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RESUMEN

La presente investigacion se plante6 como objetivo general determinar la diversidad de la
microbiota fungica en plantaciones de Tuna (Opuntia ficus indica (L.) Mill.) en la Provincia
Chimborazo. Para la realizacion del estudio se recolectaron 18 muestras de cladodios que fueron
subdivididos hasta obtener 54 muestras que presentaban lesiones caracteristicas por
microorganismos fungicos y otros aparentemente asintomaticos. Adicionalmente se colecto una
muestra de suelo por localidad. Se realizaron aislamientos directos e indirectos de los agentes
microbianos flngicos, asi como la caracterizacion a nivel cultural mediante la observacion directa
y la descripcién de las colonias formadas en los medios de cultivo PDA y Agar Malta modificado.
Luego se procedié a la caracterizacion molecular partiendo de los cultivos puros aislados
mediante replicados sucesivos. Las conclusiones obtenidas determinaron que las mayores
variedades de microorganismos fungosos en los cladodios de tuna fueron del género Epicoccum,
Fusarium, Clonostachys, Alternaria, Penicillium, Colletotrichum, Neopestalotiopsis, Hypoxylon,
Nigrospora, Lasiodiplodia, presentando sintomas como necrosis, manchas cloréticas, hendiduras,

pustulas y halos de colores.

Palabras clave: <MICROORGANISMOS FUNGICOS>, <TUNA (Opuntia ficus indica (L.)
Mill.)>, <CARACTERIZACION>, <CHIMBORAZO (PROVINCIA)>, <ASILAMIENTO>,
<SINTOMATOLOGIA>, <AGENTES CAUSALES>, <HONGOS>.

0752-DBRA-UPT-2024
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ABSTRACT

This investigation aimed to determine the diversity of the fungal microbiota in plantations of
prickly pear (Opuntia ficus indica (L.) Mill.) in Chimborazo Province. For the study, 18 samples
of cladodes were gathered and subdivided in order to get 54 samples which showed particular
lesions by fungal microorganisms and other apparently asymptomatic ones. In addition, one soil
sample was gathered per locality. Direct and indirect isolations of the fungal microbial agents
were carried out, as well as characterisation at the cultural level by direct observation and
description of the colonies formed on PDA and modified Malta Agar culture media. Molecular
characterisation was then carried out because of the pure cultures isolated by means of successive
replicates. The conclusions obtained determined that the major strains of fungal microorganisms
on prickly pear cladodes were Epicoccum, Fusarium, Clonostachys, Alternaria, Penicillium,
Colletotrichum, Neopestalotiopsis, Hypoxylon, Nigrospora, Lasiodiplodia, showing symptoms

such as necrosis, chlorotic spots, clefts, pustules and coloured halos.

Key words: <FUNGAL MICROORGANISMS>, <PRICKLY PEAR (Opuntia ficus indica (L.)
Mill.)>, <CHARACTERISATION>, <CHIMBORAZO (PROVINCE)>, <ISOLATION>,
<SYMPTOMATOLOGY>, <CAUSAL AGENTS>, <FUNGI>.
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INTRODUCCION

La tuna o nopal llamada cientificamente Opuntia ficus indica (L.) Mill., es una planta xer6fica
nativa de América que pertenece a la familia de las cactaceas y a la subfamilia opuntioideae (Erazo
et al., 2021). A nivel mundial, México es el pais que cuenta con la mayor produccion de esta
planta; aunque en la actualidad en diferentes paises de América la produccién de la tuna se ha
incrementado debido al aumento del consumo principalmente por sus altos valores nutricionales

y su implementacion en usos medicinales (Erazo et al., 2021).

En Ecuador el cultivo de tuna evidencia un incremento productivo debido a la alta demanda de su
fruta y a las recientes exportaciones del producto. Las provincias con mayor produccién de tuna
son Imbabura, Loja, Santa Elena y Tungurahua (Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG), 2017). En
Chimborazo también se ha incrementado la produccién de tuna en algunos sectores como Santa
Rosa de Guano, Miraflores, Chingazo Alto, Chingazo Bajo, Alacao, Tunshiy otros (Chamorro y
Erazo, 2019). En cada uno de estos sectores se pueden apreciar diferentes variedades de tuna,

cuya variacién depende principalmente de las caracteristicas ambientales y climaticas de la region
(Ministerio de Agricultura'y Ganaderia (MAG), 2017).

A pesar de este aumento en la produccion, a nivel nacional se evidencia cierto desconocimiento
y falta de investigacion técnica asociada con el cultivo de las diferentes variedades de tuna
(Chamorro y Erazo, 2019). ES por esta falta de conocimiento técnico que se pueden apreciar diferentes
problemas a nivel sanitario en los cultivos, siendo la principal problematica la aparicion de
agentes patdgenos como hongos y bacterias, que perjudican la produccion. Estos agentes
ocasionan una serie de sintomas como manchas, cambios en la coloracién, adelgazamiento de los
cladodios, entre otros, que afectan notablemente la apariencia, sabor y crecimiento de la planta 'y

de los frutos (Espinoza et al., 2023).

De acuerdo con esto, el presente estudio buscé analizar y caracterizar la diversidad de la
microbiota fungica que se encuentra en plantaciones de Tuna en tres localidades de la Provincia

de Chimborazo, para contribuir con los procesos de investigacion asociados al cultivo de la tuna.



CAPITULO I

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1  Planteamiento del problema

Se desconoce cudl es la microbiota flngica presente en los cultivos de tuna en las diferentes
localidades de la Provincia de Chimborazo. El Ecuador alberga una gran diversidad genética y
variabilidad fenotipica del fruto de tuna (Opuntia ficus indica (L.) MILL.), este posee una gran

importancia tanto cultural como econdmica en la soberania alimentaria del pais.

1.2  Objetivo

1.2.1  Objetivo general

Determinar la diversidad de la microbiota fingica en plantaciones de Tuna (Opuntia ficus indica

(L.) Mill.) en la Provincia Chimborazo

1.2.2  Objetivo especifico

e Analizar la diversidad de la microbiota flngica asociada a plantaciones de Tuna (Opuntia
ficus-indica (L.) Mill.) en la provincia de Chimborazo.
e Caracterizar la microbiota flngica en plantaciones de Tuna (Opuntia ficus-indica (L.) Mill.)

en la provincia de Chimborazo.

1.3 Justificacion

La investigacion cientifica asociada a la microbiota fungica que afecta el cultivo de tuna es
indispensable para comprender y abordar los retos que enfrenta esta actividad agricola en la
actualidad. El cultivo de tuna, ha adquirido una especial importancia en la actualidad, debido al
fortalecimiento de la economia y el reciente interés de la sociedad en mantener una alimentacion
saludable y balanceada (Paucara y Del Castillo, 2021). A pesar de esto, la produccién de tuna puede
verse amenazada por los cambios climéaticos y ambientales que inciden en la aparicion de algunas
enfermedades de tipo flngicas que pueden ocasionar dafios significativos en los cultivos y a su

vez, afectar la seguridad alimentaria y los medios de subsistencia de las comunidades agricolas
(Alvarado y Santin, 2017).



La identificacién y caracterizacion de la microbiota flngica que afectan al cultivo de tuna son
elementos fundamentales para desarrollar estrategias adecuadas de manejo y control de
enfermedades efectivos que contribuyan al mantenimiento y conservacioén de los cultivos.
Ademas, favorece la comprension y estudio de la biologia de estos hongos, permitiendo evaluar
su impacto en la produccion. De esta forma, se pueden encontrar soluciones innovadoras y

sostenibles en el tiempo.

La investigacién en este campo no solo contribuye al conocimiento cientifico del cultivo, sino
que también tiene aplicaciones directas en la agricultura, al proporcionar las herramientas
pertinentes para prevenir y mitigar la propagacion de patdgenos fungicos en los cultivos de tuna.
Al mismo tiempo que, contribuye a mejorar la resiliencia de las comunidades agricolas al
desarrollar variedades resistentes a ciertas enfermedades y promueve practicas de manejo

adecuadas.

1.4  Hipdtesis

1.41 Nula

Ninguna de las localidades con plantaciones de Tuna (Opuntia ficus- indica (L.) Mill.) en la

provincia de Chimborazo difieren en la diversidad de la microbiota fungica.

1.4.2 Alternativa

Por lo menos una de las localidades con plantaciones de Tuna (Opuntia ficus- indica (L.) Mill.)

en la provincia de Chimborazo difieren en la diversidad de la microbiota fungica.
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CAPITULO II

MARCO TEORICO

Cultivo de Tuna

2.1.1 Descripcidn botanica

La Opuntia ficus indica (L.) Mill. es una especie de planta cuyas caracteristicas morfologicas se

pueden resumir de la siguiente manera:

Planta arbustiva, con una longitud de 1,7 m de altura aproximadamente (Lujany Trillo, 2017).
Tallo: contiene un tallo primario que puede ser de color castafio oscuro, verde o gris. Tiene
forma cilindrica y un didametro de 20 cm aproximadamente y unos 45 cm de altura (Quynh
et al., 2024).

Cladodios: generalmente tienen forma eliptica, aunque en algunas variedades pueden ser
ovados o circulares, tienen un peso aproximado de entre 40 y 100 g. Dependiendo de su
edad pueden alcanzar una longitud de alrededor 60 cm de largo, 30 cm de ancho y uno 3
cm de grosor (Quynh et al., 2024).

Flores: las flores de la tuna son de antesis diurna, cada cladodio puede albergar alrededor
de 10 flores en la parte apical. La mayoria de las veces las flores poseen un pericarpelo
cilindrico con una medida de 5 cm de longitud, y 2 cm de didametro. Las flores poseen
estambres erectos, filamentos de color blanco o amarillo y estigma verde radiante con 7
I6bulos (Quynh et al., 2024).

Fruto: crece en los tejidos del tallo de un ovario inferior y puede variar en peso de 80 a 200
g. El fruto de la planta es turbinado, esférico o cilindrico, casi siempre de color amarillo
(Quynh et al., 2024).

Tabla 2-1: Taxonomia de la Tuna
Opuntia ficus indica (L.) Mill

Reino Plantae
Division Antophyta.

Clase Dicotileddnea.
Subclase Archyclamidea.

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

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

Fuente: Bravo y Sanchez, 1978.

Realizado por: Gavilanez, 2024.

2.1.2 Importancia del cultivo.

El cultivo de la tuna ha cobrado importancia a nivel econémico, principalmente en las zonas
rurales y &ridas, ya que su produccion puede satisfacer distintas necesidades de la poblacion
(Espinoza et al., 2023). Una de las principales caracteristicas del cultivo de tuna es su facilidad, lo que
implica que pueda ser producida y distribuida en diferentes zonas que presentan una gran variedad
de climas y condiciones que, no es favorable para otras especies. Es por esto, que se pueden

encontrar cultivos de tuna en diversas regiones de América, Africa, Asia, Europa y Oceania (Lujan
y Trillo, 2017).

Dentro de los principales usos de este cultivo, se relaciona con las propiedades nutricionales y
medicinales que posee (Paucaray Del Castillo, 2021). La cosecha de sus frutos y cladodios es apta para
el consumo siendo empleado principalmente como verduras aportando a la dieta minerales como
el calcio, fosforo, potasio, selenio, cobre, zinc, ademéas de vitamina C. Sus cladodios, también
pueden ser utilizados con diferentes fines agricolas y comerciales, entre los que se pueden
mencionar su uso como alimento para ganado bobino y como habitat para el crecimiento y
produccidn de la cochinilla del carmin Dactylopius coccus C (Espinoza et al., 2023). Del mismo modo,

se pueden emplear sus partes como ingredientes para preparaciones antidiabéticas y diuréticas
(Alvarado y Santin, 2017).

2.1.3 Condiciones edafoclimaticas

Las condiciones climaticas y del suelo son elementos esenciales para que prospere el cultivo de
tuna, este conjunto de caracteristicas es denominado condiciones edafoclimaticas. Dentro de estas
condiciones, se incluyen variables como la altitud de la regién, las pendientes que poseen las
zonas de cultivo, las texturas y caracteristicas propias del suelo, la ubicacién geogréfica, entre
otras. Todos estos, son elementos que afectan el desarrollo de la planta que puede producirse en

un periodo de entre 59 a 150 dias (Espinoza et al., 2023).



e Altitud: el cultivo de la tuna requiere una altitud aproximada de 800 y hasta los 2 600 de altura
sobre el nivel del mar (Granata et al., 2018). Esta altitud y las zonas de produccién puede incidir
en que el clima sea de tipo Templado subhimedo.

o Temperatura: latemperatura aproximada para el cultivo debe ubicarse en un promedio de entre
6- 28°C (Granata et al., 2018).

¢ Precipitacién: aungue el cultivo de tuna puede darse en zonas aridas, la precipitacion promedio
puede oscilar entre los 300 y 700 mm de lluvia anual (Granata et al., 2018).

e Topografia: el cultivo de tuna puede darse en terrenos planos y valles, aunque es mas comun
observar estos cultivos en laderas con fuertes pendientes (Granata et al., 2018).

e Suelo: el suelo idoneo para el cultivo de tuna es aquel que posee textura franca, es decir, que
no sea arenoso ni arcilloso, sino calcareos con buen drenaje y con poca profundidad. EI pH

apropiado es preferiblemente alcalino, de entre 6,5y 8,5 Ph (Granata et al., 2018).

2.1.4 Plagasy enfermedades

La tuna puede sufrir varias enfermedades bioticas y abidticas, que se pueden presentar en
cualquier regién donde se cultiva por la presencia de agentes patdgenos y de las condiciones
climéticas; y bioticos, causados por organismos vivos como hongos, levaduras, bacterias,
fitoplasmas y otros (Zimmermann y Granata, 2002). En el caso de la tuna, la mayoria de las
enfermedades son producidas por hongos. En total, la tuna puede sufrir aproximadamente 22
enfermedades que pueden ser de tipo fungosas, bacterianas y virales (zimmermann y Granata, 2002).

Algunas de las enfermedades que se pueden presentar en el cultivo son las siguientes:

e Roya (Aecidium spp.): esta enfermedad se manifiesta con viruelas esféricas de coloracion
amarillenta, tanto en las pencas como en los frutos, ocasionando un orificio en el cladodio
(Granata et al., 2018).

e Pudricion de la raiz (Armillaria mellea, Sclerotinia spp., Phytophthora spp.): esta enfermedad
es producida por hongos que afectan el sistema radicular de la planta. Suele presentarse con
marchitamiento o arrugamientos de los cladodios (Granata et al., 2018).

e Enfermedad dorada o macula de oro (Alternaria spp.): esta enfermedad se presenta con
sintomas como anillos en los cladodios de diferentes tonalidades que van desde el olivo al
dorado. La aparicion de estos anillos disminuye la accion fotosintética (Granata et al., 2018).

e Descomposicién acuosa (Phytophthora cactorum): al presentarse esta enfermedad, la planta
empieza a experimentar espacios blandos y putrefaccion del fruto (Granata et al., 2018).

e Maécula gris (Phytophthora spp. y Mycosphaerella spp.): esta enfermedad se presenta con

rotura de la epidermis del cladodio acompafiada de necrosis (Granata et al., 2018).
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e Bacteriosis 0 Descomposicion pastosa (Erwinia spp.): los sintomas de esta enfermedad se
pueden apreciar desde el &pice hasta la base del cladodio. Los sintomas que se observan son
que la epidermis del cladodio se vuelve suave y pastosa, hasta volverse una macula redonda
de color marrén con bordes himedos. Posteriormente se presentan exudados amarillentos con
fetideces (Granata et al., 2018).

« Virosis: la enfermedad se presenta con una prominencia en el cladodio y detrimento de la

tonalidad verde de la planta, asi como la evidente disminucion de retofios y flores (Granataetal.,
2018).

Del mismo modo, se pueden presentar algunas plagas que atacan a los cultivos de tuna, y que son
las principales responsables del desarrollo de estas enfermedades. Algunas de estas plagas son las

siguientes:

¢ La grana cochinilla (Dactylopius opuntiae), esta plaga se caracteriza por presentar un cuerpo
blando con estructuras cuticulares. Estas estructuras, son las responsables de excretar una cera
de color blanco que envuelve el cuerpo del insecto para protegerlo de las condiciones
ambientales y de los depredadores. El dafio que origina esta plaga en la planta, es la clorosis
de los cladodios, debilitando a la planta y provocando la caida prematura de los frutos. Una

alta cantidad de esta plaga puede ocasionar la muerte de la planta (Granata et al., 2018).

2.1.5 Manejo Integrado

El control de plagas y enfermedades de las plantas, es necesario para identificar el tipo de
infeccién y los agentes causales que afectan a los cultivos y de esta forma atender cada caso en
particular, considerando las caracteristicas y condiciones individuales del cultivo y de la especie
(Granata et al., 2018). Este permite garantizar que los cultivos crezcan y se desarrollen en las
condiciones méas apropiadas. El principal objetivo del manejo integrado de enfermedades, es
mantener bajo el nivel de la intensidad con la que se presenta la enfermedad para evitar el riesgo

de pérdida econdmica, al igual que la disminucion del rendimiento y calidad de los cultivos
(Granata et al., 2018).

En el caso de las enfermedades que se presentan en los cultivos de tuna, el manejo esta orientado
a contrarrestar los efectos negativos de las enfermedades en las poblaciones, es decir, en la
totalidad del cultivo y no considerando las plantas de forma individual. Los métodos empleados
varian dependiendo del tipo de patdgeno, el hospedero, la relacion o interaccion que se establece
entre ambos elementos, las condiciones ambientales y climaticas, etc. (Méndez etal., 2018). Para esto,

es necesario implementar varias estrategias que permitan alcanzar los siguientes objetivos:
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eliminar o reducir lo mas posible el inéculo inicial, disminuir la tasa de infeccién de la enfermedad
y el tiempo de interaccion entre los patégenos y los hospederos, con la finalidad de reducir la

intensidad de la enfermedad (Méndez et al., 2018).

Algunos métodos de control que se suelen emplear es el uso intensivo de plaguicidas sintéticos
como el malatidn, triclorfon y paratién metilico, aunque su uso indiscriminado puede causar dafios

en la salud de los individuos al producir una alta toxicidad en los cultivos (Méndez et al., 2018).

En respuesta a este método de control, han surgido otras alternativas que implican un manejo del

cultivo més ecologico. Estos métodos son los siguientes:

« Asociacion de cultivos con caracteristicas similares y rotacion de los cultivos, con atencién al
manejo de las densidades asociadas a la produccion, asi como a las fechas de siembra (Méndez
etal., 2018).

e Empleo de controles fisicos y mecénicos, esto incluye el uso de recursos fisicos como trampas
0 barreras fisicas y naturales (Méndez et al., 2018).

¢ Implementar el control bioldgico aplicado, es decir, utilizar estrategias de conservacion para
los depredadores tanto nativos como los introducidos empleando hongos, bacterias y virus
benéficos para los cultivos (Méndez et al., 2018).

« Mejoramiento genético, esto implica utilizar en los cultivos variedades de productos que sean

mas tolerantes a las enfermedades, plagas y condiciones climaticas y ambientales (Méndez et al.,
2018).

El manejo integrado de los cultivos comprende el uso de un variado conjunto de estrategias y
técnicas alternativas que ayudan a reducir la aparicion de plagas y enfermedades sin generar dafios

0 riesgos para la produccién de los cultivos (Méndez et al., 2018).

2.2 Microbiota Patogénica

La microbiota hace referencia a la diversidad de microorganismos que habitan y colonizan el
suelo donde se realizan los cultivos de diferentes especies. Este ecosistema influye en la salud,
desarrollo y crecimientos de las especies. La microbiota patégena puede incluir una variedad de
microorganismos, como bacterias, hongos y virus, que pueden causar enfermedades en las plantas

de tuna, estos microorganismos pueden denominarse patégenas (Cisterna, 2007).

La patogenicidad se refiere a la capacidad que tiene un organismo parasito para causar dafio o



producir enfermedades al huésped. Existen distintos tipos de patdgenos, entre los que se pueden

mencionar los siguientes:

e Patdgenos potenciales facultativos, que son aquellos que pueden vivir en el huésped sin
producir ningin dafio a las especies durante algln tiempo (Cisterna, 2007). Estos
microorganismos actlan como patdgenos en ciertas condiciones, sin embargo, en otras
circunstancias pueden ser beneficiosos. En el cultivo de tuna, algunos de estos
microorganismos pueden estar presentes en la microbiota del suelo y representar un riesgo
potencial para la salud de las plantas si las condiciones son favorables para su desarrollo
patogénico (Cisterna, 2007). Algunos ejemplos de patdgenos potenciales facultativos que podrian
estar presentes en la microbiota del suelo en el cultivo de tuna incluyen Pseudomonas spp.,
Bacillus spp., Streptomyces spp.

¢ Patdgenos estrictos o patdgenos obligados, son aquellos que no estan vinculados al huésped
con la finalidad de producir dafio (Cisterna, 2007). Los patdgenos estrictos son microorganismos
que requieren de un huésped vivo para completar su ciclo de vida y causar enfermedades.
(Cisterna, 2007). Algunos ejemplos de patdgenos estrictos que podrian afectar el cultivo de tuna
incluyen: Phytophthora spp., Fusarium spp., Verticillium spp.

e Patdgenos oportunistas, son aquellos que causan dafio solo bajo determinadas circunstancias
y condiciones (Cisterna, 2007). Algunos ejemplos de patégenos oportunistas que podrian afectar

el cultivo de tuna incluyen: Rhizoctonia spp., Alternaria spp., Pythium spp.

2.3 Microbiota benéfica

La microbiota benéfica es aquella que esta relacionada con el grupo de microorganismos que se
pueden encontrar en el suelo y que no ocasionan dafios a las especies cultivadas. Las diversas
especies microbianas gue se encuentran en los suelos pueden afectar positivamente los procesos
biolégicos que ocurren en estos (Leivay Morocho, 2019). ES a partir de estos, que los cultivos obtienen
multiples beneficios que pueden incluir la disminucion de alteraciones exdgenas que contribuyen
con el crecimiento vegetal, al mismo tiempo que promueven la actividad de biocontrol, la

produccidn de nutrientes, entre otros (Cruz et al., 2021).

La implementacién de estos microorganismos en los cultivos depende de varios factores como la
calidad del suelo, las condiciones climaticas, las formas de cultivo, entre otras. Los beneficios
que pueden ofrecer son la mejora en la retencién del agua, aumento de la materia organica en el
suelo que contribuye con el equilibrio i6nico (Leiva y Morocho, 2019). Al ser empleados, la

germinacion de las semillas es méas favorable, el crecimiento y desarrollo de los frutos se



incrementa, asi como la reproduccion de las plantas. lgualmente contribuye a mejorar las

condiciones fisicas y quimicas de los suelos (Cruz et al., 2021).

Algunos ejemplos de estos microorganismaos son:

El acido lactico, un compuesto orgéanico producido principalmente por el proceso de
fermentacion de carbohidratos en algunas bacterias relacionadas principalmente con la familia
Lactobacillus (Leiva y Morocho, 2019). Este compuesto en la agricultura, es empleado de varias
formas entre las que se pueden mencionar la fermentacion acido lactico para producir
inoculantes que contienen microorganismos beneficiosos que contribuyen a mejorar la salud
del suelo, promover la descomposicion de la materia organica y competir contra patdgenos
(Soto et al., 2017). Asi mismo, este compuesto es considerado un promotor del crecimiento
vegetal ya que estimula la germinacion de semillas, optimiza la absorcion de los nutrientes y
promueve la formacion de raices. Igualmente, se ha demostrado en algunos estudios que
contribuye con el control de enfermedades por sus propiedades antimicrobianas, lo que puede
contribuir al control de patdégenos en el suelo y en las plantas (Leivay Morocho, 2019).

Las bacterias fotosintéticas, son llamadas también bacterias fototroficas, estos son
microorganismos que favorecen la fijacién de nitrogeno para ayudar a reducir la dependencia
de los fertilizantes nitrogenados y mejorar la salud del suelo (Su et al., 2017). Esto contribuye a
la estimulacion del crecimiento de las plantas al actuar como biofertilizantes, proporcionando
nutrientes esenciales a las plantas y mejorando la fertilidad del suelo de manera natural y
sostenible. Estas bacterias hacen que las plantas adquieran mayor resistencia contra ciertas
enfermedades y plagas (Su et al., 2017).

Las levaduras, son un tipo de microorganismos que forman parte de la microbiota del suelo ya
que promueven la descomposicion de la materia organica presente en el suelo que contribuira
a obtener una mayor disponibilidad de nutrientes para las plantas de tuna (Leivay Morocho, 2019).
Igualmente, las levaduras pueden fijar el nitrégeno atmosférico para convertirlo en formas
utilizables por las plantas y beneficiar su crecimiento al proporcionarles un suministro
adicional de nitr6geno (Leiva y Morocho, 2019). Algunas levaduras pueden establecer
interacciones simbidticas con las raices de las plantas de tuna, promoviendo su crecimiento y
salud (Leivay Morocho, 2019).

Actinomicetos, son componentes importantes de la microbiota del suelo en los cultivos de tuna
y pueden desemperiar varios roles beneficiosos para las plantas (Vurukonda et al., 2018). Algunos
de estos son la descomposicion de la materia organica formando humus y liberando nutrientes

esenciales para el desarrollo de las plantas de tuna (Leiva y Morocho, 2019). Estos
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microorganismos actlan como controladores de patégenos por lo que protegen los cultivos
contra enfermedades causadas por hongos patdgenos y bacterias (Vurukonda et al., 2018).

e Hongos filamentosos que tienen actividad fermentativa llamados también hongos miceliares,
estos son un grupo de organismos que realizan la fermentacion de carbohidratos en ausencia
de oxigeno para producir productos como &cidos organicos y otros compuestos (Leivay Morocho,

2019). En este grupo se pueden incluir el Aspergillus spp., Penicillium spp., Trichoderma.

2.4 Principales hongos reportados en tuna.

En el cultivo de la tuna existen algunas enfermedades que son provocadas especificamente por la
presencia de hongos fitopatdgenos, estos generan enfermedades principalmente en el filoplano.

Algunos de los hongos que se han reportado en los cultivos de tuna son los siguientes:

e Geotrichum sp., éstos se suelen desarrollar en los sustratos liquidos de los nutrientes, aguas
residuales del cultivo, en materiales vegetales descompuestos y en varios alimentos. De este

hongo, se han encontrado aproximadamente 18 especies (Jaramillo y Santin, 2017).

Algunos de los sintomas asociados a la presencia de este hongo son: pudricion blanda, parda,
acuosa y acompariada por un olor agrio. Mientras la enfermedad se desarrolla, sobre la superficie
se forma una superficie blanquecina que produce una secrecion que desintegra la piel y que genera

un olor especifico que permite el diagndstico de la enfermedad (Jaramillo y Santin, 2017).

e Alternaria sp., son un tipo de hongo patégenos foliares causantes de la destruccion de los
tejidos vegetales del hospedero, y que disminuye la accién fotosintética. Suele presentarse en
especies que tienen ciertas caracteristicas particulares como saprafitos, endéfitos y patdégenos.
Al poseer caracteristicas especificas se ha expandido en los cultivos a pesar de las condiciones
ambientales, climaticas o propias del cultivo, es decir que ha logrado adaptarse a diferentes

escenarios (Jaramillo y Santin, 2017).

Este género de hongo tiene dos caracteristicas que la diferencian de las demas, una es la
produccién de melanina y la otra la produccién de toxinas especificas del huésped. Por esto, es
conocida como Mancha Plateada o mal de Oro. Algunos de los sintomas que se presentan
comienzan en la base de la planta produciendo algunas areas cloroticas que se evidencian en una
puntuacion rojiza alrededor de espinas sobre los cladodios y frutos los cuales después se tornan
0SCUros y necroticos (Espinoza et al., 2023). Esta coloracion aumenta a medida que se desarrolla la

enfermedad (Jaramillo y Santin, 2017).
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Fusarium sp., este género de hongos son ascomicetos lo que genera que el comportamiento de
las especies sea enddfito, sapréfito o patdgeno tanto en plantas como en el suelo. Algunos de
los sintomas que causan este género de hongo es la produccion de metabolitos secundarios que

contienen micotoxinas toxicas y cancerigenas (Jaramillo y Santin, 2017).

Por sus caracteristicas la enfermedad generada por este hongo se conoce como Lagrima de

espelma o de vela. Esta denominacién surge porque produce una secrecion blanca en los cladodios

que se solidifica al ser excretada. Cuando avanza la enfermedad la mancha producida puede

alcanzar una longitud de 2,5 cm y hasta los 5 cm, pero con una coloracion café a lo largo de todos

los bordes del cladodio. Cuando esta mancha se extiende provoca perforaciones y la posterior

muerte de la planta (Jaramillo y Santin, 2017).

Colletotrichum sp., este es un género fitopatdgeno. Algunos de los sintomas que originan son
la antracnosis que puede ocasionar enfermedades como el cancer o pudricion. Su forma de
presentacion incluye lesiones con hundimientos en forma de anillos, en algunos casos presenta
manchas negras (Espinoza et al., 2023).

Pseudocercospora sp., la enfermedad ocasionada por este tipo de hongo comienza con la
decoloracion de la planta, para luego producir manchas de color café oscuro con un didmetro
aproximado de entre 3 y 4 cm. Estas manchas forman orificios en los cladodios de forma
parcial o total dependiendo de lo avanzada de la enfermedad (Espinoza et al., 2023).
Cladosporium sp., este hongo es conocido como el moho, y se manifiesta en puntos negros
sobre los cladodios. Este hongo ocasiona tanto en los frutos como en los cladodios clorosis y
pudricion. Cuando la enfermedad es considera mas grave produce una considerable
disminucién del rendimiento y de la calidad del fruto obtenido en la cosecha, pudiendo generar
la muerte de la planta. (Espinoza et al., 2023).

Scytalidium sp., este tipo de hongo ocasiona enfermedades que presentan sintomas parecidos
a los del cancer de tallo. La infeccion comienza con la pudricion de los cladodios y los tejidos
comienzan a expulsar un liquido exudado de color amarillento. Cuando aparece esta infeccion
puede producir la muerte de los cladodios. (Espinoza et al., 2023).

Armillaria sp., las enfermedades que se originan con la infeccién de este tipo de hongo
producen clorosis en los cladodios y esto ocasiona que el desarrollo de los frutos se vea
afectado. Ataca principalmente a las raices de la planta produciendo rizomorfos, que se

esparcen por todos los tejidos afectados generando la pudricion basal de la planta (Espinoza et
al., 2023).
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e Rhizopus sp., este tipo de hongo produce una enfermedad que se caracteriza por el desarrollo
de la descomposicidn interna de la planta, afectando los tejidos y desprendiendo un olor rancio
(Espinoza et al., 2023).

¢ Aecidium opuntiae Magn sin. Puccinia opuntiae (Magnus), este hongo origina la enfermedad

denominada roya. Se manifiesta con la produccion de pustulas amarillo-anaranjadas

principalmente en la superficie de los cladodios y de las frutas. (Espinoza et al., 2023).
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CAPITULO 11l

3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Caracteristicas del lugar

3.1.1. Localizaciéon en campo

La presente investigacion se realizd en tres localidades de la provincia de Chimborazo que

cultivan tuna ubicadas en los Cantones de Chingazo, Alacao y Tunshi, en la cual se muestreo un

total de 18 cladodios; 9 cladodios aparentemente asintomaticos y 9 cladodios con sintomas.

3.3.4. Ubicacién geografica de las areas de estudio.

Tabla 3-1: Ubicacién geogréfica de las localidades en estudio de la Provincia de Chimborazo

Localidad Latitud Longitud Altitud(msnm)
Estacidn experimental Tunshi 1°45'00"S 78°37'29"W 2725
Los Chingazos 1°36'46"S 78°34'58"W 2703
Alacao 1°35'58"S 78°36'58"W 2753

Fuente: Espinoza et al., 2023.

Realizado por: Gavilanez, 2024.

3.3.5. Condiciones climéaticas
Los datos climaticos como la temperatura (T°), la humedad relativa (%HR) y precipitacion (PP),
se obtuvieron mediante la libreria NASA-POWER, una pagina web que proporciona datos

meteoroldgicos de investigacion de la NASA mediante satélites.

Tabla 3-2: Condiciones climaticas de las localidades en estudio de la Provincia de Chimborazo

Localidad Estacion experimental Los Chingazos Alacao
Tunshi
Temperatura 14216 °C 12a20°C 10a20°C
Humedad 59% 58% 72%
relativa
Precipitacion 500 a 1250 mm. (PDOT, 500 a 2000 mm. (PDOT, 31,15 mm. (PDOT,
Anual Licto, 2015). San Gerardo, 2015). La Matriz, 2015).

Fuente: Espinoza et al., 2023.

Realizado por: Gavilanez, 2024.
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3.3.6. Localizacion de laboratorio

Las actividades relacionadas con la investigacion de la diversidad de la microbiota fingica de la
tuna se realiz6 en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Recursos Naturales de la
Escuela Politécnica Superior del Chimborazo (ESPOCH), ubicado en la Av. Pedro Vicente

(Panamericana Sur km 1 1/2), cantdn Riobamba, provincia de Chimborazo, en Ecuador.

3.4.  Materiales y equipos

3.2.1. Materiales y equipos de campo

Los materiales que se utilizaron en la investigacién de campo fueron: Navaja, Libreta, GPS,
Contenedores plasticos y Marcadores indelebles.

3.4.4. Materiales y equipos de oficina

Los materiales y equipos de oficina que se emplearon fueron: Computadora, Calculadora, Regla,

Impresora, Red de internet, Papeleria basica, Lapices y carpetas.

3.4.5. Materiales y equipos de laboratorio

3.4.5.2. Material bioldgico

Se emplearon para el estudio cladodios de tuna que presentaban sintomas y asintomaticos

obtenidos de las tres localidades en estudio.

3.4.5.3. Materiales de laboratorio

Entre los equipos de laboratorio necesarios para la realizacion del estudio fueron los siguientes:
Cajas Petri de vidrio (90 mm), botellas de vidrio de tapa roscable (500 ml), sorbetes, palillos,
morteros y pistilos esterilizados, guantes de nitrilo (DHISVE), papel toalla, puntas para
micropipetas de 10 pL, 100 pL y 1000 pL (CITOTEST®), cinta adhesiva, papel aluminio,
Erlenmeyer de 120 ml, microtubos de 1,5 pL y 0,2 ml, mascarillas, probeta (500 ml y 1000 ml),
micropipeta (10 pL, 100 pL y 1000 pL), cucharillas desechables, jeringa.
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3.4.5.4. Reactivos e insumos

Los reactivos necesarios para la realizacion del estudio fueron los siguientes: Alcohol al 70%,
agua destilada estéril, potato dextrose agar PDA (DIFCO™), medio SNA (ANEXO A), agar
Avena (ANEXO B), Bacto agar (BD DIFCO™), extracto de malta (MERCK), maltosa (GIBCO),
Cloranfenicol, Kit de extraccion de ADN (PROMEGA Wizard® Genomic DNA) , isopropanol
de grado para biologia molecular frio, cloroformo-alcohol-isoamilico (24:1), etanol 70%, agua
ultrapura (PROMEGA), Taq 2x Ready Mix with loading dye (Fast Gene ®), PRIMERS ITS 1 e
ITS 4 (PROMEGA), Intercalante Diamond™ Nucleic Acid Dye (PROMEGA), Agarose LE
Analytical Grade (PROMEGA), Bench top 100 bp DNA Ladder (PROMEGA), Blue/Orange 6x
DNA ladder (PROMEGA), TBE Buffer 1x Molecular Biology Grade (PROMEGA).

3.4.5.5. Equipos

Los equipos utilizados fueron: Camara de flujo laminar (OASIS 200038), incubadora (J.P
SELECTA S.A 2001249), destilador de agua (BOECO WS 8000), autoclave (BIOBASE BKQ-
B100II), microondas (PANASONIC 900W), balanza de precision (RADWAG AS220.R2),
secador de vidrio (SELECTA 200038), centrifuga (EPPENDORF 5424), termociclador
(EPPENDORF  Vapo.protect), bioespectrofétometro (EPPENDORF basic), refrigeradora
(DUREX), vortex (QILINBEIER QL-901), transiluminador UV (FISHER SCIENTIFIC 88A),
termoblogue (HM100-PRO), agitador magnético (STABLE TEMP 03407-00),cuba de
electroforesis (FISHER SCIENTIFIC FB-SB-710), fuente de poder para electroforesis (FISHER
SCIENTIFIC FB300).

3.5.  Metodologia

3.5.1. Colecta de material vegetal y suelo para la identificacién de la diversidad fungica

de tuna

Para la realizacion del estudio se recolectaron 18 muestras de cladodios que presentaban lesiones
caracteristicas por microorganismos flngicos y otros aparentemente asintomaticos.
Adicionalmente se colecto una muestra de suelo de un kilogramo por localidad. Todo esto,
conformd un total de 20 submuestras que fueron recolectadas durante los meses de octubre de
2023 y marzo de 2024, en las localidades de Tunshi, Chingazos y Alacao en la provincia de

Chimborazo.
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Dichas muestras se recolectaron, identificaron, georreferenciaron y se codificaron
apropiadamente. EI material recolectado se extrajo directamente de la planta y se registr6 en la
matriz de informacion con codigo, nombre, lugar y fecha de recoleccion. Las muestras se
conservaron a una temperatura ambiente para su inmediato procesamiento en el laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Recursos Naturales de la Escuela Politécnica Superior del
Chimborazo (ESPOCH).

3.5.1.1. Proceso de recoleccion de muestras

En el mes de noviembre de 2023 se realizo la recoleccion de cladodios de tuna en las localidades
de Los Chingazos, Alacao y Tunshi. El total de muestras recolectadas fueron 18 que incluyen
cladodios sintomaticos y asintomaticos. Estas fueron divididas en seis muestras provenientes de
la localidad de Los Chingazos, seis de la localidad de Alacao y seis en el sector de Tunshi
subdividiendo a cada cladodio en tres submuestras dando un total de 54, tal como se reporta en la
Tabla 3-3.

Los cladodios de tuna fueron extraidos de las plantas empleando una navaja y pinzas previamente
desinfectadas. Una vez recolectadas fueron envueltas en papel periddico y distribuidas
uniformemente en cajas de cartdn etiquetadas con los datos de identificacién (Cédigo, nombre,
lugar y fecha de recoleccion). Para conservar adecuadamente las muestras se mantuvieron a una

temperatura de 22°C.

Tabla 3-3: Matriz de informacidn tejido vegetal

Codigo Nombre Lugar Fecha De
Recoleccion
CH1s1 Cladodio Sano Los Chingazos 24/11/2013
CH1S2 Cladodio Sano Los Chingazos 24/11/2013
CH1S3 Cladodio Sano Los Chingazos 24/11/2013
CH1El Cladodio Enfermo Los Chingazos 24/11/2013
CH1E2 Cladodio Enfermo Los Chingazos 24/11/2013
CH1E3 Cladodio Enfermo Los Chingazos 24/11/2013
CH2s1 Cladodio Sano Los Chingazos 24/11/2013
CH2S2 Cladodio Sano Los Chingazos 24/11/2013
CH2S3 Cladodio Sano Los Chingazos 24/11/2013
CH2E1 Cladodio Enfermo Los Chingazos 24/11/2013
CH2E2 Cladodio Enfermo Los Chingazos 24/11/2013
CH2E3 Cladodio Enfermo Los Chingazos 24/11/2013
CH3Ss1 Cladodio Sano Los Chingazos 24/11/2013
CH3S2 Cladodio Sano Los Chingazos 24/11/2013
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CH3S3 Cladodio Sano Los Chingazos 24/11/2013
CH3E1l Cladodio Enfermo Los Chingazos 24/11/2013
CH3E2 Cladodio Enfermo Los Chingazos 24/11/2013
CH3E3 Cladodio Enfermo Los Chingazos 24/11/2013
Al1S1 Cladodio Sano Alacao 24/11/2013
Al1S2 Cladodio Sano Alacao 24/11/2013
A1S3 Cladodio Sano Alacao 24/11/2013
AlE1l Cladodio Enfermo Alacao 24/11/2013
AlE2 Cladodio Enfermo Alacao 24/11/2013
AlE3 Cladodio Enfermo Alacao 24/11/2013
A2S1 Cladodio Sano Alacao 24/11/2013
A2S2 Cladodio Sano Alacao 24/11/2013
A2S3 Cladodio Sano Alacao 24/11/2013
A2E1 Cladodio Enfermo Alacao 24/11/2013
A2E2 Cladodio Enfermo Alacao 24/11/2013
A2E3 Cladodio Enfermo Alacao 24/11/2013
A3S1 Cladodio Sano Alacao 24/11/2013
A3S2 Cladodio Sano Alacao 24/11/2013
A3S3 Cladodio Sano Alacao 24/11/2013
A3El Cladodio Enfermo Alacao 24/11/2013
A3E2 Cladodio Enfermo Alacao 24/11/2013
A3E3 Cladodio Enfermo Alacao 24/11/2013
T1S1 Cladodio Sano Tunshi 24/11/2013
T1S2 Cladodio Sano Tunshi 24/11/2013
T1S3 Cladodio Sano Tunshi 24/11/2013
T1E1 Cladodio Enfermo Tunshi 24/11/2013
T1E2 Cladodio Enfermo Tunshi 24/11/2013
T1E3 Cladodio Enfermo Tunshi 24/11/2013
T2S1 Cladodio Sano Tunshi 24/11/2013
T2S2 Cladodio Sano Tunshi 24/11/2013
T2S3 Cladodio Sano Tunshi 24/11/2013
T2E1 Cladodio Enfermo Tunshi 24/11/2013
T2E2 Cladodio Enfermo Tunshi 24/11/2013
T2E3 Cladodio Enfermo Tunshi 24/11/2013
T3S1 Cladodio Sano Tunshi 24/11/2013
T3S2 Cladodio Sano Tunshi 24/11/2013
T3S3 Cladodio Sano Tunshi 24/11/2013
T3EL Cladodio Enfermo Tunshi 24/11/2013
T3E2 Cladodio Enfermo Tunshi 24/11/2013
T3E3 Cladodio Enfermo Tunshi 24/11/2013

Realizado por: Gavilanez, 2024.
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llustracidn 3-1: a) Seleccién de muestras, b) Recoleccion de muestras en las localidades de

estudio, ¢) Conservacion de tejido vegetal.

Realizado por: Gavilanez, 2024.

Tabla 3-4: Matriz de informacién muestras de suelo

Cadigo Nombre Lugar Fecha De
Recoleccion
TMS Muestra 1 Tunshi 24/11/2013
AMS Muestra 2 Alacao 24/11/2013
CHMS Muestra 3 Los Chingazos 24/11/2013

Realizado por: Gavilanez, 2024.

llustracion 3-2: a) Proceso de recoleccion de muestras de suelo en las localidades de estudio, b) Proceso
de conservacion de muestras de suelo en las localidades de estudio.

Realizado por: Gavilanez, 2024.
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3.5.2. Método de evaluacién y registro de datos

3.5.2.1. Evaluacion de muestras de tejido vegetal

Para registrar los datos obtenidos se elabor6 una matriz que contempla las siguientes
caracteristicas: numero de cladodios sanos, nimero de cladodios sintomaéticos y asintomaticos,
color de la corteza y pulpa, descripcion de signos y sintomas. El total de cladodios recolectados

fue de 18 y sus diferentes submuestras (llustracion 3-3).

llustracion 3-3: a) Recoleccién de tejido vegetal, b) Cladodios sanos, ¢) Cladodio sintomatico,

d) Cladodio asintomatico.

Realizado por: Gavilanez, 2024.

3.5.3. Aislamiento de microorganismos fingicos asociados a tuna

El aislamiento se hizo de tejido vegetal sintomatico, asintomatico y suelo asociados a plantas de
tuna, realizado en el Laboratorio de Fitopatologia de la ESPOCH; donde se efectu el aislamiento
indirecto utilizando la metodologia referida por Alfenas y Mafia (2016).

3.5.3.1. Aislamiento indirecto para tejido vegetal

El aislamiento indirecto de microorganismos fungosos de tejido vegetal con sintomas y

asintomaticos, utilizando la metodologia acorde con lo referido por Alfenas y Mafia (2016).
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S
Aislamiento indirecto de tejidos fungosos |

|
L
________________

[ L'““T ”"**""7"'”". ***** o FERSEEEET L SRERETET
| Proceso de lavado | i Proceso de siembra e incubacion | . Proceso de repicado |

SR S S S ]

Lavado previo de las
muestras con agua corriente

. 4

Se realizaron cortes de 8-10 mm con
un bisturi previamente flameado.

Secado de las muestras bajo la
camara de flujo laminar.

R 2

Se incubaron las placas Petri a
28 C° +£1 durante 2 a 7 dias.

\ <

Se realizaron cortes de entre 5 a 8
mm en los tejidos enfermos con
un bisturi previamente flameado.

Se purificaron mediante
repicados consecutivos en medio
PDA al 3,9 % (BD DIFCOTM).

A 2

Se desinfectaron las muestras con alcohol
al 70% durante 1 min. y con hipoclorito de
sodio al 2% por dos minutos

9

Los fragmentos del tejido
recién descubierto se cortaron
en los margenes de la lesion y
se transfirieron asépticamente

usando pinzas al medio de

cultivo estéril PDA al 3,9%

= Estas secciones se lavaron en agua
corriente por un periodo de 15 minutos.

A estas muestras se le rfealizaror'l t.res (BD DIFCOTM) y Agar-
> lavados con agua destilada estéril. Malta-Modificado al 1%
respectivamente.

llustracion 3-4: Procedimiento de aislamiento indirecto para tejido vegetal

Realizado por: Gavilanez, 2024.

llustracién 3- 5: a) Lavado con agua corriente, b) Cortado de tejido de 8-10mm, c) Proceso de desinfeccion, d)
Secado de muestras y colocacion en cajas Petri con medio PDA al 3,9%, e) Incubacion, f) Purificacion de aislados

mediante repicados consecutivos.
Realizado por: Gavilanez, 2024.
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3.5.3.2. Aislamiento con diluciones seriadas para suelo

La técnica de aislamiento por diluciones seriadas permitié conocer el nimero aproximado de la

poblacién microbiana, este proceso implicé la dilucién de una muestra original varias veces en

pasos sucesivos para obtener diluciones especificas conformando los siguientes pasos:

[ : o :
s, Aislamiento con diluciones seriadas para suelo |
|

&

Se triturd con la ayuda de un mortero y pistilo
los terrones de suelo para posteriormente con la

ayuda del tamiz retirar excedentes de material s> suelo de las diferentes localidades y se dejaron

vegetal, impurezas y pequedias rocas de la
muegstra para su posterior secado.

Se prepararon 250 ml de solucion salina al 2%
que se mezcld con 22,7 g de cada muestra de

por 48 horas en el Agitador Orbital (IVYMEN)
auna temperatura de 25 ° C y 160 r/m

Con una micropipeta de 100 uL, se tomo

una cantidad de 10 pL de la muestra
original y s¢ afiadio al primer tubo de s
dilucion, se agito ligeramente y se

procedio con las diluciones sucesivas.

Con una nueva pipeta, se tomo una

afiadid al segundo tubo.

" Este proceso se repite para los tubos
de dilucion subsiguientes.

muestra del primer tubo de diluciony se |y diferentes factores de dilucion se dio

Se etiquetaron los tubos de Se prepard y dispenso el medio
ensayo seglinlaseriede  4f= de cultivo en placas de Petri
diluciones a realizar. estériles para la solidificacion.
Finalmente se procedio a
Una vez preparados los tubos con los : P
incubar las placas a la
: . temperaturaa 28 ° Cy en
la siembra en placas de Petri, ke !
. o = condiciones asépticas
realizando el esparcimiento para
L adecuadas para el
asegurar una distribucion uniforme. 2
crecimiento del
MICroorganismo.

llustracion 3- 6: Procedimiento para aislamiento con diluciones seriadas para suelo

Realizado por: Gavilanez, 2024.
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llustracion 3- 7: a) Procesamiento y tamizado de la muestra, b) Secado de muestras, c)

Preparacion de la solucion madre y homogeneizacion, d) Dilucidn a concentraciones més bajas,

e) Siembra en medio de cultivo PDA, f) Incubacion y control de crecimiento.

Realizado por: Gavilanez, 2024.

3.5.3.3.

Cultivos puros

Para la obtencién de cultivos puros se empled la metodologia de repicado consecutivo de los

agentes microbianos (fungicos) acorde con lo referido por Honrubia, Torres, Diaz y Morte

(1995).
[ S !
! Cultivos Puros |
_______ —
BEEsE=S l """ ) EESREES l ——————— ] (e ‘l‘ oo
| })f(icff(i 9? ﬁe’,lgcﬂ(ill : | Proceso de traspaso | ! Proceso de registro :
Los hongos se seleccionaron Los fragmentos fueron depositados en Aproximadamente 20 dias después
en buen estado cajas de Petri a medio estéril PDA al de la incubacion, las cepas se
‘ 3,9%,y se incubaron a 28° C en transfirieron a cajas con medio
T condiciones de oscuridad. nuevo.
Se diseccionaron en ‘ "'

condiciones asépticasy se
extrajeron pequefios
fragmentos del tejido que
no presentaron
contaminantes.

Las cajas de Petri fueron colocadas en
la incubadora en posicion invertidaa
28° C durante un periodo de entre 24 y
48 horas, para comprobar el
crecimiento.

Los cultivos puros se registraron y se
almacenaron en placas Petri
debidamente selladas en gabinetes a
temperatura ambiente.

lustracion 3- 8: Procedimiento para cultivos puros

Realizado por: Gavilanez, 2024.
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llustracién 3- 9: a) Seleccién de hongos, b) Repicado hacia una nueva caja e incubacién, ¢) Almacenado de cultivos

puros.

Realizado por: Gavilanez, 2024.

3.5.4. Caracterizacion de los microorganismos flngicos prevalentes de tuna de las

localidades en estudio
3.5.4.1. Caracterizacion cultural
La caracterizacion cultural se realizé6 mediante observacion directa y descripcién de las colonias
formadas en los medios de cultivo PDA y agar Malta Modificado (Anexo A), se tomé en cuenta
la forma, borde y elevacion presentado por el micelio de cada colonia aislada, en la determinacion
del color se utilizé la escala de colores propuesta por Munsell. (Rivas, 2015).
3.5.4.2. Caracterizacion molecular
Para la identificacion de los microorganismos fungicos prevalentes de tuna en las diferentes

localidades de la provincia de Chimborazo, se realiz6 mediante técnicas moleculares partiendo de

cultivos puros aislados mediante repicados sucesivos, con los siguientes pasos:
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‘LCmc(eﬁzxciﬁu Molecular ‘[

Se partio de cultivos puros de
los hongos seleccionados
crecidos en medio Avena-Agar
al 4% de 8 dias de edad.

¥

En condiciones asépticas en
camara de flujo laminar se
procedio a raspar
aproximadamente 30 mg de
micelio crecido con espatulas
de plastico estériles.

v

Cada hongo obtenido fue
almacenado a -40 * C hasta su
posterior procesamiento.

Con el micelio
obtenido se procedio a
» la extraccion del ADN

genomico usando el
Kit Promega Wizard,
signiendo el protocolo
del fabricante con
algunas

maodificaciones.

4 Extraccion de micelio con paletas plisticas H Colocacion del micelio sobre papel bond ‘

d Secado durante 30 mimutos y sellado en papel de aluminio l

A Guardado en sobre y sellado en fundas ziploc H Conservacion a menos 40°C |

q Se macero con un mortero y pistilo y se paso a un tubo de 1,5 ml. |

—I Adicionar 600 L de la solucién de lisis nuclear H Vortex por3 s e incubacion a 65°C durante 15 min,

ﬂ Se invirtieron los tubos cada 5 minutos ‘

A Adicion de 200 pL de la solucion de p on de pmteiuﬂsl

’ Centrifugar por 15 min a 8000 rpm, para formar un pellet con el precipitado de proteinas i

# Transferencia del sobrenadante a un nuevo tubo. h Se adiciond 600 pL de cloroformo alcohol-isoamilico (24:1)

q Vortex por 20 segundos, y se realizo la centrifugacion de 15 min a 8000 rpm |

q Se transfirié 600 nL del sobrenadante conteniendo el ADN para un nuevo microtubo. ‘

m Mezclar la solucion invirtiendo los tubos hasta observar una masa
de hilos pequerios visible de ADN

q Se anadio 600 pl. de isopropanol frio

q Se dejo la solucion en el freezer por 10 min H Cenfrifugar a 8000 rpm por 15 min J

Se observo la formacion del pellet en el fondo del mhn|

1 Realizar dos lavados con etanol H Agregar 600 uL de etanol al 70% frio, se cenfrifugo a 8000 rpm por 15 min. I

Eliminar el etanol Colocar los tubos enel blogue por aproximad

ﬁ Se suspendio el pellet con 50 uL de la sohucion de rehidratacion y 2 uL de RNasa en cada tubo |

te 45 minutos |

—t Incubar a 37° C por 2 horas H El ADN se incubé en el freezer a -20°C, para su cuantificacion. |

llustracion 3- 10: Procedimiento para caracterizacion molecular

Realizado por: Gavilanez, 2024.

llustracién 3- 11: a) Raspado de hongos b) Almacenamiento a menos 40° c) Colocar solucién de lisis d)

Homogenizacion con el vortex, e) Adicion de Isopropanol, f) Formacion de hilos de ADN, g) Centrifugacion, h) Lavado

con etanol, i) Segundo lavado, j) Incubar a 65° por 20 min, k) Adicion de la solucidn de rehidratacion, I) Cuantificacion.

Realizado por: Gavilanez, 2024.
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Posteriormente se verifico la calidad y cantidad de los ADNs obtenidos mediante el uso del Bio
Espectrémetro (EPPENDORF), para lo cual se tomaron 2 uL de cada una de las muestras

(Hustracion).

lustracion 3-12: a) Calibracién del Bio Espectrémetro con 2uL de DNA Rehydration Solution
(PROMEGA), b) Cargado de la muestra en la camara de cuarzo, c¢) Ejecucion del programa y
registro de las relaciones A260/280 Y A260/230.

Realizado por: Gavilanez, 2024.

3.5.,5. PCR con primers genéricos (ITS)

Para la amplificacion de los aislados a partir del proceso de PCR se utilizé Primers ITS1 e ITS4,

que permiten la identificacién molecular.

Tabla 3- 5: Primers utilizados para el proceso de PCR

Primer Secuencia
ITS 1 (Reverse) 5- GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G -3
ITS 4 (Forward) 5-TCC GCT TAT TGA TAT GC -3°

Fuente: White et al., 1990.
Realizado por: Gavilanez, 2024.

Para la PCR se preparé 6,25 pL de Fast Gene ® Taq 2x Ready Mix with loading dye, 1 pL de
primer ITS 1 (Reverse) y 1 uL de primer ITS 4 (Forward), adicionando 2,25 pL de agua ultrapura
estéril y 2 pL de ADN de las muestras de cada uno de los aislados sumando un total de 12,5 pL,
se utilizo un termociclador utilizando las siguientes condiciones (Tabla 3-6).
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Tabla 3-6: Perfil térmico usado para realizar PCR

Perfil Térmico

Desnaturalizacién

Inicial 96°C
Tiempo 01:30 min
Desnaturalizacion 96°C
Tiempo 45s
Ciclos 40
Anelamiento 51°C
Tiempo Imin
Extension 72°C
Tiempo 01:30 min
Extension Final 72°C
Tiempo 10 min

Fuente: Londofio. et al, 2011.

Realizado por: Gavilanez, 2024.

3.5.6. Electroforesis

El proceso de electroforesis se describe en la siguiente figura:

_______ [
RS .—,l ——————— | mTTTTTT i S— 1
i Preparéllfil(’ﬂ de buffer y ] | Carga de muestras |
___geldeagarosa . T I

Diluir el Tris-Borate-EDTA buffer
(TBE) en agua destilada estéril.

Disolver en periodos de

Prepararel gel de agarosa al 1,
(Agarose, LE, Analitical)

15 a 20 segundos. La

2% m=pp
’ solucion debe quedar

transparente.

Adicionar 3 pL de Intercalante
(Diamond™ Nucleic Acid Dye)

formar los pocillos

Vaciar la solucion en la cuba para
formar el gel y colocar el peine para

llustracién 3-13: Proceso de electroforesis

Realizado por: Gavilanez, 2024.
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1
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llustracion 3- 14: a) Preparacion de reactivos y materiales para preparar TBE 1x y gel de
Agarosa, b) Preparacion de las disoluciones, ¢) Homogeneizacion de la agarosa en 60 mL de TBE
1X, d) Colocacién del intercalante, ) Mezcla de Loading Dye y el producto de PCR, f)
Distribucidn de muestras en el gel, g) Ejecucion del paso de la corriente, h) Colocacion del gel en

el transiluminador y recopilacion de informacion.

Realizado por: Gavilanez, 2024.

La ejecucion de la electroforesis se realizé con un voltaje de 70 v durante 80 min, al terminar la
electroforesis en gel se colocd en el transiluminador UV, y se procedié a observar si existio

amplificacion de ADN mediante la formacién de bandas (llustracién).

llustracion 3- 15: a) Colocacion del gel en el transiluminador, b) Amplificacion positiva de
bandas.

Realizado por: Gavilanez, 2024.
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3.5.7. Secuenciamiento y analisis

El secuenciamiento de las muestras se realiz6 con la tecnologia SANGER en la empresa
MACROGEN de Corea, y conjuntamente con el software Chromas version 2.6.6 se observaron
los electrofotogramas, se procedié a eliminar las partes de calidad baja que representaron pico de
ruido, y se exportd el formato en archivo FASTA, para luego introducir la secuencia editada
compararla en el programa BLAST del NCBI, la especie se determiné de acuerdo a los siguiente
parametros: porcentaje de identidad, porcentaje de cobertura y E-evalue respectivamente para

cada muestra.

3.5.8. Anadlisis de la diversidad fungica asociada a Tuna

Los hongos caracterizados culturalmente y morfologicamente e identificados fueron utilizados
para el analisis de diversidad fangica asociada a la microbiota presente en los cultivos de tuna de
las localidades de la provincia de Chimborazo, se analizaron utilizando una matriz de abundancia
relativa de géneros, posteriormente fueron agrupados en OTUs (Unidades Taxondmicas
Operacionales). Los graficos con la composicion taxondmica de los géneros fueron realizados
utilizando el programa R 3.6 (R Development Core Team) y las librerias ggplot2. Los analisis de
diversidad de hongos fueron calculados utilizando los indices de Diversidad (ID). La diversidad
Alfa (la diversidad que existe dentro de cada muestra) fue calculada utilizando la serie de Hill,
que lleva en consideracion el nimero efectivo de OTUs para calcular la riqueza (q=0), diversidad
de Shannon (q=1) y la diversidad de Simpson (g=2) usando la libreria INEXT en el programa
R3.6. La diversidad entre las diferentes localidades, fueron analizadas posteriormente utilizando:
estadistica descriptiva, donde se utilizaron descriptores como: media y mediana; y estos datos se
compararon mediante graficos de barras o diagramas de boxplot (caja y bigote), y estadistica no

paramétrica.

3.5.9. Preservacion de cultivos fungicos puros usando el método de Castellani

El método propuesto por Castellani (1967) citado por Espinoza (2021), se basa en la conservacion
del cultivo del hongo en agua destilada estéril. Para realizar el procedimiento, se procedio a cortar

cubos de 1 cm3 de un cultivo esporulado para luego ser colocados dentro de un tubo de 1,5 mL,

que contenia 10 mL de agua destilada estéril (Espinoza, 2021) (llustracion).
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llustracion 3- 16: a) Preparacion de material, b) Esterilizacion mediante calor himedo, c) Corte
de 1 cm?® de micelio esporulado y colocar en el tubo con 10 mL de agua destilada estéril, d)

Identificar a -10°.

Realizado por: Gavilanez, 2024.

3.5.10. indices de diversidad

Los indices de diversidad que se utilizan en ecologia tienen la finalidad de determinar todos
aquellos elementos asociados con la diversidad bioldgica existente en los ecosistemas. Se
emplean como herramientas para cuantificar las diferentes relaciones que existen entre el nimero

de las especies y el nimero de individuos que se encuentran en los diversos ecosistemas. (Martinez,
2022).

3.5.11. Riqueza de especies

El indice de riqueza es aquel que esta asociado a las medidas que se emplean para cuantificar la
representatividad de las especies, partiendo de la diversidad de especies que se encuentran en los
distintos ecosistemas (Martinez, 2022). Con este indice se establece la cantidad total de especies que
se encuentran en un ecosistema especifico, por lo que se puede distinguir cuantas especies
diferentes se encuentran en el mismo lugar. A pesar de esto, no considera la abundancia relativa

asociada a cada especie (Martinez, 2022).

3.5.11.1 El indice de Shannon

El indice de Shannon considera la abundancia relativa de la riqueza de especies existentes en un
ecosistema. Segun lo planteado por Martinez (2022), este indice se emplea principalmente para medir
la diversidad especifica considerando el nimero de especies presentes y la abundancia relativa,
tomando en cuenta el indice de heterogeneidad. Segun esta medida, mientras mas uniforme sea la

distribucién de los individuos entre las especies, mayor se la diversidad de Shannon.
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La férmula empleada para calcular el indice de Shannon es la siguiente:

S

H=->3 pix* Inpi
i
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CAPITULO IV

4, MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Abundancia relativa a nivel de phylum, clase, orden, familia y género en relacién a

las tres localidades en estudio

En las localidades en estudio de los 44 aislados se encontré que el phylum predominante fue
Ascomycota en los cladodios sintomaticos y asintomaticos. La localidad donde se presentaron la
mayor cantidad de aislados fue Tunshi, donde se reportaron 25 aislados que representaron un
56,81% del total analizado, seguido por la localidad de Los Chingazos donde se registraron 11
aislados que representaron un 25%. La menor abundancia de aislados se encontrd en la localidad

de Alacao donde se registraron 7 aislados que representaron un 15,90%.
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5 40% |
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Tunshi Tunshi Alacao Alacao Los ChingazosLos Chingazos

Sintomatico Asintomatico Sintomdatico Asintomético Sintomaéatico Asintométicos

Localidades

lustracion 4-1: Abundancia relativa por clases en cladodios sintométicos y asintomaticos provenientes de

las localidades en estudio

Realizado por: Gavilanez, 2024.

De los 44 aislados analizados en las tres localidades en estudio se encontrd un total cuatro clases
y uno desconocido. La localidad con la mayor abundancia relativa en cuanto a clase fue Tunshi
donde se encontraron tres clases (Dothideomycetes con el 44%, Sordariomycetes con el 48% y
con menor presencia Eurotiomycetes con el 4%). En Los Chingazos, igualmente de los aislados
encontrados se registraron cuatro clases y un aislado desconocido, la mayor abundancia
encontrada fue de la clase Sordariomycetes con el 41,67%, seguida por Dothideomycetes con el
25%, Eurotiomycetes con el 16,67%, Saccharomycetes con el 8,33% y un aislado desconocido
con el 8,33%. La localidad con menor abundancia en cuanto a clase fue Alacao, donde todos los

aislados encontrados pertenecieron a la clase Sordariomycetes.
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El anélisis de los datos obtenidos de acuerdo a la clase en cladodios asintoméaticos mostré que la
localidad con mayor abundancia fue la de Los Chingazos, dénde se reportaron nueve aislados de
seis clases diferentes, seguida por la poblacién de Tunshi donde se reportaron cinco aislados de
tres clases diferentes y, por Ultimo, Alacao donde se reportaron cinco aislados de una clase para
un total de 19 aislados pertenecientes a cladodios asintomaticos. En Los Chingazos se encontraron
dos (22,22%) aislados de Dothideomycetes, un (11,11%) de Eurotiomycetes, cuatro (44,44%) de
Sordariomycetes, un (11,11%) Saccharomycetes y un (11,11%) asilado desconocido. En la
localidad de Tunshi se encontr6 un aislado de Dothideomycetes, que represent6é un 20% del total
analizado, un aislado de Eurotiomycetes que representd 20% y tres aislados de Sordariomycetes
que representaron 60%. En la localidad de Alacao sélo se registraron cinco aislados de la clase

Sordariomycetes, representando un 100% del total analizado.

Para la abundancia relativa de cladodios sintomaticos de acuerdo a la clase, en la localidad de
Tunshi se report6 diez aislados que representaron 45% de la clase Sordariomycetes , en Alacao
dos aislados de la clase Sordariomycetes que representan el 100% y en Los Chingazos un
33,33%, siendo esta la clase de mayor presencia registrada. La clase Dothideomycetes tuvo mayor
presencia en Tunshi con diez aislados que representan el 50% de la abundancia relativa, y el de
menor presencia Los Chingazos que registr6 un 33,33%, en la localidad de Alacao no se
registraron valores en cuanto a otra clase. De la clase Eurotiomycetes se registr6 una mayor
presencia en la localidad de Tunshi con un 5% y en Los Chingazos de un 33,33%, en Alacao no
se registraron valores en cuanto a esta clase; esta fue la localidad con menor abundancia en cuanto

a clase ya que se presentd Gnicamente la clase perteneciente a Sordariomycetes (llustracién 4-1).
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llustracion 4- 2: Abundancia relativa por Orden en cladodios sintomaticos y asintomaticos

provenientes de las localidades en estudio

Realizado por: Gavilanez, 2024.
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De los 44 aislados analizados en las tres localidades en estudio se encontrd un total de ocho
ordenes y uno desconocido. En la localidad de Tunshi los aislados se ubicaron en los siguientes
ordenes Pleosporales (44%) con mayor presencia seguido por, Hypocreales (28%), Eurotiales
(8%), Diaporthales (8%), Xylariales (8%) y Glomerellales (4%). En el caso de la localidad de
Alacao el total de 6rdenes encontrados fueron dos, registrando mayor presencia en Hypocreales
(71,43%) y Xylariales (28,57%). En la localidad de Los Chingazos se encontré con mayor
presencia el orden Hypocreales (33,33%) seguido por Pleosporales (16,67%), Eurotiales
(16,67%), Diaporthales (8,33%), Botryosphaeriales (8,33%), Saccharomycetales (8,33%) y uno
desconocido (8,33%).

De acuerdo a los valores obtenidos para la abundancia relativa por orden en los cladodios
asintomaticos, se reportd que la localidad con mayor presencia es Los Chingazos, donde se
encontraron nueve aislados de ocho érdenes diferentes, seguido por la poblacion de Tunshi donde
se reportaron un total de cinco aislados de cuatro érdenes diferentes, por ultimo, se encuentra en
la poblacion de Alacao un total de cinco aislados analizados que arrojaron dos ordenes diferentes,

para un total de 19 aislados estudiados.

En la abundancia relativa para cladodios asintométicos en la localidad Los Chingazos se
registraron dos aislados (22,22%) del orden Pleosporales, tres (33,33%) del orden Hypocreales,
un (11,11%) Eurotiales, un (11,11%) Diaporthales, un (11,11%) Botryosphaeriales, del orden
Saccharomycetales un (11,11%) y sin clasificar un (11,11%). En la localidad de Tunshi un aislado
(20%) para el orden de Pleosporales, un (20%) para Hypocreales, un (20%) Eurotiales,
Diaporthales dos (40%). En el caso de la poblacion de Alacao se registraron cuatro aislados (80%)
del orden Hypocreales y un (20%) Xylariales, siendo la localidad con menor abundancia en cuanto

a orden.

En la abundancia relativa para cladodios sintomaticos por el orden se analiz6 un total de 25
aislados, los resultados obtenidos fueron los siguientes: el de mayor presencia fue Pleosporales,
que se registro solamente en Tunshi con un valor de diez aislados que representa el 50%. El otro
orden de mayor presencia registrado fue Hypocreales, que igualmente tuvo la mayor presencia en
la localidad de Tunshi con seis aislados que representaron el 30%, mientras que en Alacao este
mismo orden registro un aislado con el 50% y en la localidad Los Chingazos registr6 un aislado
con el 33,33%. Para el orden Xylariales Tunshi present6 dos aislados con el 10%, en Alacao con
un 50%, y en Los Chingazos no se reportaron aislados pertenecientes a este orden. El orden
Eurotiales se registr6 en la localidad de Tunshi con 2 aislados y Los Chingazos con dos aislados

que representaron el 9,09% del total de ordenes encontrados. Para el orden Glomerellales se
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registré unicamente en la localidad de Tunshi con un aislado que representa el 2,27% del total de
aislados en estudio. Igualmente, el orden Botryosphaeriales se registr6 solamente en la localidad

de Los Chingazos con el 2,27% del total de aislados en estudio (llustracion 4-2).
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lHustracion 4- 3: Abundancia relativa por Familia en cladodios sintomaticos y asintomaticos

provenientes de las localidades en estudio

Realizado por: Gavilanez, 2024.

Para la abundancia por Familia se registraron un total de 44 aislados provenientes de las tres
localidades en estudio, distribuidos en 13 de las siguientes familias: Didymellaceae con el 25%,
Nectriaceae con el 20,45%, Bionectriaceae con el 13,64%, Aspergillaceae con el 9,09%,
Diaporthaceae con el 6,82%, Pleosporaceae con el 4,55%, Sporocadaceae con el 4,55%,
Glomerellaceae con el 2,27%, Hypoxylaceae con el 2,27%, Apiosporaceae con el 2,27%,
Botryosphaeriaceae con el 2,27%, Ophiocordycipitaceae con el 2,27%, Pichiaceae con el 2,27%

y un aislado desconocido con el 2,27% del total de familias encontradas.

La localidad de Tunshi fue la que registr6 la mayor abundancia en cuanto a familias,
principalmente de la familia Didymellaceae con el 36%, y en menor presencia las familias
Nectriaceae con el 16%, Bionectriaceae con el 12%, Pleosporaceae con el 8%, Aspergillaceae
con el 8%, Diaporthaceae con el 8%, Glomerellaceae con el 4%, Sporocadaceae con el 4% ,
Hypoxylaceae con el 4%. En la localidad de Alacao fueron encontradas tres familias: Nectriaceae

con el 71,43%, Sporocadaceae con el 14,29% y Apiosporaceae con el 14,29 % del total de familias
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reportadas en esta localidad. Por su parte, en la localidad de Los Chingazos se encontraron siete
familias: Bionectriaceae con el 25%, Didymellaceae con el 16,67%, Aspergillaceae con el
16,67%, Diaporthaceae con el 8,33%, Botryosphaeriaceae con el 8,33%, Ophiocordycipitaceae
con el 8,33%, Pichiaceae con el 8,33% y un aislado desconocido con el 8,33% del total de familias

reportadas para esta localidad.

Para la abundancia relativa por familia se registraron muestras provenientes de dos diferentes
cladodios, en el caso de los cladodios asintomaticos se analizaron un total de 19 aislados, siendo
la poblacién de Los Chingazos la que report6é la mayor abundancia relativa por familia con un
total de 9 aislados correspondientes a seis familias diferentes (Didymellaceae con el 22,22%,
Bionectriaceae con el 22,22%, Aspergillaceae con el 11,11%, Diaporthaceae con el 11,11%,
Ophiocordycipitaceae con el 11,11% y Pichiaceae con el 11,11%) y un microorganismo
desconocido con el 11,11% del total de familias reportadas para esta localidad, seguido por la
localidad de Tunshi donde se encontraron cinco aislados que corresponden a cuatro familias
diferentes (Diaporthaceae con el 40%, Didymellaceae con el 20%, Nectriaceae con el 20% y
Aspergillaceae con el 20%), por ultimo la poblacion con menor abundancia en cuanto a familias
fue la localidad de Alacao con cinco aislados pertenecientes a dos familias diferentes (Nectriaceae

con el 80% y Sporocadaceae con el 20%).

Los resultados obtenidos para el anélisis de la abundancia relativa en cladodios sintométicos de
acuerdo a la familia fueron los siguientes: en la localidad de Tunshi se reportaron ocho familias
distribuidas principalmente en Didymellaceae con el 40%, seguida por la familia Nectriaceae y
Bionectriaceae con el 15% equitativamente, Pleosporaceae con el 10%, las familias con menor
presencia en esta localidad fueron Aspergillaceae, Glomerellaceae, Sporocadaceae Yy
Hypoxylaceae con un 5% respectivamente. En la localidad de Alacao, las familias reportadas
fueron Nectriaceae y Apiosporaceae con el 50% equitativamente. En el caso de la localidad de
Los Chingazos las familias registradas fueron Bionectriaceae, Aspergillaceae vy

Botryosphaeriaceae con 33,33% equitativamente (llustracion 4-3).
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llustracion 4- 4: Abundancia relativa por Género en cladodios sintomaticos y asintomaticos

provenientes de las localidades en estudio

Realizado por: Gavilanez, 2024.

El conjunto de aislados obtenidos en las tres localidades en estudio, reportaron un total de 14
géneros. En la localidad de Tunshi se encontraron diez géneros: Epicoccum con el 36%, Fusarium
con el 16%, Clonostachys con el 12%, Alternaria con el 8%, Diaporthe con el 8%, Penicillium
con el 4%, Colletotrichum con el 4%, Neopestalotiopsis con el 4%, Aspergillus con el 4%,
Hypoxylon con el 4%. En la localidad de Alacao se encontraron tres géneros: Fusarium con el
71,43%, Neopestalotiopsis con el 14,28% y Nigrospora con el 14,28%. Mientras que en la
localidad de Los Chingazos se encontraron un total de seis géneros y uno aislado desconocido
con una mayor presencia del género Clonostachys con el 25%, seguido por Epicoccum con el
16,67%, Penicillium con el 16,67%, Diaporthe con el 8,33%, Lasiodiplodia con el 8,33%,
Purpureocillium con el 8,33%, Pichia con el 8,333% y un aislado desconocido con el 8,33% del

total de géneros reportados para esta localidad en estudio.

La abundancia relativa a nivel de género en los cladodios asintomaticos registra en las tres
localidades que Fusarium fue el género con mayor presencia del estudio, distribuido en las
localidades de Alacao con el 80% y Tunshi con el 20%, seguida por Diaporthe con un 40% en
Tunshi y el 11,11% en los Chingazos, siguiendo Epicoccum con el 22,22% en Los Chingazos y
un 20% en Tunshi. Del género Clonostachys con el 22,22% Unicamente en la localidad de Los
Chingazos, Penicillium se registré con el 11,11% en Los Chingazos, Neopestalotiopsis con el
20% en Alacao, Aspergillus 1 20% en Tunshi, mientras que de los géneros Purpureocillium,
Pichia y un aislado desconocido reportaron un 11,11% del total de géneros encontrados para la

localidad de Los Chingazos.
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En la abundancia relativa por géneros en los cladodios sintomaticos se registraron los siguientes
datos: Epicoccum tuvo la mayor presencia en la localidad de Tunshi con el 40%, mientras que en
Alacao y Los Chingazos no se registro este género. El segundo género con mayor presencia fue
Fusarium se registré en la localidad de Alacao con un valor del 50%) y con el 15% en Tunshi, no
se registré Fusarium en Los Chingazos. Para el género Alternaria se registré solamente para la
localidad de Tunshi con 2 (10%). En el caso del género Clonostachys se registraron 3 (15%) en
Tunshi y 1 (33,33%) en Los Chingazos, en Alacao no se registraron valores. Para el género
Penicillium los valores registrados corresponden a 1 (5%) en la localidad de Tunshiy 1 (33,33%)
en Los Chingazos. EI género Colletotrichum 1 (5%) solo se registro en la localidad de Tunshi.
Igualmente, los géneros Neopestalotiopsis 1 (5%) y Hypoxylon 1 (5%) se registraron Gnicamente
en la localidad de Tunshi. Por su parte, el género Nigrospora 1 (50%) se registr6 en la localidad
de Alacao. En la localidad de Los Chingazos se registro el género Lasiodiplodia 1 (33,33%)

aislado. (llustracion 4-4).

A continuacion, se presentan los géneros compartidos y Unicos registrados en las localidades de

estudio provenientes de cladodios sintomaticos y asintomaticos (llustracién 4-15).

Tunshi

Colletotrichum

Aspergillus
Alternaria
Hypoxylon
Fusarium Epicoccum
Clonostachys
Neopestalotiopsis Penicillium
Diaporthe
Los Chingazos
Alacao Lasiodiplodia
Ni Purpureocillium
igrospora

Pichia

Desconocido

llustracion 4- 5: Diagrama de Venn de géneros compartidos y Unicos en las localidades de estudio

a nivel de cladodios sintomaticos y asintomaticos.

Realizado por: Gavilanez, 2024.
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En relacion con los aislados asintomaticos y sintométicos compartidos por cada localidad objeto
de estudio, se encontrd que en las localidades de Tunshi y Los Chingazos los géneros presentes
fueron Epicoccum, Clonostachys, Penicillium y Diaporthe; mientras que en las localidades de
Tunshi y Alacao se encontraron los géneros Fusarium, Neopestalotiopsis. Por su parte en la
localidad de Tunshi se encontraron de forma Unica los siguientes géneros: Colletotrichum,
Aspergillus, Alternaria y Hypoxylon. En la localidad de Alacao se encontrd de forma Unica el
género Nigrospora; y en Los Chingazos los géneros encontrados de forma Unica fueron
Lasiodiplodia, Pichia, Purpureocillium y un aislado desconocido que provino de un cladodio

asintomatico.

A continuacion, se presenta la relacion de géneros encontrados entre cladodios sintomaticos de

las localidades en estudio (llustracion 4-6):

Tunshi

Epicoccum Alternaria

Neopestalotiopsis Colletotrichum

Hypoxylon

Clonostachys
Fusarium
Penicillium

Alacao Los Chingazos

Nigrospora Lasiodiplodia

lustracion 4- 6: Diagrama de Venn de géneros encontrados en sintomaticos en las localidades

de estudio.

Realizado por: Gavilanez, 2024.

En el caso de los cladodios sintomaticos se encontraron en la localidad de Tunshi y Los Chingazos
los géneros Penicillium y Clonostachys. Por su parte las localidades Tunshi y Alacao
compartieron el género Fusarium. De forma Unica, en la localidad de Tunshi se registraron los

siguientes géneros: Epicoccum, Alternaria, Neopestalotiopsis, Colletotrichum y Hypoxylon.
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Mientras que la localidad de Alacao se encontré de forma Unica el género Nigrospora, en Los

Chingazos el género unico encontrado fue Lasiodiplodia.

A continuacidn, se presenta la relacion entre géneros encontrados en los cladodios asintométicos

de las localidades de estudio (Ilustracion 4-7):

Tunshi

Aspergillus

) Epicoccum
Fusarium

Diaporthe

Los Chingazos
Alacao Clonostachys

Penicillium
Purpureocillium
Pichia
Desconocido

Neopestalotiopsis

llustracion 4- 7: Diagrama de Venn de géneros reportados en cladodios asintomaticos en las

localidades en estudio.

Realizado por: Gavilanez, 2024.

De acuerdo a los datos obtenidos, los géneros de cladodios asintomaticos encontrados de forma
compartida en las localidades Tunshi y Los Chingazos fueron Diaporthe y Epicoccum, mientras
que el compartido por las localidades de Tunshi y Alacao fue el género Fusarium. Los géneros
reportados de forma Unica en la localidad de Los Chingazos fueron: Clonostachys, Penicillium,
Purpureocillium, Pichia y uno desconocido. En el caso de la localidad de Tunshi se encontré de

forma Gnica el genero Aspergillus, y en Alacao el género tnico fue Neopestalotiopsis.

4.2. Diversidad de los microorganismos fungicos asociados al cultivo de tuna en las tres

localidades de estudio

La diversidad microbiana fungica asociada al cultivo de tuna en las tres localidades objeto de
estudio en la provincia de Chimborazo se calcularon a través de los indices de diversidad por

localidad considerando la riqueza de especies y la diversidad de Shannon.
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4.2.1. Riqueza de especies

Tabla 4-1: indice de riqueza de aislados fungicos provenientes de cladodios asintomaticos y

sintomaticos de las localidades en estudio

Localidad Tipo indice de Intervalo de Intervalo de

riqueza confianza confianza

inferior superior
Tunshi Asintomatico 7,60 4,00 13,74
Tunshi Sintomatico 15,60 8,00 33,59
Alacao Asintomatico 2,00 2,00 2,91
Alacao Sintomatico 2,50 2,00 3,83
Los Chingazos Asintomatico 12,56 7,00 26,68
Los Chingazos Sintomatico 5,00 3,00 7,82

Realizado por: Gavilanez, 2024.

La riqueza de especies para los microorganismos flngicos que estan asociados al cultivo de tuna
en el presente estudio evidenci6 que la localidad de Tunshi fue la que tuvo la mayor diversidad

microbiana fungica, seguida por la localidad de Los Chingazos y Alacao respectivamente.

La localidad que presentd mayor indice de riqueza fue Tunshi, que correspondi6 a cladodios
sintomaticos, con un indice de riqueza de 15,60. Por otro lado, la localidad de Alacao fue la que
presentd el menor indice de riqueza, que correspondio a cladodios asintomaticos, con un valor de
2,00. Cabe recalcar que, en la mayor parte de localidades: Tunshi, Los Chingazos y Alacao, se
evidencié mayor riqueza fungica en cladodios sintomaticos con indices de riqueza 15,60, 12,56,
2,50 respectivamente. En comparacion con los cladodios asintomaticos las localidades de Tunshi,
Los Chingazos y Alacao, presentaron indices de riqueza de 7,60, 5,00, 2,00 respectivamente
(Tabla 4-1). Esto demuestra que la menor riqueza de especies se presentd en los cladodios

asintomaticos.
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422, Diversidad de Shannon

Tabla 4-2: indice de Shannon de aislados fangicos provenientes de cladodios asintomaticos y

sintomaticos de las localidades en estudio

Localidad Tipo indice de Intervalo de Intervalo de

Shannon confianza confianza

inferior superior
Tunshi Asintomatico 8,18 0,00 17,09
Tunshi Sintomatico 8,51 1,74 15,28
Alacao Asintomatico 1,85 0,93 2,77
Alacao Sintomatico 3,38 1,27 5,48
Los Chingazos  Asintomaético 13,96 0,00 29,41
Los Chingazos  Sintomético 7,18 2,47 11,90

Realizado por: Gavilanez, 2024.

La diversidad de Shannon calculada por cada localidad mostré que la localidad de Tunshi tuvo la
mayor diversidad microbiana flngica, seguida por las localidades de Los Chingazos y Alacao. Se
comprueba que en la localidad de Alacao se obtuvo la menor diversidad fungica de las tres

localidades.

La localidad que presentd6 mayor indice de Shannon fue Los Chingazos, que correspondié a
cladodios asintomaticos, con un indice de Shannon del 13,96. En comparacion con la localidad
de Alacao que fue la que presentd el menor indice de Shannon, que correspondié a cladodios

asintomaticos, con un valor de 1,85.

Cabe recalcar que, en dos de las localidades: Tunshi y Alacao, se evidencié mayor riqueza fungica
en cladodios sintomaticos con los indices de Shannon a 15,6 y 2,5 en comparacion a cladodios
asintomaticos (Tunshi y Alacao, con indices de riqueza 7,60 y 2,00), sin embargo, se destaca que
en la localidad de Los Chingazos con aislados provenientes de cladodios asintomaticos supera

por 7,56 a su contraparte proveniente de cladodios sintomaticos (Tabla 4-2).

4.3. Caracterizacion cultural de los microorganismos fangicos prevalentes de tuna de las

localidades en estudio

En la siguiente (Tabla 4-3), se describen las principales caracteristicas culturales:
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Tabla 4-3: Caracteristicas culturales de los morfotipos aislados

Morfotipos Cddigo Color Color Forma Borde Elevacion
anverso reverso
M1 10R- Blanco Blanco Irregular Erosionado Poca
8/1 hueso Algodonoso
M2 2,5GY-  Grisclaro Gris Irregular Ondulado Poca
8/1 Estriado
M3 7,5Y- Aceituna Verde Redondo Entero Leve
52 grisaceo grisaceo Estriado
M4 10GY- Gris Gris Irregular Lobulado Poca
8/1 verdoso verdoso
claro
M5 7,5YR- Amarillo Anaranjado Irregular Ondulado Poca
8/3 ligero Estriado
M6 5Y-8/8  Amarillo Amarillo Irregular con  Ondulado Poca
intenso cristales
M7 10R- Gris Gris ligero Redondo Entero Poca
7/1 rojizo Algodonoso
ligero
M8 10Y- Gris Gris oscuro Irregular Erosionado Poca
6/2 aceituna Estriado
M9 N-7/10 Blanco Gris claro Irregular Ondulado Leve
grisaceo Algodonoso
M10 5YR- Negro Negro Redondo Entero Poca
212 parduzco verdoso Estriado
M11 5GY- Gris Gris Irregular Lobulado Media
7/1 aceituna verdoso
claro
Autor: Munsell, 1997.
Realizado por: Gavilanez, 2024.
100.,00%
6.81% Gris aceituna claro
e ‘?n ;? a1 G d C
90.00% 18.18% 18.18% 2l ;lea?ligopgﬂ_l{i;}ieg
10.19% Gris aceituna
80.,00% B Gris rojizo ligero
9.09% 6.81% m Amarillo
B Amarillo ligere
70.00% B Gris verdoso claro
27,27% Aceituna grisaceo
W Gris claro
60.00% ® Blanco
18.18% .ES,I;OR
50.00% Media
Poca -
= ELEVACION
40.00% 16.10% Lobulado
| 72.72% Entero
. EBORDE
20.00% B Redondo algodonose
E Irregular con cristales
B Irregular
00% . Hresevase] Redondo estriadk
1000 i s hfe;llliaf :s*:'ii:dg
B Irregular algodonoso
0.00% =EFORMA
FORMA BORDE ELEVACION COLOR

lustracion 4- 8: Forma, borde y elevacién de los morfotipos aislados

Realizado por: Gavilanez, 2024.
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Las caracteristicas culturales de los morfotipos aislados presentes en los cladodios de tuna se
registraron tomando en consideracion el color, forma, borde y elevacion de los aislados flngicos

de las localidades de Tunshi, Chingazos y Alacao en la provincia de Chimborazo.

Se clasificaron 11 morfotipos diferentes en los cuales se observan segun la escala de colores para
tejidos vegetales propuesta por Munsell, (1997) una variedad de blanco, gris, amarillo y negro en

diferentes escalas.

Epicoccum (Morforipo_1)

Las colonias de hongos correspondientes al género Epicoccum, (Morforipo_1) en el medio de
cultivo PDA, presentaron formas irregulares algodonosas, borde erosionado y poca elevacion. En
relacién al color observado en el anverso fue blanco y en el reverso blanco hueso. En el analisis
microscopico se encontrd que las conidias tenian forma ovoide, agrupadas en cadenas, con
coloracion que varia entre marron y negro. Los conididforos son simples, presenta hifas septadas.

Los macroconidios de los aislados de Epicoccum fueron alargados

Estos datos coinciden con los estudios realizados por Taguiam et al. (2021) Y Rodriguez et al. (2021),
quienes coinciden en que las especies pertenecientes al género Epicoccum, crecidas en este medio
de cultivo, pueden presentar un crecimiento micelial de tipo aéreo moderado, con margenes
relativamente irregulares. Estos pueden presentar una coloracién variada entre el blanco, marrén
0 negro. Los conidios pueden presentar tamafios alrededor de 17,69 a 26,69 um de largo y 12,81

a 20,13 um de ancho.

Fusarium (Morfotipo_2)

El (Morfotipo_2) correspondiente al género Fusarium, presenta una coloracion en el anverso gris
claro y en el reverso gris, tiene una forma irregular estriada, con un borde ondulado, de igual
forma, manifiesta poca elevacion. La textura es algodonosa. Los macronidios se observaron con
bordes ligeramente curvados y paredes ventrales y dorsales paralelas. Los macronidios

presentaron entre 3 y 4 septos. Los micronidios se observaron con forma elipsoidal.

Los resultados obtenidos en relacion a este género coinciden con los datos presentados por Cabrea
et al. (2019), Carrion y Desgarenne (2022), Rodriguez et al. (2021) y Espinoza et al. (2023). ESstos autores

mencionan entre las principales caracteristicas microscopicas y macroscopicas de los aislados de
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este género que presentan apariencia algodonosa, con una coloracion que varia desde el blanco
hasta el rosa, naranja, amarillo, marrén o incluso parpura, dependiendo de la especie. Pueden
producir elevacion o micelio aéreo, hifas septadas y conidios son unicelulares, hialinos o

pigmentados.

Purpureocillium (Morfotipo_2)

Las colonias de hongos pertenecientes al (Morfotipo_2), perteneciente al género Purpureocillium
cultivadas en medio PDA presentaron dentro de las caracteristicas culturales forma irregular
estriada, con bordes ondulados y poca elevacion. En la coloracion se observo gris claro en el
anverso y gris en el reverso. Algunas de las caracteristicas morfolégicas observadas fueron

conidioforos verticilados y conidios hialinos.

Estas caracteristicas coinciden con las presentadas en el estudio realizado por Gortari y Roque
(2016) y Gallego et al. (2014) quienes concuerdan en que las caracteristicas culturales de este
genero tienen coloraciones que pueden variar entre blancas, grisaceas, rosadas o pudrpuras
dependiendo de la especie y las caracteristicas asociadas al crecimiento en los medios de cultivo,
las texturas pueden ser algodonosas o aterciopeladas. En cuanto a las caracteristicas morfoldgicas
los autores coinciden en que presentan hifas septadas con algin tipo de pigmentacion,
conidioforos erectos y conidios de formas variadas, pero que generalmente son ovoides o0 en forma

de huso.

Clonostachys (Morfotipo_3)

El género Clonostachys identificado como él (Morfotipo_3) presentaron en el medio de cultivo
PDA una coloracién en el anverso aceituna grisaceo y en el reverso verde grisaceo, la forma que
se observé a partir de los aislados de este género fue redonda estriada, con bordes enteros y una
elevacion leve. La textura de las colonias se observo granulosa, las hifas son septadas, delgadas
y ramificadas. Los conidios tuvieron formas variadas entre globosos y elipsoidales, fueron

hialinos y unicelulares.

Estos resultados se corresponden con los expuestos por Sutton y Mason (2014), Hans et al. (2022),
Flores et al. (2015) y Rodriguez et al. (2021); quiénes coinciden en que los aislados de este género
presentan una coloracion que puede variar entre el blanco y el café claro dependiendo de las
especies, presentando hifas hialinas y solitarias con una medida promedio de 19 — 48 x 1-2 um.

Los conidios en la mayoria de los casos se producen de forma individual y con forma cilindrica.
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Desconocido (Morfotipo_3)

Se identificé un aislado desconocido correspondiente al (Morfotipo_3) que presentd una
coloracién en el anverso gris aceituna claro y en el reverso gris verdoso. Este aislado present6 una

forma irregular con borde lobulado y una elevacion media.

Alternaria (Morfotipo_4)

Las colonias de hongos que correspondieron al género Alternaria (Morfotipo_4) en un medio de
cultivo PDA presentaron una apariencia algodonosa de color gris verde claro en el anverso y gris
verdoso claro en el reverso. Se manifestd con una forma circular, con elevacion leve y margenes
lobulados. Los conidios se observaron con una coloracion marrén claro, con forma ovoide y
septos transversales de distintos tamafios. En el analisis microscopico, se observaron dentro de
las estructuras morfoldgicas las hifas septadas o tabicadas con tonalidades ligeramente marrones.
De acuerdo con los resultados obtenidos, la caracterizacién tanto macroscopica como
microscépica coinciden con los resultados obtenidos por Espinoza et al. (2023), Pico et al. (2019) y
Jaramillo y Santin (2017). Segun los resultados presentados por estos autores, la coloracion de las
colonias correspondientes a este género es principalmente grisaceas. Presentan hifas separadas
por paredes transversales con colores café pardo. Los conidiéforos se caracterizan por ser de color
marron claro, con uno o varios poros apicales, son simples, rigidos. Los conidios se pueden formar

en cadena o individuales, tienen septados transversales con aproximadamente 4.

Penicillium (Morfotipo_5)

Las colonias de los hongos del (Morfotipo_5) identificados como Penicillium en el medio de
cultivo PDA presentaron en el anverso una coloracion ligeramente amarilla y en el reverso
anaranjado. Presentaron una forma irregular estriada, con un borde ondulado y poca elevacion.
Las texturas fueron principalmente polvosas. Este género se caracteriz principalmente por la

presencia de conidiéforos ramificados, los conidios fueron hialinos y unicelulares.

Las estructuras microscopicas y macroscopicos coinciden con los datos reportados por Pérez y
Sanchez (2021), Rodriguez et al. (2021), Allende et al. (2013) y Flores et al. (2015), estos autores reportaron
dentro de las caracteristicas encontradas la presencia de hifas y conidi6foros ramificados,

coloracion variada entre verdes, naranjas, gris y amarillo dependiendo de las especies.
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Colletotrichum (Morfotipo_6)

Las colonias de hongos del (Morfotipo_6) fueron identificados dentro del género Colletotrichum
y las caracteristicas que presentaron en cuanto a la forma fue irregular con cristales, con borde
ondulado y poca elevacion. Los colores registrados en el anverso fueron amarillos y en el reverso
amarillo intenso. El analisis microscopico mostr6 que las hifas fueron septadas, y los conidios

tuvieron una forma cilindrica.

Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de este género en el presente estudio coinciden
con los datos de Quiroga (2021), Landero (2016) y Rodriguez et al. (2021) que describen dentro de las
principales caracteristicas macroscopicas de este género coloraciones variadas que incluyen el
blanco, el gris, el naranja y hasta el negro; con apariencias algodonosas, aterciopelada o acosas.
Este género produce colonias con elevaciones planas y micelio aéreo, tal como se reporté en este
estudio. Las caracteristicas microscopicas reportadas por estos autores, mencionan hifas septadas
y conidios de forma cilindrica, elipsoidal o fusiforme, que varian dependiendo de la especie y las

condiciones.

Neopestalotiopsis (Morfotipo_7)

Las colonias de hongos identificadas en el género Neopestalotiopsis presentaron coloraciones de
varios tonos de gris, en el anverso se observé una coloracion gris rojiza ligera, mientras que en el
reverso la coloracion registrada fue un gris ligero. La forma de las colonias fueron redondas
algodonosas, con bordes enteros y presentaron una leve elevacion. Los conindios observados

fueron septados con una forma elipsoidal.

Los resultados obtenidos en el presente estudio coinciden con los datos reportados por Conforto et
al. (2019) y Baggio et al. (2021) que describen dentro de las caracteristicas macroscépicas de este
género colores que pueden variar desde el blanco, el gris, el verde o el negro dependiendo de la
especie; y con apariencias que pueden ser algodonosas o aterciopeladas. Las texturas se pueden
presentar con una variedad de entre suaves, granulosas o polvorientas, produciendo elevaciones
planas o elevadas y micelio aéreo. Las hifas que corresponden a este género, suelen ser septadas,
delgadas y ramificadas; mientras que las conidias son unicelulares, hialinas y con forma cilindrica
u ovalada. Los conidi6foros pueden tener distintas formas o tamafios, pueden ser simples o

ramificados.
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Hypoxylon (Morfotipo_8)

Las colonias de hongos identificadas en el género Hypoxylon crecidos en el medio de cultivo PDA
presentaron formas irregulares estriada, con un borde erosionado y poca elevacion. El color en el
anverso fue gris aceituno y en el reverso gris oscuro. Los aislados de Hypoxylon se caracterizaron

por presentar en el analisis microscopico periteceos redondeados y las hifas septadas.

De acuerdo con los datos morfoldgicos de los aislados de Hypoxylon observados en el presente
estudio, se consideran similares a los datos reportados en el estudio de Reyes et al. (2020) y Gonzalez
(2019), quiénes describen dentro de las caracteristicas macroscdpicas correspondientes a este
género identificaron una variedad de formas y colores. En el caso de las formas, pueden ser
irregulares y las coloraciones varian entre diversas tonalidades de rojos, gris, marrones y negros.
En cuanto a las caracteristicas microscopicas coinciden en la presencia de periteceos, ascocarpos

e hifas septadas.

Nigrospora (Morfotipo_9)

Las colonias de hongos identificadas en el género Nigrospora presentaron dentro de sus
caracteristicas una coloracién blanco grisaceo en el anverso y en el reverso gris claro, la forma de
las colonias fue irregular algodonosa, con bordes ondulados y una leve elevacién. EIl micelio fue
aéreo. Se observaron conididsforos reducidos con hifas que presentaron una coloracion marrén

palida con forma ovoide.

Estas caracteristicas son similares a las reportadas en los estudios realizados por Avelar et al. (2011),
Montreal et al. (2014) y Rodriguez et al. (2021), quiénes registraron que las caracteristicas macroscopicas
asociadas a este género pueden tener coloraciones entre blancas, grises, verdes, amarillas o
marrones, con apariencias algodonosas o aterciopeladas, estas colonias pueden ser planas o
elevadas. Del mismo modo, los autores coinciden en que las caracteristicas microscopicas de este

género presentan hifas septadas, y producen conidias unicelulares de forma esférica u ovalada.

Aspergillus (Morfotripo_9)

Las colonias de hongos pertenecientes al género Aspergillus (Morfotripo_9) presentaron una
forma irregular algodonosa con bordes ondulados y una leve elevacién, la coloracion fue blanco
grisaceo en el anverso y gris claro en el reverso. Se observaron hifas hialinas septadas, presentd

una textura aterciopelada, conidios esféricos hialinos.
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Estos datos corresponden con los presentados por Ramos (2019), Gémez et al. (2020) y Barontini et al.
(2020), quiénes coinciden en que las colonias de este género presentan coloraciones variadas que
pueden incluir blanco, amarillo, verde, marrén o negro dependiendo de la especie y el medio de
cultivo. Las texturas pueden ser algodonosas o aterciopelada con elevaciones planas o elevadas,
en algunos casos pueden presentar texturas en relieve, las hifas que pertenecen a este género son
septadas y ramificadas, mientras que los conidios conocidos como vesiculas se encuentran en los

extremos y son esféricos o elipsoidales, se suelen producir en cadena.

Lasiodiplodia (Morfotipo_10)

Los aislados del (Morfotipo_10) en medio de cultivo PDA corresponden al género Lasiodiplodia.
Estos aislados presentaron micelio aéreo de crecimiento rapido, con una forma filamentosa. La
elevacion observada fue leve y con borde entero, se present6 una forma redonda estriada, mientras
que la coloracién fue negro parduzco en el anverso y en el reverso negro verdoso. La textura de

la colonia se observd ligeramente espesa.

Se observaron hifas septadas, delgadas y ramificadas; mientras que los conidios se observaron
inmaduros, hialinos y unicelulares, estos presentaron forma elipsoide con una coloracion entre

marrén 0scuro y negro.

Las caracteristicas obtenidas en el presente estudio a partir del andlisis microscopico y

macroscapico realizado coinciden con los hallazgos presentados por Picos et al. (2014), Flores et al.
(2021) y Dos Santos et al. (2020).

Diaporthe (Morfotipo_10)

Las colonias de hongos identificadas dentro del género Diaporthe correspondiente al
(Morfotipo_10) presentaron en el anverso una coloracion negra pardusca y en el reverso negro
verdoso, dentro de las caracteristicas de forma se encontré redondo estriado con bordes enteros 'y

poca elevacion. A partir del analisis microscopico se observaron hifas septadas y hialinas.

Estos datos coinciden con los reportados por Stewart (2015) y Guarnaccia et al. (2018), qué describen
dentro de las principales caracteristicas asociadas a este género coloraciones de blanco a griséaceo,
texturas algodonosas y crecimiento micelial lento, formacién de acervos o picnidios en el medio
de cultivo, las hifas de este género suelen ser septadas, hialinas o pueden tener pigmentacion, los

conidios pueden ser unicelulares o multicelulares con variadas formas.
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Pichia (Morfotipo_2)

Las colonias de hongos del género Pichia (Morfotipo_2) presentaron dentro de sus caracteristicas
forma irregular estriada con borde ondulado y poca elevacion, la coloracion observada

corresponde a gris claro en el anverso y gris en el reverso.

Estos datos coinciden con los reportados por Garcia Et al. (2021) que manifiesta que las colonias de
hongos pertenecientes a este género pueden tener células ovaladas o elipsoidales, pueden producir
algunos brotes denominados yemas unipolares o bipolares. Estas colonias pueden variar en cuanto
a color y apariencia dependiendo de la especie, la coloracion puede ser blanca, amarilla y en
algunas ocasiones rosadas, las texturas lisas o rugosas. Por lo general, pueden presentar una tasa

de crecimiento rapida en ciertos medios de cultivo.

En la ilustracion (4-9) se presentan las caracteristicas culturales (color anverso) de los aislados

prevalentes en tuna provenientes de las tres localidades en estudio.

lHustracion 4- 9: Caracteristicas culturales de aislados prevalentes en tuna color anverso a) M1
Blanco, b) M2 Gris claro, ¢) M3 Aceituna grisaceo, d) M4 Gris verdes claro, €) M5 Amarillo
ligero, f) M6 Amarillo, g) M7 Gris rojizo ligero, h) M8 Gris aceituna, i) M9 Blanco griséaceo, j)
M10 Negro parduzco, k) M11 Gris aceituna claro

Realizado por: Gavilanez, 2024.
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En la ilustracion (4-10) se presentan las caracteristicas culturales (color reverso) de los aislados

prevalentes en tuna provenientes de las tres localidades en estudio.

lHustracion 4- 10: Caracteristicas culturales de aislados prevalentes en tuna color reverso a) M1

Blanco, b) M2 Gris claro, ¢) M3 Aceituna grisaceo, d) M4 Gris verdoso claro, €) M5 Amarillo
ligero, f) M6 Amarillo, g) M7 Gris rojizo ligero, h) M8 Gris aceituna, i) M9 Blanco grisaceo, j)
M10 Negro parduzco, k) M11 Gris aceituna claro

Realizado por: Gavilanez, 2024.

4.4. Identificacion y caracterizacion molecular de la microbiota fungica asociada al cultivo
de tuna

Tabla 4-4: Blast de los morfotipos aislados

Cddigo Gen NUmero de Especies Accesion  Porcentaje  Porcentaje
Amplificado  nucle6tidos identificadas de de
identidad cobertura
T3E3 343 Epicoccum NR 1582 99,71% 100%
651
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T3E1l

T1E2

T2E1

T2E1l

T1E1l

T1E2

T1E2

T3E1l

T3E3

T3E3

T2E1

T3E2

T3E1

T2E1

T2E1

T2E1

T3E1l

T282

T1E3

RNA
Polimerasa
ITS

364 Epicoccum NR 1582 99,73% 100%
611

464 Fusarium NR 99,35% 100%

1644151

477 Alternaria NR1371 100% 100%
431

384 Fusarium NR 1781 100% 100%
221

468 Epicoccum NR 16 98,50% 100%

59201

470 Epicoccum NR 16 59 99,15% 100%
201

456 Clonostachys NR 1682 99,33% 98%
351

449 Epicoccum NR 1582 100% 100%
651

460 Epicoccum NR15 82 99,12% 98%
641

201 Epicoccum NR 1603 78,23% 61%
471

476 Epicoccum NR 1659 97,90% 100%
2001

525 Alternaria NR 1602 99,80% 94%
461

306 Penicillium NR 1600 78,06% 7%
811

458 Clonostachys NR 1659 99,34% 100%
931

509 Clonostachys NR 1635 87,05% 91%
401

489 Colletotrichum NR 1711 93,98% 93%
851

316 Fusarium NR 1598 90,51% 100%
651

534 Diaporthe NR172401 99% 93%

1

537 Neopestalotiopsis NR 1452 99,37% 89%

421
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T1S1

T3E1l

T282

T1S3

T2S3

AlE3

AlE3

A2S1

A2S1

A2S1

A3S1

A2S1

CH2E1

CH2E1

CH1E1

CH2S1-

Descono

cido

CH1Ss1

CH281

CH2S1

354 Aspergillus NR 1214 97,46% 100%
811
806 Hypoxylon NR 86,63% 44%
1376771
499 Epicoccum NR 1582 95,42% 96%
611
176 Fusarium NR 1598 91,67% 88%
651
504 Diaporthe NR 11 95,33% 97%
8471
491 Nigrospora NR 1659 97,10% 97%
261
123 Fusarium NR 1598 90,68% 95%
651
553 Fusarium NR 98,58% 89%
1644151
122 Fusarium NR 15 98 90,16% 100%
651
516 Neopestalotiopsis NR 1452 99,37% 92%
421
473 Fusarium NR 1212 99,79% 99%
031
547 Fusarium NR 96,44% 87%
1644151
521 Lasiodiplodia NR 1473 97,51% 92%
381
505 Clonostachys NR 96,79% 98%
1659931
560 Penicillium NR 077 95,06% 79%
1531
500 Penicillium NR 86,80% 76%
116691
532 Epicoccum NR 1659 98,94% 88%
2001
536 Epicoccum NR 1659 98,94% 88%
2001
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CH3S1 570 Purpureocillium  NR 1659  96,47% 89%
461

~ CH3S1 491 Clonostachys ~ NR 1659  97,76% 99%
931

" CH2S1 542 Clonostachys NR 98,58% 90%
1659931

"~ CH1S2 569 Diaporthe NR 96,37% 86%
116141

© CH3S1 174 Pichia NR 1532 100% 10%
831

Realizado por: Gavilanez, 2024.

Los resultados obtenidos a partir de la PCR realizada con el gen amplificado RNA Polimerasa ITS
en la base de datos NSBI, indican que la cepa T3E3 corresponde a la especie Epicoccum con un
porcentaje de identidad de 99,71%, al igual que la cepa T3EL qué tiene un porcentaje de identidad
de 99,73%, la cepa T1E2 corresponde a la especie Fusarium con un porcentaje de identidad de
99,35%. La cepa T2EL1 corresponde a la especie Alternaria con un porcentaje de identidad de
100%, la cepa T2E1 también corresponde a la especie Fusarium con un 100%, la cepa T1E1
corresponde a la especie Epicoccum con un 98,50% de porcentaje de identidad, la cepa T1E2
igualmente corresponde a la especie Epicoccum con un 99,15%, la cepa T1E2 también corresponde
a la especie Clonostachys con un 99,33% , T3E1 corresponde a la especie Epicoccum con un 100%.
Por su parte T3E3 corresponde a la especie Epicoccum con un 99,12%, la cepa T3E3 con un
numero de nucledtidos de 460 corresponde a la especie Epicoccum con 99,12% de identidad, la
cepa T3E3 corresponde a la especie Epicoccum con un 78,23%, la cepa T2E1 corresponde a la
especie Epicoccum con un 97,90%, mientras que la cepa T3E2 corresponde a la especie Alternaria
con un 99,80% de identidad, la cepa T3EL corresponde a la especie Penicillium con un 78,06%
de identidad, la cepa T2E1 corresponde a la especie Clonostachys con un 99,34%, mientras que la
cepa T2E1 con un numero de nucleétidos de 509 corresponde a la especie Clonostachys con un
87,05%, la cepa T2E1 con un namero de nucledtidos de 489 pertenece a la especie Colletotrichum
con un 93,98% de identidad, la cepa T3E1 corresponde la especie Fusarium con 90,51% de
identidad, la cepa T2S2 corresponde a la especie Diaporthe con 99% de identidad, la cepa T1E3
corresponde a la especie Neopestalotiopsis con un 99,37% de identidad, T1S1 corresponde a la
especie Aspergillus con un 97,46% de identidad, T3E1 corresponde a la especie Hypoxylon con
86,63% de identidad, T2S2 corresponde a la especie Epicoccum con un 95,42% de identidad, T1S3
corresponde a la especie Fusarium 91,67% de identidad, la cepa T2S3 pertenece a la especie
Diaporthe con 95,33% de identidad, la cepa A1E3 corresponde a la especie Nigrospora con 97,10%
de identidad, A1E3 corresponde a la especie Fusarium con 90,68% de identidad, la cepa A1S1

corresponde a la especie Fusarium con 98,58% de identidad, la cepa A2S1 corresponde
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igualmente a la especie Fusarium con un 90,16% de identidad, la cepa A2S1 con un nimero de
nucleotidos de 516 corresponde a la especie Neopestalotiopsis con un 99,37% de identidad, la cepa
A3S1 corresponde a la especie de Fusarium con 99,79% de identidad, A2S1 corresponde a la
especie Fusarium con un 96,44% de identidad, CH2E1 corresponde a la especie Lasiodiplodia con
un 97,51% de identidad, CH2E1 con un nimero de nucleétidos de 505 corresponde la especie
Clonostachys con un 96,79% de identidad, la cepa CH1E1 corresponde a la especie Penicillium
con un 95,06% de identidad, la cepa CH1S1 corresponde a la especie Penicillium con un 86,80%
de identidad, CH2S1 corresponde a la especie Epicoccum con un 98,94% de identidad. También
la cepa CH2S1 con un namero de nucleétidos de 536 corresponde a la especie Epicoccum con un
98,94% de identidad, CH3S1 corresponde a la especie Purpureocillium con 96,47%, CH3S1 con
un namero de nucleétidos de 491 corresponde a la especie Clonostachys con un 97,76% de
identidad, CH2S1 corresponde a la especie Clonostachys con un 98,58% de identidad, la cepa
CH1S2 corresponde a la Diaporthe con 96,37% de identidad, la cepa CH3S1 corresponde a la
especie Pichia con un 100% de identidad, mientras que la cepa CH2S1 result6 desconocido.

Tabla 4-5: Resumen Blast de los morfotipos aislados

Género Morfotipos Porcentaje de Porcentaje de E- Especies sugeridas
identificados identidad cobertura value

Epicoccum 11 100% - 78,23%  100%-61% 0,0 - E. layuense
5x10180 E. rosae
E. dendrobil, E.
proteae, E. pruni,
E. hordel, E.
phragmospora

Fusarium 9 100%- 90,16%  100%- 100%  0,0-0,0 F. perseae,
F.regulare

F. oblongum, F.

ngaiotongaense, F.

ferrugineum, F.

waltergamsii, F.

bostrycoides, F.
macosporum

Clonostachys 6 99,34%-87,05% 100%-91% 0,0-0,0 C. aranearum,
C. rosae, C. rosae

f. catenulata, C.

aranearum, C.

solani f.

nigrovirens, C.

swieteniae, C.
eriocamporesiana,

C.

parasporodochialis

Penicillium 3 95,06%-78,06% 79%-77% 2x107120- P. crustosum
6x10-%° P. biforme,
Pseudopenicillium
megasporum, P.
sexuale,
Aspergillus
feankstonensis, P.
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ornatum,
Aspergillus
sparsus

Diaporthe

99%-95,33%

93%-97%

0,0-0,0

D. kochmanii
D.roase, D.
endophytica, D.
yunnanensis, D.
terebinthifolii, D.
cameroonensis, D.
thunbergiicola, D.
novem, D. kongii

Alternaria

100%-99,80%

100%-94%

0,0-0,0

A. sorghi
A. chartarum,
A. aspera, A.
zantedeschiae, A.
multiformis, A.
subcucurbitae, A.
chiamydosporifera,
A. radicina

Neopestalotiopsis

99,37%-99,37%  92%-89%

0,0-0,0

N. formicarum
N. javaensis, N.
surinamensis, N.
eucalypticola, N.

hispanica, N.

mesopotamica, N.
rosae, N. aotearoa

Colletotrichum

93,98%

93%

3x10-104

C. tainanense
C. artocarpicola,
C. cobbittiense, C.
pandanicola, C. ti,
C. aotearoa, C.
tropicale, C.
yulongense

Aspergillus

97,46%

100%

2x10°173

A. fumigatus
A. spinosus

Hypoxylon

86,63%

44%

2x10°107

H. trugodes
H. petriniae,
rostrohypoxyylon
terebratum,
parahypoxylon
papillatum,
annulohypoxylon
thailandicum, H.
pseudefendleri

Nigrospora

97,10%

97%

0,0

N. sacchari-
officinarum
N. hainanensis, N.
philosophiae-
doctoris, N.
guangdongensis,
N. macarangae, N.
bambusae, N.
covidalis

Lasiodiplodia

97,51%

92%

0,0

L. brasiliensis
L. parva, L.
laosensis, L.

theobromae, L.

marypalmie, L.

euphorbiaceicola,
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L. bubglobosa, L.
pseudotheobromae
1 96,47% 89% 0,0 P. lilacinum
P. lavandelum,
drechmeria
campanulata,
drechmeria
balanoides,
drechmeria album,
haptocillium
glocklingiae,
tolypocladium
bacillisprum
1 100% 10% 0,029 P. barkeri, P.
obscuricolor,

russuka minor

Purpureocillium

Pichia

Realizado por: Gavilanez, 2024.

4.5. Discusién de resultados

Tabla 4-6: Datos de los géneros encontrados

Género Endoéfito Saprofito Pat6geno Benéfico Potencial Habitat Autores
Biotecnoldgico
Epicoccum X X X Agricultura Suelo, agua, Taguiam et al.,
Alimenticia aire. (2021)
(sintetizar Cactaceas Rodriguez et
metabolitos (cactus) Uvilla al. (2021)
secundarios que (Physalis Diaz et al.
incluyen peruviana L.) (2019)
isoprenoides, Bahrimy
produccion de Soptica,
pigmentos que (2020)
incluyen Braga et al.
flavonoides y (2018)
carotenoides Cardoso et al.
como B-caroteno, (2018)
y-caroteno,
rodoxantina y
torularodina
biosintesis de
pigmentos
amarillos)

Fusarium X X X Agricultura Suelo, aire, Tapiay
(biofertilizante y aguay algunas  Amaro, (2014)
bioestimulante de especies de Cabreaetal.,

hierro, plantas. (2019)
agente de Tuna, Avena, la Ormefio,
biocontrol frente  cafia, el frijol, la (2023)
a Verticillium papa. Carriény
dahliae) Desgarenne,
(2022)

57



Crous, (2021)

Desjardin
(2006)
Espinoza et al.
(2023)
Clonostachys X X Agricultura Material en Flores et al.,
(control biolégico,  descomposicién (2015)
fermentacion , raices, tallos, Sutton y
bioldgica, hojas. Mason, (2014)
biodegradacion y Cactéceas Han et al.
bioenergia. Asi (Cactus), (2022)
como agente que Lechuga, Coyotl et al.,
puede actuar para Aguacate. (2022)
mejorar el Rodriguez et
crecimiento de las al. (2021)
plantas)
Penicillium X X Agricultura Suelo, el aire y Pérez y
Alimenticia el agua Sanchez,
Medicina Cactus y la tuna (2021)
(produccioén de la Arroz, Instituto
penicilina hortalizas, cafa Nacional de
la de azlcar seguridad y
biorremediacion salud en el
para la limpieza trabajo, (2022)
de suelos y aguas Allende et al.
contaminadas y la (2013),
fermentacion Bernuy et al.
industrial para la (2022).
produccioén de
ciertos productos
quimicos)
Diaporthe X Agricultura Suelo, el aire, el Stewart,
Alimenticia agua. (2015)
Quimica Cactus, Uva, Guarnaccia et
(Agente de Soja. al., (2018)
control de Gomes et al.
enfermedades, (2013).
actividad Pes et al.
antibidtica y (2016).
anticancerigena,
produccion de
biocomestibles,
compuestos
bioactivos)
Alternaria Agricultura Suelo, plantasy  Singh, (2016)
(Agente de animales. Pavon et al.,
control bioldgico, Cactus, tuna. 2015)
mejorar la Cereales, Rodriguez et
resistencia a hortalizas y al., (2021)

arboles frutales
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ciertas plagas y

Picoetal.,

enfermedades) (2019)
Espinoza et al.
(2023),
Jaramillo y
Santin, (2017).
Almanza et
al., (2012),
Veitiaetal.,
2014).
Neopestalotio Agricultura Suelo, Conforto et
psis Alimenticia vegetacion en al., (2019).
Quimica descomposicion Baggio et al.,
(Produccién de Cactus, fresa, (2021)
celulasas, lipasas, aguacate, nuez Wuetal,,
proteasas y pecana 2021).
amilasas,
biotecnologia
ambiental)
Colletotrichu Agricultura Desechos Landero et al.
m Quimica vegetales o en (2016)
Farmacéutica las semillas Rodriguez et
(Control de Cactus y tuna. al. (2021)
enfermedades, Pimiento Quiroga,
Producci6n de morrén, papaya, (2021).
metabolitos manzanas,
secundarios, aguacate
Compuestos
antifangicos,
antibacterianos y
anticancerigenos)
Aspergillus Agricultura Suelo, la Instituto
Quimica materia Nacional de
(Agente productor organica en Seguridad y
de micotoxinas) descomposicion Salud en el
y en el agua Trabajo,
Cactus (2021)
higo Ramos et al.
maiz (2019)
Barontini et al.
(2020),
Gomes et al.,
(2020).
Hypoxylon Agricultura Madera de los Reyes et al.,
(Agente de arboles y en los (2020)
biorremediacién) tejidos internos  Gonzélez et al.
de algunas (2019)
plantas. Rodriguez et
Cactus gigante, al., (2021).

el tasajo, el
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garambullo y el

nopal tapén.
Huarango
Nigrospora Agricultura Suelos, materia Avelar et al.
Quimica orgénica en (2011).
(Produccién de descomposicion ~ Montreal et al.
metabolitos , plantas y otros (2014)
secundarios) sustratos Rodriguez et
vegetales. al., (2021).
Garambullo
Maiz y trigo
Lasiodiplodia Agricultura Suelosyenlos  Moralesetal.,
(Agente de restos de los (2024)
control biolégico) cultivos. Flores et al.
Cereus (2021)
jamacaru y el Picos et al.,
Cereus (2014).
hildmannianus Dos Santos et
Uva, el mango al., (2020).
y la papaya
Purpureocilli Agricultura Suelos. Gortari y
um (agente de control Cactaceas Roque (2016)
de plaga) (Cactus), Gallego et al.,
Pepino, fresas, (2014).
manzana, arroz
Pichia Agricultura Arroz, el trigo y Garcia et al.,
Alimenticia la cafia de (2021).
Quimica azlcar

(Produccién de
varios
compuestos, para
fermentar
azUcares,

biorremediacién)

Realizado por: Gavilanez, 2024.

A partir de los resultados obtenidos en esta investigacion, se pudo determinar que los principales
hongos asociados al cultivo de tuna, estan relacionados con la diversidad flngica que se presenta
en el cultivo. Estos hongos ocasionan diversos problemas como deformaciones severas, manchas
y pequefias pustulas presentes en los cladodios e incluso evidentes en el fruto. Se obtuvieron 25
aislados fungicos sintomaticos y 19 asintométicos que se lograron ubicar en 11 morfotipos
distintos en cuanto al género. Siendo los mas representativos Epicoccum, Fusarium,
Clonostachys; aunque también se encontraron Alternaria, Penicillium, Colletotrichum,
Neopestalotiopsis, Hypoxylon, Nigrospora, Lasiodiplodia con menor presencia. lgualmente, se
aprecio que el espectro de hospederos susceptibles en este cultivo es muy reducido, ya que algunas
especies de plantas no presentaron signos de dafios.
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El género Epicoccum, se encontrd en cladodios sintomaticos en la localidad de Tunshi y en
cladodios asintomaéticos en las localidades de Tunshiy Los Chingazos, siendo Tunshi la poblacién
en la que tuvo mayor presencia. Este género pertenece a la familia Didymellaceae, en el orden
Pleosporales, clase Dothideomycetes y son ascomicetos ubicuos, que pueden encontrarse en
diferentes hébitats como el suelo, agua, aire, en algunas partes de las plantas como hojas, ramas
y corteza (Taguiam et al., 2021) (Braga et al., 2018). En algunos casos este hongo se puede utilizar como
agente de control biolégico, pero en algunas condiciones, se presenta como un patdgeno débil en

los cultivos (Taguiam et al., 2021).

Algunas especies de Epicoccum estan asociadas a 46 enfermedades de plantas que se pueden
producir en diferentes cultivos y algunas de ellas generan como sintoma manchas foliares, siendo
las especies mas comunes asociadas a estas patologias: E. nigrum y E. sorghinum (Taguiam et
al., 2021). De este género, se conocen cinco especies (E. nigrum, E. layuense, E. dendrobii, E,
mezzettii and E. minitans) que pueden actuar como agentes de control bioldgico en contra de

algunos patdgenos vegetales (Taguiam et al., 2021) (Cardoso et al., 2018).

De acuerdo con Rodriguez et al. (2021), este género se ha encontrado en cactaceas como hongo
endofito (microorganismo que durante su ciclo vital pueden colonizar los tejidos de las plantas
sin producir dafio evidente) estableciendo una relacidn simbi6tica con el cultivo, promoviendo las
defensas naturales de las plantas. Por otro lado, Diaz et al. (2019), menciona gue este género se ha
encontrado en otro tipo de plantas tropicales como la uchuva (Physalis peruviana L.), de igual
forma como un microorganismo u hongo endéfito o patégeno. Epicoccum para ingresar en los
tejidos de la planta necesita de aberturas artificiales siendo heridas o lesiones las que se establecen

como puntos de entrada para este microorganismo. (Taguiam et al., 2021).

El género Epicoccum se ha empleado para sintetizar metabolitos secundarios que incluyen
isoprenoides (Bahrim y Soptica, 2020). Del mismo modo, se emplea en la produccion de pigmentos
que incluyen flavonoides y carotenoides como [3-caroteno, y-caroteno, rodoxantina y torularodina
(Bahrim y Soptica, 2020). El uso de este género debido a su potencial de biosintesis de pigmentos
amarillos, se ha estudiado para la aplicacion en la industria alimentaria (Bahrim y Soptica, 2020). El
uso de este género en la produccion de colorantes alimenticios se considera ventajoso debido a
que tiene un crecimiento rapido, por lo que permite la reduccion de los costos de produccion,

rentabilizando los subproductos de la industria alimentaria (Bahrim y Soptica, 2020).

En cuanto al género Fusarium encontrado en las localidades de Tunshi principalmente en

cladodios sintomaéticos y con mayor presencia en Alacao en los cladodios asintomaéticos, es un
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tipo de hongo filamentoso que se encuentra distribuido en el suelo, aire, agua y algunas especies
de plantas (Tapia y Amaro, 2014). Se le considera como oportunista y generador de infecciones

sistémicas en plantas, donde el patégeno se extiende por la mayor parte de la planta (Ormefio, 2023).

En estos casos, el hongo entra en contacto con las raices de las plantas infectandolas y
propagandose a través del sistema vascular de la misma, afectando la forma en la que la planta
recibe los nutrientes y el agua (Ormefio, 2023). Aquellas especies patdgenas de plantas causan
sintomas como la coloracién amarilla de las hojas, la marchitez de algunas de sus ramas, la
defoliacién severa, retraso en el crecimiento, necrosis de tejidos, pudricion del cuello, raiz, frutos,

granos y semillas de las plantas (Carrién y Desgarenne, 2022).

Este tipo de hongo esta asociado a la familia Nectriaceae dentro del orden Hypocreales, en la
clase Sordariomycetes. Tiene un comportamiento saproéfito al inicio de su ciclo vital, recibiendo
los nutrientes de la materia organica en descomposicion que se encuentra en el suelo (Cabrea et
al., 2019). Igualmente, puede actuar como patdgeno en las plantas, causando dafios significativos
en los cultivos, asi como infecciones en animales y humanos (Cabrea et al., 2019). Se pueden
encontrar alrededor de 100 especies que conforman este género, cuya taxonomia ha sido dificil
de estudiar debido a la gran variedad existente y la complejidad asociada a la misma, producto de

las diferencias presentes en las especies (Crous, 2021).

Se ubican en la mayoria de los suelos cultivados, registrando su presencia en plantas como la
avena, la cafia, el frijol, la papa y algunos arbustos frutales como el café, aguacate o el mango
(Carrion y Desgarenne, 2022). Algunas de las enfermedades méas importantes causadas por este género
son: el tizon de la espiga en el caso de los cultivos de trigo y el mal de Panama en el caso de los
cultivos de banano, donde también se pueden encontrar (Desjardins, 2006). En el caso de las
cactaceas, se han encontrado algunas especies del género Fusarium causante de diversas
enfermedades como lagrima de espelma o de vela, podredumbre de la raiz y podredumbre de la
corona (Rodriguez et al., 2021). También se ha reportado su presencia en cultivos de tuna en la

provincia de Chimborazo con una alta prevalencia en diversas localidades (Espinoza et al., 2023).

La cepa FO12 del género Fusarium se ha empleado actualmente, en los cultivos de plantas como
el pepino, como biofertilizante y bioestimulante de hierro, un elemento indispensable para el
desarrollo de los cultivos (Martin, 2023). El estudio realizado por, comprobd que esta cepa no es
patogénica, es decir que no provoca enfermedades en el cultivo y que, por el contrario, es un
agente de biocontrol frente a Verticillium dahliae, al activar la resistencia sistémica inducida en

plantas (Martin, 2023). Utilizar este microorganismo como biofertilizante contribuye a regular
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las comunidades de hongos y bacterias que habitan en los suelos, a la vez que aumenta la

sostenibilidad ambiental al reducir el uso de fertilizantes quimicos en los cultivos (Crous, 2021).

El Clonostachys, se encontr6 en las localidades de Tunshi proveniente principalmente de
cladodios sintomaticos y Los Chingazos, provenientes en mayor medida de cladodios
asintomaticos. Este hongo actda como endoéfito y saprofito, micoparasito destructivo, liquenicolas
0 habitantes de arboles recientemente muertos y hojas en descomposicion, y esta ampliamente
distribuido en el mundo (Flores et al., 2015). Pertenece a la familia Bionectriaceae, dentro del orden
Hypocreales, (Han et al., 2020). Se pueden encontrar aproximadamente 44 especies en este género,
dentro de las que se pueden mencionar 18 especies como B. byssicola, B. ochroleuca, B. pityrodes,
C. candelabrum, C. compactiuscula, C. rogersoniana, C. rosea, G. roseum, N. coccinea, N. coryli,

N. erubescens, N. fuckeliana, N. galligena, N. haematococca, N. inventa, N. lucida (Han et al., 2020).

En pocos casos es reportado como patogénico, presentando cambios en la coloracion de algunos

de los tejidos de las plantas, envejecimiento y la posterior muerte del cultivo (Suttony Mason, 2014).

Sin embargo, en la mayoria de los casos, es considerado como un hongo benéfico, comun en
raices, hojas, tallos, flores y frutos de diferentes tipos de plantas; ya que puede actuar como
desencadenante para aumentar la resistencia natural que tienen las plantas ante ciertas
enfermedades y el estrés. Sin embargo, su eficacia no ha podido ser determinada debido a que su

accion depende de ciertos factores bidticos y abidticos (Sutton y Mason, 2014).

Del mismo modo, Han et al. (2022), reporta que este género ha sido ampliamente utilizado en paises
como Estados Unidos, Canada y Alemania para el control bioldgico, la fermentacion biolégica,
la biodegradacion y bioenergia. Asi como agente que puede actuar para mejorar el crecimiento de
las plantas estimulando el desarrollo de las raices en diferentes cultivos, como por ejemplo en las

lechugas cultivadas hidropénicamente (Han et al., 2022).

Es conocido también como parasito de otros hongos y nematodo, se puede reproducir en
diferentes compuestos organicos incluyendo otros hongos, bacterias y los insectos. Ha generado
interés actualmente como controlador biolégico de algunas plagas presentes en ciertos cultivos
(Flores et al., 2015). Este género ha sido encontrado en diferentes cultivos en la etapa de postcosecha
de las plantas, entre ellas se pueden mencionar las plantas de aguacate, siembras de la tara y el
ciprés, donde causa dafios severos presentando sintomas como la pérdida de la turgencia y la
pudricion blanda, ocasionando la perdida de los cultivos (Coyotl et al., 2022). En el caso de las

cacticeas, Rodriguez et al. (2021), ha reportado la presencia de este hongo endéfito.
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También se reporta en el presente estudio la presencia del género Penicillium, en las localidades
de Tunshi proveniente de cladodios sintomaticos y en Los Chingazos tanto en cladodios
sintomaticos como asintomaticos. De acuerdo a lo explicado por Pérez y Sanchez (2021), s uno de
los géneros con mayor presencia y distribucion geografica, se puede encontrar en el suelo, el aire
y el agua (Pérez y Sanchez, 2021). Pertenece a la clase Eurotiomycetes, al orden Eurotiales, y a la
familia Aspergillaceae. Este género se puede subdividir en varios subgéneros de acuerdo a la
morfologia y velocidad de crecimiento, entre ellos se pueden mencionar Aspergilloides,
Biverticillium, Candida, entre otros (Pérez y Sénchez, 2021). Para su clasificacion se suelen emplear
diversas técnicas y claves taxondémicas, como establecer las caracteristicas de coloracion y textura
de las colonias o a través de las medidas y cambios en formas, tamafios y longitud de los dafios

causados (Pérez y Sanchez, 2021).

Es un hongo filamentoso hialino, que bajo ciertas condiciones puede ser endofito, pero que se ha
encontrado principalmente como saprofito en cultivos de arroz, hortalizas, cafia de azlcar, papa,
maiz y otros, asi como en algunos cultivos de cactaceas como el cactus y la tuna (Instituto Nacional
de seguridad y salud en el trabajo, 2022). En ocasiones se ha encontrado como parasito oportunista en
semillas, frutos maduros o durante el proceso de conservacion de los mismos, como en el caso de
las uvas (Instituto Nacional de seguridad y salud en el trabajo, 2022). De acuerdo a lo reportado por Allende
et al. (2013), en el cultivo de tomate se presenta pudricion de los tallos y en la etapa de post

cosecha manifiesta la pudricion de los frutos.

De forma general, presentan heridas en los tallos con una coloracién café y acompafiadas de un
moho color gris azulado, en las hojas puede ocasionar un crecimiento irregular con un tono
ligeramente amarillo, este hongo ocasiona la muerte del cultivo (Allende et al., 2013). Sin embargo,
dependiendo de la especie y de algunos otros factores bidticos y abidticos, puede presentar en la
planta hospedera colores como verde, verde azulado, gris o rosado, entre otros. Del mismo modo,
se pueden encontrar bordes completos sin fructificaciones, que permite ver el color del micelio

que generalmente tiene una coloracién blanca, pero en algunas especies puede ser amarillo,

anaranjado, parpura o café claro (Allende et al., 2013).

Todas las especies de este género son productoras de sustancias, que en algunos casos pueden ser
virulentas debido a su capacidad de producir toxinas, mientras que otras resultan muy beneficiosas
para el ser humano por sus propiedades antibidticas, como la penicilina (Bernuy et al., 2022). Para la
produccion de la penicilina las especies mas utilizadas son Penicillium notatum y Penicillium
chrysogenum (Bernuy et al., 2022). Otras aplicaciones biotecnolégicas en las que se ha utilizado este

género son la produccion de enzimas, sobre todo para la industria alimentaria; la biorremediacion
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para la limpieza de suelos y aguas contaminadas y la fermentacion industrial para la produccién

de ciertos productos quimicos (Bernuy et al., 2022).

En el presente estudio también se encontro la presencia del género Diaporthe, que pertenece a la
familia Diaporthaceae, la clase Sordariomycetes y el orden Diaporthales. Este género fue
encontrado en principalmente en la localidad de Tunshi en cladodios asintomaticos, y con menor
presencia en la localidad de Los Chingazos igualmente en cladodios asintomaticos. Este género
se puede encontrar en una gran variedad de habitats que incluyen el suelo, el aire, el agua y en
algunos cultivos agricolas y plantaciones forestales. ActGan como agentes patdgenos, saprofitos
0 endofitos dependiendo de ciertas condiciones ambientales y las caracteristicas particulares de
las plantas hospederas, ya que se puede encontrar en una gran variedad de plantas, arboles y

arbustos (Stewart, 2015) (Pes et al, 2016).

Las caracteristicas de este hongo son altamente variables por lo que se dificulta establecer las
diferencias taxondmicas entre ellos, sin embargo, algunas de las caracteristicas que se emplean
para su identificacién son el color y la apariencia de la colonia, el tamafio y la forma del estroma
y el tamafio de los colirios (Stewart, 2015). Sin importar la variedad algunos de los sintomas
generales que puede ocasionar la presencia de este hongo son: las manchas foliares, la marchitez,
los cancros, pudricion de la raiz, deformaciones y pérdida de vigor (Stewart, 2015). Estos sintomas

variaran dependiendo de la planta hospedera (Stewart, 2015).

De acuerdo a lo reportado por Guarnaccia et al. (2018), algunas especies de este género como D.
bohemiae, D. celeris, D. hispaniae y D. hungariae se consideran agentes causales de la
enfermedad conocida como escoliosis en cultivos de uvas. Aunque algunas otras especies como
D. ambigua y D. baccae, se asocian con los chancros y las necrosis sectoriales en la madera del
cultivo de la uva (Guarnaccia et al., 2018). Igualmente, Stewart (2015). reporta la presencia de este hongo
en cultivos de la soja asociados a la enfermedad cancro del tallo de la soja, la pudricion de semilla

de sojay del tizon de la vaina y el tallo de la soja (Stewart, 2015).

Algunas de las aplicaciones biotecnoldgicas que se le ha dado a este género esta relacionado con
las areas de la agricultura como agente de control de enfermedades en ciertas plantas, en la
medicina ya que presentan actividad antibiotica y anticancerigena, la industria de la alimentacion
principalmente en la produccion de biocomestibles y la industria quimica principalmente para

buscar nuevos compuestos bioactivos que tengan aplicaciones en diversos campos (Gomes et al.,
2013).
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El género Alternaria también fue reportado en la poblacidn de Tunshi proveniente de cladodios
sintomaticos, este género puede ser encontrado en diferentes ecosistemas como el suelo, plantas
y animales (Singh, 2016). Tiene algunos comportamientos diferenciados y puede actuar como
saprofito, enddfito y patdégeno. Pertenece a la clase Dothideomycetes, al orden Pleosporales y a
la familia Pleosporaceae. Algunas de las especies de este hongo actian como parasitas (Singh,
2016). Tiene dos caracteristicas distintivas: la produccion de melanina en las esporas y la
produccién de toxinas especificas para cada uno de los huéspedes, en el caso de actuar como
agente patdgeno. Cuando actla de esta forma, muestra una lenta destruccion de los tejidos

vegetales en el hospedero (Singh, 2016).

Se ha encontrado en cultivos de cereales, hortalizas y arboles frutales como las mandarinas y el
limén, ocasionando enfermedades como la Mancha marrén y la Mancha foliar (Pavon et al., 2015).
Igualmente, se ha encontrado en &rboles de manzana ocasionando pequefias manchas marrones y
produciendo la defoliacion en los arboles (Pavén et al., 2015). También se han reportado la presencia
de este hongo, en las aceitunas y en algunos frutos secos alterando la forma de las hojas y de los
frutos. Del mismo modo, Rodriguez et al., (2021) ha reportado su presencia como hongo enddéfito en
algunas especies de cactaceas, como el cactus originario de México y Estados Unidos. En el
cultivo de pitahaya en la provincia de Morona Santiago, se ha encontrado este género ocasionando

severos dafios producto de la sarna en vainas y frutos (Pico et al., 2019).

Igualmente, en el estudio realizado por Espinoza et al. (2023), Se encontrd este género en los cultivos
de tuna en las localidades de Tunshi, Alacao y Los Chingazos con una prevalencia de 50%.
También se reporta la presencia de este género en cultivos de tuna en la provincia de Loja, como
agente causal de la enfermedad mancha plateada (Jaramillo y Santin, 2017). Del mismo modo, en el
estudio realizado por Almanza et al., (2012), Se menciona la presencia del género Alternaria como

agente causal de la enfermedad gotera en los cultivos de tuna en Colombia (Almanza et al., 2012).

En la actualidad a partir del uso de herramientas biotecnoldgicas como el cultivo de tejidos, la
mutagénesis y la seleccion in vitro, se empleado este género para mejorar la resistencia a ciertas
plagas y enfermedades en los cultivos (Veitia et al., 2014). Por ejemplo, en el caso de los cultivos de
papa se ha empleado el género Alternaria para aumentar la resistencia a enfermedades como el

tizdn temprano (Veitia et al., 2014).

Dentro de los resultados obtenidos también se observo la presencia del género Neopestalotiopsis,
que pertenece a la clase Sordariomycetes, al orden Xylariales y a la familia Amphisphaeriaceae.

En el presente estudio se ha encontrado en la localidad de Tunshi en cladodios sintomaticos y en
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la localidad de Alacao en cladodios asintomaticos. Es conocido como agente causal de
enfermedades como la pudricion de la raiz y corona, y se presenta principalmente en los cultivos
de la fresa, aguacate, nuez pecana, granada, arandanos, entre otros (Baggio et al., 2021). De igual
forma, se ha encontrado en cactaceas como la Nopalea cochenillifera, un cactus de la region

noreste de Brasil, causando enfermedades como la mancha marrdn (Conforto et al., 2019).

Se puede encontrar en el suelo, y otros sustratos como la vegetacion en descomposicion, los
residuos organicos y las superficies vegetales infectadas (Conforto et al., 2019). En los cultivos
pueden presentar como sintomatologia principal cambios en las coloraciones por un amarillo
palido. Las enfermedades producidas por este hongo pueden causar la muerte de los brotes,

manchas foliares, tizones, clorosis y pudriciones de los frutos (Baggio et al., 2021).

Se consideran como patdgenos débiles y oportunistas que generan poco dafio en las plantas
ornamentales pero que en otros cultivos pueden generar dafios considerables (Baggio et al., 2021).
Son endofitos y algunos estudios indican que pueden permanecer como habitantes inactivos en
las plantas sin presentar ningln sintoma, luego pasan a convertirse en patdgenos con las
condiciones ambientales y climéticas adecuadas. La severidad dependera de la susceptibilidad de

la planta y la virulencia que esté asociada a ese patdgeno en particular (Baggio et al., 2021).

Las infecciones causadas por este hongo se presentan en cuatro etapas en una primera etapa las
células germinan y se une al sustrato, en la segunda etapa ocurre una adhesién débil en las bases
de las plantas, para que posteriormente se produzcan las sustancias adhesivas a lo largo de la
planta durante la tercera etapa, la cuarta etapa implica la liberacion de material fibrilar en el punto
de emergencia (Baggio et al., 2021). Generalmente se produce ante la presencia de elevados indices

de humedad en las hojas y con una temperatura aproximada de entre 20 y 25 grados centigrados
(Baggio et al., 2021).

Algunas de las aplicaciones biotecnoldgicas que se pueden mencionar, incluyen la investigacién
para la produccidn de celulasas, lipasas, proteasas y amilasas que son empleados en la industria
para la produccion de combustibles, la industria alimentaria y la biotecnologia ambiental (Wu et
al., 2021).

El género Colletotrichum, perteneciente a la clase Sordariomycetes, del orden Glomerellales y la
familia Glomerellaceae, se encontr6 en la localidad de Tunshi proveniente de cladodios
sintomaticos. Se caracteriza por presentar esporas llamadas conidios que estan dispuestas en
acérvulos y son las que participan en el proceso de infeccion del cultivo (Quiroga, 2021). Este
proceso comienza con la etapa de colonizacion, esta fase inicial es donde el hongo se alimenta de
células vivas y establece el patégeno. Durante la segunda fase necrotréfica, los recursos se
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obtienen a partir de las células muertas originadas por la presencia del patdgeno. En esta etapa,
se presentan los primeros sintomas de la enfermedad que consisten en el cambio en la coloracién

y el hundimiento de los bordes de las plantas (Quiroga, 2021).

Este hongo tiene la capacidad de permanecer inactivo en los restos de las plantas infectadas, en
los desechos vegetales o en las semillas por lo que pueden empezar a ocasionar la infeccion

cuando las condiciones climaticas y ambientales sean las adecuadas (Quiroga, 2021).

Segun lo expuesto por Landero et al. (2016) este hongo es un patégeno que puede causar una
enfermedad denominada antracnosis en plantas y algunos frutos. Este hongo se encuentra
principalmente en regiones tropicales y se han reportado sintomas en los cultivos de pimiento
morron, papaya, manzanas, aguacate y mango generalmente se presentan en la etapa de la cosecha
(Landero et al., 2016). En su investigacion, Rodriguez et al. (2021), también lo reporta como un hongo

endofito presente en los cultivos de cactaceas, como algunas variedades de cactus y tuna.

Por ejemplo, se ha descubierto que algunas especies de Colletotrichum actdan como endofitos en
plantas, lo que significa que pueden colonizar los tejidos vegetales sin causar enfermedad aparente
(Quiroga, 2021). Algunos de estas especies de Colletotrichum, como Colletotrichum tofieldiae,
Colletotrichum boninense y Colletotrichum gloeosporioides, se han reportado como beneficiosas
ya que pueden contribuir a mejorar la resistencia a enfermedades, aumentar la tolerancia al estrés

abiotico y promover el crecimiento vegetal (Landero et al., 2016).

De acuerdo a lo expresado por Landero et al. (2016), estas especies son utilizadas como agentes de
control de enfermedades, asi como para la produccion de metabolitos secundarios con potencial

farmacéutico, como compuestos antifingicos, antibacterianos y anticancerigenos.

Otro de los géneros encontrados en el presente estudio fue Aspergillus, que pertenece a la clase
Eurotiomycetes, al orden Eurotiales y a la familia Aspergillaceae. Este género fue encontrado
Unicamente en la localidad de Tunshi proveniente de cladodios asintomaticos. Este hongo es
filamentoso hialino y saprofito, con aproximadamente 180 especies diferentes como Aspergillus
fumigatus, Aspergillus niger y Aspergillus flavus (Instituto Nacional de Seguridad y Salud en el Trabajo,
2021). Se puede encontrar en diferentes héabitats como el suelo, la materia orgénica en
descomposicion y en el agua. Igualmente, este hongo se considera cosmopolita y patdgeno tanto
en humanos como animales, asi como en diversas especies de plantas (Instituto Nacional de Seguridad
y Salud en el Trabajo, 2021).

Ramos et al. (2019) ha encontrado este hongo en cultivos de higo como agente patdgeno causante de

pérdidas del cultivo debido a los dafios ocasionados en los frutos. Del mismo modo, Barontini et al.
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(2020), ha reportado la presencia de esto hongo en los cultivos de maiz causando el deterioro de la
calidad de los granos, ademas de reducir su rendimiento. Asi mismo, al producir micotoxinas en
el pre y en la postcosecha, contamina los cultivos, ocasionando enfermedades tanto en los
humanos como en los animales que los consumen (Barontini et al., 2020). En el caso de los cultivos
de Cereus jamacaru y Cereus hildmannianus, cactus de la regién de Brasil, también se encontrd

este hongo como agente patégeno causante de dafios y pudriciones en los cladodios (Gomes et al.,
2020).

Dentro de las aplicaciones biotecnoldgicas del género Aspergillus se puede mencionar que es
utilizado como agente productor de micotoxinas, unos metabolitos secundarios que se producen
en el proceso de degradacion de la materia organica y que es empleado como mecanismo de

defensa frente a otros microorganismos (Instituto Nacional de Seguridad y Salud en el Trabajo, 2021).

El género Hypoxylon, se encontré Unicamente en la localidad de Tunshi en los cladodios
sintomaticos. Segln lo expuesto por Reyes et al. (2020), este género pertenece a la clase
Sordariomycetes, al orden Xylariales y a la familia Xylariaceae. Se caracteriza principalmente
por poseer peritecios embebidos en un estroma oscuro o de colores brillantes, estan separados y
presentan formas ovoides, tubulares o globosas. Se encuentra ocasionalmente en algunos
elementos naturales y se puede replicar a partir de aislamientos en diferentes medios de cultivo
(Reyes et al., 2020). Este género vive como saproétrofo, siendo encontrado principalmente en la
madera de los &rboles y en los tejidos internos de algunas plantas lefiosas 0 herbaceas (Reyes et al.,
2020). Se han encontrado alrededor de 115 especies que pertenecen a este género, estas especies

se pueden diferenciar por la forma y el color del estroma (Reyes et al., 2020).

Gonzalez et al. (2019), ha reportado la presencia de este género como endofito, saprofito y
fitopatégeno débil en la madera de arboles como el huarango y, responsable de los sintomas de
pudricion en la mazorca de la planta de cacao. (Gonzalez et al., 2019). Del mismo modo, en varias
especies de cactaceas, como el cactus gigante, el tasajo, el garambullo y el nopal tap6n ha sido

reportada la presencia de este hongo, como agente causal de diversas enfermedades (Rodriguez et
al., 2021).
Este género al ser considerado principalmente como patogénico no posee muchas aplicaciones en

biotecnologia, sin embargo, Gonzilez et al. (2019) ha reportado su utilidad como agente de
biorremediacion, ya que se pueden encontrar algunas especies saprobias que se alimentan de la
materia organica muerta, contribuyendo a mejorar la calidad de suelos contaminados con

sustancias organicas.
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Nigrospora, fue encontrado Unicamente en la localidad de Alacao en los cladodios sintomaticos.
Pertenece a la clase Dothideomycetes, a la orden Pleosporales y a la familia Nigrosporaceae.
(Avelar et al. 2011). Se puede encontrar en diversos habitats, incluyendo suelos, materia organica en
descomposicion, plantas y otros sustratos vegetales. Este hongo se comporta como saprdéfito y en
algunas ocasiones puede atacar el tallo y las semillas, especialmente en los cultivos de maiz y

trigo (Avelar et al. 2011).

Son conocidos como parasitos débiles, y afectan a plantas susceptibles ocasionando sintomas que
pueden llevar a la pérdida de los cultivos (Avelar et al. 2011). Algunos de los sintomas que produce
son manchas en el tallo y la afectacion en la germinacion de las semillas (Avelar et al. 2011). Se ha
reportado segin el estudio de Avelar et al. (2011) en el cultivo de chile en México. En el estudio
presentado por Montreal et al. (2014), Se reporta la presencia este género en el garambullo, un tipo de
cactacea endémica de México, siendo uno de los responsables principales de las pérdidas en el
rendimiento y la calidad del fruto (Montreal et al., 2014). En las cactaceas, Rodriguez et al. (2021),
también lo ha reportado como agente causal de varias enfermedades como manchas foliares y
pudricion de las raices en diversas especies de cactus de las regiones de México y Estados Unidos.
No presenta muchas aplicaciones biotecnoldgicas, sin embargo, se pueden emplear en la
produccién de metabolitos secundarios, ya que algunas especies pueden producir una variedad de

compuestos bioactivos, como alcaloides, terpenoides y fenoles (Montreal et al., 2014).

Lasiodiplodia, fue encontrado en Los Chingazos en los cladodios sintomaticos Unicamente. Este
género pertenece a la clase Dothideomycetes, al orden Botryosphaeriales y a la familia
Botryosphaeriaceae (Picos et al., 2014). Es un hongo endofito y parasito cuya principal
caracteristica es que forma picnidos, se encuentra principalmente en los suelos y en los restos de
los cultivos, su presencia en los cultivos esta relacionada con la muerte de los huéspedes (Morales
et al.,, 2024). De acuerdo a lo expuesto por Flores et al. (2021) bajo ciertas condiciones este hongo
tiene un comportamiento sapréfito y se considera patdégeno latente, es decir, que es patégeno en
los momentos en los que el hospedero esta estresado. Es un hongo pleomorfico y ubicuo, se ha
encontrado una gran variedad de especies de este género que pueden actuar como saprofitos y

pat6genos (Picos et al., 2014). Se suele encontrar en regiones tropicales y subtropicales (Morales et al.,
2024).
Se presenta con frecuencia en cultivos hortofruticolas como la uva, el mango y la papaya (Picos et

al., 2014) (Morales et al., 2024) (Flores et al., 2021). De igual forma, se reporta la presencia de este hongo
patdgeno en los cultivos de algunas cactaceas como el Cereus jamacaruy el Cereus
hildmannianus (Dos Santos et al., 2020). L0os sintomas que presenta son lesiones necrdticas en el tejido
gue se encuentra infectado, la pudricion de las semillas y los frutos, asi como la muerte progresiva

de la planta (Morales et al., 2024).
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Lasiodiplodia, segun lo reportado por Flores et al. (2021) ha sido empleado en algunas ocasiones
como agente de control biolégico contra patdgenos presentes en ciertas plantas, sin embargo, no

ha se han presentado reportes significativos en otras areas.

El género Purpureocillium fue encontrado en la localidad de Los Chingazos proveniente de
cladodios asintomaticos. Este es un género entomopatdgeno, es decir, un hongo capaz de infectar
y matar insectos. Pertenece a la clase Sordariomycetes, al orden Hypocreales y a la familia
Ophiocordycipitaceae. De acuerdo con Gortari y Rogque (2016), este hongo se encuentra
principalmente en los suelos por lo que puede afectar a grandes cantidades de cultivos
ocasionando pérdidas importantes de los mismos. A las especies de este género se les considera
un parasito oportunista que es capaz de infectar y colonizar a las plantas alimentandose de las
estructuras reproductivas de los nematodos de la raiz durante los periodos sedentarios de su ciclo
de vida (Gortari y Roque, 2016). Sin embargo, bajo ciertas condiciones pueden tener una fase saprofita

durante su ciclo de vida, cuando se alimentan de materia organica en descomposicion.

La investigacion realizada por Gortari y Roque (2016), reporta la presencia de este hongo en cultivos
de tomate, sin embargo, también se puede encontrar en cultivos de pepino, fresas, manzana, arroz

y flores ornamentales (Gallego et al., 2014).

Se ha utilizado como parte de las estrategias de manejo integrado en diferentes cultivos para
control de plagas, principalmente por su capacidad para actuar contra nematodos parasitos de
plantas. También, debido a su facilidad para ser producido in vitro y porque no registra efectos
adversos para el medio ambiente (Gortari y Roque, 2016). En la investigacion realizada por Gallego et
al. (2014) la cepa UdeA0106 de Purpureocillium ha sido empleada en los cultivos de crisantemos

en Colombia como agente de control de la plaga sinfilidos (Scutigerella sp.).

Otro de los géneros encontrados en el presente estudio fue Pichia, un género de levaduras que
pertenece a la familia Pichiaceae, en el orden Saccharomycetales y la clase Saccharomycetes.
Este género se encontro en la localidad de Los Chingazos proveniente de cladodios asintomaticos.
Puede actuar como endofito en algunas especies de plantas agricolas, como el arroz, el trigo y la
cafia de azUcar; asi como en algunas especies de plantas ornamentales como las rosas, los geranios

y las orquideas.

Algunas de sus aplicaciones en biotecnologia estan relacionadas con la produccion de varios

compuestos quimicos que son empleados en la industria alimentaria y de bebidas, asi como por
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su capacidad para fermentar azlcares (Garcia et al., 2021). Ademas, algunas especies de Pichia

también se han estudiado por su potencial para la biorremediacién.

Los hallazgos obtenidos coinciden con los resultados presentados por Zimmermann y Granata, (2002),
Jaramillo y Santin (2017) y Espinoza et al. (2023), quienes evidenciaron la asociacion de hongos
fitopatdgenos a la presencia de pudriciones, manchas y necrosis en plantas del phylum
Ascomycota, al registrar los mismos elementos en producciones de otras especies de cactaceas.
Esto permiti¢ identificar que existen algunos hongos fitopatdgenos prevalentes en la microbiota

de las muestras de tuna recolectadas para la realizacion de la presente investigacion.

En el caso del presente estudio se observaron una gran diversidad de hongos de diez familias y
ordenes diferentes, que en los cultivos pueden cumplir diversos papeles, al presentarse como
hongos enddfitos, saprofitos y patégenos. En algunos de ellos se evidencia gran potencial
biotecnoldgico al ser empleados como agentes de control biol6gicos y productores de enzimas

con aplicaciones en medicina, la industria quimica y alimentaria.

4.6.  Comprobacion de la hipotesis

Mediante el estudio realizado se rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipétesis alterna que

menciona que al menos una de las localidades con plantaciones de Tuna (Opuntia ficus- indica

(L.) Mill.) en la provincia de Chimborazo difieren en la diversidad de la microbiota fungica.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

1. Se obtuvo un total de 44 aislados de hongos a partir de cladodios de tuna con sintomatologia
externa visible (25), y cladodios asintomaticos (19). Se agruparon en 11 morfotipos diferentes
segun su color, forma, borde y elevacion. Con diferentes tonalidades de blanco, gris, amarillo
y negro. Los morfotipos presentaron formas: irregular estriado con el 27,27%, borde ondulado

con el 36,36% y poca elevacion con el 72,2%.

2. Se identificd molecularmente 43 hongos los cuales correspondieron a los géneros Epicoccum
(11), Fusarium (9), Clonostachys (6), Penicillium(3), Diaporthe(3), Alternaria (2),
Neopestalotiopsis (2), Colletotrichum (1), Aspergillus (1), Hypoxylon (1), Nigrospora (1),

Lasiodiplodia (1), Purpureocillium (1), Pichia (1) y aislado no clasificado.

3. En lalocalidad gue se encontré la mayor abundancia fue Tunshi con 10 géneros (Epicoccum,
Fusarium,  Alternaria,  Clonostachys,  Penicillium,  Colletotrichum, Diaporthe,
Neopestalotiopsis, Hypoxylon y Aspergillus). En la localidad que se encontr6 la menor

diversidad fue Alacao con tres géneros (Fusarium, Neopestalotiopsis y Nigrospora).

4. La localidad con la mayor diversidad fungica segun el indice de riqueza fue Tunshi con un
valor de 15,60 proveniente de cladodios sintomaticos, mientras que la localidad con la mayor
diversidad fdngica segun el indice de Shannon fue Los Chingazos con un valor de 13,96

proveniente de cladodios asintomaticos.

5.2. Recomendaciones

1. Llevar a cabo una caracterizacién bioldgica de los hongos encontrados en las diferentes
localidades

2. Utilizar otros marcadores moleculares como el factor de elongacion y traduccién (TEF), para
una identificacion a nivel de especie de los géneros encontrados en el estudio.

3. Estudiar diferentes metodologias para la esporulacién de los hongos encontrados, en el
presente estudio para complementar la identificacion molecular y cultural con una

caracterizacion morfoldgica.
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GLOSARIO

Agar: es un polisacérido que se forma por la agarosa y agaropectina y que se utiliza
principalmente como agente gelificante (Villalobos et al., 2007, pags. 57-65).

Aislamiento: es un proceso en el que se toman muestras de material bioldgico para conocer y

analizar sus caracteristicas particulares (Mufioz et al., 2015, pags. 77-91)

Caracterizacion: es una técnica a través de la cual se pueden determinar las caracteristicas
individuales de las muestras para identificar sus elementos particulares (Mufioz et al., 2015, pégs.
77-91)

Electroforesis: es un procedimiento empleado para la separacion de biomoléculas de acuerdo

con su movilidad y naturaleza (Montalvo y Lugo, 2019, pags. 48-54).

Especie: categoria taxondmica fundamental, que permite identificar con un nombre cientifico a

los individuos que presentan caracteristicas similares (Arija, 2013, pags. 1-10).

Género: denominacion comun entre varias especies que se encuentran ligeramente relacionadas
entre si (Arija, 2013, pags. 1-10).

Medio de Cultivo: es un ambiente que imita las condiciones naturales apropiadas para el

crecimiento de microorganismos (GOmez y Batista, 2006, pags. 17-24).

Micelio: es una parte del aparato vegetativo que se encuentra en los hongos formado
principalmente por filamentos ramificados en forma de raiz (Gémez y Batista, 2006, pags. 17-
24).

PCR: técnica in vitro utilizada para lograr la amplificacion de una secuencia especifica del ADN
(Pedrosa, 1999, pags. 1-10).

Primer: secuencias cortas de moléculas de &cidos nucleicos empleados para la amplificacion de

un gen o un fragmento de ADN a través de PCR (Pedrosa, 1999, pags. 1-10).
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Secuenciamiento: es una herramienta que permite conocer el cddigo genético presente en

muestras (Pedrosa, 1999, pags. 1-10).
Signo: se refiere a la presencia visible y medible del agente causal de una enfermedad (Arija,
2013, pags. 1-10).

Sintoma: manifestacion externa de una enfermedad (Arija, 2013, pégs. 1-10).

Taxonomia: disciplina cientifica que estudia las caracteristicas compartidas por los organismos
para agruparlos y clasificarlos. (Arija, 2013, pags. 1-10).
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ANEXOS

ANEXO A: CALCULO PARA DETERMINAR REACTIVOS Y CANTIDAD PARA
PREPARAR MEDIO AGAR MALTA MODIFICADO

Material Cantidad
Extracto de malta (MERCK) 10g
Extracto de levadura (GIBCO) 29

Bacto Agar (BD DIFCO™) en 1000 ml de agua destilada 20 g

Realizado por: Gavilanez, 2024.

ANEXO B: CALCULO PARA DETERMINAR REACTIVOS, MATERIALES Y CANTIDAD
PARA PREPARAR MEDIO AGAR AVENA

Material Cantidad
Bacto-Agar (BD DIFCO™) 20¢g
Avena 40 g en 1000 ml de agua destilada

Realizado por: Gavilanez, 2024.

ANEXO C: PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO AGAR MALTA MODIFICADO

PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO

Materiales utilizados para la preparacién Preparacion de materiales y Dispensar en cajas Petriy dejar
del medio de cultivo Malta modificado medio de cultivo gelificar

Con un palillo estéril transferir micelio
a una cajay sellar




ANEXO D: PROCEDIMIENTO AISLAMIENTO MEDIANTE REPICADO CONSECUTIVO

AISLAMIENTO CONSECUTIVO PARALA
OBTENCION DE CULTIVOS PUROS

Preparacion del medio de Cortar un disco de micelioy
cultive y dispensar transferir a una nueva caja

Incubadoray dejar crecer el Evaluacién de micelio y
micelio repicado registro

HE




ANEXO F: PROCESO ELECTROFORESIS DE RESULTADOS DE PCR (REACCION EN
CADENA DE LA POLIMERASA)

ANEXO G: GELES DE AGAROSA OBTENIDOS EN ELECTROFORESIS CON PRIMERS
ITS1YITS4




ANEXO H: CRECIMIENTO DE MICROORGANISMOS FUNGICOS PREVALENTES EN
TUNA (CLADODIOS) DE LAS LOCALIDADES EN ESTUDIO

ANEXO I: CRECIMIENTO DE MICROORGANISMOS FUNGICOS PREVALENTES EN
TUNA (SUELO) DE LAS LOCALIDADES EN ESTUDIO




ANEXO J: MICROORGANISMOS FUNGICOS DE TUNA PREVALENTES AISLADOS
MEDIANTE REPICADOS CONSECUTIVOS

Tunshi Cladodios Sintomaticos

Numero Medio Morfotipo Cadigo
Al Pda Blanco 10R-8/1
A2 Malta Blanco 10R-8/1
A3 Pda Blanco 10R-8/1
Ad Malta Blanco 10R-8/1
A5 Pda Blanco 10R-8/1
A6 Malta Blanco 10R-8/1
A7 Pda Gris Claro 2,5GY-8/1
A8 Malta Blanco 10R-8/1
A9 Pda Gris Claro 2,5GY-8/1
Al0 Malta  Aceituna Grisaiceo  7,5Y-5/2
All Pda  Gris Verdoso Claro  10GY-8/1
Al2 Malta Blanco 10R-8/1
Al3 Pda Gris Claro 2,5GY-8/1
Al4 Malta Blanco 10R-8/1
Al5 Pda Amarillo Ligero  7,5YR-8/3
Al6 Malta Blanco 10R-8/1
Al7 Pda Gris Claro 2,5GY-8/1
Al8 Malta Gris Claro 2,5GY-8/1
Al9 Pda Blanco 10R-8/1
A20 Malta Amarillo 5Y-8/8
A21 Pda Amarillo Ligero  7,5YR-8/3
A22 Malta Amarillo 5Y-8/8

Tunshi Cladodios Asintomaticos
A23 Pda Blanco 10R-8/1
A24 Malta ~ Amarillo Ligero  7,5YR-8/3
A25 Pda Gris Aceituna 10Y-6/2
A26 Malta  Gris Rojizo Ligero  10R-7/1
A27 Pda Blanco 10R-8/1
A28 Malta Amarillo 5Y-8/8




A29 Pda Blanco 10R-8/1
A30 Malta Blanco 10R-8/1
A3l Pda Blanco 10R-8/1
A32 Malta Amarillo Ligero  7,5YR-8/3
A33 Pda Blanco 10R-8/1
A34 Malta Blanco 10R-8/1
A35 Pda Blanco Grisaceo N-7/10
A36 Malta Gris Aceituna 10Y-6/2
A37 Pda Blanco Grisaceo N-7/10
A38 Malta Blanco 10R-8/1
A39 Pda Blanco 10R-8/1
A40 Malta Blanco 10R-8/1
A4l Pda Blanco 10R-8/1
A42 Malta Negro Parduzco 5YR-2/2
Alacao Cladodios Sintomaticos
A43 Pda  Gris Aceituna Claro  5GY-7/1
Ad4 Malta Gris Aceituna Claro  5GY-7/1
A45 Pda Amarillo 5Y-8/8
A46 Malta  Gris Aceituna Claro  5GY-7/1
A47 Pda Blanco 10R-8/1
A48 Malta  Gris Aceituna Claro  5GY-7/1
A49 Pda  Gris Aceituna Claro  5GY-7/1
A50 Malta Amarillo Ligero  7,5YR-8/3
A51 Pda Blanco 10R-8/1
A52 Malta Blanco 10R-8/1
A53 Pda Amarillo 5Y-8/8
Alacao Cladodios Asintomaticos

A54 Pda Blanco 10R-8/1
A55 Malta Gris Claro 2,5GY-8/1
A56 Pda Blanco 10R-8/1
A57 Malta Gris Claro 2,5GY-8/1
A58 Pda  Gris Aceituna Claro  5GY-7/1
A59 Malta Gris Claro 2,5GY-8/1
A60 Pda Amarillo 5Y-8/8




A6l Malta Blanco 10R-8/1
A62 Pda Gris Claro 2,5GY-8/1
AB3 Malta Blanco 10R-8/1
A64 Pda Amarillo 5Y-8/8

Los Chingazos Cladodios Sintomaticos

AB5 Pda Blanco 10R-8/1
A66 Malta Gris Claro 2,5GY-8/1
A67 Pda  Gris Aceituna Claro  5GY-7/1
A68 Malta Gris Claro 2,5GY-8/1
A69 Pda  Gris Rojizo Ligero  10R-7/1
Los Chingazos Cladodios Asintomaticos
A70 Pda Aceituna Grisaceo 7,5Y-5/2
A71 Malta Gris Claro 2,5GY-8/1
AT2 Pda Blanco 10R-8/1
AT73 Malta Gris Claro 2,5GY-8/1
A74 Pda Gris Claro 2,5GY-8/1
A75 Malta Gris Claro 2,5GY-8/1
A76 Pda Gris Claro 2,5GY-8/1
ATT Malta  Gris Rojizo Ligero  10R-7/1
AT78 Pda Gris Claro 2,5GY-8/1
AT9 Malta  Gris Verdoso Claro  10GY-8/1
A80 Pda  Gris Rojizo Ligero  10R-7/1
A8l Malta Gris Claro 2,5GY-8/1
A82 Pda Gris Claro 2,5GY-8/1
A83 Malta Gris Claro 2,5GY-8/1
A84 Pda Gris Claro 2,5GY-8/1
A85 Malta Gris Claro 2,5GY-8/1
A86 Pda Gris Claro 2,5GY-8/1
A87 Malta Blanco 10R-8/1
A88 Pda Gris Claro 2,5GY-8/1

Realizado por: Gavilanez, 2024.



ANEXO K: ABUNDANCIA DE MICROORGANISMOS FUNGICOS PREVALENTES DE
TUNA AGRUPADA POR MORFOTIPO (COLOR)

Numero  Cddigo Morfotipo Abundancia
1 10R-8/1 Blanco 32
2 2,5GY-8/1 Gris Claro 24
3 7,5Y-5/2  Aceituna Grisaceo 2
4 10GY-8/1  Gris Verdoso Claro 2
5 7,5YR-8/3 Amarillo Ligero 5
6 5Y-8/8 Amarillo 7
7 10R-7/1  Gris Rojizo Ligero 4
8 10Y-6/2 Gris Aceituna 2
9 N-7/10 Blanco Griséceo 2
10 5YR-2/2 Negro Parduzco 1
11 5GY-7/1  Gris Aceituna Claro 7

Realizado por: Gavilanez, 2024.

ANEXO L: ABUNDANCIA LOCALIDAD TUNSHI CLADODIOS SINTOMATICOS

Medio Morfotipo Abundancia
PDA Blanco 4
MALTA Blanco 7
PDA Gris Claro 4
MALTA Gris Claro 1
PDA Amarillo Ligero 2
MALTA Amarillo 2
MALTA  Aceituna Grisaceo 1
PDA  Gris Verdoso Claro 1

Total 22

Realizado por: Gavilanez, 2024.




ANEXO M: ABUNDANCIA LOCALIDAD TUNSHI CLADODIOS ASINTOMATICOS

Medio Morfotipo Abundancia
PDA Blanco 7
MALTA Blanco 4
PDA Gris Aceituna 1
MALTA Gris Aceituna 1
MALTA Amarillo Ligero 2
MALTA Gris Rojizo Ligero 1
MALTA Amarillo 1
PDA Blanco Grisaceo 2
MALTA Negro Parduzco 1
Total 20

ANEXO N: ABUNDANCIA LOCALIDAD ALACAO CLADODIOS SINTOMATICOS

Medio Morfotipo Abundancia
PDA Gris Aceituna Claro 2
MALTA Gris Aceituna Claro 3
PDA Amarillo 2
MALTA Amarillo Ligero 1
PDA Blanco 2
MALTA Blanco 1
Total 11

Realizado por: Gavilanez, 2024.



ANEXO O: ABUNDANCIA LOCALIDAD ALACAO CLADODIOS ASINTOMATICOS

Medio Morfotipo Abundancia
PDA Blanco 2
MALTA Blanco 2
PDA Gris Claro 1
MALTA Gris Claro 3
PDA  Gris Aceituna Claro 1
PDA Amarillo 2
Total 11

ANEXO P: ABUNDANCIA LOCALIDAD LOS CHINGAZOS CLADODIOS
SINTOMATICOS

Medio Morfotipo Abundancia
PDA Blanco 1
MALTA Gris Claro 2
PDA  Gris Aceituna Claro 1
PDA Gris Rojizo Ligero 1
Total 5

Realizado por: Gavilanez, 2024.

ANEXO Q: ABUNDANCIA LOCALIDAD LOS CHINGAZOS CLADODIOS
ASINTOMATICOS

Medio Morfotipo Abundancia

PDA Blanco 1
MALTA Blanco 1

PDA Gris Claro 7
MALTA Gris Claro 6

PDA Aceituna Grisaceo 1
MALTA Gris Rojizo Ligero 1

PDA Gris Rojizo Ligero 1
MALTA Gris Verdoso Claro 1

Total 19




ANEXO R: CUANTIFICACION DE MUESTRAS DE ADN DE LAS LOCALIDADES EN

ESTUDIO
Cédigo Nombre Morfotipo ng/ml  A260/280 A260/A230
Al T1E2 Blanco 27.0 1.29 0.74
A2 T1E1 Verde 19.0 212 1.16
A3 T1E2 Verde 8.4 1.28 0.32
Ad T2E1 Gris 529.3 1.74 141
A5 T2E1 Gris Claro 7.7 0.95 0.18
A6 T3E2 Blanco 9.9 1.94 0.49
A7 T3El Blanco 472.5 191 2.02
A8 T1E1 Verde 6.3 1.05 0.85
A9 T3E3 Blanco 208.4 1.94 1.69
Al0 T1E2 Verde 15.9 1.94 18.19
All T1E3 Blanco 287.3 1.24 0.87
Al2 T1El Blanco 1359.8 2.04 2.40
Al3 T1E3 Amarillo 11.0 0.61 0.10
Al4 T1E3  Amarillo Ligero 2.0 0.76 0.40
Al5 T1E3 Blanco 3.2 0.80 4.72
Al6 T2E1 Verde 118.6 1.96 2.02
Al7 T3E2  Verde Grisaceo  41.2 1.80 1.38
Al8 T3E1l Blanco 81.6 1.74 0.65
Al19 T3E3 Blanco 143.4 1.83 1.10
A20 T1E2 Blanco 5.2 1.12 0.13
A2l T3E1l Amarillo 25.7 1.74 0.53
A22 T2E1 Blanco 37.7 0.80 0.18
A23 T2E1 Blanco 26.0 0.93 0.74
A24 T2S2 Blanco 5.3 1.64 0.07
A25 T2S2 Blanco 7.9 1.34 2.07
A26 T3E3 Verde 3.3 1.17 0.20
A27 T3E3 Verde 12.3 0.75 0.19
A28 T2E1  Verde Grisaceo 0.7 0.54 0.04
A29 T3El Blanco 262.4 1.15 0.95
A30 T3E1 Blanco 27.0 1.10 0.76

A3l T1E2 Gris 3.3 0.66 0.09




A32 T1E3 Verde 126.3 1.40 1.04

A33 T1E3 Verde 25.0 1.30 0.29
A34 T3E2  Verde Grisaceo  226.6 1.62 1.12
A35 T1E? Gris 51 0.86 0.10
A36 T3E1l Amarillo 101.2 1.70 1.73

ANEXO S: MATRIZ DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC)

Colonias Factor De Volumen Del

Cdédigo Nombre  Lugar Contadas Dilucién In6culo UFC/mL

Bl 1071 TUNSHI 4 10 1 4.00x10-1

B2 1072 Tunshi 4 10 1 4.00x10-1

B3 10T3 Tunshi 3 10 1 3.00x10-1

B4 10A1 Alacao 5 10 1 5.00x10-1

B5 10A2 Alacao 6 10 1 6.00x10-1

B6 10A3 Alacao 5 10 1 5.00x10-1
Los

B7 10CH1  Chingazos 8 10 1 8.00x10-1
Los

B8 10CH2 Chingazos 8 10 1 8.00x10-1
Los

B9 10CH3  Chingazos 6 10 1 6.00x10-1

B10 10-1T1 Tunshi 3 107 1 3.00x10-1

B11 10-1T2  Tunshi 1 1071 1 1.00x10-1

B12 10-1T3  Tunshi 2 1071 1 2.00x10-1

B13 10-1A1  Alacao 1 1071 1 1.00x10-1

B14 10-1A2  Alacao 1 107 1 1.00x10-1

B15 10-1A3  Alacao 1 1071 1 1.00x10-1
Los

B16 10-1CH1 Chingazos 10 10M1 1 1.00x10-2
Los

B17 10-1CH2 Chingazos 5 101 1 5.00x10-1
Los

B18 10-1CH3 Chingazos 7 1071 1 7.00x10-1

B19 10-2T1  Tunshi 0 1072 1 0

B20 10-2T2  Tunshi 1 1072 1 1.00x10-2

B21 10-2T3  Tunshi 1 1072 1 1.00x10-2

B22 10-2A1  Alacao 2 1072 1 2.00x10-2

B23 10-2A2  Alacao 0 1012 1 0




B24 10-2A3  Alacao 0 1012 1 0
Los
B25 10-3CH1 Chingazos 1 1012 1 1.00x10-2
Los
B26 10-3CH2 Chingazos 1 1072 1 1.00x10-2
Los
B27 10-3CH3 Chingazos 0 10"2 1 0
ANEXO T: MATRIZ DE IDENTIFICACION DE CLADODIOS
Identificaci6 Cladodio  Cladodios Cladodios Color de Signos 'y
n ssanos  sintomatico asintomatic  cortezay sintomas
s 0S pulpa
CH1 1 1 1 Verde Pequefias
brillante pustulas de color
amarillo
CH2 1 2 0 Verde claro  Pequefios
agujeros en el
centro del
cladodio con un
tono gris
CH3 0 2 1 Verde Gran parte del
brillante cladodio no
presento
sintomas
Al 1 0 2 Verde Pequefias
0Scuro deformaciones
no asociadas a
microorganismo
s fungicos
A2 1 2 0 Verde claro  Pustulas de
mayor  tamafo
con tonalidades
anaranjadas
A3 1 1 1 Verde Partes del
oscuro cladodio  tiene
tonalidades
blancas
T1 1 2 0 Verde Presencia de
amarillento mancha con
tonalidades
marrones
T2 2 1 0 Verde claro  Presencia
pequefias
manchas
amarillentas en la
parte bajera del
cladodio
T3 1 2 0 Verde Manchas blancas
brillante y con tonalidades

grises




ANEXO U: BLAST DE LOS MORFOTIOS AISLADOS

MUESTRA 1_T3E3

ATGTCTTTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGCGGGTCCGCCCGCCGATTGGACAACATTCAL
ACCCTTTGCAGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAAACATAAATAGT TACAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGETTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTG
CAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATGGG
GCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGTTTGTCT
CGCCTCTRCGTGTAGACTCGCCTTAAAACAATTGGCAGCCGGL
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RID 1Z6XPZYX01R Search expires on 04-18 17:51 pm Download All v
Program BLASTN @ Citation v

Database rRNA_typestrains/ITS_RefSeq_Fungi  See details v
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MUESTRA 2_T3E1

CTTACCCATGTCTTTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGLGGGTCCGLCCGLCGATTGRACAA
CATTCAAACCCTTTGCAGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAAACT TAATAGTTACAACTTTCA
ACAACGGATCTCTTGGTTCTRGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTC
CATGLGLCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGGTGT
TTTGTCTCGCCTCTGCGTGTAGACTCGCCTTAAAACAATTGGCAGCCGGCGTATTGATTT
CGGEA

Job Title 2.45

RID 1Z78VMDE01R Search expires on 04-18 17:57 pm Download All ~
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MUESTRA 3_T1E2

TACCTAAACGTTGCT TCGLLGLLAATAGACGLGCCCCOGTGAAACGLGGCCGLCCCCCGUCAGA,
GGACCCTTAACTCTGTTTCTATAATGTTTCTTCTGAGTAAAACAAGCAAATAAATTAAAL
CTTTCAACAACGEATCTETTRRETETRLREATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGLGATAAG
TAATGTGAAT TGCAGAAT TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGLCA,
GTATTCTGGCGLGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAGGLCCCCGGLLCTAGL
GTTGGELATCGECGLAGCCTCTCTGTGGECACACGCCATCCCCCARATACAGTGREGGTC
CCGCCGCAGCTTECATCREGTAGTAGE TAACACCTCGEGACTGLEAGAGCGLEGLGLECAC

GCCGTAAAACACCCAACTCTTCTGAAGT TGACCTCGAATCAGGT
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RID 1Z7H991MOTR Search expires on 04-18 1802 pm Download All v
Program BLASTN @ Citation v

Database rRNA_typestrains/ITS_RefSeq_Fungi  See details v

Query ID IcllQuery_410391

Description Mone

Molecule type dna
Query Length 464

Other reports Distance tree of results MSA viewer @

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download

select all 100 sequences selected

— ke T E
830 839 100% no
819 819 96% i}
613 819 100% oo
817 817 100% Lo
BOD BOD 100% i}
785 785  96% oo
Fusanium nesrlangdcum ™1 791 96% oo
MUESTRA T1E2
Phylum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Nectriaceae

Select columns - Show: 100 V.| (7]

Género Fusarium

GenBank Graphics Distance free ofresults  MSA Viewer

Par  Acp

ldemt  Len
-

9% 36%
G0 78%
98.49%
5845%
57.85%
58.66%

58 66%

Accession

512 MR 1644151
450 NP 17312

534 NRE

532 NR

576 MNE_178097.1
477 HE_ 48,1

45 HE_1T3381



MUESTRA 4_T2E1

TTACAGCCTTGCTGAATTATTCACCCTTGTCTTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTGGTGGG
TTCGCCCACCACTAGGACAAACATAAACCTTTTGTAATTGCAATCAGCGTCAGTAACAAL
TTAATAATTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGLAGC
GAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCAC
ATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCCTCAAGC
TTTGCTTGGTGTTGGGCGTCTTGTCTCTAGCTTTGCTGGAGACTCGCCTTAAAGTAATTG
GCAGCCGGCCTACTGGTTTCOGAGCGCAGCACAAGTCGCACTCTCTATCAGCAAAGGTCT
AGCATCCATTAAGCCTTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGC

Job Title 4.45

RID 1Z7P5R4701R Search expires on 04-18 18:04 pm Download All v
Program BLASTN @ Citation v

Database rRNA_typestrains/ITS_RefSeq_Fungi  See details ¥
Query ID Icl|Query_485423

Description Nane

Moleculetype dna
Query Length 477

Other reports Distance tree of results MSA viewer @
Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ~  Selectcolumns ~ Show | 100 | ©
B selectall 100 sequences selscted GenBank Graphice Distance tree of resuits  MSA Viewsr
s Max Total Cuery E Per. Aco . [
DESCI:M'CII’: Sc-emﬁ‘c'hlame Score Score Cover yalue Mdent | Len AcCession

21 BB1 1D0% 00  10600% 553

874 BT4 100% 0.0  9979% 565

g74 BT84 100% 00 9979% 530 N

885 BEO  09% o0 9976%

6% BAB G%% 00 $979%

@65 095 9%% 0.0 95.56%. 515 NE_1361201

MUESTRA T2E1
Phylum Ascomycota
Clase Dothideomycetes
Orden Pleosprorales
Familia Pleosporaceae

Género Alternaria



MUESTRA 5_T2E1

TACCTAAACGTTGCTTCGGLGGEAATAGACGGCCCCATGAAACGGGCCGLCCCCGUCAGA,
GGACCCTTAACTCTGTTTCTATAATGTTTCTTCTGAGTAAAACAAGCAAATAAATTAAAN
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGRCGGECATGCCTATTCGAGCGTCATTACAACCCTCAGGCCCCCGGGLCTGGL
GTTELEEATCGLECGEAGCCTCTCTATGLRGEACACGCCGTCCCCCAAATACAGTGGLGGTC
CCGCCGCAGCTTCCATCGLGTAGT
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Descriptions

Sequences producing significant alignments

MUESTRA 6_T1E1

CTTACCCATGTCTTTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGEGGETCCGCCCGCCGATTGRACAA
CATTCAAACCCTTTGCAGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAAACTTAATAGTTACAACTTTCA
ACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTC
CATGGGGCATGCCTETTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGETGTTGEETET
TTTGTCTCGCCTCTGCGTGTAGACTCGCCTTAAAACAAT TGGCAGCCGGCGTATTGATTT
COGAGCLCAGAAAATCTCGCGCTTTGCACTCAAAACGACGACGTCCAAAAGTACATTTIT
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MUESTRA 7_T1E2

CTTACCCATGTCTTTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGEGGETCCGLCCGLCGATTGRACAN
CATTCARACCCTTTGCAGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAAACTTAATAGTTACAACTTTCA
ACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGALAATGCGATAAGTAGTGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTC
CATGLGLCATGCCTET TCRAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGETGTTGGETET
TTTGTCTCGCCTCTGRCGTGTAGACTCGCCTTAAAACAATTGGCAGCCGGCGTATTGATTT
COGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCATAACGACGACGTCCALAAGTACATTTTT
ACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACT TAAGCATAT
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MUESTRA 8_T1E2

TACCTATTGTTGCTTCGGCGGGATTGCCCCGGGCGCCTCATAGTGCCCCGEATCAGGCGCC
COCCTAGGAACTTTAACTCTTGTTTTATTTTGAATCTTCTGAGTAGT TTTTACAAATAAA
TAAARACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGLC
GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGE
CCGCCAGTATTCTRLCGGGCATGCCTATCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATGCCCCTAGG
GCGTGGTGTTGGGGATCGGCCAAAGCCCGLGAGGGACGGCCGGLCCCCTAAATCTAGTGGE
GRACCCATGETGLRCCTCCTCTGCGAAGTAGAGATATTCCGCATCGLRAGAGCGATRAGCCC
CTGCCGTTAAACCCCCAACTTTCCAAGGTTGACCTC
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MUESTRA 9_T3E1

CTTACCCATGTCTTTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGEGGETCCGCCCGLCGATTGRACAN
CATTCAAACCCTTTGCAGT TGCAATCAGCGTCTGAAAAMACATAATAGT TACAACTTTCA
ACAACGRATCTCTTGGTTCTGGECATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTC
CATGLGECATGCCTET TCRAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGETGTTGGETET
TTGTCTCGCCTCTGCGTGTAGACTCGCCT TAAAACAAT TGGCAGCCGGCGTATTGATTTC
GEAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCATAACGACGACGTCCAAAAGTACATTTTTA

CACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATA

Job Title 9_45

RID 1Z8P2T2Y016 Searchexpireson 04-18 18:21pm Download All v
Program BLASTN@ Citation v

Database rRNA_typestrains/ITS_RefSeq_Fungi  See details v
Query ID Icl|Query_6078431

Description None

Molecule type  dna

Query Length 449

Distance tree of results MSA viewer @

Graphic Summary Alignments

Other reports

Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download Select columns * Show | 100V | @
select all 100 sequences selectad Genfank Graphics Distance tree of results  MSA Viewer
i cianilile Nam Max  Totsl Quety E Per  (Acc
REsLlplon SEEIG Kame Scota Scors Cover walue  Ident  Lep  Aceession
il Bl biie 2= = ik
Epicoceum layuensa C 5 region: from TYPE matarial Epicoccum |ayuanse B30 230 100% 00 10000% 489 WR
Epicoscum rosas b | 16-3635 ITS region: from T tarial Epicoccum msas B19 819 100% 0.0  §9.56%
Epicoccum dendrgl gion: from TYPE matexial Epicoccum dendrobi B19 819 100% 00 99.56%
Epienery BIT 817 100% 00  9955%
Epicoczum pruni MF B17 817 100% 00  5955%
813 813 100% 00 5333%
Ep \ TYPE matesll Epc WagmOspor B B0& 100% 0D S011%
Phylum Ascomycota
Clase Dothideomycetes
Orden Pleosporales
Familia Didymellaceae
) .
Género Epicoccum



MUESTRA 10_T3E3

CTTACCCATGTCTTTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGEGGETCCGCCCGLCGLTTGRACAA
CATTCAAACCCTTTGCAGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAAACATAATAGTTACAACTTTCA
ACAACGLATCTCTTGGTTCTGGECATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTC
CATGGGLCATGCCTETTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGEETET
TTTGTCTCGCCTCCGCGTGTAGACTCGCCTTAAAAGAAT TGGCAGCCGGCGTATTGATTT
COGAGCLCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCATAACGACGACGTCCAAAAGTACATTTTT
ACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAAL
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MUESTRA 11_T3E3

TTCTCGGTCATCCTGCAATATCAATAAGCGGACCAAACCTCATCATTTCCCATATCTTTA
AACATCCTACACCTTCCTCAACACGCCCGCTCCCCATTTTTTTAATTCAAGCCTACTCCC
ATAGCCAACACCAACACCCAACACCAAACAGAGCCTGCATGCACCAATGACATCTCTAAC

AGTCATGCCCCATTGAATACC
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MUESTRA 12_T2E1

CTACCTCTTACCCATGTCTTTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGLGGGTCCGCCCGLCGGTT
GGACAACATTCAAACCCTTTGCAGT TGCAATCAGCGTCTGAAGAAACATAATAGT TACAA
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
TAGTGTGAATTGCAGAAT TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTG
GTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGTT
GGGTGTTTTGTCTCGCCTCCGCGTGTAGACTCGCCT TAAAAGAAT TGGCAGCCGGCGTAT
TGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTACACTCATAACGACGACGTCCAARMAGTAC
ATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACT TAAGCATAT
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MUESTRA 13_T3E2

CAAGGTTACAGCCT TR TGAAT TATTCACCCGTGTCTTTTGCGTACTTCTTGTTTCCTTG
GTGGGTTCGCCCACCATAGGACAAACCATAAACCTTTTGTAATTGCAATCAGCGTCAGTA,
AAAARAATTAATAATTACAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAAT TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCAAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACT
CTCAAGCTTTGRCTTRETETTREECETCTTATCTCCAGT TCACTAEAGACTCGCCTTAAAG
TAATTGGCAGCCOGCCTACTGRGTTTCGEAGCGCAGCACAAGTCGCGCTCTCTTCCAGCCA
AGGTCAGCATCCACAAAGCCTTTTTTCAACTTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
CTGAACTTAAGCATATCATAAAC CCGAAGAAAGCCGCGGEGTTTC
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MUESTRA 14_T3E1

CACCGCAATAATCAATAAGCTGGAGCAAACCTCCTCACACCCCCTTACTARACCAACCTC
AAAGCCTCATACGCTCCACCACCTCACCCGLCGLCGLCGCTGCCTTTCGCCCCCGTCCCC
CCGCACACCGAAACCCCCACCCTACACACTATCCTTACATGATGCCATCAATGACGCTCG
TCCAAACCTGCCCCCCCTAACACCAGCGGACCCCATGTGCTCTTCAAACACTCGATAACT
CACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTTTCACATTTCGCTGCCTTCTTCAACGCTGCCAC

CACCAA
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MUESTRA 15_T2E1

ACCTACTGTTGCT TCGGLGGEAT TGCCCCGGLLGCCTCATGTGLCCCGRATCAGGLGLCT
GCCTAGGAAACTTAACTCTTGTTTTATTTTGGAATCTTCTGAGTAGTTTTTACAAATAAA
TAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGL
GATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGLGE
CCGCCAGTATTCTRRCGLGCATGCCTATCTEAGCGTCATTTCAACCCTCATGCCCCTAGG
GCGTGGTGTTGLRGEATCGLGCCAAAGCCCGLGAGGLACGLGLCGLGLCCCTAAATCTAGTGGE
GGACCCLTCOTGRCCTCCTCTRLGAAGTAGTGATATTCCGCATCGTAGACCGACGAGCCC
CTGECCGTTARAACCCCCAACTTTCCAAGGTTGACCTCAG
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MUESTRA 16_ T2E1

ACCGAGTTTACGAGTCCCGGCACGTGTATGCATACCTACGGTTGCTTCCTCTGTTTGLCC
CGGGECECCTCGTETGCCCCGEACCAGGCGCCCGCCTAGGARACTTAACTCTTGTTTTATT
TTGGAATCTTCTGAGTAGTTTTTACAAATAAATAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG
TTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT TAGTAATGTGAAT TGCACAATTCAG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCGGTATTCCGGLGGGCATGCCTGT
ATGAGCGTCATTTCAACCCTCATGCTCCTAGGGCGAGGTGTTGCGLEATCGACCTACGLGC
GCGCTTGACGGACCGCGCCCGTATCTAATCGCACATCCGTCGTGACCTGCTCTGLGACGT
AGTGAGAAGCCTCATCACACACTCACGAGCCTCTGACGTGAAATCCCACACTGTCCCCGT
CTCACTCTTTTACATCTAAAACTGAGCGT
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MUESTRA 17_T2E1

GTCTCGATCATTACTGAGT TTACTGCTCTACAACCCTTTGTGAACATACCTATAACTGTT
GCTTCGGCGLETAGGGTCTCCGTGACCCTCCCGLLCTCCCGLCCCCGLGLAGGTCGGLGL
COGCCTRAAGATAACCAAACTCTGATTTAACGACGTTTCTTCTGAGTGGTACAAGCAAAT
AATCAAAACTTTATACAGCGGATCTCTTTGTTCTGGCATAGATGAAAAACGCCGCTAAAT
GCTGCAAGTAATGTTACTTATAGCATTTCGCTGCTCTCT TAATCTATGAACGAACATTGA
GATCCGTTGTTAAAAGTTTTGATTATCTGCTTGTACCACTCAGAAAAAACGTCGCTAAAT
CAGAGTTTGGGTATCCTCCGGLGLLLGCCGLCCCTCAGGGGGLLGLLAGCCCCTCAGGGA
CCCTCAGACCCTACCCGTCTACACCTCGTTATAGGTATGTGCGAGAAGCTTTGCAGAGAG

AACCCTCAT
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MUESTRA 18_T3E1

ACGGGACGGCCCGTCAGATTGCCCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGCTGAA
CCTTAAATARATCATAACTTTCAACAACGGATCTCTTGCTTCTGACTGLGATGAACAACG
CAGCATAATGCAATAAATAATGTGAATTGCTCAATTCATTGAATCATCGAATCTTTGAAC
GCGCATTGCGCCCGCATGTATTATGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTC
AAGCACAACTTGGTGTTGGGACTCGAAACAATTCGCGTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCA,
CGTCGAGCTTCCATAG
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MUESTRA 19_T2S2

AAACCCTTTGTGAACTTATACCTATTTGTTGCCTCGGLGTAGGCCGGLCTCTTCACTGAG
GCCCCCTRGAAACAGGGAGCAGCCCGCCGGLGGCCAACTAMACTCTTGTTTCTATAGTGA
ATCTCTGAGTAAAAACATAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGE
ATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGLCTGTTCGAGLG
TCATTTCAACCCTCAAGCCTGGCTTGGTGATGGGGCACTGCCTTCTAACGAGGGCAGGLCC
CTGAAATCTAGTGLECGAGCTCGCTAGGACCCCGAGCGTAGTAGTTATATCTCGTTCTGAA
AGGCCCTGGCGETGCCCTGCCGTTAAACCCCCAACTTCTGAAAATTTGACCTCGRATCAG
GTAGGACTACCCGCTGACCTTAACCTATCAAAAAGGGCCGAAAAAAACTCGGLA
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MUESTRA 20_T1E3

TEAACTTACCTTTTGT TGCCTCGGCAGAAGT TATAGGTCTTCTTATAGCTGCTGCCGGTG
GACCATTAAACTCTTGTTATTTTATGTAATCTGAGCGTCTTATTTTAATAAGTCAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGETTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGT
ATTCTAGTGGGCATGCCTGT TCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCTAGCTTAGTGTTGG
GAATCTACTTCTCTTAGGAGT TGTAGT TCCTGAAATACAACGGCGGATTTGTAGTATCCT
CTGAGCGTAGTAATTTTTTTCTCGETTTTGTTAGGTGCTATAACTCCCAGCCGLTARACT
CCCAATTTTTTETEEETEECCTCGEATCAGGTAGGAATACCCGETGAACTTAAGCCTATC
ATTAAGCGGGLAGAAAAAGGCTCGGCATTTCTGGCAGCACTGCATATCAATAAGCGG
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MUESTRA 21_T1S1

CCAA T CCCACCCGTETCTATCGTACCTTAT TRETTEGLGEGLGLECCGLCGTTTCAACGG
CCGCCLLEEAGLECTTRCGCCCCCOGLLLCCLLLLCCRLCEAAAACCCCAACATGAACGLT
GTTCTGAAAGTATGCAGTCTRAGT TGATTATCGTAATCAGT TAAAACT TTCAACAACGGA
TCTCTTGGTTCCGGCATCAATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA,
AAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGLGCCCCCTGGTATTCCGGAAGGT
ATGCCTGTCCGACCGTCATTGCTGCCCTCATCCACAGCTTGTGTGTTGGGLECT
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MUESTRA 22_T3E1

TATGTTTCCTCCGGCGTACCGCTTTAGCCTACCCACAGGGCTCCCCTAAGGGGGGGTTCT
GCTGLGLAGETGCCTGAGTGCTACCTATCCTTCGGGGETACGGTTAGTGCAGTGAAGGTGC
TGACCAAGGCCTCGGCGGLGCCGAGTAGGACCGCTCCAAACTTAAGCACCTAGTGCATCC
AACCCCGCGT TRAACAACTATCGAAMATCTGCTTTTGCTTTTTTTCTTTACGCTAAMAACG
TCTTTCCCGGT TGGAATTATTGCTCGAAATAATAATTTCTTTACCCTGCAGTCGTTTGTT
TTCAAGCTACAATATCTGCTCGAAAATTGT TCAAAGCTCTGAGGGLGETCTGAATGAATTC
ATAAAATTGGCAAAAGCCACCTATAAACTACGGTTCTTAGGGGGTGATCAAACCAAGGTT
TTAAAAACCAAATACGT TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT TCTGGCATCGATGAL
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGAACGCACATTGCGCCCATTAGTATTCTAGTGGGCATGCCTATTCGAGCGTCATTACAA
CCCTTAAGCCTTGEAGCTTAGCGTTGGEGAATCTACCCCTCACTGAGGGGTAGTTCATTAA
ATTTAGTGGCGGGGCTATAGGACACTCTAAGCGGAGTACCT TAACTCACAT TCAGGGAGG
CTCAAACTGCTTGRCGTTTAAACACCTAAAAATAAMACCGGCTGACCTCTCACAAAAGGA
GAAATTCTCGCTGAAATTTAACTTTT
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387 387 44% 24107 BEEI% 525 NR 12

375 35 3% 5e-1D4 9200% 616 HR_156153
370 370 3% Je-ll2 S137% 587 NE

370 370 3% 29102 H101% 674 NE
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MUESTRA T3E1
Phylum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Xylariales
Familia Hypoxylaceae

Género Hypoxylon



MUESTRA 23_T2S2

GAGTTTGTAGACTTCGGTCTGCTACCTCTTACCCATGTCTTTTGAGTACCTTCGTTTCCT
CLGCGLLTCCGCCCGCCGATTGRACAACATTCAAACCCTTTGCAGTTGCAATCAGCGTCT
GAAAAAACTTAATAGTTACAACTTTCAACAACGRATCTCTTGGTTCTRGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTT
GAACGCACATTGCGCCCCTTGLTATTCCATGLGLEATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTALC
CTTCAAGCTCTGCTTGETGATGGGTGTTTTGTCTCGCCTCTGCTTGTAGACTCGCCTTAA
AACAATTGLAACCCAGCATATTGATTTCGGACCCCAGAARATCTGRCGCTATGCACTCAA
AACAACGACACCAAAAATTACTTTTTTACCCTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGCCATALCC

CGCTAAACTTAATTCATAT
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Epicaceum dendr
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MUESTRA T2S2
Phylum Ascomycota
Clase Dothideomycetes
Orden Pleosporales
Familia Didymellaceae

Género Epicoccum



MUESTRA 24_T1S3

TTGTTGCCTCGTTACTTCTACCCGCTCCCGGCTCAACGGGACCGLCCGTCAGATTAACCC
TAAACTCTGTTTCTATATGTAACTTCTGAGCTGAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAAC
CACGGATCTCTTGGTTCTGGCAGCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAAT
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Fusariem foetens CHS 110235 ITS region: frvm TYFE material Eusarium fostens 217 217 'B8%  ©e57 91.67% 511 KE_158665.1

CRS M497 1TS o Hrom TYPE matarial Euzari

pseudoanthophilum 21T 217 BB% Be-5T S1.6TH 557 | P |

Eusard EN5 2T 27 % 65T 91.6TH 421 KR 162915

Euzarium denficulatum 217 217 BB%  6e-57 916TH
Fusarium panlopgense CGM

9 Fusan.

Eusaium panlongenss 21T 17T 8% Ge-5T 916TH

iechiense CGN 21T 11T BE% Ge-5T 916TH

MUESTRA T1S3

Phylum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales

Familia Nectriaceae

Género Fusarium



MUESTRA 25_T2S3

AAGCAATTTGTGAACT TATACCTATTGT TGCCTCGGLGAAGGLCGGLCTCTTCTGAGGLC
CCCCELAAACGLLEAGCAGCCCLGLCLLELLECAACCAAACTCTTGTTTCTTAGTGAATCT
CTGAGTAAAAAACATAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGRATCTCTTRGTTCTGGCATC
GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCAGTGAATCATCG
AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTAT TCCGGAGGLGCATGCCTGTTCGAGCGTCA
TTTCAACCCTCAAGCCTGLCTTGGTGT TALGGLECACTGCCTGTAAAAGGGCACGCCCTGAA
ATCTAGTGGCGAGCTCGCTAGGACCCCGAGCRAGGTAGTTATATCTCGATCTGAAAGGCC
CTETCGGTRCCCTRECGATACACCCCCAACTTETGAAAT TTTGACCGLGEATCAGGGGGG

AATACGCGCTGACTTTAACTTCTC
Job Title 25_45
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Phylum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Diaporthales

Familia Diaporthaceae

Género Diaporthe



MUESTRA 26_A1E3

TCTTTGTTGCCTCGGCGCAAGCTACCCGGGACCCCGLGLCCCGGGLGLLCCGLCGLLGGA
CAAACCAAAACTCTTGTTATCTTAGTTGATTCTCTGAGCGTCTTATTTAATAAGT CAAAA
CTTTCAACAACGRATCTCTTGRTTCTGGCATCRATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
TAATGTGAAT TGCAGAAT TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTA
GTATTCTAGTGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCCTAAGCACAGCTTACTGTT
GGGACTCTACGGCTTCGTAGTTCCCCAAAGACATTGGCGGAGTGGCAGTGGTCCTCTGAG
COTAGTAATCTTTTATCTCGCTTCTGTTAGGTGCTGCCCCCCCGGLCATAAAACCCCCCA
TTTTTTCTGGT TGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATAAG

GLLGAAGGAAG
Job Title 26_45
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MUESTRA A1E3

Phylum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Xylariales
Familia Apiosporaceae

Género Nigrospora



MUESTRA 27_A1E3

CTACGCGATCCCOLRCAAAACGTGACCGCCCOTCAAATTAACCCTALACTCTGTTTCTATA
TETAACTTCTGAGTAAAACCATAAATAAATCAAAACTTTCAACCACGGATCTCTTGGATC
TGG

Job Title 27.45
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Fusarium inatens CRS 110286 TS mgian; from TYPE mstaral

1B6 155 95%  3e-39 904B% 5T1 MR _1ASAR51

Fusarium pseudoanthephilum CES 414 97 173 ragion_from TYPE mataral Fusdrium peerdoanthophim 158 158 95% Se-33 B0.68%

Fusarium flcicr

£178 TS epion; from TYPE materal
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158 158 GR%  3e-39 O0EB% &

MUESTRA A1E3

Phylum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales

Familia Nectriaceae

Género Fusarium



MUESTRA 28_A2S1

CAACTCATCAACCCTOTGAACATACCTAAACGTTGCTTCGGCGLEAATAGACGGCCCCGT
GAAACGGGCCGCCCCCGCCAGAGGACCCTTAACTCTGTTTCTATAATGTTTCTTCTGAGT
AAAACAAGCAAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAL
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTT
TGEAACGCACATTGCGCCCTGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTACA,
ACCCTCAGGCCCCCGGGLCTAGCGT TGLGEATCGGLGLAGCCTCTCTGTGGGLACACGLCC
GTCCCCCAAATACAGTGGCGGTCCCGCCGCAGCTTCCATCGUGTAGTAGCTAACACCTCG
COACTGLRAGAGCGGCACAGCCACGCCATAAAACACCCAACTCTTCTGAACTTGACCTCGA
ACCACGTAGGAATACTTGCTGAGAT TAAGCCTTCCAAAAAAAAAGAAAAAAAAAAATTCT
GGCAGCACTGCAT

Job Title 2845

RID 1DINBYAGO13 Search expires on 04-17 22:48 pm Download All v
Program BLASTN@® Citation v

Database rRNA_typestrains/ITS_RefSeq_Fungi  See details v

Query ID Icl|Query_6592355

Description None

Molecule type  dna
Query Length 553

Other reports Distance tree of results MSA viewer @

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download “  Selectcolumns ~ Show | 100 | @
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  MSA Viewer
A se
Bascrip‘.ian Scmmiﬂ:Nsmg Max | Total | Cuery E Fer  Ace e

Score |Score Cover walue ldent  Len
- - - - -

70 870 89% 00 9858% &

852 852 492% 00 9686% &
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MUESTRA A2S1

asponum 304 804 84% 00 97 AA%

Phylum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales

Familia Nectriaceae

Género Fusarium



MUESTRA 29_A2S1

TCCCGGCTARACGLGACCGCCCATCAAATTGCCCCTARACTCTGTTTCTATATGTAACTT
CTEAGCTGAACCATAAAT AAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCTTCG
AT

Job Title 2945
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155 159 100% Ve-40 80.16% 421 NE_1529151
168G 160 100% Te-d4T 90.16% 444 N

arium dentlculatum CBS
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gl hechiense CGMEC 3 20824 ITS region; from TYPE matertal

Fusarium elaezgni CGMCC 320827 T3 region. from TYPE material Fusarium sla

NN E<N< N N<

MUESTRA A2S1

Phylum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales

Familia Nectriaceae

Género Fusarium



MUESTRA 30_A2S1

AGAACTTACCTTTTGT TGCCTCGGCAGAAGT TATAGGTCTTCTTATAGCTGCTGCCGGTG
GACCATTAAACTCTTGTTATTTTATGTAATCTGAGCGTCTTATTTTAATAAGTCAARACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
ATGTGAATTGCAGAAT TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCATTAGT
ATTCTAGTGGGCATGCCTGT TCGAGCGTCATTTCAACCCTTAAGCCTAGCTTAGTGTTGG
GAATCTACTTCTCTTAGGAGTTGTAGTTCCTGAAATACAACGLCGRATTTGTAGTATCCT
CTEAGCGTAGTAATTTTTTTETCGETTTTGT TAGGTGETATAACTCCCAGCCGUTARACT
CCCAATTTTTTGTGEETGECCTCGEATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCCTATA
TAAAACGCGGAGAAAAAAAGGCTCGGCATTTCTGRA

Job Title 30_45
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867 BET 2% 00 9937% 545 NE_14534

from TYPE matsrial B0 BSO  H2% 01 B6T4% 549 HE

TYPE maieral BED  BSO0  E2% 0.0 56T4% 542 NE
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|
1
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Phylum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Xylariales

Familia Sporocadaceae

Género Neopestalotiopsis



MUESTRA 31_A3S1

TATGTTGCCTCGGLGEATCAGCCCGLGLCCCOTAAAAAGGGACGLGLCCCGLCGLAGGAALT
CTAAACTCTGTTTTTAGTGGAACTTCTGAGTATAAAAAACAAATAAATCAAAMACTTTCAA
CAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCAAAATGCGATAAGTAATGTG
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCT
GECGLGCATGCCTETTCGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTGGGAGCT
GCAGTCCTGCTGCACTCCCCAAATACATTGLCGETCACGTCGAGCTTCCATAGCGTAGTA,
ATTTACACATCGTTACTGGTAATCGTCGCGGLCACGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAATG
TTGACCTCOGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCATAAGGLG

Job Title 3145
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MUESTRA A3S1
Phylum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Nectriaceae

Género Fusarium



MUESTRA 32_A2S1

CTETGAAATACCTAAACGTTGCTTCGGLGLEAATAGACGGCCCCGTRAAACGTGLCGLCC
COGCCAGAGGACCCTTAACTCTGTTTCTATAATGTTTCTTCTGAGTAAAACAAGCAAATA
AATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGL
GCCCGCCAGTATTCTGECGEECATGCCTAGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAGGLCCCCG
GLCCTGECGTTGETTATCGGLGAAGCCTCTCTAGTGLEGCACACGCCGTCCCCCAAATACAG
TGECEETCCCGCCRCAGCTTCCATCAGATAGTAGCTAACACCTCGCGACTATAGAGCGCC
GCGGCCACGCCGTAAAACTCCCAACTCTTCTGAAGTTCAGCTCGAACCTGGTCGRATTCC
TTGCTAAGCTTAATCCTTCTATAAGCAGAGAAAGAACCTCTTACTGACCTGGATAACAGT

TATCGGA
Job Title 32.45
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Phylum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
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Familia Nectriaceae

Género Fusarium
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95.48% 477 |
96 68% 445 N
96.87% 448 NR 1781261




MUESTRA 33_CHZ2E1

CCTTTGTGAACGTACCTCTATTGCETTTAECGEETCCAGLCGECAAAGGACCTTCARAACTC
CAGTCAGTAAACGCAGACGTCTGATAAACAAGTTAATAAACTALAACTTTCAACAACGGEA
TCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCA,
GAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGETATTCCGRGAGGL
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTACAACCCTCAAGCTCTGCT TGAGAATTGGGCACCGTCCTC
ACTGCGGACGCGCCTCAAAGACCTCGGCGETGGCTGTTCAGCCCTCAAGCGTAGTACAAT
ACACCTCGCTTTGCAGCGGTTGGCGTCGCCCGCCGGAAGAACCTTCTGAACTTTTCTCAA
GETTGACCTCGGATCATGTAGGGATACTCGCTGAACTTTTACATACAAAAAGCGAGRAAG

AATCGGCATTTCTGGCAGCACTGCATATCAATAAGCGGAGG

Job Title 33.45
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Lasiodi 806 B0G B7% 0.0 98.47% 503 NR 147350.1
Lasindiplodia pae 406 808 O1% 0.0 O9708% 542 NR 1112641
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Género Lasiodiplodia



Desm'ptlsn Sl:ien’.le Nams Storn | Soom [ Cayar
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MUESTRA CH2E1
Phylum Ascomycota
Clase Sordariomycetes

Orden Hypocreales
Familia Bionectriaceae
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MUESTRA 34_CHZ2E1

TAAACATACCTATTGTTGCTTCGGCGGGATTGCCCCGGGCGCCTCGTGTGCCCCGLATCA,
GGCGCCCGCCTAGGAACTTTAACTCTTGTTTTATTTTGAATCTTCTGAGTAGTTTTTACA
AATARATAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATGLC
CCTAGGGCGTEETETTELEEEATCGLEECAAAGCCCGLGAGGLGACGLGLCGLCCCCTAAATCT
AGTGLECLGACCCOACGTGGCCTCCTCTGLGAAGTAGAGATATTCCGCATCGGAGACCGAT
GAGCCCCTGCCGTGARAACCCCCAACTTTCTCAGGCTGACCTCACATCAGGTAAGAATACG

COCTGAACTTAACCTTATCATAAAG
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MUESTRA 35_CH1E1l

CCGTGTTTATTTTACCTTGTTGCTTCGGLGGGLCCGCCTTAACTGGCCGCCGGLLLGETT
ACGCCCCCGLLLCCLEGLCCGLCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGAAGTCT
GAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGAT
GAAGAACGCAGCGAAATGLGATACGTAATGTGAATTGCAAATTCAGTGAATCATCGAGTC
TTTGAACGCACATTGCGCCCCCTRATATTCCGGLALGEATGCCTGTCCGAGCGTCATTGL
TGCCCTCAAGCCCGGETTETGTGTTGEACCCTGTCCCCAGATCTCCGGLGEACGLGLCCG
AAAGCCAGCLGGEGECACCATGACGLCTCCTCGAGCATATGGLGTTGTGACACCCGLTCTG
GETGCGAGGTCGLCGCGTGACGATCCTCACACATTTATCCTCCTTCAGCTCTGAACACAG
AGAGATACTCGCTACGACTTTTACTACCTATAGAACGGCGAGAAAAGGCATTTCTGGCAG

CACTGCATATCAATAAGCGG
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MUESTRA 36_CH2S1-DESCONOCIDO

TECTGETCGTAAGGCGGETGEEAGGCTCGACAGCTCCGCGGCATGCACTGAGCGATCGEAAA
GLGEAGGAATCTCGAAGCGCAGCGGAAAGCGLEAGGAACGLAAGACGGAGCAACTGACGAR
GCGCACCAAAACGCCTCCATTTTCAGCGTCGGCTGTTTTATTGCTTAACATAGAGTCTGT
GACATAGCGTTTGLGTCGEATTGCCTAGEEAAGGETGCGTATGLGGEECTAAGGAGTGEATT
TTAGAATGCTGECAAAT TGAGTGTTTGGCGATCTTTTGTGGAACCCTGTTCTTGTCGTCG
GCGTEEGELECGEECCCATTAATGETCTTTAGCCTCTTTTGGGTCGGTOGTCTACTGCTACG
COGAGGLGEGECGTETGCGCTCCCGCAGGLLLLGLLTGGGTGEEEEEETCTTCGACGCATTC
TECCTTTTGGTCGLGEEEAGCAECACGCGLATAATGGAGCTGTTCTTTCTTCCCCTGCCG
CGTGTGAGGTTGGEC

MUESTRA 37_CH1S1

GCACGATCATTACCGAGTCACTGCACACCGATAACCOCATCAACTCCGTGTTTATCGTALC
CTTGCTGECTTCGGCGAGCCCACCTCACGGCCGCCATTOGCATCATTCACACCCTTTGCAG
TCGECCGAAAACACCATTGAACTCTGACTGAAGATTGCTTTCTGAGTGAT TAACTTTGTCA
GTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGECTCCGGCATCGATGAAT AACGCAGCGARAATG
AT AAGTAATGTGAATTGCAGATTTCAGCGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCC
CCCCCTRATATTCCAGGLLEEAATGCCTATTARAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCTCGGCT
TETGTGTTEEEAACGCCCCCGAATCCGGEALALACCCAANGAAAGCGCGACACCOGLETTG
TCCTCGAGCCAAGGGCCCACCCCCTCTCTAGTAGGTCAGCCGCCCCCAGCCCCCAACGTAN
TTCGTTCTCTAGAAAGANNG
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MUESTRA 38_CH2S1

CTACATCTTACCCATGTCTTTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGEGGETCCGCCCGLCGATT
GGACAACATTCAAACCCTTTGCAGT TGCAATCAGCGTCTGAAAAAACATAATAGT TACAA
CTTTCAACAACGGATCTCTTGETTCTGLRCAT CEATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
TAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTG
GTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGTT
GGGTGTTTGTCTCTCCTCTGCGTGTAGACTCGCCT TAAAACAATTGGCAGCCGGCGTATT
GATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCATAACGACGACGTCCAAAAGTACA,
TTTTTACACTCTTGACCTCGRATCAGGTAGGRATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAAA
ACCCGAAAAANGGCTCGGCATTTCTGGCAGCACTGCATATCAATAAGCGGAG
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MUESTRA 39_CH2S1

CAGCAACTTACCCATGTCTTTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGLGGGTCCGCCCGCCGATT
GGACAACATTCAAACCCTTTGCAGT TGCAATCAGCGTCTGAAAAAACT TAATAGT TACAA,
CTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG
TAGTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTG
GTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGTT
GGGTGTTTTGTCTCGCCTCTGCGTGTAGACTCGCCT TAAAACAATTGGCAGCCGGCGTAT
TGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTACACTCATAACGACGACGTCCAARMAGTAC
ATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACT TAAGTCATATCAT
TAACCCGGAAAAAAGATCGGCATTTCTGGCAGCACTGCATATCAATAAGCGGAGGA
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MUESTRA 40_CH3S1

AACCTTACCTCAGTTGCCTCGGLGGGAACGCCCCGGLCGLCTACCCCCGUGLCGGIGICG
GACCCAGGCGCCCGCCGCAGGGACCCCAAACTCTCTTGCATTACGCCCAGCGGGLGGAAT
TTCTTCTCTGAGT TGCACAAGCAAAAACAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGETTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATT
CAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTAACGGGEATGLC
TETTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAGCCCCCCCGGGGAECTCGATATTGRGEEACGGLA
CACCAGCCGCCCCCTAAATGCAGTGCCEACCCGGCCACAGCCTCCCAGTACGTAGTAGCALC
ACACCTCGTAACGGAGCGCGLAGGCTGTCACTCCGTATAACGCCAATCTTTCATAGAGCC
GACCTCGGATCAGGAACGAATACCGCTGACTAATTACTTCATAAGAGGGAGAGALALAAGAT
CTGRGCAGCACTGCATATCAATAAGCGGEAGG
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MUESTRA 41_CH3S1

TAAACATACCTATTGTTGCTTCGGCGGGATTGCCCCGGGCGCCTCGCGTGCCCCGGATCA,
GGCGCCCGCCTAGGAACTTTAACTCTTGTTTTATTTTGAATCTTCTGAGTAGTTTTTACA,
AATAAATAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCG
AAATGCGATAAGTAATGTGAATTACAGAAT TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACA
TTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATGCC
CCTAGGGCGTRLTGTTRLRLEATCGGLCAAAGCCCGLGAGGLGACGLGLCGLGCCCCTAMATCT
AGTGGCGCACCCGTCGTGCCCTCCTCTGCGAAGTAGTGATATTCCGCATCGGATAGCGAT
GAGCCCCTGCCATTARACCCCCAACTTTCCAAGGTTGACCTCAGATCAGGTAGGACTACG
CGCTGACCTTA
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MUESTRA 42_CH2S1

CCTATTGTTRCT TCGGCGEEAT TECCCCALGCLCCTCACATACCCCGRATCAGGCGLCCG
CCTAGGAACTTTAACTCTTGTTTTATTTTGAATCTTCTGAGTAGTTTTTACAAATAAATA,
AAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGLGA
TAAGTAATGTGAAT TGCAGAAT TCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCC
GCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCTGAGCGTCATTTCAACCCTCATGCCCCTAGGGT
GTGGETGTTGEEEATCGGCCAAAGCCCGCEAGLLACGELCGGCCCCTAAATCTAGTGGLGE
ACCCGTCATGGCCTCCTCTGCGAAGTAGTGATATTCCGCATCGGAGACCGATGAGCCCCT
GCCGTTAAACCCCCAACTTTCCAAGGT TGACCTCAGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAAC
TTAACCATATCAAAAAGCCGGAAGAATCGGCATTTCTGGCAGCACTGCATATCAATAAGT

GG
Job Title 42_45
RID 18F2B3M6E016 Search expires on 04-10 02:42am Download All v
Program BLASTN@® Citationv
Database rRNA_typestrains/ITS_RefSeq_Fungi  See details v
Query ID lcl|Query_8288935
Description None
Molecule type dna
Query Length 542
Other reports Distance tree of results MSA viewer @
Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download Select col “ show| 100v | @
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of resulls  MSA Viewer
Desrpton SckmifcName Sooe Scare Comr vae | ot | Lo | Aot

&72 872 90% 00 985B% 56 MR_1GS0031
863 B3 93% b0 9744% 552 NE_164542 1
BED  BAO  80% 00 9777% 540 NE_1711051
1

B50 B850 90% 0D 97.77% 567 MR 16354

B0B  BOS 82% 00 99.33% 480 WR 1682351
TR 798 E5% 00 9764% 513 MR 1AR1A 1

e TR 93% b0 9432% 583 NE_137532 1

[CH<H NN N

MUESTRA CH2S1
Phylum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Bionectriaceae

Género Clonostachys



MUESTRA 43_CH1S2

GAAGCAATTTGTGAACTTATACCTACTGT TGCCTCGGLGCAGGCCGGCCTCTTCACCGAG
GCCCCCTGGAGACAGGGAGCAGCCCGLCAGLAGCCAACTAMACTCTTGTTTCTTTAGTGA
ATCTCTGAGTAAAAAACAT AAATGAATCAAAACT TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGG
CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGLGATAAGTAATGTGAAT TGCAGAATTCAGTGAATC
ATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTTCGAGT
GTCATTTCAACCCTCAAGCCTGGCTTGGTGATGGGGCACTGCTTTTGTGACGAAAGCAGG
CCCTGAAATCTAGTGLCGAGCTCGCCAGGACCCCGAGCGTAGTAGTTATATCTCGETCTG
AAAGGCCCTGGCGGTGCCCTGCCGT TAAACCCCCAACTTCTGAAMATTTGACTTCGCACT
AGGTGGGACTACCCGCTGACTTTAACCTCATCTAAAGGGCGGAGAAMACTCGGCATTTCT
GGGCAGCACTGCAATATCAAATAAGCGGG
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MUESTRA 44_CH3S1

GCTGAATAATCAATAAGCGGAAGGAAACCGCGTCACGCCGCATAATCACTAAGCATCTCA
AATCGCATCAAACCACATAACGCTAAGCATAGCAAAGCGCGACAALRGCGCGATRACTCAA
ATAAAACAAAACATATCAAATCGCGTCGCATCAGGGAAGATTGTGTGGGGCAAL
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ANEXO V: MATRIX_MACROGEN

Cadigo

Cadigo

K - Nombre Géneros Mofortipo Estado Localidad Primer
orea Caja
1 Al T3E3 Epicoccum Blanco Sintomatico Tunshi ITS 1
2 A3 T3E1l Epicoccum Blanco Sintomatico
. Gris . -
3 A4 T1E2 Fusarium Verdoso Sintomatico
4 A5 T2E1 Alternaria Gris Claro  Sintomaético
5 A7 T2EL Fusarium Gris Sintomatico
Oscuro
6 A8 TIE1 Epicoccum Blanco Sintomético
. Aceituna . -
7 Al10 T1E2 Epicoccum Grisaceo Sintomatico
Gris
8 All T1E2 Clonostachys Verdoso Sintomatico
Claro
9 Al2 T3E1l Epicoccum Blanco Sintomatico
10 Al3 T3E3 Epicoccum Gris Claro  Sintomaético
. Amarillo . -
11 Al5 T3E3 Epicoccum . Sintomatico
Ligero
. Aceituna . -
12 Al6 T2E1 Epicoccum Grisaceo Sintomético
13 Al7 T3E2 Alternaria Gris Sintomatico
Verdoso
- Blanco . -
14 Al8 T3E1l Penicillium Grisaceo Sintomatico
15 Al19 T2E1 Clonostachys Bl_ar)co Sintomatico
Grisaceo
16 A21 T2E1 Clonostachys A”.‘a““o Sintomatico
Ligero
17 A28 T2E1 Colletotrichum G.”S Sintomatico
Aceituna
18 A29 T3E1 Fusarium Gris Claro  Sintomatico
19 A3l T2S2 Diaporthe Gris — Asintomatico
Aceituna
Gris
20 A33 T1E3  Neopestalotiopsis  Verdoso Sintomatico
Claro
Gris
21 A35 T1S1 Aspergillus Aceituna  Asintomaético
Claro
22 A36 T3E1l Hypoxylon Amarillo Sintomatico
23 A37  T2S2 Epicoccum Blanco cintomatico
Grisaceo
24 A4l T1S3 Fusarium Blanco Asintomatico
25 A42 T2S3 Diaporthe Negro Asintomatico
Parduzco
26 A45 AlE3 Nigrospora Amarillo Sintomatico Alacao
27 A51 AlE3 Fusarium Blanco Sintomatico
28 Ab4 A2S1 Fusarium Blanco Asintomatico
Gris
29 Ab8 A2S1 Fusarium Aceituna  Asintomatico
Claro
30 A59 A2S1  Neopestalotiopsis  Gris Claro  Asintomaético
31 A60 A3S1 Fusarium Amarillo  Asintomatico
32 A62 A2S1 Fusarium Gris Claro  Asintomatico




33 A66 CH2E1 Lasiodiplodia Gris Claro  Sintomaético
Gris
34 A67 CH2E1 Clonostachys Aceituna Sintomatico
Claro
35  A69. CHIE1  Penicillium  CSROIZO oiiomatico
Ligero
36 A70 CH2Ss1 Ac_e |Funa Asintomatico
Grisaceo
37 AT72 CH1S1 Penicillium Blanco Asintomatico
38 A74 CH2s1 Epicoccum Gris Claro  Asintomético
Gris
39 AT76 CH2s1 Epicoccum Verdoso  Asintomatico
Claro
- Gris . -
40 A78 CH3S1  Purpureocillium Acei Asintomatico
ceituna
41 A79 CH3Ss1 Clonostachys AC? |Funa Asintomatico
Grisaceo
42 A80 CH2S1 Clonostachys Grll_s_ Rojizo Asintomatico
igero
43 A82  CHIS2 Diaporthe Blanco cintomatico
Grisaceo
Gris
44 A84 CH3S1 Pichia Verdoso Asintomatico
Claro

Los
Chingazos

Realizado por: Gavilanez, 2024.
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Nombres — Apellidos: Karen Paulina Robayo Carrillo

INFORMACION INSTITUCIONAL

Facultad: Recursos Naturales

Carrera: Agronomia

Titulo a optar: Ingeniero Agrénomo
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Ing. Pablo Israel Alvarez Romero, Ph.D.
Director del Trabaje de Titulacién
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Ing. Norma Soledad Erazo Sandoval, Ph.D.

Asesora del Trabajo de Titulacion




