fisioldgico o algun otro diluyente con la finalidad de sembrar la menor

cantidad de colonias en el medio solido (Camacho, 2015, p.26).

1.3.2.  Purificaciéon de hongos

1.3.2.1. Método de cultivos de punta de hifa.

Se realiza a partir de una porcion de hongo en el en el centro de la placa con medio de cultivo con
bajo contenido nutricional (Agar al 3%); adicionandole una sustancia bacteriostatica apropiada.
En cuanto se desarrollen hifas separadas en el medio, se ubica una punta con un microscopio
estereoscopio a 80 — 120x o con el objetivo 10x de un microscopio para realizar el corte de la hifa
detras de la célula terminal con bisturi de uso oftadlmico desinfectado previamente con alcohol y
flameado, mismo que con ayuda de un bloque de agar rectangular que contenga la hifa se

transfiere a una placa o un tubo con el medio inclinado para que crezca (French et al.,1980, p. 154).

1.3.2.2. Cultivo Monosporico

Consiste en la realizacion de suspensiones de esperas asépticamente, mismo que sera vertido un
volumen adecuado sobre la superficie de placas Petri con medio de cultivo, escurriendo el exceso
inmediatamente (Para asi reducir la concentracion de esporas y tener una buena separacion entre
unay otra), para luego ubicar las esporas con ayuda de un microscopio o estereoscopio. Una vez
ubicada la espora, se corta un bloque del agar con solo una espora ocupe el blogue y se transfiere

a una caja Petri con medio de cultivo (French et al., 1980, p. 154).

1.3.2.3. Método de observar en capilares.

Partiendo de una suspension de espora de baja concentracion en agar enfriado a 45°C en tubos
capilares finos de vidrio se absorbe la suspension y se observa microscopicamente para ubicar las
esporas y se corta un trozo que solo contenga una, siendo sembrado en un medio apropiado (AA,

APA u otro) en una cdmara aséptica (French et al.,1980, p. 154).

1.3.3. Métodos de Conservacion de aislados.

La conservacion de los hongos consiste en mantenerlos viables, eliminando la necesidad de
repiques frecuentes, impidiendo asi las mutaciones en general, una de cuyas consecuencias es la

pérdida de virulencia. En la actualidad existen varios métodos para conservar los hongos por
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periodos prolongados, los mismos que implican el uso de material variado (Cafiedo et al.,2004, p.46).

1.3.3.1. Conservacion en silica gel.

El uso de silica gel es un método de conservacién que consiste en extraer la fase liquida de las
estructuras. Es un método seguro, si se siguen bien las instrucciones, y facil de rehabilitar al

microorganismo con todos sus atributos (Cafiedo et al.,2004, p.46).

1.3.3.2. Conservacion por liofilizacion.

La liofilizacion es otro de los métodos de conservacion de hongos por tiempo prolongado. Si bien
es muy recomendado, requiere contar con un liofilizador, lo que no siempre esta al alcance de

todos los investigadores (Cafiedo et al.,2004, p.46).

La liofilizacion es un proceso de conservacion, que también involucra la deshidratacion de las

conidias o cualquier otra estructura propagativa (micelio, conidias, etc.) (Cafiedo et al., 2004, p.46).

1.3.4. Caracterizacion e identificacion.

Desde una perspectiva investigativa la caracterizacion es una fase descriptiva con fines de
identificacion de los componentes, acontecimientos, actores, procesos y contexto de una

experiencia, un hecho o un proceso (Sanchez , 2010, p.26).

1.3.4.1. Caracterizacion microscopica

En el estudio microscépico para su identificacién, se utiliza un microscopio éptico donde se

observa el tipo de hifas, su estructura, tamafio y grosor promedio de las hifas, conidios (Dominguez
etal.,2012, p.51).

1.3.4.2. Caracterizacion macroscopica

Dentro de las caracteristicas macroscopicas se debe observar color de la cepa, aspecto, textura y

coloracién de ambas caras y la produccién de pigmentos Dominguez et al.,2012, p.51).

Segln Estrada y Ramirez (2019: p.93), permite determinar las caracteristicas morfolégicas

(macroscopicas) de hongos, a partir de un periodo de incubacion del cultivo puro (compuesta por
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un solo microorganismo), en los diferentes medios de cultivo (PDA, Agar-Nutriente, Corn Meal
Agar, etc.), que facilita la visualizacion de diferentes caracteristicas de las colonias al crecer y se
determinan ciertas caracteristicas en cuanto la forma, superficie, coloracion de ambas caras,

topografia, margen, produccion de pigmentos, aspecto, etc.).

1
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Figura 1-1. Morfologia y crecimiento de colonias.
Fuente:(Madigan, 2009, p. 321).

o Caracterizacion morfoldgica.

Se basa en inducir la formacion de conidios en los aislados monospdricos, en medio de cultivo
Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA) para facilitar la formacion de conidios; para la
identificacion los aislados fungicos se realizan laminas de portaobjeto, con una gota de lacto-
glicerol facilitar la observacion bajo el microscopio las estructuras reproductivas de las colonias.
Para la evaluacién de las caracteristicas morfoldgicas en los aislados fungicos, se considera
caracteristicas morfolégicas como la forma y tamafio de las estructuras reproductivas. La
identificacion y clasificacion de las diferentes especies de hongos seglin los criterios
morfoldgicos, se desarrolla a partir de las siguientes claves taxondmicas: Gerlach y Nirenberg
(1982), Nelson et al., (1983), Barnett y Hunter (1998), Balmas et al., (2000) asi como Leslie y

Summerell (2006).

1.4. Generalidades del cultivo.

1.4.1. Importancia econémica.

La tuna Opuntia ficus indica es una planta importante en la economia rural y las regiones aridas

en general debido a los altos rendimientos y otros usos que se pueden obtener en grandes areas

donde no hay suficiente lluvia para sembrar las exigentes especies en aguas y suelo, que la
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Opuntia ficus indica. Esta planta es muy eficiente para adaptarse y desarrollarse cuando
convergen multiples factores limitantes, lo que no es favorable para la mayoria de las especies de

plantas. (Amaya, 2009, p.5).

Ecuador tiene un clima diverso, con un gran potencial para el cultivo de tuna y la capacidad de
realizar actividades de produccién agricola en respuesta a la creciente demanda del mercado.
Existe una demanda creciente de las propiedades nutricionales y medicinales de esta fruta. Hay
mas de 20 especies de tunas en el mundo, pero en Ecuador se reproducen cuatro especies: la tuna

amarilla sin espina, tuna amarilla con espina, tuna blanca y tuna silvestre silvestre (EI comercio,
2001).

Ademas, existen otras opciones de produccion que pueden darse en estos ecosistemas, siendo el
factor limitante el elemento agua, y sus diversas aplicaciones son conocidas en medicina. En la
nutricion humana, los minerales esenciales (calcio, fosforo, potasio, selenio, cobre y zinc), y
buenas cantidades de vitamina C (Feugang et al., 2006), como alimento para ganado bovino (Reveles
et al.,2010) y finalmente en la agroindustria que esta planta se usa como habitat para el crecimiento
y produccién de la cochinilla del carmin Dactylopius coccus C., una plaga es econémicamente
viable para uso repetido como colorante natural, y quienes han aprendido a venderla se consideran

una buena alternativa para aquellas personas que han aprendido a comercializarla (Chavez et al.,2009,
p.19).

1.4.2. Taxonomia

Tabla 12-1: Clasificacion taxonémica de Opuntia ficus indica.

Tuna

Reino Plantae

Division Antophyta.

Clase Dicotileddnea.

Subclase Archyclamidea.

Orden Opuntiales (Cactales).
Familia Opuntiaceae (Cactaceae).
Subfamilia Opuntioidea

Género Opuntia

Especie Opuntia spp.

N. binomial O. ficus-indica (L.) 1768 Mill.
N. Vulgar “Tuna”, “nopal”

Fuente: (Bafiico, 2015).
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1.43. Fenologia

La diferenciacion visual de los pimpollos se puede realizar cuando el didmetro del brote alcanza
aproximadamente los 4 mm. El periodo de desarrollo de la flor, desde brote hasta su madurez, es
de aproximadamente 25-37 dias (Bonamici, 2005). La peculiaridad de estas plantas es que el
desarrollo de las flores es asincrénico: es posible producir yemas reproductivas, floracion inversa
y frutos jovenes al mismo tiempo en un momento especifico, y algunas especies florecen hasta

por segunda vez (Inglese et al.,2002, p.163).

El periodo de desarrollo del fruto varia segun las condiciones climéticas (especialmente con la

temperatura) desde 59 a 150 dias (Bonamici, 2005).

1.4.4.  Condiciones agrocliméticas

1.44.1. Altitud

El nopal prolifera desde los 800 hasta los 2 600 de altura sobre el nivel del mar (Hernandez et al.,2015,
p.10).

1.4.4.2. Clima

Templado sub-hiimedo (Hernandez et al.,2015, p.10).

1.4.4.3. Temperatura

Requiere un medio anual del 6- 28°C (Hernandez et al.,2015, p.10).

1.4.4.4. Precipitacion

La precipitacién puede oscilar entre los 300 y 700 mm de lluvia anual (Hernandez et al.,2015, p.10).

1.4.45. Topografia

En laderas, terrenos planos y valles. Las plantaciones méas grandes se encuentran en laderas
(Hernandez et al.,2015, p.10).

16



1.4.4.6. Suelo

Suelos con textura franca (Es decir con un buen drenaje que no sea arenoso, ni arcilloso) Ph 6.5 -
8.5. Los mejores suelos para el cultivo de tuna son suelos arenosos, calcéareos bien drenados, de
profundidad media, con pH neutros o preferentemente alcalinos. El suelo tiene una alta tasa de
fertilidad natural y requiere una profundidad de al menos 30 cm para que la planta esté viva

(Hernandez et al.,2015, p.10).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Caracteristicas del lugar

2.1.1.  Localizacién en campo

La investigacion de campo se llevé a cabo en las diferentes localidades productoras de Tuna tales

como Tunshi, Alacao, Chingazos, y la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo de la

provincia de Chimborazo, Ecuador.

2.1.2.  Ubicacion geografica del area de estudio

Tabla 1-2: Ubicacion geografica de las localidades de estudio de la Provincia de Chimborazo.

LOCALIDAD LATITUD LONGITUD ALTITUD (m)
Tunshi 1,75°S 78,63 °O 2728,7
Alacao 1,58 S° 78,61 0° 2787,7

Chingazo 1,59 §° 78,62 O° 2853,7
Espoch 1,66 °S 78,68 O° 2830

Fuente: GPS, 2020.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.

2.1.3.  Condiciones climaticas!

Tabla 2-2: Resumen de las condiciones climéticas de la provincia de Chimborazo.

Precipitacion promedio anual (mm) 450 mm
Temperatura media anual (°C) 135
Humedad relativa (%) 80- 85
Velocidad del viento (m/s) 1

! Datos obtenidos del Plan Estratégico de Desarrollo Econémico Local de la Provincia de Chimborazo,
2015.
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2.1.4. Clasificacion ecoldgica

El Ministerio del Ambiente (2012) dentro de su clasificacion se refiere a la zona como Bosque
siempreverde de tierras bajas al sur de la cordillera oriental de los Andes, descritos como bosque
que por lo general tienen una topografia accidentada con un sistema complejo de pendientes
fuertes, crestas, valles y barrancos, en estos Gltimos existe mas cantidad de nutrientes para el
crecimiento de vegetacion.

2.1.5.  Localizacién en el laboratorio

Las actividades investigativas referente al aislamiento de microorganismos fungosos asociados a
la Tuna, se desarrolld en el Laboratorio de Sanidad Vegetal de la Facultad de Recursos Naturales
de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo — ESPOCH ubicado en la Av. Pedro Vicente
(Panamericana Sur km 1 1/2), de la ciudad de Riobamba de la provincia de Chimborazo, Ecuador,
a una superficie de 979,7 km? y a una latitud de 9807000 UTM y longitud de 764600 UTM.

2.2. Materiales y equipos

2.2.1.  Materiales de campo

Estilete, Caja de carton, Guantes de cuero, papel periddico, libreta de campo, GPS, Marcadores,
Cinta métrica, piola, matriz o planilla de registro de informacidn, lapiz, fotografias impresas de y
signos de enfermedades de los cladodios (Tamafio A4).

2.2.2.  Materiales y equipos de oficina

Computadora, Impresora, Internet, Flash memory, Papeleria en general, Lapices y borradores y

carpetas.

2.2.3.  Materiales y equipos de laboratorio

2.2.3.1. Material bioldgico

Cladodios de Tuna enfermos con sintomatologia atipica de manchas negra, necrosis. Hendiduras

y pUstulas naranjas.
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2.2.3.2. Materiales

Vasos precipitados, matraces Erlenmeyer, placas Petri, pipetas, micropipeta, puntas para,
probetas, pinzas, asa de siembra, bisturi, Tubos de ensayo, Tubos eppendorf, Tubos de centrifuga,
Cubre y porta objetos, Espatulas, Mechero de bunsen, Palillos, Papel filtro, bolsas de papel
estériles, papel periddico, papel toalla, envases plasticos, papel aluminio, Parafilm, Canastilla,
vidrio fusible, micropipeta, tarrinas plasticas, Cinta adhesiva, Fosforera, Marcadores, Camara

fotografica y Libreta de apuntes.

2.2.3.3. Reactivos

Agua destilada estéril, Hipoclorito de sodio, Medios de cultivos: Agar-Agua al 2,8%, Potato
Dextrose Agar PDA 3.9%, Corn Meal Agar 1.7%, Lacto-glicerol, azul de metileno, Alcohol,
Sulfato de estreptomicina, Chloramphenicol, y Sabouraud Glucosado Agar al 6% (NEOGEN),
Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA).

2.2.3.4. Equipos

Camara de flujo laminar, agitador orbital, Incubadora, Balanza analitica, Bafio Maria,
Microscopio optico, Estereoscopio, cdmara fotogréfica, Autoclave, Vortex y Ultracongelador,

centrifuga, licuadora, autoclave, microondas, destilador de agua, refrigeradora, secador de vidrio.

2.3. Metodologia

2.3.1. Recoleccion de muestras de Tuna.

Se colectaron cladodios de tuna (Opuntia ficus-indica) enfermos con lesiones caracteristicas por
microorganismos fungicos en los meses de septiembre del 2020 a febrero del 2021, en las
diferentes localidades de Tunshi, Chingazos, Alacao y ESPOCH de la provincia de Chimborazo.

Las muestras fueron debidamente identificadas, georeferenciadas y codificadas.

Los cladodios de Tuna enfermos fueron tomados directamente de la planta con ayuda de
herramientas previamente desinfectadas como estilete y Navaja que permitieron realizar un corte
limpio de la muestra. Las muestras fueron envueltas en papel periédico y colocados dentro de una
caja de carton de manera separadas debidamente etiquetadas y registradas en la matriz de

informacion con su cédigo, nombre, lugar y fecha de recoleccién. Se mantuvo las muestras a
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temperatura ambiente 22-25°C para su inmediato procesamiento en el laboratorio de Sanidad

Vegetal de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (ESPOCH).

2.3.2.  Aislamiento y purificacion de microorganismos a nivel “in vitro”.

El aislamiento de hongos fungicos se realizé mediante aislamiento indirecto en el laboratorio de
Fitopatologia de la ESPOCH, en base a la metodologia propuesta por Alfenas y Mafia (2016), que
consiste en sembrar porciones de los érganos afectados en medio enriquecido de nutrientes para

promover el crecimiento microbiano y obtener aislados puros de los mismo.

2.3.2.1. Preparacion de Muestras.

Con la finalidad de eliminar presencia de patdgenos en su superficie, las muestras de tuna fueron
cortados con ayuda de un bisturi aséptico en porciones de 5 — 8 mm del tejido enfermo y
esterilizadas con agua corriente por 1 min, luego con alcohol al 70% por 1 minuto, posteriormente
en hipoclorito de sodio al 3% por 5 min, para finalmente por 1 min se retir6 el exceso de cloro

con agua destilada estéril y secadas en papel absorbente estéril antes de la siembra en el medio.

A partir de la previa desinfestacion las secciones de muestras fueron sembradas en cajas Petri con
medio de cultivo estéril agar- agua al 3% e incubados a 25°C + 1 durante 2 a 7 dias. La flora
microbiana (fangica y bacteriana) presentes se transfirié a los medios estériles PDA al 3,9% y

Agar Nutritivo al 2,8%, respectivamente, y se incubaron a 25° Cx1 durante 7 dias.

Figura 1-2. Recoleccidn y preparacion de muestras a partir de cladodio de tuna con sintomatologia

de enfermedades fungosos.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.
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2.3.2.2. Purificacion de microorganismos asociados a la Tuna.

La purificacion de las cepas se realizo a partir del reaislamiento referido por Hornubia et al.,(1995)
de colonias de microorganismos flngicos que se obtuvieron previamente. Los hongos
seleccionados en condiciones asépticas fueron sembrados con pequefios fragmentos de micelio
del hongo y depositadas en el centro de la caja Petri medio estéril PDA al 3.9%. Los cultivos
puros fueron registrados e incubados en posicién invertida a 25 °C a 35°C durante 24h a 48h,
finalmente después de aproximadamente de 15 a 21 dias las colonias fueron almacenados en la

refrigeradora del laboratorio.

2.3.2.3. Cultivos Monospoéricos

Se realizo a partir del hongo previamente purificado mismo que se tom6 un fragmento de la zona
del micelio de la colonia con asas estériles dentro de la camara de flujo laminar y se sumergio en
una suspension en un tubo de ensayo con 10 ml de agua estéril, luego fue agitado por 1 miny se
vertié sobre las cajas Petri con medio Agar- Agua al 2%, inmediatamente se elimind el exceso de
agua de las cajas por decantacion. Por ultimo, las cajas Petri se incubaron a 25°C en posicion
vertical durante 24h. Transcurrido el tiempo, con ayuda de un estereoscopio se localizé los
conidios germinados con ayuda de un estereoscopio y se transfiridé de manera individual a la caja
Petri con 20 ml de medio de cultivo PDA con antibidtico las cuales fueron incubadas de forma

invertida a 25 °C hasta la obtencién de colonias puras (Balmas et al.,2000).

2.3.3.  Caracterizacion e identificacion de los microorganismos fungosos.

2.3.3.1. Caracterizacion cultural

La caracterizacion cultural se realizé mediante la observacién y descripcién de las colonias en
medio de cultivo PDA, misma que se tuvo en cuenta la textura, forma, margen, crecimiento aéreo
de los aislados, color del anverso y el reverso de la colonia en base a la escala de colores propuesta

por Munsell (Rivas, 2015, p.36).

2.3.3.2. Caracterizacién morfoldgica

En el andlisis morfoldgico se utilizd dos técnicas de observacion microscopica, las recomendadas
por Rivas (2015) mediante placas y Giraldo (2016: p.28) mediante microcultivos, para ello se

promovid previamente la formacion de estructuras reproductivas en medio de cultivo Spezieller
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Nahrstoffarmer Agar (SNA). La primera fue a partir de la preparacion de laminas portaobjeto
con una gota de lactoglicerol con azul metileno la cual se coloc6 sobre la porcién de micelio y se
cubrié con el cubre objetos para su observacion microscopica de las estructuras reproductivas. En
la segunda técnica mediante caja Petri estéril se colocd 1 vidrio fusible en forma de triangulo
como soporte para el portaobjetos estéril que poseia una porcion de 1xlcm de Spezieller
Nahrstoffarmer Agar (SNA) y el fragmento del hongo en las cuatro puntas del Agar. El
microcultivo se incub6 de 3 a 7 dias y transcurrido el tiempo se observé con el microscopio los

conidios de los diferentes aislados obtenidos.

Se registro en una base de datos la formacion de esporas, forma y color de los conidios; también
como ausencia o presencia de septos, pigmentos, ausencia o presencia de fialides, clamidosporas,
ascas, basidios, esporangios, rizoides, conidi6foros y conidios. Para la identificacion de las
especies de hongos segln los criterios morfolégicos, se utilizaron las siguientes claves
taxonomicas de Ellis (1971), Lopez et al. (1999), Keissler et al. (2012), y Cundém y Cabrera (2002)
para el género Alternaria sp., Leslie y Summerell (2006: pp.113) y Balmas et al., (2000: pp.16-22)
para Fusarium sp., Crous et al. (2006) y Phillips et al. (2013) para Neoscytalidium dimidiatum, Rifai
(1969), Samuel et al. (1998) y Barnett y Hunter (1999) para el género Trichoderma sp., Barnett y
Hunter (1999) y Le6n y Arosemena, (1980) para Geotrichum sp, y finalmente Malone y Muskett

(1964) y Frazier (1976) para el género Cladosporium sp.

2.3.4.  Conservacion de aislados fungosos asociados al cultivo de Tuna usando el método de

Castellani y glicerol a -20 °C

El método que se basé en la conservacién del cultivo del hongo en agua destilada estéril mismo
que consistié en cortar cubos de 1 cm? de un cultivo esporulado y colocarlos dentro de frascos de
1,5 ml esterilizados, que contenian el agua destilada estéril (Castellani, 1967).

El método de congelacion de los cultivos en freezer a —20°C, fue mediante cortes de cubos de 1
cm? de un cultivo esporulado, que luego fueron colocados dentro de frascos estériles de 1,5 ml
gue contenian glicerol estéril al 40% y 60% de agua estéril (Gutiérrez et al.,2017).

2.4, Método de evaluacion y datos registrados

2.4.1.  Descripcion de sintomas y signos asociados al cladodio de la Tuna

De muestras colectadas de las diferentes localidades se registré las manifestaciones
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sintomatoldgicas externas-visibles de los cladodios de Tuna atacadas por microorganismos

fungicos, mediante fotografias y descripcion de las mismas en una base datos correspondiente.

2.4.2. Ndmero de aislados de cladodios

Se desarrollé una planilla de informacidén que contenia lo siguiente: Cadigo, Tipo de colecta
(Cultivo o silvestre), localidad, propietario, ubicacién geografica, descripcion de signos y

sintomas visibles, observaciones.

2.4.3.  Georreferenciacion de los lugares de muestreo

Se registro de las diferentes localidades de estudio con ayuda el dispositivo GPS “Sistema de
Posicionamiento Global”, donde se tom0 la ubicacion geogréfica altura, longitud y latitud de cada

localidad.

244, Condiciones climaticas

Las condiciones climaticas como: Temperatura (T°), Humedad Relativa (%HR) y Precipitacion
(PP) fue tomada a dos metros de cada localidad; se obtuvieron los datos en las fechas de junio del
2020 a julio del 2021, a través de NASA-POWER, que es una pagina web que proporciona datos

meteoroldgicos de investigacion de la NASA mediante satélites.

2.45.  Porcentaje de incidencia y severidad de la infeccion segun el dafio de cladodio de

Tuna.

La evaluacion de incidencia y severidad se efectud en la fase de campo en plantas de tunales
jévenes y adultas en las diferentes localidades de Tunshi, Chingazos, Alacao y la ESPOCH de la
provincia de Chimborazo, se siguié el método de muestreo no probabilistico por conveniencia,
organizado de formar lineal por hileras a partir de un tamafio de muestra estipulado para cada

localidad.

2.4.5.1. Porcentaje de incidencia

Para la incidencia se tomd el nimero de cladodios enfermos por planta en relacion con el nimero

total de cladodios analizados representados con un total de 653 cladodios analizados para la
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localidad de Tunshi, 1397 para Chingazo, 1446 para la localidad de Alacao y 1054 para la Espoch

y se expreso en porcentaje, para ello se utilizo la siguiente formula tomada de Ayala (2008):

%I = NuUmero de cladodios enfermas x 100

N° total de cladodios analizadas
Los datos se recolectaron a nivel de campo al momento de registro de datos.
2.4.5.2. Porcentaje de severidad.
En severidad se calculd el porcentaje de area foliar afectada del cladodio para ello selecciond solo
un cladodio por planta mismo con un total de 25 cladodios analizados para la localidad de Tunshi,
49 para Chingazo, 24 para la localidad de Alacao y 25 para la Espoch, se llevé un registro

fotogréafico con fondo azul y usando el programa Asses 2.0 se calcul6 el porcentaje de severidad

de determinada sintomatologia del cladodio de Tuna.
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CAPITULO 11

3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Determinacion de sintomas y signos expresados en porcentaje de incidencia y

severidad presentes en los cladodios de tuna en relacién a las condiciones climaticas.

Los sintomas y signos asociados a los cladodios de tuna se determinaron en las localidades de
Tunshi, Chingazos, Alacao y ESPOCH de la provincia de Chimborazo en cladodios con
anomalias o algun tipo de alteracion en su estructura como areas necroticas, manchas clordticas,
hendiduras, pustulas y presencia de halos, considerando el patron de distribucion. La

sintomatologia observada en los diferentes cladodios de Tuna se detalla a continuacion:

En la sintomatologia tipo A se reconocieron manifestaciones en el cladodio con diferente progreso
de la enfermedad como areas clordticas alrededor de las espinas o heridas las cuales después
tornan formas irregulares de color obscuros y necrdticos. En estado avanzado se evidencia
manchas que se rodean de un polvillo gris o pardo que forman una mancha de color pardo que

cubre la totalidad de las pencas (Figura 1-3).

Figura 1-3. Sintomatologia tipo A en los cladodios de Tuna (Opuntia ficus indica (L.) Mill) (A-
B). Area necrética de formar irregular (C) Vista parental en el estereoscopio.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.

La sintomatologia tipo B se caracterizé por &reas necréticas con depresion desde el centro de
forma circular de color marrén oscuro con bordes acuosos o de colores naranjas a marrén oscuro.

Presencia de exudado de color blanquecino o crema (Figura 2-3).
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Figura 2-3. Sintomatologia tipo B en los cladodios de Tuna (Opuntia ficus indica (L.) Mill) (A-B).

Necrosis de forma circular v exudados (C). Vista parental en el estereoscopio.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.

La sintomatologia tipo C se definié por la presencia de necrosis, clorosis sin un patrén definido

con agrietamiento sobre la superficie de la epidermis de los cladodios (Figura 3-3).

Figura 3-3. Sintomatologia tipo C en los cladodios de Tuna (Opuntia ficus indica (L.) Mill) (A-
B). Presencia de clorosis y area negruzcas (C). Vista parental en el estereoscopio.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.

La sintomatologia tipo D se identifico como una necrosis irregular de color marron claro a blanco
con agrietamientos en la superficie de la epidermis presente en bordes y la parte interna de la
mayoria del cladodio (Figura 4-3).
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Figura 4-3. Sintomatologia tipo D en los cladodios de Tuna (Opuntia ficus indica (L.) Mill) (A-B)
Necrosis irregular con agrietamientos (C) Vista parental en estereoscopio.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.

La sintomatologia tipo E se representd por pustulas de color amarillo naranja de forma circular

sobre superficie del cladodio (Figura 5-3).

Figura 5-3. Sintomatologia tipo E en los cladodios de Tuna (Opuntia ficus indica (L.) Mill) (A- B)
Pustulas anaranjadas (C) Vista parental en el estereoscopio.

Realizado por: Espinoza Marfa, 2021.

Las manifestaciones de sintomas y signos se caracterizaron por cinco tipos que permitio
cuantificar el porcentaje de incidencia a nivel cladodio como a nivel de plantas de tuna (Tabla 1-
3).; también se evalué el porcentaje de severidad en campo de las manifestaciones
sintomatolégicas para cada tipo de las principales zonas productoras de tuna de la provincia de
Chimborazo (Tabla 2-3).
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Tabla 1-3: Porcentaje de incidencia promedio segln su tipo de sintomatologia.

Tipo de % Incidencia a nivel de Planta % Incidencia a nivel de Cladodio

sintoma | Tunshi | Espoch | Alacao | Chingazo | PROM. | Tunshi | Espoch | Alacao | Chingazo = PROM.
A 4 20 18,6 75,9 29,6 0,31 1,8 1,22 13,85 43
B 40 64,4 57,1 95,8 64,3 3,22 6,64 7,19 22,47 9,9
C 0 0 25 6,9 7,9 0 0 1,85 0,92 0,7
D 84 100 91,4 71,9 86,8 17,92 53,23 47,15 31,45 37,4
E 12 91,1 96,4 31,8 57,8 2,14 52,37 60,45 8,28 30,8
PROM. 28,0 55,1 57,7 56,5 | PROM. 4,7 22,8 23,6 154 16,6

Realizado por: Espinoza Marfa, 2021.
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Gréfico 1-3. Porcentaje de incidencia promedio segln su tipo sintomatoldgico en la tuna.

Realizado por: Espinoza Marfa, 2021.

El mayor porcentaje de incidencia promedio segln su tipo de sintomatologia a nivel de planta
(Grafico 1-3) corresponde al sintoma D caracterizado por necrosis irregular con agrietamiento
con una media del 86,8% donde se encontraron los siguientes: los valores mas alto se registraron
en la localidad de Espoch (100%) y Alacao (91,4%), seguidos por las localidades de Tushi (84%)
y Chingazo (71,9%). Por otra parte, para el sintoma B (areas necroéticas de formar circular y
exudado) con el 64,3% fueron los siguientes: el valor méas alto se registr6 en la localidad de
Chingazo (95,8%), le siguieron las localidades de Espoch (20%) y Alacao (18,6%), mientras que
el valor bajo se registro en la localidad de Tunshi (40%). Por otro lado, los valores para el sintoma
E (pustulas anaranjadas) con el 57,8% fueron los siguientes: los valores mas altos se registraron
en las localidades de Alacao (96,4%) y Espoch (91,1%), mientas que los valores méas bajos se
registraron en las localidades de Chingazo (31,8%) y Tunshi (12%). En cambio, los valores

promedios de incidencia para el sintoma A (areas clordticas y manchas de color pardo) con el

29



29,6% fueron los siguientes: el valor mas alto se registré en la localidad de Chingazo (75,9%),
luego le siguieron las localidades de Espoch (20%) y Alacao (18,6%), mientas que el valor méas
bajo se registro en la localidad de Tunshi (4%). Y el menor porcentaje de incidencia promedio
segln su tipo de sintomatologia a nivel de planta corresponde al sintoma C con la presencia de
necrosis y clorosis con valores del 7,9% donde se encontraron los siguientes: el valor més alto se
registro en la localidad de Alacao (25%), mientras que los valores bajos se registraron en la
localidad de Chingazo (6,9%), mientras para las localidades de la Espoch y Tunshi no se

registraron datos con este sintoma (Tabla 1-3).

A nivel de cladodio el porcentaje de incidencia promedio (Gréafico 1-3) fue representado por el
sintoma D con necrosis irregular y agrietamiento es del 37,4% y se encontraron los siguientes
valores: siendo el mas alto en la localidad de Espoch (53,23%) y Alacao (47,15%), luego le
siguieron las localidades de Tushi (17,92%) y Chingazo (31,45%). Por otra parte, los valores
promedios de incidencia para el sintoma E (puUstulas anaranjadas) con el 30,8% fueron los
siguientes: los valores mas altos se registraron en las localidades de Alacao (60,54%) y Espoch
(52,37%), mientas que los valores mas bajos se registraron en las localidades de Chingazo
(8,28%) y Tunshi (2,14%). Por otro lado, los valores promedios del sintoma B (&reas necréticas
de formar circular y exudado) con el 9,9% fueron los siguientes: el valor mas alto se registro en
la localidad de Chingazo (22,47%), le siguieron las localidades de Alacao (7,19%) y Espoch
(6,64%), mientras que el valor bajo se registro en la localidad de Tunshi (3,22%). En cambio, los
valores promedios de incidencia para el sintoma A (&reas cloroticas y manchas de color pardo)
con el 4,3% fueron los siguientes: el valor méas alto la localidad de Chingazo (13,85%), luego le
siguieron las localidades de Espoch (1,8%) y Alacao (1,22%), mientas que el valor més bajo es
de Tunshi (0,31%). Por dltimo, el menor porcentaje de incidencia promedio corresponde al
sintoma C con la presencia de necrosis y clorosis con valores del 0,7% donde se encontraron los
siguientes: la localidad de Alacao (0,92%) como el mas alto, mientras que los valores bajos se
registraron en la localidad de Chingazo (1,85%) y en las localidades de Espoch y Tunshi no se

registraron datos con este sintoma. (Tabla 1-3).

Tabla 2-3: Porcentaje de Severidad promedio segln su tipo de sintomatologia.

Tipo % Severidad PROM.
Sintoma Tunshi Espoch = Alacao = Chingazo

A 0,31 47,6 24,6 17,62 22,5

B 5,7 5,93 6,9 13,07 7,9

C 0 0 40,1 12,92 13,3

D 33,7 14,1 73,5 73,21 48,6

E 22 4,75 20,9 15 15,7
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PROM. 12,3 14,5 33,2 26,4 -

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.
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Gréfico 2-3. Porcentaje de severidad promedio segln su tipo sintomatoldgico en la tuna.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.

El mayor porcentaje de severidad promedio segln su tipo de sintomatologia (Gréfico 2-3) fue
representado por el sintoma D mismo que es caracterizado por necrosis irregular con
agrietamiento y con el 48,6% donde se encontraron los siguientes valores: correspondiendo al
maés alto la localidad de Alacao (73,5%), Chingazo (73,21%), luego le siguieron las localidades
de Tushi (33,7%) y Espoch (14,1%). Por otra parte, los valores promedios de incidencia para el
sintoma A (éreas cloroticas y manchas de color pardo) con el 22,5% fueron los siguientes: el valor
mas alto se registrd en la localidad de Espoch (47,6%), Alacao (24,6%) Chingazo (17,62%), el
valor mas bajo se registr6 en la localidad de Tunshi (0,31%). Por otro lado, los valores promedios
de incidencia para el sintoma E (pUstulas anaranjadas) con el 15,7% fueron los siguientes: los
valores mas altos se registraron en las localidades de Tunshi (22%), Alacao (20,9%) mientas que
los valores mas bajos se registraron en las localidades de Chingazo (15%) y Espoch (91,1%). En
cambio, el sintoma C con la presencia de necrosis y clorosis con valores del 13,3% donde se
encontraron los siguientes: el valor mas alto se registré en la localidad de Alacao (40,1%),
mientras que los valores bajos se registraron en la localidad de Chingazo (12,92%) y para las
localidades de la Espoch y Tunshi no se registraron datos con este sintoma. Finalmente, el menor
porcentaje de severidad promedio segln su tipo de sintomatologia corresponde al sintoma B
(&reas necroticas de formar circular y exudado) con el 7,9% fueron los siguientes: el valor mas
alto se registrd en la localidad de Chingazo (13,07%), le siguieron las localidades de Alacao

(6,9%), Espoch (5,93%) y mientras que el valor bajo se registr6 en la localidad de Tunshi (5,7%).
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Gréfico 3-3. Relacion de las condiciones climaticas con la Incidencia y Severidad.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.
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Los datos promedios de incidencia (Gréafico 3-3) a nivel de planta fueron de 57,7% para la
localidad de Alacao, el 23,6% a nivel cladodio y el 33,2% de severidad esto es debido a que
encuentran a una baja densidad de siembra y con condiciones ambientales favorables que
favorecen a la propagacion y distribucion de las enfermedades, consecuente la localidades
chingazos con el 56,6% de incidencia en planta, el 15,4% a nivel de cladodio y el 26,4% de
severidad, consecutivamente seguido por la Espoch con una incidencia del 55,1% a nivel planta,
el 22,8% en cladodios y el 14,5% de severidad; Finalmente tenemos a Tunshi con los valores
mas bajos con relacion a la incidencia del 28% a nivel de planta, el 4,72% en cladodios y la
severidad del 12,3% respectivamente, lo cual evidencié el ndmero de plantas afectadas en el
periodo evaluado es mucho menor en relacion a las otras localidades, a que a pesar que las
condiciones climéticas del lugar son favorables para el patdégeno las plantas presentan resistencia

debido a su manejo agrondémico y separacion entre plantas.

El porcentaje de incidencia y severidad presente en las diferentes localidades de estudio fue
diferente en la tuna con una similitud a las regiones agroecoldgicas concordando con Kurowski
et. al, (2009) que menciona que las condiciones climéaticas son factores importantes para la
presencia y desarrollo de los hongos, haciéndolo susceptible a las plantas. Por otro lado, cabe
recalcar que las enfermedades se ven reducidas debido a que la epidermis del cladodio de tuna es
cerosay limita la fijacion de la humedad misma por la cual los patégenos no tienen las condiciones

para desarrollarse.

Durante el periodo de evaluacion en campo la humedad relativa fue mayor al 80% en todas las
localidades, considerado como una humedad elevada es favorable para la germinacion y
penetracion de esporas flngicas (zambolin, et. al, 2014), mientras que para la temperatura se mantuvo
por debajo de los 11 °C mismo que en temperatura templadas la cantidad del inoculo es mayor
afectando las partes aéreas de la planta (Passamani, et. al, 2014). La temperatura interact(a en el
desarrollo de la enfermedad en el huésped, influyendo en la germinacion, penetracion de infeccién

del huésped, supervivencia y predisposicién del huésped.

3.2.  Aislamiento, identificacion y caracterizacion de los microorganismos fungosos

asociados al cultivo de tuna.

Se obtuvieron un total de 44 aislados de los cladodios de tuna (Figura 6-3) de sintomas

caracterizados como necrosis, clorosis, hendiduras, pustulas y presencia de halos.
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Figura 6-3. Alslados obtenldos de Ios cladodlos de Tuna (Opuntla fICUS |nd|ca (L. ) M|II) enfermos.
(A- B). Colonias puras en medio Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA).

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.

Las colonias que se desarrollaron en el medio de cultivo PDA mostraron diferentes caracteristicas
morfoldgicas macroscopicas y microscépicas. El color y el tipo de micelio fueron las principales
caracteristicas que se consideraron para seleccionar los 6 microorganismos fungosos
morfologicamente diferentes después de los 8 dias de incubacién a 25°C. Estos aislados se

presentan los resultados de caracterizacion e identificacion a continuacion:
Morfotipo_1: Alternaria sp.

El crecimiento de la colonia del género Alternaria sp. en medio de cultivo PDA presenté una
apariencia algodonosa de color blanco en el anverso y color negro parduzco en su reverso que
con el tiempo se tornaron grisaceas (Munsell, 2009: p.10) (Figura 7-3); Del mismo modo reflejé una

forma circular con elevacion media y margenes enteros a ondulados (Madigan, 2009, p. 321).

Figura 7-3. Caracterizacién macroscopica de Alternaria sp. aislado de Tuna (Opuntia ficus indica
(L.) Mill) (A) Anverso de la colonia en PDA (B) Reverso de la colonia en PDA.

Realizado por: Espinoza Marfa, 2021.
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Microscépicamente, las estructuras morfoldgicas del género Alternaria sp. mostraron hifas
septadas o tabicadas con tonalidades levemente marrén (Figura 8-3 B). Los conidioforos se
manifestaron simples con uno o varios conidios de color marrdn claro a oscuro (Figura 8-3 C)
de igual manera los conidios son multiformes de forma elipsoides u ovoides, con un pico cénico

corto aproximadamente con cinco septos transversales y en varios tamafios (Figura 8-3 D).

Estos resultados referentes a su caracterizacion macroscépica y microscopica concuerdan a los
obtenidos por Ellis (1971), Ldpez et al. (1999), Keissler et al. (2012), y Cundém y Cabrera (2002)
para le género Alternaria sp. lo que indica que las colonias son color blanco al inicio y luego se
vuelven de color grisaceas. Las hifas son septadas y de colores café pardo. Los conidi6foros
simples, erectos, olivaceos-café o marrdn claro, con uno o varios poros apicales; conidios

formados en cadena o individulaes, elipsoidales a ovoides, olivaceos-café claro, septados

transversalmente (4 a 9 septos) y con pocos o ningun septo longitudinal para A. alternata.

Figura 8-3. Caracterizacion microscépica de Alternaria sp. aislado de Tuna (Opuntia ficus indica
(L.) Mill) (A-C) Conididforos con lente 20x y 40x (B) Hifas septadas (C) Conidios.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.
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Morfotipo_2: Fusarium sp.

El crecimiento de la colonia de Fusarium sp. en medio de cultivo PDA presentd una apariencia
algodonosa de color gris claro rojizo en el anverso y color marrén rojizo en su reverso (Munsell,

2009: p.18) (Figura 9-3.); mostr6 una forma filamentosa con elevacion media y margenes

filamentosos (Madigan, 2009, p. 321).

B g ==
Figura 9-3. Caracterizacién macroscopica de Fusarium sp. aislado de Tuna (Opuntia ficus indica
(L.) Mill) (A) Anverso de la colonia en PDA (B) Reverso de la colonia en PDA.

Realizado por: Maria Espinoza, 2021.

Las estructuras morfoldgicas del aislado Fusarium sp. presentaron macroconidios relativamente
curvados en forma de gancho con 3- 4 septos (Figura 10-3 A), los microconidios se formaron en
falsas cabezas en forma ovoide (Figura 10-3 B), se observo monofiélides en forma de frasco o
de bolos y polifialides (Figura 10-3 C), finalmente los microconidios son de forma ovoide o
elipsoidal (Figura 10-3 D). No presentaron clamidosporas.

Estos resultados referentes a su caracterizacion macroscépica y microscopica concuerdan a los
obtenidos por Leslie y Summerell (2006: pp.113) y Balmas et al., (2000: pp.16-22) para este género.
lo que indica que el género Fusarium sp. produce microconidios hialinos, pequefios y elipticos;
conidioforos alargados o cortos. También presenta macroconidios finos alargados con tres a cinco

células puntiagudas que poseen una pared delgada.
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Figura 10-3. Caracterizacion microscopica de Fusarium sp. aislado de Tuna (Opuntia ficus indica
(L.) Mill) (A) Macroconidios (B) Falsas cabezas (C) Monofialides (D) Microconidios.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.

Morfotipo_3: Scytalidium sp.

El crecimiento de la colonia del género Scytalidium sp. en medio de cultivo PDA presentd una
apariencia de textura viscosa de color amarillo a naranja para ambas caras de la caja Petri (Munsell,
2009: p.18) (Figura 11-3.); Del mismo modo reflejé una forma circular con elevacién plana y

margenes erosionado (Madigan, 2009, p. 321).
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Figura 11-3. Caracterizacion macroscopica de Scytalidium sp. aislado de Tuna (Opuntia ficus

indica (L.) (A) Anverso de la colonia en PDA (B) Reverso de la colonia en PDA.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.

Microscopicamente, las estructuras morfoldgicas del género Scytalidium sp. presentaron hifas
modificadas septadas o tabicadas con tonalidades ligeramente de color marrén (Figura 12-3 A).
Los conidios forman un sin nimeros de artroconidios en cadenas y en forma rectangulares
alargados (Figura 12-3 B-C).

Estos resultados referentes a su caracterizacion macroscépica y microscopica concuerdan con
Neoscytalidium dimidiatum (Penz.) ya que algunas especies de género Scytalidium sp. fueron
reclasificados por lo que sugiere y coincide con los los obtenidos por Crous et al. (2006) y Phillips
et al. (2013) de Crous & Slippers, Retana et al., (2018) para el género Neoscytalidium sp. lo que
indica que las colonias se describen como un hongo que forma artroconidios holoblasticos,
catenados, de paredes delgadas, pulverulentos, desarticulados, cilindrico-truncados, oblongo-
obtusos, fuscos, crassitunicados y con 0 a 2 septos. EI micelio es aéreo y exhibe una morfologia
del tipo coelomicetosa (sinasexual), el cual es inmerso, ramificado y septado. Las células
conidiogenas son discretas, determinadas o indeterminadas, hialinas, ampuliformes, lisas,
doliformes o cilindricas, que proliferan enteroblasticamente, en algunas ocasiones ocurren
engrosamientos periclinales distintivos. Las colonias del hongo son con micelio de color verde
oliva oscuro y de apariencia algodonosa Los resultados obtenidos en esta investigacion difieren

de lo anterior ya en nuestra investigacion los colores y apariencia variaron.
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Figura 12-3. Caracterizacion microscopica de Scytalidium sp. aislado de Tuna (Opuntia ficus

indica (L.) Mill) (A) Conidios en lente 20x (B-C) Antroconidios del hongo.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.

Morfotipo_4: Trichoderma sp.

El crecimiento de la colonia del genero Trichoderma sp. en medio de cultivo PDA presentd una
apariencia algodonosa de color blanco al inicio y luego tornaron répidamente a color negro
aceituna a medida que transcurria el tiempo para ambas caras de la colonia (Munsell, 2009: p.18)
(Figura 13-3.); Del mismo modo reflejo una forma rizoide con elevacién umbonada y margenes

filamentosos (Madigan, 2009, p. 321).
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Figura 13-3. Caracterizacion macroscépica de Trichoderma sp. aislado de Tuna (Opuntia ficus
indica (L.) (A) Anverso de la colonia en PDA (B) Reverso de la colonia en PDA.

Realizado por: Espinoza Marfa, 2021.

Microscépicamente, las estructuras morfoldgicas del género Trichoderma sp. mostraron hifas
hialinas tabicadas de paredes lisas. Los conididforos se manifestaron simples, no ramificados con
fialides terminales en forma cilindrica (Figura 14-3 A-C), asimismo los conidios en fialosporas
ovoides o elipsoides (Figura 14-3 B), con tonalidades ligeramente verde, aparentemente lisas,
gue se producen solas y sucesivamente se acumulan en el extremo de cada fialide para formar una
cabeza globosa (Figura 14-3 D).

Estos resultados referentes a su caracterizacion macroscépica y microscopica concuerdan a los
obtenidos por Rifai (1969), Samuel et al. (1998) y Barnett y Hunter (1999) referente al género
Trichoderma sp, indica que las colonias son algodonosas son de colores verdes con bordes
regulares. Los conidi6foros son ramificados con fialides en forma de botella y los conidios
subglobosas, de color verde palido y lisas.




Figura 14-3. Caracterizacion microscopica de Trichoderma sp. aislado de Tuna (Opuntia ficus
indica (L.) (A-C) Conioforos ramificados (B) Fialosporas. (D) Conidios.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.

Morfotipo_5: Geotrichum spp.

El crecimiento de la colonia del género Geotrichum spp. en medio de cultivo PDA present6 una
apariencia viscosa de color blanco para ambas caras de la caja Petri el anverso y el reverso (Munsell,
2009: p.18) (Figura 15-3.); Del mismo modo reflejé una forma irregular con elevacién plana y

margenes erosionado (Madigan, 2009, p. 321).

(L.) (A) Anverso de la colonia en PDA (B) Reverso de la colonia en PDA.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.

Las estructuras morfoldgicas del género Geotrichum spp. mostraron hifas hialinas, tabicadas o

septadas de forma rectangular (Figura 16-3 A), que da origen a los conidios del mismo color
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(Figura 16-3 D) a partir de artroconidios en cadenas y en forma rectangulares alargados con

extremos truncados (Figura 16-3 B-C).

Estos resultados referentes a su caracterizacion macroscopica y microscopica son similares a los
obtenidos por Barnett y Hunter (1999) y Ledn y Arosemena, (1980) referente al género Geotrichum
sp. mismo que indica el hongo posee un micelio blanco que al fragmentarse da origen a esporas

del mismo color y de forma rectangular.

Figura 16-3. Caracterizacion microscopica de Geotrichum sp. aislado de Tuna (Opuntia ficus
indica (L.) Mill) (A) Hifas septadas. (B-C) Antroconidios (D) Conidios.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.

Morfotipo_6: Cladosporium sp.

El crecimiento de la colonia del genero Cladosporium sp. en medio de cultivo PDA present6 una
apariencia aterciopelada de color gris en el anverso y color negro aceituna en su reverso (Munsell,
2009: p.18) (Figura 17-3.); Del mismo modo reflej6 una forma circular con elevacién plana y

margenes enteros (Madigan, 2009, p. 321).
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indica (L.) (A) Anverso de la colonia en PDA (B) Reverso de la colonia en PDA.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.

Microscopicamente, las estructuras morfoldgicas del género Cladosporium sp. mostraron hifas
hialinas a obscuras y septadas. Los conidi6foros ramificados y septados de color obscuro (Figura
18-3 A). Los conidios unicelulares que se presentaron en cadenas simples y cortas de forma
ovoide o elipsoide con pico conico corto en un extremo y de color olivo claro a obscuros (Figura
18-3 B-C).

Estos resultados referentes a su caracterizacion macroscopica y microscopica con concuerdan a
los obtenidos por Malone y Muskett (1964) y Ho et al. (1999), Frazier (1976). para le genero
Cladosporium sp. indicando que las colonias son de coloracion de olivaceo gris palido a olivaceo
gris oscura, polvosas. Las hifas hialinos, septados, lisos con colores hialinos. Los conidi6foros de
color olivéceo claro a olivaceo, ramificados o no ramificados cerca del &pice o parte media, rectos
lisos y septados. Los conidios obscuros con una o dos células de forma ovoide, cilindricas o

irregulares.
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Figura 18-3. Caracterizacion microscépica de Cladosporium sp. de aislado de Tuna (Opuntia ficus

indica (L.) Mill) (A) Conidioforo. (B-C) Conidios.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.

3.3. Frecuencia de los aislados fungosos asociados al cultivo de Tuna.

Los hongos con mayor frecuencia fue el género Alternaria sp., representados en su minoria por

un conjunto de aislados fangicos como Fusarium sp, Cladosporium sp., Scytalidium sp.

Trichoderma sp. Geotrichum sp., Armillaria sp. y Rhizopus sp (Tabla 3-3).

Tabla 3-3: Frecuencia de Hongos aislados obtenidos de los cladodios de Tuna (opuntia ficus

indica (L.) Mill) en las diferentes localidades de la provincia de Chimborazo.

Hongo fitopatogeno Numero aislados Porcentaje

Alternaria sp. 22 50,00
Fusarium sp. 4 9,09
Scytalidium sp. 4 9,09
No indentificados 4 9,09
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Cladosporium sp. 3 6,82
Geotrichum sp. 3 6,82
Cladosporium sp. 3 6,82
Rhizopus sp. 1 2,27
Armillaria sp. 1 2,97
Realizado por: Espinoza Maria, 2021.

H Armillaria sp.

B Fusarium sp.

1 Scytalidium sp.

B Trichoderma sp.
W Alternaria sp.

1 Geotrichum sp.
B Cladosporium sp.
H Rhizopus sp.

B No indentificados

Gréfico 4-3. Frecuencia de Hongos aislados obtenidos de los cladodios de tuna (Opuntia ficus
indica (L.) Mill) en las diferentes localidades de la provincia de Chimborazo.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.

El género Alternaria sp. se representd con la mayor prevalencia (50%) en todas las muestras
obtenidas en las diferentes localidades (Grafico 4-3), seguidos por una prevalencia media de los
diversos géneros, Fusarium sp. con el 9,09 %, Scytalidium sp. el 9,09%. y el 9,09% para hongos
no identificados; Consecutivamente tenemos los géneros Cladosporium sp. con el 6,82%,
Geotrichum sp. el 6,82%, Trichoderma sp. con el 4,55%, Armillaria sp. el 2,27% y finalmente el

género Rhizopus sp con el 2,27%.

La prevalencia del género Alternaria sp. es mayor debido a que es un hongo fitopatégeno con
gran importancia causante de dafios en cladodios y frutos que tiene la capacidad por si solo de
causar enfermedades en varias plantas de la familia Solanaceae y cactaceas (Nabahat et al, 2016, p.

12), capaz de debilitar a la planta y convertirlos en un blanco féacil para el ingreso del saprofito
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Cladosporium sp (Bosquez, 2018, p.6). También se debe principalmente a que muchas de las especies
de Alternaria sp. se han reportado como saprofito debido a heridas, las cuales son producto de las
podas consecutivas, ademas, en la plantacion se encuentran insectos principalmente hemipteros
que provocan lesiones al alimentarse. Asimismo, el crecimiento y roce entre los cladodios generan

dafio mecanico que facilita el ingreso de patdgeno (Retana, 2018, p.18).

100%
90% B No indentificados
80% W Rhizopus sp.
70% W Cladosporium sp.
60% Geotrichum sp.
50% W Alternaria sp.
40% W Trichoderma sp.
30% Scytalidium sp.
20% W Fusarium sp.
10% W Armillaria sp.

0%
Tunshi Espoch Alacao Chingazos

Grafico 5-3. Frecuencia relativa a nivel de género obtenidos de los cladodios de tuna (Opuntia
ficus indica (L.) en las diferentes localidades de la provincia de Chimborazo.

Realizado por: Espinoza Maria, 2021.

La frecuencia relativa con valores altos correspondié al género Alternaria sp. (50%) encontrado
mayoritariamente en las localidades de la Espoch (71,4%), seguido por Tunshi (56,3%), Alacao
(50%) y Chingazos (27,3%). Por otra parte, los valores mas frecuentes para el género Fusarium
sp. (9,09%) los valores mas alto se registro en la localidad de Tunshi (18,8%) y Chingazos (9,1%),
mientras que para las localidades de Espoch y Alacao no se encontrd de este género. Por otro
lado, el género Scytalidium sp. (9,09%) se present6 con valor mas alto en la localidad Tunshi
(18,8%) y Espoch (14,3%), mientras que para las localidades de Chingazo y Alacao no se
encontré microorganismo de este género, consecutivamente tenemos los géneros Cladosporium
sp. (6,82%), encontrado solo en la localidad Chingazos (27,3%) y para las localidades de Espoch,
Tunshi y Alacao no se encontrd microorganismo de este género, para el género Geotrichum sp.
(6,82%) encontrado mayoritariamente en la localidad los Chingazos (18,2%) y Alacao (10%)
mientras que para las localidades de Tunshi y Espoch no se encontr6 microorganismo de este
género, Trichoderma sp. (4,55%), presentd con valor mas alto en la localidad Alacao (20%)

mientras que para las localidades de Chingazo, Espoch y Alacao no se encontré microorganismo
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de este género, para Armillaria sp. el (2,27%) pfue representado mayoritariamente por la localidad
Tunshi (6,3%) y mientras que para las localidades de Chingazo Espoch y Alacao no se encontrd
este género, para le género de Rhizopus sp (2,27%) presentd con valor mas alto en la localidad
Chingazos (9,1%) mientras que para las localidades de Tunsho Espoch y Alacao no se encontro
microorganismo de este género, Finalmente los microorganismos fungicos no identificados
(9,09%) encontrandose en las localidades de Alacao (20%), Espoch (14,3%) y Chingazos
(9,01%).
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CONCLUSIONES

1. Los sintomas y signos asociados a los cladodios de tuna se determinaron en las diferentes
localidades de la provincia de Chimborazo, mediante el agrupamiento de 5 tipos, el sintoma
A por areas necréticas de coloracion negruzca, sintoma B necrosis con depresion desde el
centro de forma circular y presencia de exudados de color cremas a blancos, el sintoma C
por clorosis y areas negruzcas, sintoma D necrosis irregular con agrietamientos de color
marrén a blanco y sintoma E presencia de puUstulas anaranjadas; siendo el sintoma D que
presento los valores mas altos de incidencia a nivel planta con el 86,8%, el 37,4% a nivel

cladodio y de severidad el 48,6% respectivamente a nivel de cladodio.

2. Se obtuvo un total de 44 aislados de microorganismos fungosos a partir de cladodios de tuna
con sintomatologia externa visibles ubicados en las localidades productoras de Tunshi,
Chingazos, Alacao y la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. La sintomatologia
estudiada en los cladodios se manifestd principalmente por areas necrdticas, manchas
cloréticas, hendiduras, pustulas y presencia de halos de colores grises, cafés oscuros, negros

Y naranjas.

3. Se identificO y caracteriz6 morfolégica y culturalmente diferentes microorganismos
fungosos en cladodios de Tuna como el género Alternaria sp. que se representd con una
prevalencia del 50%, seguidos por Fusarium sp. con el 9,09 %, Scytalidium sp. el 9,09%,
Cladosporium sp. con el 6,82%, Geotrichum sp. el 6,82%, Trichoderma sp. con el 4,55%,
Armillaria sp. el 2,27% Rhizopus sp. con el 2,27% y finalmente el 9,09% para hongos no

identificados.
4. Se cuenta con una coleccion de 44 aislados fungicos conservados a -20 °C lo mimos que

estan registrados en una base de datos en donde consta datos informativos de las muestras

colectadas.
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RECOMENDACIONES

1. Desarrollar pruebas de patogenicidad en cladodios de Tuna para determinar la
patogenicidad y agresividad de los hongos obtenidos en este estudio y corroborar la

sintomatologia externa de cada aislado fungico.

2. Se recomienda realizar andlisis moleculares de los hongos encontrados para verificar su

identificacion morfologica y llegar a nivel de especie.
3. Probar otros medios de cultivo y diferentes condiciones de incubacion para lograr la

esporulacion y consecuentemente identificar los hongos no identificados en la presente

investigacion.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Aislamiento: Proceso de separacion de un microrganismo a partir de su hospedante o ambiente y

su cultivo en un medio nutritivo (Ulloa et al., 2006, p.14).

Agar: Sustancia similar a la gelatina obtenida de algas marinas y utilizadas para solidificar

medios de cultivo en los que se cultivan y estudian los microrganismos (Marquez Dévila et al, 2021).

Agrietamiento: Aparicion o formacion de grietas en una superficie (Marquez Davila et al, 2021).

Artroconidio/a: Tipo de conidio holoartico que se caracteriza por la conversion de un elemento
hifal preexistente, de crecimiento determinado, que se desprende por desarticulacion, como ocurre

en Geotrichum. Sin. de artrospora (Ulloa et al., 2006, p.37).

Aseptado: Una hifa o una espora sin septos. Anténimo de septado (Marquez Davila et al, 2021).

Cancro: Lesion necrotica y con frecuencia hundida, en el tallo, rama de una planta (Marquez Dévila
et al, 2021).

Caracterizacion: Es una fase descriptiva con fines de identificacion de los componentes,
acontecimientos, actores, procesos y contexto de una experiencia, un hecho o un proceso (Sanchez
, 2010, p.26).

Cénico: Relacionado con el cuerpo geométrico que tiene forma de cono (Marquez Davila et al, 2021).

Conidio: Espora fungica asexual nucleada, inmdvil que se desarrolla externamente o se libera de

la célula a partir de un conidiéforo (Marquez Davila et al, 2021).

Conidio6foro: Hifa simple o ramificada, que se especializan en la produccién de esporas

asexuales, la cual se forman una o mas conidios (Ulloa et al., 2006, p.121).

Conservacion: Es mantenerlo viables por tiempos prolongados (Marquez Davila et al, 2021).

Clorosis: Alteracion de la pigmentacion (generalmente amarillamiento) de los tejidos

normalmente verdes, debido a la destruccion de la clorofila o a la imposibilidad de sintetizarla
(Marquez Davila et al, 2021).



Desinfectacion: Que desinfecta o es capaz de desinfectar. Agente quimico o fisico que destruye

los microorganimos infecciosos o0 patdgenos (Ulloa et al., 2006, p.152).

Endofito/ta: Hongo que vive dentro de tejidos vegetales sin mostrar signos externos de su
presencia, como ciertos parasitos fungicos de pastos, los cuales son téxicos para los alimentas que

se alimentan (Ulloa et al., 2006, p.77).

Enfermedad: Cualquier desviacion de lo normal debida a la accidn de un agente patdgeno o de

un factor ambiental adverso que afecta a una planta y conduce al desarrollo de sintomas (Marquez
Davila et al, 2021).

Epidermis: La capa superficial de las células presente en las partes de la planta (Marquez Dévila et
al, 2021).

Especie: Un grupo de individuos morfolégicamente similares, capaces de reproducirse de manera
sexual o definido por similitud de secuencias de ADN. El nombre de una especie corresponde a

un binomio (Marquez Dévila et al, 2021).

Espora: Pequefia unidad de propagacion, unicelular o multicelular, asexual o sexual, movil o

inmovil, que es capaz de originar un nuevo individuo (Ulloa et al., 2006, p.202).

Fialide: Tipo de célula conididégena, de forma de botella que producen conidios blasticos
(fialoconidios o fialosporas) en sucesion basipeta a partir de un locus (monofialide; con una
abertura) o varios loci (polifialide) sin que haya aumento de la longitud de la fidlide misma (Ulloa
etal., 2006, p.236).

Fialospora: Espora de reproduccién asexual formada por abstriccidn en el apice de la fidlide; se

aplica principalmente a los estados conidiales y espermaciales de hongos (Ulloa et al., 200,: p.202).

Fitopatdgeno: Microrganismo que genera enfermedades en las plantas (Marquez Davila et al, 2021).

Hifa: Ramificacion estructural simple de un micelio de hongo (Ulloa et al., 2006, p.286).

Hendidura: Abertura estrecha, alargada y poco profunda en una superficie (Marquez Davila et al,
2021).

In vitro: In vitro: en cultivo; fuera del hospedante (Marquez Davila et al, 2021).



Incidencia: es el nimero de casos nuevos de una enfermedad en una poblacion determinaday en

un periodo determinado (Marquez Dévila et al, 2021).

Macroconidios: Conidio o espora de reproduccion asexual, encorvado y sigmoide, que se
distingue del microconidio tanto por su mayor tamafio como por ser multicelular (Ulloa et al., 2006,
p.352).

Macroscopico: que puede observarse sin ayuda de un lente de aumento o0 un microscopio (Marquez
Davila et al, 2021).

Medio de Cultivo: medio nutritivo preparado en el que se cultivan microorganismos o células

vegetales (Marquez Davila et al, 2021).

Micelio: Conjunto o masa de hifa que constituye el cuerpo vegetativo o talo del hongo (Ulloaetal.,
2006, p.364).

Microconidos: Conidio pequefio, generalmente unicelular. En los hongos conidiales los conidios

funcionan como esporas asexuales (Ulloa et al., 2006, p.376).

Microscopico: muy pequefio. // Que puede observarse s6lo mediante el microscopio (Marquez
Davila et al, 2021).

Monofialide: Se aplica a una fialide (célula conidiégena) que tiene un solo sitio o locus a través

del cual se producen los conidios. Sin. monofialide. (Ulloa et al., 2006, p.352).

Morfotipo: consiste en el tipo morfoldgico que caracteriza a un grupo determinado de organismos
(Marquez Davila et al, 2021).

Necrosis: Muerte de las células y decoloro extensos de un organismo por procesos patolégicos
(Marquez Davila et al, 2021).

Patdgeno: Parasito 0 agente que causa la enfermedad (Marquez Dévila et al, 2021).

Pustulas: Pequefia elevacion de la epidermis en forma de ampolla creada cuando las esporas se

forman debajo y empujan hacia afuera (Marquez Davila et al, 2021).

Purificacion: : El aislamiento y concentracion de particulas virales en forma pura, libre de



componentes celulares (Marquez Davila et al, 2021).

Saprdfito: Organismo que se nutre de los desechos o tejidos muertos de otro y desempefia un

papel clave en el reciclaje natural de los minerales (Marquez Davila et al, 2021).

Severidad: Es el porcentaje de la superficie del 6rgano enfermo, ya sea de hojas, tallos, raices o
frutos afectado por la enfermedad y varia entre 0y 100. El ejemplo tipico de esta forma de estimar
la enfermedad es el que se utiliza para evaluar manchas foliares (Marquez Davila et al, 2021).

Septado: Que tiene tabiques 0 septos (Marquez Davila et al, 2021).

Sintoma: Manifestacién visible en la planta del proceso de la enfermedad. Expresada mediante

cambios morfoldgicos o fisioldgicos (Marquez Davila et al, 2021).

Sintomatologia: Parte de la patologia vegetal que estudia los sintomas de las enfermedades, asi

como la etiologia estudia sus causas (Marquez Davila et al, 2021).

Signo: Caracteristicas de un patdgeno o sus partes o productos que se observan sobre una planta

hospedante (Marquez Davila et al, 2021).

Taxonomia: Ciencia de la clasificacion de los organismos vivos (Marquez Davila et al, 2021).
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ANEXOS

ANEXO A: COLECTA DE CLADODIOS DE TUNA ENFRMOS EN LAS DIFERENTE LOCALIDADES DE LA PROVINCIA DE
CHIMBORAZO.
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ANEXO B: ESQUEMA DE AISLSAMIENTO DE MICROORGANISMOS A PARTIR DE CLADODIOS DE TUNA ENFERMOS

Cladodio con lesiones sintomatoldgico Cortes de 5-8 mm del tejido enfermo Segmentos de cladodio enfermo en medio estéril Trasferencia de micelio

>

s e e o =
Observacion a nivel microscopico Realizacion de placas de portaobjetos

Colonia pura en medio

Incubacion de cajas Petri



ANEXO C: ESQUEMA DE CONSERVACION DE AISLADOS FUNGICOS
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ANEXO D: ESQUE MA DESARROLLO DE MICROCULTIVOS




ANEXO E: RESUMEN DE PROCESAMIENTOS MUESTRAS DE CLADODIOS DE TUNA.
LOCALID | CODIGO RE PROCESAMIENTO DE MUESTRAS IDENTIFICACION
AD P. | 'CLADOD | ESTER |CAMA [ANVER | REVERSO PLAC
10 EO RA SO CULTIVO AS
HUME | CULTI | pyrO
TUNSHI Tuna_Tun P_ | A Alternaria sp.
001
B Alternaria sp.
Tuna_Tun P_ | B Alternaria sp.
002
Tuna_Tun_P_ | A Alternaria sp.
003
B Armillaria sp.
Tuna_Tun P_ | A Alternaria sp.

004




Fusarium sp.

Tuna_Tun_P_
005

Alternaria sp.

Alternaria sp.

Tuna_Tun_P_
006

Alternaria sp.

Scytalidium sp.

Tuna_Tun_P_
007

Alternaria sp..

Tuna_Tun P_
008

Scytalidium sp.

Tuna_Tun_P_
009

Fusarium sp.




5. Scytalidium sp.

6.  Fusarium sp.

ALACAO | Tuna Alac 0 | A
13

17. Trichoderma

Trichoderma

Tuna_Alac 0 | A
17

20. NO
IDENTIFICADO

Tuna Alac 0 | A
18

21. Alternaria sp.

22. Alternaria sp.




Tuna_Alac 0
19

23. Alternaria sp.

Tuna_Alac 0
21

24. Alternaria sp.

Tuna_Alac 0
24

25. Alternaria sp.

ESPOCH

Tuna_E_026

26. Geotrichum sp.

27. Alternaria sp.

Tuna_E_027

28. Scytalidium sp.

Tuna_E_029

29. Alternaria sp.

30. NO IDENTIFICADO




% 31.Alternaria sp.

Tuna E 030 | A 32. Alternaria sp.

33. Alternaria sp.

CHINGAZ | Tuna Ching_ | A

(ON] 01 34. Alternaria sp.

35. Alternaria sp.

Tuna_Ching_ | B
02

36. Cladosporium sp.

Tuna_Ching_ | A

J LS 37. Cladosporium sp.
03 R/

38. NO
IDENTIFICADO

Tuna_Ching_ | A
04




Tuna_Ching_ | A - . 39. Cladosporium sp.
05
Tuna_Ching_ | A -
06 40. Alternaria sp.
Tuna B - -
il Geotrichum sp.
Dr. - -
FRUTOS _ Geotrichum sp.
Tuna R1 - -
. Rhizopus sp.
Tuna R2 - -
__ Fusarium sp.




ANEXO F:

RESUMEN DE MORFOTIPOS DE LA CARACTERIZACION MACROSCOPICA DE LOS AISLADOS FUNGICOS.

CARACTERIZACION CULTURA

LOCALID —
AD ) RE Elevacié Color
CODIGO P. |Forma n Margen Anv. Color Color Rev. Color
Umbona 10YR
Tuna_Tun_P_O| A |lrregular |da Ondulado |8/2 gris claro
01 7,5YR
B |Circular |Convexa |Erosiano |8/2 gris amarillo naranja
Tuna_Tun_P_0 10YR
02 B |Circular |Convexa |Erosiano |8/2 gris claro
Umbona
Tuna_Tun_P_O| A |lrregular |da Erosiano | 2,5Y 8/2 |gris claro
03 Umbona 10YR
B |Irregular |da Erosiano | 8/8 amarillo naranja 10YR 8/9 amarillo naranja
Umbona | Filamento
Tuna_ Tun P.O| A |lrregular |da SO 2,58/3 |amarillo palido 10YR 3/4 marrén
TUNSHI - T~ - :
04 Filamento Filamento
B |sa Elevada |so 7,5R 7/1 | gris claro rojizo 7,5R 5/3 marron rojizo opaco
10YR
Tuna Tun P. 0| A |Circular |Convexa |Ondulado |8/3 amarillo ligero naranja
05 Umbona 75YR
B |Irregular |da Lobulado |7/2 gris 10YR 8/6 amarillo naranja
10YR amarillo naranja
Tuna_Tun P 0| A |Circular |Elevada |Erosiano |7/2 apagado 10YR 7/3 amarillo apagado
06 75YR
7,5 | Circular |Plana Erosiano | 7/8 amarillo naranja 75 YR 7/8 amarillo naranja
Tuna Tun P 0O Umbona 7,5YR
07 A |lrregular |da Ondulado |7/2 gris 10YR 8/6 amarillo naranja




Tuna_Tun_P_0O

08 B |Circular |Elevada |Ondulado |2,5Y 8/1 |BLANCO 10YR 8/6 amarillo naranja
Filamento Filamento
Tuna_ Tun P 0| A |sa Elevada |so 2,5Y 8/1 |BLANCO 10YR 8/3 amarillo ligero
09 B |Circular |Elevada |Ondulado |2,5Y 8/1 | BLANCO 10YR 8/3 amarillo ligero
C |Irregular |Plana Lobulado |10R 5/8 |rojo 10R 5/8 rojo
Umbona | Filamento negro
Tuna_Alac 01 | A |Rizoide |da o) 5Y 3/2 |aceituna 5Y 3/2 negro aceituna
3 Umbona | Filamento negro
B |Rizoide |da S0 5Y 3/2 aceituna 5Y 3/2 negro aceituna
Tuna_Alac 01 | A |lrregular |Elevada |Erosiano |2,5Y 8/6 |amarillo bajo 5YR 5/8 marron
7 B |Irreqular |Elevada |Erosiano |2,5Y 8/6 |amarillo bajo 5YR5/8 marron
Tuna Alac 01 | A |Circular |Convexa |Ondulado |2,5Y 6/2 |amarillo grisaceo 2,5Y 6/6 marron brillante
ALACAO 8 B |Circular |Elevada |Ondulado |2,5Y 8/1 |grisclaro 2,5Y 3/1 negro parduzco
A |Circular |Elevada |Ondulado |2,5Y 7/4 |amarillo 2,5Y 5/3 gris amarillento
Tuna_Alac_01 .
- 9 - Filamento
B | Circular |Convexa |so 2,5Y 8/1 |BLANCO 2,5Y 3/1 negro parduzco
Tuna_Alac 02
1 B |Circular |Elevada |Entero 2,5Y 8/1 | BLANCO 2,5Y 3/1 negro parduzco
Tuna_Alac 02
4 A | Irregular |Plana Erosiano |2,5Y 8/1 |BLANCO 2,5Y 8/1 BLANCO
10YR amarillo naranja amarillo naranja
Tuna E 026 A C_ircular Elevada |Erosiano |6/4 apagado 10YR 6/4 apagado
- = Filamento
B |sa Elevada |Erosiano |2,5Y 8/1 |BLANCO 2,5Y 8/1 BLANCO
ESPOCH Umbona
UIEL S0/ B |Circular |da Erosiano | 2,5Y 6/2 | amarillo grisaceo 2,5Y 6/2 amarillo grisaceo
Filamento
Tuna_E 029 A |[sa Elevada |Erosiano |2,5Y 8/1 |BLANCO 2,5Y 8/1 BLANCO
B |Circular |Elevada |Ondulado |5Y 6/1 |gris 5Y 6/1 gris




A |Circular |Elevada |Ondulado |2,5Y 6/2 |amarillo grisaceo 2,5Y 6/2 amarillo grisaceo
Tuna_E 030 Fore gley
B |Circular |Convexa |Ondulado |5Y 8/1 |grisclaro 4/10GY negro verdoso
Tuna_Ching_ 0| A |Irregular |Elevada |Ondulado |5B 7/1 | gris azulado claro 7,5Y 3/1 negro aceituna
1 B |Irregular |Elevada |Ondulado |5B 7/1 gris azulado claro 7,5Y 3/1 negro aceituna
Tuna_Ching_0
2 B |lIrregular |Plana Entero 10Y 5/2 | gris aceituna 10Y 2/1 negro
Tuna_Ching_0
CHINGAZ 3 A |lrregular |Plana Entero 10Y 5/2 | gris aceituna 10Y 4/1 gris
(ON} Tuna_Ching 0 10YR
4 A | lrregular |Plana Ondulado |4/3 marrén amarillento | 10YR 4/3 marrén amarillento
Tuna_Ching_0
5 A |[Circular |Plana Entero 7,5Y 5/1 |gris 7,5Y 3/1 negro aceituna
Tuna_Ching_0 Umbona
6 A |lrregular |da Entero 7,5Y 8/2 | BLANCO 7,5Y 8/2 BLANCO
Tuna_B A | Circular |Plana Erosiano |2,5Y 8/1 |BLANCO 2,5Y 8/1 BLANCO
Tuna_Dr A | Circular |Plana Erosiano |2,5Y 8/1 |BLANCO 2,5Y 8/1 BLANCO
FRUTO Tuna_R1 A |Rizoide |Elevada |Erosiano |5Y 8/3 |amarillo pélido 5Y 8/3 amarillo palido
Filamento Filamento
Tuna_R2 A |sa Plana S0 5YR 8/1 | gris ligero 5YR 8/1 gris ligero




ANEXO G:

RESUMEN DE NUMERO

LOCALIDAD.

DE AILADOS FUNGICOS

NO

Hongo fitopatogeno

Tunshi

Espoch

Alacao

Chingazos

Armillaria sp.

Fusarium sp.

Scytalidium sp.

Trichoderma sp.

Alternaria sp.

Geotrichum sp.

Cladosporium sp.

Rhizopus sp.
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