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INTRODUCCION

La tuna (Opuntia ficus-indica L. Mill) es uno de los recursos vegetales mas
representativo de las regiones aridas de Ayacucho, que durante muchas
generaciones ha sido utilizado por los habitantes de las provincias de Lucanas,
Fajardo, Cangallo, Huamanga y Huanta en forma silvestre.

La diversidad y variabilidad climatica y de ambientes en nuestra region ha
permitido el establecimiento de muchos cultivares de tuna, que particularmente
son endémicos de cada una de las areas de crecimiento. Los valles interandinos
albergan una significativa presencia de variedades de tuna, que representan un
potencial vegetal importante para la alimentacién humana, animales domésticos y
en la elaboracion de productos industriales y medicinales.

Durante su crecimiento y produccion, las variedades de tuna son afectadas
principaimente por una enfermedad endémica de Ayacucho, Apurimac y
Huancavelica: la cercosporiosis. Esta enfermedad esta muy difundida en las zonas
ecologicas donde prosperan los tunales silvestres o cultivados; ocasiona
reducciones importantes en la produccion de fruta y cochinilla y constituye un serio
problema para el establecimiento del cultivo comercial o familiar. Trabajos iniciales
de investigacion han revelado un comportamiento muy diversificado del patégeno
en cada uno de los lugares donde existe la tuna, de modo que la cercosporiosis se
expresa muy variable, a veces moderada y a veces muy agresiva, pero
normalmente esta presente y casi nunca deja de tener presencia. Las diferentes
respuesta ante la cercosporiosis tiene como sustento la presencia de variabilidad

de cultivares de tuna, que aun no ha sido estudiada de manera sistematica.



Casi la totalidad de investigaciones en esta enfermedad endémica de Ayacucho,
ha sido estudiada y evaluada en forma permanente por la Universidad de
Huamanga, registrandose amplia informacién que permite caracterizar
biolégicamente a la cercosporiosis y al agente causal. También se tiene evidencia
de la alta relacién epifitiolégica entre la variabilidad de cultivares de tuna y la
limitacion de epifitias, puesto que la cercosporiosis es principalmente una
enfermedad endémica.

La investigacion planteé continuar la evaluacién del germoplasma regional de tuna

por su resistencia o susceptibilidad ante la cercosporiosis, utilizandose un grupo

de 30 accesiones (Opuntia ficus-indica y O. robusta) de la Universidad de

Huamanga para someterlo a infecciones naturales en condiciones de campo en el

anexo de San Luis en Huanta y evaluar la severidad de infeccién en las pencas.

Se incluyé la caracterizacion morfoldgica del cladodio y de la planta en la zona de

Pucagasa donde se establecié el banco de germoplasma. De igual modo, se

efectu6 una prueba de medios nutritivos para el aislamiento del hongo Cercospora

sp. de las lesiones obtenidas de las pencas.

Los objetivos de la investigacion fueron los siguientes:

v' Establecer una base fenotipica de resistencia o susceptibilidad de 30
accesiones del germoplasma de tuna de la UNSCH a Cercospora sp., en
condiciones de infeccién natural en la provincia de Huanta.

v' Determinar las caracteristicas morfolégicas del cladodio y la planta de 30
accesiones del germoplasma de tuna.

v Aislar al patégeno Cercospora sp. de las lesiones en pencas, mediante cultivo

en medios nutritivos.



CAPITULO |

REVISION DE LITERATURA
1.1 CLASIFICACION TAXONOMICA
Segun BRAVO-HOLLIS y SHEINVAR (1995), el término Opuntia fue designado
por Linné, probablemente hace referencia a una regiéon de Grecia llamado Locris
opuntia (capital Opus), donde crecian diversas plantas muy espinosas. “El origen
del nombre se remonta a Plinio, quien llamé Opuntia a una planta que crecia cerca
de Opus, India, y que Mathiolus, en 1565, creyendo que se trataba de un nopal
aplicé por primera vez el termino Opuntia a estas cactaceas
El nopal pertenece a la familia de las cactaceas. Su taxonomia es muy compleja
por un numero de razones. Por ejemplo, sus fenotipos muestran alta variabilidad
de acuerdo con el medio ambiente que prevalecen, la poliploidia es comun, se
reproduce ya sea sexual o asexualmente y hay varios hibridos interespecificos.
El nombre cientifico de Opuntia fue acufiado por Tournefort en 1700, en vista de

su parecido a las plantas espinosas que crecen en la ciudad de Opus en Grecia.



CUADRO 1.1. Clasificacion taxonomica

Reino : Vegetal
Divisién : Angiospermae
Clase : Dicotiledonae
Orden :Opuntiales
Familia : Cactaceae

Subfamilia : Opuntioideae
Tribu : Opuntiae

Género : Opuntia

Fuente: Britton y Rose, 1963 citados por Bravo-Hollis et al, 1991.

1.2 ORIGEN Y DISTRIBUCION DEL GENERO Opuntia.

SCOTT, citado por MACNEISH (1991), indica que Opuntia ficus-indica Mill., es
nativa de Mesoamerica. Actualmente existe en forma silvestre o cultivada en toda
la cuenca del Mediterraneo (Francia, Grecia, Italia, Portugal, entre otros) En Africa,
se difunde por Argelia, Egipto, Eritrea.

FLORES et al. (1995) y GARCIA (2003) informan que la distribucién de Opuntia es
ain mayor en América;, se encuentra de manera natural en Argentina, Bolivia,
Brasil, Colombia, Venezuela y Perti, ademas de los paises de América Central y
México. GRIFFITH (2004) y BRAVO-HOLLIS et al. (1991) consideran que la
amplia dispersiéon se debe a que Opuntia ficus-indica Mill. acompafi6é a Cristobal
Colén en su primer regreso a Europa en 1493; esta planta adquiri6 mayor

importancia para los marinos debido a sus propiedades antiescorbuticas.

[4]



1.3 TIPOS Y CARACTERISTICAS DE Opuntia spp.

UZUN (1996) informa que se conocen cerca de 300 especies del género Opuntia,
pero s6lo de 10 a 12 especies han sido utilizados por sus frutas, hojas tiernas
(cladodios),forraje o cochinilla para la produccién de colorante. Las especies mas
cultivadas para la produccion de frutas son Opuntia ficus-indica, Opuntia
amyclaea, Opuntia xoconostle, Opuntia megacantha y Opuntia streptacantha. Las
especies silvestres incluyen Opuntia hyptiacantha,Opuntia leuxotrichay y Opuntia
robusta.Las caracteristicas de estas especies de Opuntia varian en la forma de los
cladodios, la presencia o ausencia de espinas, el tamafio y el color de la fruta y
otras caracteristicas botanicas.

1.4 DESCRIPCION BOTANICA DEL GENERO OPUNTIA

CHESSA et al. (2010) plantea que el conocimiento de la diversidad genética es
una herramienta utii en la gestibn de bancos genéticos, identificacion y/o
eliminacidon de duplicados, clasificar a los grupos en base de sus usos actuales y
potenciales, identificar las accesiones con caracteristicas agronémicas deseadas
para una evaluacion mas precisa, identificar las interrelaciones entre los grupos
geograficos de los cultivares y estimar la magnitud de las variaciones en la
coleccion.

CHESSA y NIEDDU (1997), CHESSA et al.(2010) y MONDRAGON y CHESSA
(2010) indican que existe una amplia lista de descriptores estandar aceptados que
se utilizan para optimizar las caracteristicas de las colecciones y accesiones de
cactus, que ha sido publicadas en Food and Agriculture Organization of the United
Nations; International Center for Agricultural Research in the Dry Areas y

International Technical Cooperation Network on Cactus.
[5]



BOX(2005) informa que en el nopal (Opuntia ficus-indicaMill) sus ramas estan
construidas por articulaciones carnosas y suculentas (palas o pencas), de forma
ovoidal y color verde glauco, que realmente son tallos fotosintéticos altamente
modificados y adaptados para esta actividad. Estas articulaciones son verdaderas
ramas y con el tiempo se hacen lefiosas y forman un tronco casi cilindrico.
GUILLOT (2008) indica que las cactaceas tienen un tallo arbéreo, de 3 a 5m. de
alto o mas. Tronco lefioso bien definido de 60 cm a 1.50 m de altura y de 20 a 30
cm de diametro. Cladodios oblongos hasta largamente abovados, de 30 a 60 cm
de largo y 20 a 40 cm de ancho y 1.9 a 2.8 cm de grueso, color verde opaco;
integran ramas de varios articulos que forma una copa muy racimosa. Aréolas
distantes separadas entre si como 2 a 5 cm, pequefias, angostamente elipticas,
de 2 a 4.5 mm de largo, 3 mm de ancho. Espinas casi siempre ausentes, cuando
existen son escasa y pequeiias; gloquidas mas o menos numerosas, amarillas,
caducas.

1.5 GENETICA DE LA TUNA

PINKAVA (2002) informa quela mayor parte de las Opuntioideae (64.3%) son
poliploides. Una de las causas de la variacion es el frecuente flujo genético natural
entre las diferentes especies de Opuntia, ya que en las poblaciones silvestre y
cultivadas es comtn la coincidencia de periodo de floracién, ademas de que
algunas formas de nopal tunero comparten visitadores y polinizadores florales. Se
considera que el proceso evolutivo que posiblemente han seguido las formas de
nopal para diferenciarse, involucra la hibridacién entre especies distintas seguidas

por la poliploidia.

(6]



PIMIENTA (1992) indica que los nopales con los niveles mas altos de poliploidia
(6x y 8x) tienen mayor dispersion geografica que los diploides (2x); de hecho la
mayoria de las variedades de tuna que se han dispersado en Europa, Sudamérica,
Africa, Oriente y Australia corresponden a la especie Opuntia ficus-indica Mill., que
en la mayoria de su formas y variedades son octaploides.

PINKAVAet al. (1985) indica que en la familia de las Cactaceas, el nimero
cromosomico basico es x=11.Una observacion mas detallada de los recuentos se
observa que solo en el grupo de especies de Opuntia de las series O.
streptacantha y O. ficus-indica, existen octaploides. Especificamente para O. ficus-
indica, numerosos recuentos cromosomicos muestran que tanto la forma inerme
como la espinosa tienen 2n= 88, o sea que ambas son octaploides.

1.5.1. Variabilidad de Opuntia.

LEON (2000) refiere que la variabilidad de plantas cultivadas es el resultado de las
mismas fuerzas que operan sobre las poblaciones silvestres, pero afectadas por la
accion del hombre. La mas importante es la mutacién, porque es la Gnica fuente
de formas nuevas; de menor importancia es la poliploidia, de accion restringida a
ciertas especies; un tercer factor, la recombinacion, que resulta de la hibridacién
entre especies o cultivares que produce formas diferentes. El aislamiento debido a
la migracion que contribuye en mucho menor grado a incrementar las diferencias
entre poblaciones. La seleccidén y el conjunto de factores que determina el valor
adaptativo de una mutacion o recombinacion a su ambiente es la que finalmente

decide el grado de supervivencia.

[7]



MONDRAGON (2001) reporta que la hibridacion natural en las Opuntias es
comun, y esta relacionada con la poliploidia y parece ser una de las mayores
causas de la variabilidad. La reproduccion asexual es una respuesta a las bajas
tasas de germinacion y la alta pérdida de semillas y plantulas durante la etapa de
germinacién. También sefiala que la autopolinizacién fue confirmada por WANG
(1997), en un ensayo de hibridacion que incluyé seis especies de Opuntia. El éxito
de la autopolinizacion es también probado en los huertos comerciales, en los
cuales es comun tener grandes extensiones de un solo cultivar sin la necesidad de
contar con un cultivar polinizador. Se asume que los cultivares comerciales son el
resultado de polinizacion cruzada y todos los cultivares mexicanos son reportados
como producto de la hibridacién de Opuntia ficus-indica Mill., con diferentes
formas de nopales silvestres.

GONZALES (2001) proporciona las siguientes descripciones de especies de
subgénero Opuntia y Nopalea.

v" Sub género Opuntia: Opuntia ficus-indica Mill.

Planta arbérea de 3 a 5§ m de alto o mas, tronco lefioso bien definido, corteza no
escamosa, articulos aplanados, oblongo hasta largamente abovados, de hasta 60
cm de largo y 30 cm de ancho, verde oscuro, epidermis opaca, glabra. Areolas
pequefas, en series de 7 a 9, distantes entre si como de 2 a 5 cm con fieltro
marrén claro; gloquideas mas o menos numerosas, amarillas, caducas. Espinas
ausentes, cuando existen son escasas y pequeias, de 1 a 2, aciculares, blancas a
grisaceas. Flores de 6 a 8 cm de didmetro en la antesis como de 6 a 10 cm de
largo, amarillas a anaranjadas, segmentos externos abovados a ovados con el

apice agudo o truncado, mucronados a emarginados, amarillos a anaranjados con
(8]



el centro de la base verde rojiza o verde; los segmentos interiores abovados
angostos, con el apice truncado u obtuso, mucronado o emarginado, con el borde
entero o denticulado, de amarillos a anaranjados; pericarpelo con algunas espinas
pequenas, caducas. Frutos ovoides a obperiformes, de 5 a 10cm de largoy de 4 a
8 cm de diametro, verde claro a anaranjados, algunos umbilicados, con abundante
pulpa carnosa.

v'  Sub género Opuntia: Opuntia robusta Wendland.

Planta arbustiva de 1 a 1.5 m de alto, tronco bien definido, ramificado desde la
base, articulos aplanados, circulares o algo oblongos hasta abovados de 15 a 40
cm de largo o mas y 28 cm de ancho, muy gruesos hasta 2.5 cm de espesor,
verde claro azulado, glaucos, sin manchas rojo purpura bajo la areola; epidermis
glabra y cerosa; hojas cortas cénicas. Areolas ovadas, ligeramente hundidas, de 7
a 8 series, distantes de 4 a 5.5 cm variables en tamafio; con un margen de fieltro
pardo en el centro; gléquidas amarillentas a pardas, setosas, delgadas de 1 a 18
mm de largo. Espinas subuladas aplanadas en la base, divergentes de tamario
variable hasta 5 cm de largo en nimero de 1 a 6, generalmente ausentes en la
variedad Larreyi. Flores de 5 a 7 cm de largo y 8 cm de diametro en la antesis,
amarillo intenso; segmentos externo romboidales emarginados o mucronados,
amarilflo intenso, pericarpelo con tubérculos gruesos y escasos gloquidas, en estas
plantas es frecuente encontrar flores unisexuales y hermafroditas, frutos anchos,
subglobosos globosos o elipticos rojos; areolas del pericarpelo escasa, con fieltro
de color marrén claro; gléquidas de 3 mm de largo, amarillas, pulpa roja y semillas

grande.
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v' Sub género Opuntia: Opuntia megacantha Salm - Dyck.

Planta arbérea de 2 a 4 m de alto o mas, tronco con espinas numerosas y cortas.
Articulos aplanados, obovados hasta oblongos, oblicuos, de 30 a 45 cm de largo o
mas y de 22 a 27 cm de ancho, verde claro a glauco, epidermis cerosa, opaca,
hojas pequefias, de 3 mm de largo, verde o plrpuras. Areolas pequefias, en series
de 8 a 10, distanciados entre si de 3 a 5 cm rodeadas de un margen de fieltro
blanco grisaceo y en el centro fieltro castafio claro; gléquidas escasa, de 2 mm de
largo, amarillo pélido, caducas; en algunas ocasiones presentes en articulos
viejos; de 1 a 2 pelos setosos blancos en la base de la areola. Espinas subuladas,
aplanadas, ligeramente extendidas, divergentes a veces ligeramente porrectas, no
adpresas, de 1 a 3 cm, de largo, escasas, en nimero de 1 a 7, blancas con puntas
translucidas, presentes en las areolas superiores. Flores de 7 cm de largo y 6 cm
de diametro en la antesis, amarillas a anaranjadas;, segmentos externos
romboidales a espatulados, mucronados, anaranjado con una franja media rojiza,
pericarpelo con podarios prominentes con o sin espinas. Frutos globoso a
periformes, de6 cm de largo y 3.5 ¢cm de ancho, rosa intenso, areolas del
pericarpelo con abundantes gléquidas amarillas, pulpa verde claro de sabor duice.

1.6 ASPECTOS FITOGENETICOS Y GERMOPLASMA

1.6.1. Germoplasma

PAINTINGet al. (1993) considera que germoplasma es el material que realmente
se mantiene ya sean semillas, cultivo de tejido o plantas en crecimiento activo. Se
llama germoplasma al material genético responsable de las caracteristicas de una

planta, que se transmite de generacion a otra.

[10]



QUEROL (1998) sefiala que la palabra germoplasma desde un punto de vista
etimolégico tiene dos raices: germo del latin germe, que significa principio
rudimental de un nuevo ser organico y plasma del griego plasma, que se define
como la formacion en sentido amplio de la materia no definida por lo tanto el
germoplasma es la materia donde se encuentra un principio, que puede crecer y
desarroliarse, mientras de los recursos genéticos se entiende a la variabilidad
genética almacenada en los cromosomas y en ofras estructuras conteniendo acido
desoxirribonucleico ADN, moléculas que conforman a los genes de tal manera que
es un bien por su importancia de su valor econémico.

1.6.2. Banco de Germoplasma

PULDON(2006) menciona que los bancos de germoplasma poseen colecciones
de material vegetal con el objetivo de preservar sus caracteristicas para el futuro
beneficio de la humanidad y del ambiente. Los Bancos de Germoplasma son
llamados también “Centros de Recursos Genéticos”, pues se le da gran
importancia al hecho de que las plantas son fuente de caracteristicas genéticas,
fuente de diversidad.

PAINTING (1993), afirma que el Banco de Germoplasma es el centro de recursos
genéticos donde se conserva germoplasma en una o mas colecciones. Asi como
bibliotecas son centro donde se recurre para obtener informacion, los bancos de
germoplasma de plantas poseen colecciones de material vegetal con objetivos de
mantenerias vivas y preservar sus caracteristicas para el futuro beneficio de la

humanidad y del ambiente.
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1.6.3. Coleccion y conservacion

QUEROL (1998) informa que las colectas de recursos genéticos a diferencia de
las colectas botanicas, busca la maxima variabilidad y el material para propagarla,
el colector debe de obtener esa variacién y debe seguir un plan organizado para
conseguir la maxima informacién genética, donde la coleccién puede comprender
de wuna sola especie o especies relacionadas filogenéticamente o
geograficamente, que puede pretender abarcar la diversidad mundial, nacional,
regional y local donde colector en épocas y lugares diferentes ha generado una
lista de variables que desea tomar.como datos de pasaporte que se obtiene
durante la colecta incluyendo la informacion del lugar y otros datos mas generales,
nombre cientifico y comun, el nimero Unico de accesién se le asigna en el
momento de llegar al banco de germoplasma, en una ficha de colecta.

El mismo autor indica que biologicamente conservar recursos genéticos es
preservarlos en el medio en el cual se desarrollan, este siempre y cuando se
encuentre en equilibrio natural, el almacenamiento in situ es el que existe
naturalmente, ademas hay posibilidades de conservar los recurso genéticos en
colecciones, ya sea en la forma de jardines de colecta o en almacenes de
semillas, plantulas, polen, células de cultivo en genes.

MONDRAGON (2001) sefala que la coleccién de materiales basada en la
morfologia y nombres locales frecuentemente conduce a la duplicacion de
entradas en los bancos de germoplasma. La morfologia de las Opuntias es influida
por factores ambientales (temperatura y la humedad) el crecimiento rapido
también significa que las reacciones al ambiente son rapidas y mas drasticas que

otras cactaceas. Caracteristicas tales como presencia de espinas, tamafo de
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fruto y productividad total pueden ser afectadas significativamente por el ambiente.
La duplicacién también dificulta la evaluacién y la utilizacién de los recursos
genéticos.

De todas la partes de las plantas durante la floracion, la flor es la menos afectada
por los cambios del medio ambiente, por ejemplo la fructificacién estacional de la
tuna es afectada por el manejo con riego, pero no ocurre lo mismo con la
anatomia y morfologia basica de las flores y de los frutos. Esta consistencia de las
estructuras florales, hace que las flores y frutos sean de orden de clasificacién las
partes mas importantes de las angiospermas.

1.6.4. CARACTERIZACION Y EVALUACION

QUEROL (1998) sefiala que la caracterizacién es la toma de datos mayormente
cualitativos para la descripcion de sus caracteristicas y por ello diferencia
accesiones de una misma especie, los principales datos a tomar son las
caracteristicas de: planta, hojas, flores, frutos, semillas y de las partes
subterraneas. También el mismo autor aﬂrmé que la evaluaciéon se realiza en
funcién de los usos del cultivo de las caracteristicas buscadas para mejorarlo,
generalmente mejores rendimientos, simplificacién de labores culturales vy
resistencia a pestes. Las evaluaciones de rendimiento son similares a ensayos de
variedades y niveles de fertilizacion para la especie bajo estudio, las
caracteristicas ideales estaran determinadas por los agricultores, consumidores,

fitopatélogos y mejoradores, los cuales plantearan la necesidad de evaluar.
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1.7. MEDIOS NUTRITIVOS EN LABORATORIO

DHINGRA y SINCLAIR (2003) publicaron el libro “Métodos basicos de patologia
vegetal” que constituye una recopilacion mundial de métodos, procedimientos y
técnicas para el trabajo de investigacion, diagnéstico y ensefianza de las
enfermedades de plantas. Es uno de los libros de gran calidad cientifica que
facilita, en gran medida, el trabajo a nivel de laboratorio y de campo. (PRICE,
2013) Ofrece una lista extensa de medios de cultivo para microorganismos,
procedimientos para el aislamiento y estudio de patdgenos de plantas. Es la
informacién de mayor ayuda para el fitopatdélogo y que en nuestra investigacion
facilitara el aislamiento y la identificacién de patdgenos que se asocien a las
muestras que seran evaluadas.

FRENCH (1985) ofrece una serie de procedimientos para el aislamiento y estudio
de microorganismos patdégenos de plantas. Indica que para el aislamiento de
microorganismos que afectan plantas es necesario echar 3 gotas de &cido lactico
por 250 ml de medio PDA o medio Kelmam o YCDA. Antes de efectuar la siembra
de cortes de tejidos vegetales es conveniente desinfestar los trozos de tejido
mediante clorox (hipoclorito de sodio) al 2% durante 30 seg. y enjuagar en agua
destilada estéril por 60 seg. La seguridad de obtener el aislamiento correcto
depende de la calidad de la muestra, del medio apropiado y de las condiciones de
asepsia.

1.8. BASES FISIOLOGICAS DE LA PATOGENESIS VEGETAL

AGRIOS (1980) considera que asi como el desarrolio de la enfermedad depende
de la concurrencia e interacciéon de un hospedante susceptible, un patégeno

virulento y agresivo, ademas de un ambiente favorable, el escape a la enfermedad
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depende de la ausencia de coincidencia y de la interaccién de estos tres factores,
sea en forma temporal o permanente. Cuando se analiza a mayor profundidad el
escape a la enfermedad, es necesario incluir el espacio donde se desarrolla esta
interaccion y el tiempo que dura.Plantea que también son de importancia la
duracién de los estados ontogénicos susceptibles de la planta y la presencia de
patégenos activos, la duracién de los procesos de floracion y fructificacion, los
momentos de cosecha y de manejo poscosecha de los productos.

Indica que existen otros factores que inciden directamente sobre las
caracteristicas del patdgeno que interfieren con su supervivencia, infectividad,
multiplicacion y diseminacién, permitiendo a la planta escapar de la enfermedad,
entre ellos estan la ausencia del patégeno cuando la planta se halla en estado
susceptible, el parasito esta debilitado e incapaz de causar infeccién, crecer o
multiplicarse debido a algin factor del medio ambiente, el parasito puede ser
afectado por hiperparasitos durante la produccién de inéculo o en el momento de
la infeccion, el patégeno puede ser debilitado o muerto por antibiéticos u otras
sustancias secretadas por microorganismos antagonicos durante la produccién de
inéculo o durante la infeccién.

Segun BATEMAN (1978), la enfermedad es el deterioro del estado normal del
cuerpo de la planta o de cualquiera de sus componentes, que interrumpe o
modifica el desenvolvimiento de las funciones vitales, como respuesta a factores
ambientales o agentes infectivos especificos 0 a las combinaciones de estos
factores. Es también la alteracién perjudicial de uno o mas procesos ordenados
que utilizan la energia en un sistema viviente, causado por la continua irritacion

que genera un factor causal primario o varios factores al mismo tiempo.Indica que
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debido a su naturaleza, un minucioso estudio de la etiologia de la enfermedad, la
susceptibilidad, la resistencia, la tolerancia y la patogenicidad, debe desarrollarse
de acuerdo con la complejidad de las causas, es decir, a la totalidad de
antecedentes del fendmeno. Menciona que el parasitismo es la relacion o
asociacion entre organismos, usualmente de diferentes especies, durante la cual
el parasito se beneficia del hospedante.

Segun COWLING (1979) la enfermedad afecta la estructura mecanica de la planta
en su totalidad y la integridad de sus partes. Considera que los diversos factores
fisicos o bidticos que inciden sobre la planta o el cultivo pueden ejercer fuerzas en
diversas partes u 6rganos, ocasionando grados de deformacién que alteran la
integridad del vegetal, causandole dafios generalmente irreversibles en la
estructura y en el rendimiento. En infecciones severas, las plantas no se
desarrollan bien, afectandose la estructura y debilitdndola. En algunos casos, los
patégenos incrementan la debilidad de tallos y ramas al impedir la sintesis de
celulosa, lignina y pectina para la construccion de tejidos esclerenquimaticos, de
colénquima y la pared celular.

1.9. PROCESO DE INFECCION

DODMAN (1979) indica que el proceso de penetracion de patdogenos a los tejidos
de la planta, cominmente consiste de una secuencia de eventos, cada uno de los
cuales constituye un prerrequisito importante para el éxito de la penetracion. La
penetracién implica una complejidad entre el patégeno, la planta y numerosas
influencias abidticas y biticas del medio ambiente.

El establecimiento de la interaccidn entre planta y patdégeno comienza con la

llegada del patégeno a la superficie de la planta. Los propagulos pueden llegar a la
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planta por deposicidon aérea, por las gotas de lluvia o niebla y por vectores
diversos. Una vez depositados, los propagulos tienen escasa oportunidad de
redistribucion sobre el follaje. La penetracién depende de la iniciacion del
crecimiento y para que éste ocurra el propagulo debe ser capaz de obtener los
nutrientes necesarios y el medio ambiente debe ser favorable. Aun cuando el
porcentaje de esporas que germina es alto, tanto el tiempo para la germinacion
como la tasa de germinacién pueden ser alterados por los nutrientes del
hospedante, con implicancias significativas en el desarrollo de la enfermedad.Los
estomas son lugares importantes de penetracion, cuando el crecimiento es
dirigido.La penetracion a través del estoma es la Unica forma de entrada para
algunos hongos, mientras que otros pueden usar el estoma como una alternativa
de la penetracion cuando normalmente lo hacen atravesando la cuticula.

BARRANTES (1998) informa que los tubos germinativos de Cercospora sp.,
crecen hacia los estomas de la tuna. Debido al aumento de la frecuencia de
penetracion cuando las pencas estan intermitentemente hiumedas o secas, se ha
sugerido que el hidrotropismo es el factor que controla el crecimiento del tubo
germinativo bajo estas condiciones.En el caso de Cercospora sp., el tubo
germinativo crece hacia la abertura del estoma sin que forme ninguna estructura
morfolégicamente reconocible que ayude a la penetracion, es decir no forma
apresorio. Cuando Cercospora sp., penetra por los estomas, no tiene necesidad
de aplicar fuerza alguna sobre la epidermis; es decir esta necesidad se ha

reducido o eliminado.
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1.10. EL PATOSISTEMA DEL CULTIVO.

BATEMAN (1978) considera que la inmunidad innata estd determinada por la
presencia de metabolitos normales en el hospedante, pero desfavorables para el
crecimiento del parasito o por la parcial o completa ausencia de metabolitos en el
hospedante que son necesarios para el parasito, o por la combinacién de éstos.
De este modo, la inmunidad no esta determinada por sustancias especiales o
mecanismos. En cierto sentido, existe una suerte de balance en el hospedante,
entre las sustancias que inhiben y las sustancias que promueven el crecimiento de
un parasito. De un parasito a otro o de una condicién en el hospedante a otra, el
balance puede inclinarse hacia la resistencia o hacia la susceptibilidad, o
permanecer entre los dos extremos. La hipotesis del balance nutricional pretende
explicar el parasitismo selectivo y/o resistencia y susceptibilidad de los
hospedantes sin recurrir a las fitoalexinas, fitoncidas, barreras mecanicas,
enzimas, toxinas, etc.

BARRANTES (2000) plantea relaciones intervariables en el transito al efecto
patolégico, que resultan de las interacciones en el cuadrado de la enfermedad.
Serala que el efecto de la patogénesis en el cultivo se aprecia como un sintoma y
es producto de la accién del patégeno virulento sobre la planta susceptible dentro
de una atmoésfera y un suelo favorable. Para el caso de la cercosporiosis, el
transito al efecto patoldgico tiene fundamental importancia, por las diversas
modalidades de adecuacion ecoldgica de los ambientes y de los patosistemas.
Resulta sumamente critico la presencia de variabilidad de cultivares y de la
diversidad de flora acompafante, asi como la irregular topografia y el relieve

quebrado de los ecosistemas tuneros. Si a ello le sumamos la presencia de tres o
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cuatro biotipos probables de Cercospora sp., interactuando en forma permanente,
el transito al efecto resulta en una expresion positiva potencial para la
administracién de esta enfermedad.

1.11.ASPECTOS EPIFITIOLOGICOS DE LAS ENFERMEDADES.

Al explicar sobre las bases genéticas de las epifitias, DAY(1978) indica que el
cultivo de plantas efectuado por el hombre implica divergencias significativas
respecto al ecosistema natural. Uno de las mas importantes es el reemplazo de la
vegetacion natural diversificada (muchas especies componentes) por plantas
uniformes de una sola especie. En tales cultivos cada especie esta representada
generalmente por una sola variedad o, en algunos cultivos, por un solo clon
compuesto de individuos genéticamente idénticos. En ecosistemas naturales, los
componentes interactlan para producir lo que parece ser una condicién
relativamente estable o balanceada. De hecho, los organismos que los conforman
pasan por constantes cambios evolutivos.

La presencia de genes de resistencia en la poblacién hospedante, puede generar
en poco tiempo el surgimiento de variantes del patdégeno, llamadas razas
fisiolégicas que resultan virulentas o capaces de producir tanta enfermedad en
plantas resistentes como en susceptibles. Un genotipo patégeno que exhibe la
mas grande capacidad parasitica a corto plazo, podria ser aquel que induce los
mayores danos. De este modo, la maxima aptitud parasitica se reflejaria en una
tasa aparente de infeccién generada por un patéogeno sobre un hospedante dado;
este patégeno podria no tener la misma aptitud de infgccién a largo plazo o no

tener éxito reproductivo. Los genotipos parasitos de alta adecuacion tienden a
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ejercer presion de seleccion sobre las poblaciones hospedantes que tienen
genotipos capaces de hacer frente al paréasito.

1.12.LA CERCOSPORIOSIS DE LA TUNA.

BARRANTES (2000) informa que la mayor o menor expresién de dafios por la
cercosporiosis en las plantas de tuna esta directamente relacionada conla
humedad relativa en el aire y la humedad en las pencas.Dadas las mejores
condiciones ambientales en las localidades de Huanta, Cangallo y Fajardo, la
cercosporiosis es permanente y de mayor severidad que en otros lugares de
Ayacucho. En Huamanga, la incidencia ha disminuido debido a la mayor sequedad
del aire y menor humedad en los cladodios.

1.12.1. Caracteristicas generales del Género Cercospora

BARRANTES (1998) describe a Cercospora, como un género polifago quese
encuentra distribuido en todos los ambientes donde crecen las plantas. Afectan a
casi todas las familias de plantas, de preferencia hierbas y arbustos, aunque
varios arboles pueden ser afectados. Tiene gran capacidad patogénica. En las
lesiones necréticas es frecuente encontrar las estructuras del hongo, que facilita el
diagnéstico; su gran esporulacién se observa por la presencia de altas
poblaciones de conidias en el envés y haz de las hojas.

AGRIOS (2005) manifiesta que todas las especies de Cercospora tienen una
fisiologia semejante y estructura casi inconfundible. Se disemina por el viento,
ingresan por los estomas y su periodo de incubacién es corto en plantas
herbaceas y arbustos, pero algo prolongado en arboles. Este hongo produce
conidios largos, delgados, multicelulares, incoloros a oscuros. Los conidios se

desprenden con gran facilidad y a menudo son llevados a grandes distancias por
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el viento. El hongo es favorecido por las altas temperaturas, de ahi que sea mas
- en los meses de verano, en los climas calidos. La mayoria de las especies de
Cercospora producen la toxina no especifica cercosporina que funciona como
agente fotosensibilizante en las células vegetales, es decir, matan a las células del
hospedante solo en presencia de luz. Aun cuando las esporas de Cercospora
necesiten el agua para germinar y penetrar en sus hospedantes, el rocio
abundante al parecer es suficiente para que produzca numerosas infecciones. El
hongo inverna en las semillas y en las hojas afectadas ya maduras en forma de
diminutos estromas negros.

1.12.2. Sintomatologia de la cercosporiosis

BARRANTES(1998) menciona que las alteraciones se presentan principalmente
en los cladodios y divergen mucho del tipo de dafo que es propio de las
cercosporiosis en plantas herbaceas. En cada punto de infeccion, la lesién se
localiza en un area restringida redondeada, de 8 a 15 mm de diametro y penetra
hacia el mesoéfio en forma de cono corto limitado por un tejido duro
esclerenquimatoso producto del aislamiento del hongo. Sin embargo no deja de
comunicarse con el parénquima, del cual obtiene agua y nutrientes. La pared
superior de este cono necrético esta formado por un tejido compacto de micelio
oscuro (masa estromatica) de donde nacen cientos de conidiéforos muy cortos,
todos juntos una al lado de otro. Las lesiones tienen aspectos de costras negras
rodeadas por una delgada zona pajiza, ligeramente abultada en toda la parte
donde estén los conidiéforos; son duras y secas.

Cuando las infecciones son muditiples, en el cladodio aparecen muchas costras,

unas al lado de otras, siempre individualizadas, no produciéndose necrosis
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extensiva. Segun el tamafio del cladodio y de la exposicién al inoculo, pueden
desarrollarse de 5 a 200 lesiones en ambos lados. En las variedades susceptibles,
no quedan superficie libre de costras en los cladodios sobre todo en los de 4,3y 2
afios de edad.

1.12.3. Ciclo de la Cercospora sp. sobre la penca

BARRANTES (1998) informa que el ciclo patogénico de la cercosporiosis se
conforma de etapas complejas donde participa Unicamente la fase anamorfica
(Cercospora). De acuerdo al tipo de infecciébn se trata de una enfermedad
policiclica restringida o monociclica anual, porque la repeticion de nuevas
infecciones es escasa en razon a que la gran llegada de in6culo ocurre solo en
una etapa del afio para producir alto nimero de infecciones, mientras que otras
de poco significado lo hacen tardiamente y no ocasionan mayores dafos. En el
caso de Huanta, la cercosporiosis se repite en dos oportunidades (noviembre-abril
y junio-octubre) debido al uso de agua de riego para producir frutos fuera de
estacion, en lo que también influye la mayor temperatura y mayor humedad
relativa del aire; por ello la vulnerabilidad siempre esta presente y es incrementada
por el sistema de producciéon. Para Cangallo, Huamanga, Churcampa y Pampas la
enfermedad solamente tiene lugar entre primavera y verano de cada afio, de modo
que la tolerancia o resistencia de las plantas se recupera en los meses de otoiio e
invierno, al mismo tiempo que la vulnerabilidad de las plantas es limitada y
protegida por el estado biolégico del patosistema natural y el estado atmosférico.
Cercospora sp. vive conservandose en el suelo como estromas o en la planta de

tuna como estromas latentes en las lesiones permanentes.
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1.13 ANTECEDENTES DE INVESTIGACION

Segun QUEZADA et al. (2006) efectuaron estudios sobre la Etiologia De La
Mancha Negra Del Nopal (Opuntia ficus-indica Mill) en Tlalnepantla, Morelos,
México. Utilizando cladodios con sintomasaislaron los hongos Collefotrichum
Qloeospon‘oides y Pseudocercospora sp.. ‘Aplicaron los postulados de Koch para
determinar la patogenicidad de Pseudocercospora sp.;la inoculacion con
Pseudocercospora sp. produjo manchas negras circulares semejantes alas
lesiones iniciales en las pencas utilizadas. Concluyeron que Pseudocercospora
sp., es el agente causal de estaenfermedad.

La especiacion de este hongo fue realiza por OCHOA (2012) estableciéndose el
nombre de Pseudocercospora opuntiae para el patégeno de la mancha negra.
SCHEFFER (1969) efectud estudios en cercosporiosis de lechuga (Lactuca sativa
L.) causada por Cercospora longisima; informa que logré cultivar al hongo
utilizando como medios mas apropiados a PDA (Papa dextrosa agar) para el
crecimiento y V8-Agar para esporulacion.

Segin GOMEZ (2003) en su tesis titulada Sintomatologia de la cercosporiosis
(Cercospora Opuntiae) en tres comunidades de la Provincia De Huanta —
Ayacucho, UNSCH, las lesiones son mas frecuentes en cladodios de 2-3 afos;
que van madurando o aQueilas maduras son mas susceptibles a la infeccion.

De las 50 lesiones evaluadas, 11 llegaron a completar su ciclo a Cercospora
(22%) y 12 a Mycosphaerella (24%) 27 lesiones no completaron su desarrolio
permaneciendo en zonas necréticas en los cladodios (58.8%). La duracion total
del'cambio de la Fase | a la Fase VI para Cercospora fue de 141 dias equivalente

ad5 meses; para Mycosphaerella fue de 129 dias equivalente a 4.0 meses.
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODOS
21 LUGAR DEL EXPERIMENTO
La investigacion se realizé en dos ambitos: en los Laboratorios de Genética y
Biotecnologia Vegetal, y Fisiologia Vegetal de la E.F.P de Agronomia de la
FCA-UNSCH. Los trabajos de campo se desarrollaron en el Anexo de San Luis,
Distrito de Huanta a 2628 msnm.
2.2 CONDICIONES CLIMATICAS
Los datos meteorologicos fueron registrados en la Estacion Meteorolégica de
Huanta de la Red Hidrometeorolégica del Gobierno Regional de Ayacucho
ubicada a 2722 msnm.
Los registros meteorologicos utilizados corresponden al periodo entre octubre
del 2013 a setiembre de 2014; las temperaturas maxima media anual, minima
media anual y media anual fueron de 25.14, 9.28 y 17.21 °C, respectivamente.
Segun el balance hidrico las condiciones humedas se presentan en los meses

de noviembre a marzo y un déficit de humedad entre setiembre y octubre.

(24]
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2.3 RECURSOS, PROCESOS Y PROCEDIMIENTOS ESTABLECIDOS.
2.3.1. RECURSOS DE INVESTIGACION

v' Treinta accesiones de tuna

Se trabajé con 27 accesiones de Opuntia ficus indica Mill. y tres de Opuntia

robusta W. del Banco de Germoplasma de Pucagasa del Centro Experimental

Wayllapampa.

Cédigos Cédigos Aproximados del Ubicacion GPS

arbitrarios Banco de Germoplasma UTM UPS
P1 C44 0586060; 8553765
P2 C37 0586091; 8553765
P3 C30 0586096; 8553760
P4 C15 0586101, 8553763
P5 C26 0586097, 8553768
P6 C41 586078, 8553781
P7 Cc10 0586063; 8553798
P8 C40 0586080, 8553782
P9 C21 0586100; 8553768
P10 C16 0586105; 8553770
P11 C24 0586073, 8553794
P12 C36 0586071, 8553800
P13 C13 0586070;8553802
P14 S3 0586072; 8553805
P15 S8 0586074, 8553809
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Caodigos Cadigos Aproximados del Ubicacion GPS
arbitrarios Banco de Germoplasma UTM UPS
P16 S6 0586078; 6553802
P17 S5 0586086; 8553810
P18 V1 L.
P19 T1 --
P20 T4
P21 T5 -.-
P22 T10 -.-
P23 T11 -.-
P24 T16 -
P25 T18 -.-
P26 FSC 0586143; 8553837
P27 RTA 0586093; 8553841
P28 MX -
P29 VA (Am) 0586048; 8553764
P30 F1 -.-

v Zona endémica de la Cercosporiosis.

San Luis (Huanta) es considerada una zona endémica de la Cercosporiosis por
la mayor variabilidad fisiolégica del patégeno y la existencia de diversidad de
tunas muy susceptible que mantiene altas densidades de in6culo anualmente.
Las plantaciones de tres cultivares locales de tuna morada y dos de tuna
blanca comerciales (Cayhua y Blanca Comuln) que se mantienen en areas

significativas, constituye una superficie continua de tejido tolerante o

(28]




susceptible que regula ciertas combinaciones entre hospedante y parasito,

aumentando el indculo disponible para la evaluacion de las accesiones de tuna '

en estudio.

2.3.2. EVALUACION DE GERMOPLASMA DE TUNA PARA
RESISTENCIA/SUSCEPTIBILIDAD

v'  Plantacién y distribucion de las pencas de tuna.

La plantacién se realiz6 el dia 09/11/2013. Antes de la misma, las pencas se

colocaron en un sitio seco y bajo sombra para favorecer el cicatrizado de la

zona de corte, durante 7-20 dias.

De cada accesion se plantaron tres pencas, cada una en una maceta y se

ubicaron alrededor de una planta infectada, a una distancia de 2 metros, como

se muestra en la figura 2.2. En cada vértice del triangulo formado se colocaron

accesiones diferentes dispuestas al azar, como se puede observar en el

siguiente croquis:

Grafico 2.2. Croquis de distribucidn de las accesiones de tuna alrededor de la

fuente de indculo de esporas de Cercospora sp.en el anexo San Luis, Huanta.
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v"  Prueba experimental de campo para resistencia/susceptibilidad.
Para evaluar la resistencia de las accesiones a cercospora sp., a nivel de
campo, se dispusieron las pencas al azar y en bloques en un area de tunas con

cercosporiosis, para lograr infeccion natural.

Se utilizé el disefio experimental bloques completos al azar (DBCA) con arreglo
factorial de 16 evaluaciones y 30 accesiones de tuna; se organizaron tres
bloques en cada uno de los cuales se distribuyeron al azar las 30 accesiones
de tuna plantadas en macetas. La unidad experimental es una maceta con la
correspondiente accesion de tuna.El modelo aditivo lineal es:

Xj=p+7+Bj+&;
Donde:
Xy = es una observaciéon cualquiera de la i — ésima accesién y j — ésimo bloque
U = es el promedio de las unidades experimentales.
T; = esel efectode lai — ésimo accesion.
B; = es el efecto del j — ésimo bloque.
&;j = es el error experimental.
i = es el subindice de cada accesién,varia 1,2, ...t
j = es el subindice de cada de bloques,varia 1,2, ...r

t = es el nimero de accesiones.

r= es el nimero de bloques o repeticiones.

El nivel de significancia escogido fue del 0.05. Se empled la prueba de Tukey

para la comparacion de promedios.
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Factor accesiones de tuna (A)

Niveles:

P1 P16
P2 P17
P3 P18
P4 P19
P5 P20
P6 P21
P7 P22
P8 P23
P9 P24
P10 P25
P11 P26
P12 P27
P13 P28
P14 P29
P15 P30
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Factor Fechas de evaluacion (F)

Niveles:
25/01/2014 1fa
08/02/2014 2da
22/02/2014 -
08/03/2014 4ts
22/03/2014 5ta
05/04/2014 6ta
19/04/2014 o
03/05/2014 —
17/05/2014 -
31/05/2014 10ma
14/06/2014 i
28/06/2014 —_—
12/07/2014 -
26/07/2014 T
09/08/2014| 5ava
06/09/2014 —

Repeticiones

Estan conformadas por tres repeticiones por cada accesion.
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v" Evolucién de la sintomatologia de Cercosporiosis

El registro del avance o cambio morfolégico de las lesiones se realizé
quincenalmente durante 10 meses a partir de diciembre y concluyendo en
setiembre del siguiente afno.

v"  Registro de cambios en los sintomas.

En las evaluaciones quincenales de las muestras, se anotaron las variaciones
por las que pasan las lesiones desde su forma inicial de infeccion, invasion de
tejidos y reproduccién. Para cada lesidén se registraron las modificaciones
estructurales y de color en el tiempo; sélo se consideraron las que llegaron a la
Fase VI y no han sido interrumpidos por ningun factor climatico o biolégico.

v"  Evaluacidn de la severidad de la Cercosporiosis.

En cada una de las accesiones de las tunas se realizo el conteo de lesiones de
la FASE VI, para evaluar el progreso de la severidad, segunla escala de dafio
en porcentaje de area afectada.El registro de sintomas se realizé cada quince
dias; la severidad se midié en ambas caras de la penca.

La escala Tabla para calificar la severidad de la enfermedad se muestra a
continuacion:

Cuadro 2.2. Escala de severidad de la Cercosporiosis. (ANEXO 5)

Punto
Grados % Severidad medio
1 0% (penca sana) 0
2 1 - 5 3.0
3 6 - 12 9.0
4 13 - 26 19.5
5 27 - 40 33.5
6 41 - 54 47.5
7 55 - 100 715
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2.3.3. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE ACCESIONES DE TUNA

v"  Descriptores morfolégicos para la tuna.

a) En al Banco de Germoplasma de tuna de Pucaqasa, se seleccionaron

plantas de tuna con mas de 5 afios de edad (plantadas en los afios 80’s), que

no presentaban alteraciones nutricionales o problemas fitosanitarios para

evaluarse cinco caracteres de planta.

b) Para cladodios, se seleccionaron 5 pencas maduras en buenas condiciones

estructurales y fisiolégicas de diferentes plantas de la misma accesion.Se

evaluaron 23 caracteres de cladodio.

¢) La caracterizacién morfolégica se efectué con los Descriptores Morfolégicos

de Opuntia, establecidos por Chessa, Innocenza, Nieddu y Giovanni (1997),

Chessa |.; Nieddu G.; De Pau L.; Satta D. (2002) y Quispe (2003).

2.3.4. AISLAMIENTO DEL PATOGENO.

v Preparaciéon de medios de cultivo para aislamiento del patégeno de la
cercosporiosis.

Para la preparacion de los medios de cultivo se consideraron referencias

generales sobre uso de medios en aislamiento de patdégenos fungosos. En

razén a que Cercospora sp. es un parasito biotrofo en la tuna, la variante

incluida en los medios fue el jugo de la penca de tuna. (500 gr/litro de medio

de cultivo).
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NOMBRE DEL MEDIO DE CULTIVO

ABREVIATURA

Papa dextrosa agar

PDA

Papa agar tuna-cladodio

PATS/100 gr

Agar tuna-cladodio joven sucrosa ATjS

Agar tuna-cladodio viejo sucrosa ATvVS

Agar V8 sucrosa AV8S

Agar tuna cladodio joven sucrosa microelementos ATS - ME

Agar tuna cladodio viejo sucrosa microelementos P e
AV8S - ME

Agar V8 sucrosa microelementos

Se prepararon ocho medios nutritivos semisintéticos: PDA (papa dextrosa
agar), PAT/100 gr (Papa, agar, tuna cladodio), ATjS (agar tuna cladodio
joven'sucrosa), ATvS (agar tuna cladodio vieja’sucrosa), AV8S (agar, V8
sucrosa), ATjS-ME (agar tuna cladodio joven sucrosa y microelementos),
ATvS-ME (Agar tuna cladodio vieja sucrosa y microelementos) y AV8S-ME

(agar, V8 sucrosa y microelementos). Para prevenir el crecimiento bacteriano, a

todos los medios se les agrego el antibidtico Estreptomicina.

La composicién de cada medio nutritivo fue la siguiente:

PDA(papa dextrosa agar)

1. ATjS, pencas de tunas de uno a dos afios de edad

2. ATvS, pencas de tuna mayor a 3 afnos.

(36]




PATS/100 gr (Papa agar tuna cladodio)

e E R L7 T - R 00 SRR S — 1000.00 mi
Papacortada .............oooiiiiii 250.00 gr
L= | 18.00 gr
Pencadetuna..............oooiii i 100.00 gr
SSEICIEIBH i 655 ot smpssronsmsessonmsmes e s me s Sosets wemsacs 10.00 gr

Agua destilada ... ocivivins sa i s nssnsrs s ssnmns 1000.00 ml
AT e 18.00 gr
Pencadetuna joven ............ooooiiiiiiiiiiii e 500.00 gr
SUBTOBA ,cins oommssssisiunuse orss s HeaassbEawss S s s 10.00 gr
ATvS (Agar tuna cladodio viejosucrosa)

Aguadestilada ... 1000.00 ml
Y - 18.00 gr
FPENGE-O6HNANIBIE: |resvrmening mwosmomm s st sy 500.00 gr
I Tt o= 10.00 gr
AV8S (Agar V8 sucrosa)

Aguadestilada ..............oooiii i e 1000.00 mi
AT e e 18.00 gr
VB ovimsomins evinils  DEVE TR RS TAYS SRS DR 200.00 ml
T o] (o 7= OO 10.00 gr
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AT|S-ME(Agar tuna cladodio joven sucrosa y Microelementos)

LTt e (oo ] o (P e A B [ AR 1000.00 ml
PR s soussnsnn st unsnumm s wosim i s SR AR RS SSaBe) SRS 18.00 gr
PEnta de HNAJOVEN ... coommmmmsmenssms ome swsimnesmaisssmssemas s 500.00 gr
SUCTOBA Lo vvinnimnvis ssossns s R S SSs e 10.00 gr
5| = OOV AL 0 1 ORI 0 0 A A1 1.00 mi
ATvS-ME (Agar tuna cladodio viejo sucrosa y Microelementos)

AGURA JOBHIBRE ... oo cvumunivymsssopieymmsssmsie vt s s 1000.00 ml
- 1 gD 1 RGN COME 0 I A A RIS - =R P 18.00 gr
Penca de TUNa MIIR : . ciinvees s syasiyiss s s sams s estsses i 500.00 gr
stcreeg . LY LY U L)L LU L LRI HEL UL IR B L, 10.00 gr
VIE .icermmes st siovs somsins snn s sh Bkin s ke 4 05 50N S R S R O AR 1.00 ml
AV8S-ME (Agar, V8 sucrosa y Microelementos).

P GOSHIBEIR ... Lol bl hobinemtis s 02445 5ol b b ey S T 1000.00 ml
AT 15 s oo s e s s 9 R R R s S 18.00 gr
e L LL DL LU L UL IR I B BN SR ot s e i bams 200.00 ml
SUBIDE Y oot bbbl ettt Al b b st bt ostaia 10.00 gr
BB L e ol st e 1.00 mi

*Micro elementos

Agua o[22 117 o - (N e 1000.00 ml
FOSOA.THZO o icvvesinsnsss imsmimmmvans s aayiis sossssss wosnmssvmoneas 0.6 gr
MBCIARacy L LSRR R L LA L L e L b S 0.4 gr
ZNSOA THRO .. coviiivniuni voinssissmeuss s i ssrsses sRapss s ass sin ans 26¢gr
SR oL L B R L UL L L L oo LR A 40g9r
e A AR CR A 8 A D 0.0006 gr



*Se aplicd 0.8 ml de Estreptomicina por litro de medio de cultivo.

v" Uso de lesiones de cercosporiosis para aislamiento.

El aislamiento del patégeno se realizd a partir de tejidos enfermos de las
pencas, las muestras fueron obtenidas de San Luis — Huanta.

Para el aislamiento, de cada lesién se corté un trozo pequefio de
aproximadamente 2cm?, que incluyé una parte sana y otra enferma, de manera
que se observe el limite de ambos.

Los pequefios trozos de penca se desinfestaron con hipoclorito de sodio al
2.0% durante 2 minutos, luego con alcohol al 75 % durante 3 minutos; se
enjuagd con agua destilada estéril; se secaron sobre toallas de papel
esterilizadas y se sembraron en los diferentes medios de cultivo.

Para el uso de lesiones en los ocho medios elaborados, se considerd el trabajo
de Gémez (2003) colectandose las lesiones o estadios de desarrollo del
patdgeno desde la infeccidbn hasta su reproduccion. Estas lesiones se

caracterizaron de la siguiente manera:

FASE DE LA LESION | CARACTERISTICA

FASE 1 (I) Lesion  translucida, de aspecto  aceitoso,
redondeado.

FASE 2 (I Lesién de color marrdén, ain permanece abultado.

FASE 3 (lIl) Lesion ligeramente hundida, de color marron
0SCUro.

FASE 4-5 (IV-V) Lesién hundida de color crema.

FASE 6 (VI) Lesiéon compacta con un halo de color crema y
centro negro.
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Utilizando una pinza desinfestada, se procedié a transferir cinco trozos de
penca a cada placa de petri que contenia el medio de cultivo correspondiente.
Una vez sembrada la muestra, se puso en una estufa a 25°C. A los cinco dias
se verifico el desarrollo y la pureza del cultivo.

v Crecimiento de colonias.

Pasado los cinco dias, los aislamientos se expusieron a la luz blanca
fluorescente durante 20 o mas dias para inducir la esporulacién,a temperatura
ambiente de laboratorio(24 + - 2 °C).

2.4 PARAMETROS EVALUADOS

2.4.1. Resistencia de campo.

Se expresa cuantitativamente como presencia de escasas lesiones 0 ninguna
de ellas en las pencas expuestas al inoculo de cercospora sp.; puede incluirse
como parte de la resistencia de campo, la presencia de lesiones con desarrollo
incompleto en las cuales no se reproduce el patégeno.

2.4.2. Susceptibilidad de campo.

También se puede registrar cuantitativamente cuando la susceptibilidad del
cultivar muestra una superficie afectada de manera significativa. Las lesiones y
el area infectada ocupan gran parte del cladodio, por uno o ambos lados del
cladodio.

La evaluacion de resistencia o susceptibilidad se determinaron calculando el
indice de Severidad, mediante una escala de area infectada expresada en
porcentaje (figura 2.2). La escala se aplico a cada accesion de tuna y a todas

las repeticiones en 16 evaluaciones quincenales.

[40]



2.4.3. Caracterizacion morfolégica de la penca.

La caracterizacion de vegetales es el registro de informacién cualitativa y
cuantitativa de las caracteristicas estructurales del érgano o planta en
evaluacion, que permite diferenciar la variabilidad de las accesiones de
germoplasma dentro de una especie. Para registrar la variabilidad morfolégica
de las accesiones de tuna en estudio, se evaluaroncinco caracteres de planta y
23 caracteres de cladodio. Ver ANEXO 1.

2.4.4. Calidad del medio para crecimiento y esporulacién.

Para determinar el medio mas apropiado para el crecimiento y esporulacion del
patégeno en aislamiento, se realiz6 una prueba de diversidad de medios
nutritivos. Se utilizaron ocho medios de cultivos en los cuales se sembraron
tejidos de penca en distintas fases de desarrollo de sintomatologia, para
determinar cual de los medios ofrecia mejor sustrato para el crecimiento y
esporulacion. Se considerd ademas determinar el tiempo necesario de
crecimiento en las placas hasta la reproduccién del patogeno (formacion de

pseudotecios).
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CAPITULO il
RESULTADOS Y DISCUSION

El procedimiento de evaluaciéon establecido y los recursos utilizados en los

trabajos de campo y laboratorio, permitieron logran informacién suficiente para

cubrir los objetivos planteados.

3.1 EVALUACION DE RESISTENCIA Y SUSCEPTIBILIDAD A
Cercosporasp. CAUSANTE DE CERCOSPORIOSIS EN 30
ACCESIONES DE TUNA.

3.1.1. Evaluaciéon de la sintomatologia de campo desarrollada en las
accesiones de tuna en estudio.

La observacion y registro de lesiones necréticas desarrolladas en las

accesiones de tuna con la finalidad de conocer su susceptibilidad o resistencia

a Cercosporasp., se inicié con el reconocimiento de las lesiones y su evolucién

durante las temporadas de primavera — verano y otofio - invierno. Con el

trabajo de GOMEZ (2003) se determiné que las lesiones de cercosporiosis

muestran cambios morfolégicos y estructurales durante un periodo de 2.8 — 3.0

meses. Estos cambios incluyen variaciones de color y aspecto de la lesion,
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cada uno de los cuales caracteriza a las lesiones y expresa una parte del ciclo
biologico de Cercospora sp.en la penca.

El desarrolio de la sintomatologia estuvo supeditado a la condicién fisiolégica
de las pencas y a su estado vegetativo; cada maceta no representé una planta
entera con un estado fisiolégico continuo en el cual se expresarian mejor las
infecciones por el patdgeno. Esta limitacién debe haber modificado la accién
patogénica y la respuesta de sensibiiidad por parte de las variedades de tuna.
Surgieron Iesiones- que no completaron su evolucidn estructural y no
permiticron al patégeno invadir los tejidos infectados y reproducirée.

Esta respuesta de interaccion entre los tejidos y el patdgeno es frecuente en
las enfermedades de la tuna en Ayacucho (cercosporiosis y mancha plateada)
(BARRANTES, 1998), en razén a que la fisiologia de la planta varia con las
condiciones estructurales de tejidos, las reacciones celulares y las acciones
bioquimicas del patdgeno (AGRIOS, 2005). La mayoria de las lesiones se
expresaron como cercosporiosis después de pasar la Fase 3; llegando a
completar el ciclo (GOMEZ, 2003). La falta de evolucién de las lesiones hacia
fases avanzadas de invasion y reproducciéon del patdégeno, puede deberse
también al efecto bioquimico de la accesién porque durante la interaccion
patogénica, dgterminadas accesiones tienen capacidad para retardar o anular
la evolucion de las lesiones, lo cual podria ser una respuesta genética de
tolerancia o resistencia a la infeccion (HAMMERSCHMIDT et. al, 2000) de
determinadas accesiones,impidiendo la reproduccién del parasito. Se
considera que, normalmente, las lesiones no evolucionan debido a alteraciones
tisulares nutritivas en el punto de infeccion no favorable para el hongo o

respuestas de rechazo bioquimico al patégeno por parte de la penca. Se
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conoce que la distribucion de nutrientes en la penca es muy variada y se
expresa de modo irregular, existiendo zonas mas nutritivas hacia los extremos
del cladodio, como es frecuente con la polaridad nutricional de todas las
plantas (BARRANTES, 1998); se observé que en cortas distancias sobre la
penca, las diferencias entre las estructuras de las lesiones son amplias.

Por las consideraciones expuestas, no todas las lesiones llegaron a esporular,
muchas de ellas no completaron el ciclo biolégico; en razén a ello, no se
contabilizé la cantidad de lesiones producidas, sino el porcentaje de area
danada. Muchas de las lesiones evolucionaron a seis fases (GOMEZ, 2003),
con las tres primeras bien diferenciadas; la cuarta y la quinta no se
diferenciaron; la sexta mostré la reproduccion.

La fase 1 (Grafico 3.1) es una lesidn translicida, de aspecto aceitoso,
ligeramente abultada. Se presentd después de un mes de la plantacién en las
accesiones P1, P2, P3, PS5, P17, P15 y P4, de las cuales no todas completaron
su ciclo. Estas lesiones son producto de la diseminacion de esporas
proveniente de pencas enfermas de las fuentes de indculo.

En razén a que la tuna abre sus estomas durante la noche y los cierra casi
totalmente durante el dia, las conidias tienen mayor oportunidad de penetrar
por los estomas en horas de la noche (BARRANTES, 1998) y debido al alto
nivel de acidez (acido malico) de la penca por la noche, la infeccion se realiza

de dia.
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Gréafico 3.1. Fase | de la cercosporiosis, (San Luis-Huanta).A y B lesiones
redondas, ligeramente cloréticas y translicidas, pequefias de 6 mm,
registradas a un mes de la plantacién en las accesiones P4 y P1. C y D
lesiones ligeramente redondeadas y cloréticas, de mayor tamafio (1.5 mm)
registradas en la 13ava fecha de evaluacién en las accesiones P5 y P29.

En losgraficos 3.2 y 3.3 se observan las lesiones de la fase Il y lll, las cuales se
caracterizan por estar activas mayor tiempo y encontrarlas con regularidad.
Muy pocas de ellas han quedado suspendidas en esta fase, pero cuando
entran a la fase IV6 V no todas contindan con su normal desarrollo. Para pasar
alaFase |l, se expresa un cambio de color, pero no de forma, la lesion sufre
oxidacion del tejido afectado, sin expandirse mas alla de los limites fijados de
abscision generado por la reaccion del tejido. (GOMEZ, 2003).

Al inicio de la fase Il, ain permanece el abultamiento de la lesion, pero esta vez
de color marrén oscuro. En esta fase tampoco se visualiza la direccion que

tomara la lesidon, es decir continua siendo fase comin para los
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hongos Cercospora y Didymosphaeria. se sabe que algunos hongos son
necrotroficos y otros biotréficos, cuya diferencia parece ser amplia; sin
embargo, en ciertas etapas, los parasitos pueden expresar ambos tipos de
nutricion (HAMMERSCHMIDT et. al, 2000); para Cercospora sp. de tuna se
conoce que es bidtrofo durante las seis fases, mientras que para
Didymosphaeria sp.se sabe que es hemibiotrofo hasta la fase IV y luego

participa como pertéfito (BARRANTES, 1998).
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Gréafico 3.2. Fase Il de la cercosporiosis. By C de accesiones P5 y P29 (San
Luis-Huanta); se mantiene como lesién abultada de color marrén oscuro con
exudacion en parte central. A, de la accesion P22, lesion abultada, de color

marrén rodeada de halo verde mostaza, sin exudacion.
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Grafico 3.3. Fase lll de la cercosporiosis(San Luis-Huanta). (A, B, C y D),
lesiones hundidas de color marrén oscuro, rodeadas de un halo crema, con
ligera exudacién.

Las relaciones nutritivas del hongo con los tejidos de la penca, pueden darse
de manera continua o cortarse de manera abrupta para detenerse
indefinidamente o pasar, después de un breve tiempo, a otra fase. Como el
caso de las lesiones de la fase IV a la fase V (Gréfico 3.4), que no tuvieron
dificultad de interrupcion en el cambio, pero posteriormente se ven
interrumpidas, por dificultades nutricionales de crecimiento del hongo o
influencia bioquimica de la penca (HAMMERSCHMIDT et. al, 2000).

Se considera que las lesiones que llegaron a la Fase VI (reproduccion)
permitieron que el patégeno muestre su capacidad patogénica (Grafico 3.5) y al

mismo tiempo tener en cuenta que tal respuesta es un indicador de la
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susceptibilidad de la accesion. Con estos cambios finales, las lesiones
permanecen varias semanas hasta que maduran los estromas de conidioforos,
se producen las conidias y empieza con una nueva etapa de diseminacién o la
lesion se mantiene improductiva manteniendo solamente los racimos o

estromas de conidioéforos (BARRANTES, 1998).

Grafico 3.4. Fases IV y V de la cercosporiosis (San Luis — Huanta). Las
lesiones son hundidas de color ocre, rodeadas de un halo crema, y con una
pequeiia area en el centro de color negro (estromas de conidiéforos que se

encuentran en formacion).
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Grafico 3.5. Fase VI de la cercosporiosis(San Luis-Huanta). Lesiones
compactas de color negro, halo de color crema compacto. (A) y (B) lesiones de
la accesion P29, que evolucionaron de las fases 4 y 5 (aun se observa un halo
de color marrén oscuro rodeado por un anillo clorético). En C, se observa
varias lesiones maduras de la misma temporada.
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3.1.2. Determinacion del indice de Severidad d'é cercosporiosis y
analisis de la susceptibilidad y resistencia.

La disposicidon de las accesiones alrededor de las fuentes de inéculo, permitié
exponer a las pencas a la infeccién natural al azar, tal como se planted en el
diseno de la prueba de susceptibilidad o resistencia de campo. La exposicion
de las accesiones a alta densidad de inéculo de Cercospora sp., favorecio la
respuesta esperada.

Durante los 10 meses de observacion se evidencidé que la mayor severidad de
la enfermedad ocurre en el lado de la penca que tiene menor o escasa
iluminacién y mayor humedad relativa. Por ofra parte, se desarrollaron mas
lesiones en las pencas de uno y dos anos de edad, lo cual es frecuente en la
relacion entre la tuna y Cercospora sp., mientras que las pencas maduras de
tres o mas afos no favorecen las infecciones ni incrementan el niumero de
lesiones que han adquirido cuando eran pencas menores a los 3 afos
(BARRANTES, 1998). Las pruebas de laboratorio indicaron que el uso de
penca joven (1 — 2 afios, medio agar tuna cladodio joven sucrosa, ATJS)
contribuye a mejorar el crecimiento y desarrollo del patégeno.

En el cuadro 3.1 se muestra los resultados promedio de las evaluaciones
quincenales de severidad en las 30 accesiones, que permitié clasificar las
respuestas de las accesiones a las infecciones durante 10 meses de

evaluacion.
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Con los datos del cuadro 3.1 se efectud el analisis de la variabilidad de la
severidad registrada en las 30 accesiones en 16 momentos o fechas de
evaluacion.

En el cuadro 3.2 se resume el andlisis de la variabilidad de severidad de

infeccion registrada en 30 accesiones de tuna (Opuntia ficus-indica Mill) en 16

momentos de evaluacion.

1. Area de exposicién. La diferencia altamente significativa observada entre
bloques experimentales (zonas de exposicion de las accesiones al inoculo)
indica que la distribucion del inéculo en el campo experimental no fue
uniforme y que el bloque lli estuvo expuesto a mayor cantidad de inéculo
qgue los bloques Il y | (8.49, 5.39, 3.82 porcentaje promedio de severidad
respectivamente). Esta disposicién y la zona facilitaron las inoculaciones, de
modo que las pencas susceptibles no pudieron escapar a las infecciones
(AGRIOS, 2005) por encontrarse a cortas distancias el inoculo y con
suficiente humedad en la atmosfera y la pencas para favorecer la
penetracién y germinacion de esporas (BATEMAN, 1978).

2. Accesiones. La alta significacién estadistica evidenciada en las diferencias
de severidad entre las accesiones, indica que algunas accesiones o varias
de ellas han expresado diversos grados de severidad que varian de manera
importante entre ellas, es decir, deben existir algunas accesiones muy
susceptibles, otras tolerantes y pocas con resistencia, expresandose de este
modo un rango significativo de respuestas a la infeccion. Estas respuestas
de las accesiones se explica por las caracteristicas de diversidad y
variabilidad que se observan en los germoplasmas vegetales (QUEROL,

1998; BATEMAN, 1978).
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3. Momentos o fechas de evaluacion. De igual modo, la significacion
estadistica entre fechas 0 momentos de evaluacién es una evidencia de que
las infecciones promedio siguieron una tendencia de aumento a lo largo de
los10 meses, mostrando diferencias altamente significativas entre fechas,
en razén al mayor 0 menor incremento de infecciones por la susceptibilidad
o tolerancia de las accesiones. Al respecto, DAY (1978) considera que las
diferencias en el progreso de las epifitias tienen su base en la homogeneidad
o diversidad cultivares dentro del area de produccién. Por ello, la variabilidad
genética que existe en las 30 accesiones muestra valores muy diferenciados

en el progreso de la cercosporiosis a lo largo del afno.

Cuadro 3.2. Analisis de variancia de los valores del factorial 30A x 16F de las

Accesiones y Fechas de evaluacion.

Ft
F de variacion G.L SC CM Fc F0.05 F0.01
BLOQUE 200 16558 8279 13239 3.0051 4.6274|™*
ACCESION (A) | 29.00 1194.23 41.18 65.85 1.4794 1.7301| **
FECHAS(F) 15.00 482.01 32.13 51.39 1.6768 2.0573| **
Interaccion AxF | 435.00 282.39 0.65 1.04 1.1418 1.2060|NS

Error 958.00 599.09 0.63
Total 1439.00 2723.30
CV=23533%

Para clasificar las diferencias de severidad entre accesiones, evidenciadas en

el analisis estadistico, se aplicd la prueba de Tukey a los promedios de

severidad expresados por cada accesion (cuadro 3.3).

v En cuanto a las areas de exposicion o bloques se determind que el campo
de prueba de infeccion resulté heterogéneo. Observandose mayor llegada

del inéculo desde la zona oeste del campo; de este modo el bloque Il fue el
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mejor indicador del comportamiento de las accesiones ante Cercospora sp.
Como se indicd anteriormente, la disposiciéon y la cercania a la fuente de
in6culo en el campo de San Luis fue importante para la prueba de
susceptibilidad (AGRIOS, 2005).

v" Segln la prueba de Tukey las accesiones difieren con alta significacién en
sus respuestas a las infecciones por Cercospora sp., estableciéndose un
orden de susceptibilidad decreciente; esta informacién permitié agrupar a las
accesiones por sus grados de severidad en cuatro modalidades: promotoras
de infeccién, retardadoras de infeccidon menos activas, retardadoras de
infeccion mas activas e inhibidoras de infeccion (BARRANTES, 1998).

v No fue necesario efectuar la prueba de Tukey en las fechas por la diversidad
de cultivares y de respuestas diferentes de infeccion a lo largo del afio.

v La ausencia de interaccién estadistica ente accesiones y fechas'indica que
debido a que el 70% de las accesiones tuvo semejante expresion de
severidad a lo largo del afio, mientras que el 17% mostraron la mayor
severidad y el 13% de accesiones no desarrollaron sintomas.

En el cuadro 3.3. se muestra el resultado de la prueba de Tukey para las

diferencias de severidad promedio entre accesiones, que se utilizé para

agrupar las accesiones de tuna segun su respuesta de severidad a la

cercosporiosis (Cuadro 3.4).
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Cuadro 3.3. Porcentaje de severidad de Cercosporiosis en 30 accesiones de

tuna, bajo la prueba de Tukey (0.05).

Accesion |Prom. T.0.05
P5 30.30 |a
P29 16.81 b
P17 T ! PROMOTORAS
P22 11.93 de
P30 9.38 ]
P1 9.01 f
P19 7.90 f
P2 709 9 RETARDADORAS
P6 6.19 g h MENOS ACTIVAS
P15 6.16 gh
P16 6.04 gh
P4 597 g hi
P18 5.69 h i
P3 5.59 ij
P11 5.19 i
P14 4.84 k
P8 3.53 k
P12 3.44 k1 RETARDADORAS
P24 3.22 | m MAS ACTIVAS
P7 2.81 m n
P13 2.50 n
P9 2.22 n
P10 2.19 n
P25 212 n
P23 2.00 n
P26 1.94 o)
P21 0.25 0
P20 0.00 o
o7 g i INHIBIDORAS
P28 0.00 0
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Se ha clasificado las respuestas de las accesiones en tres categorias

epifitiolégicas: promotoras (cinco accesiones), retardadoras menos activas (10

accesiones), retardadoras mas activas (11 accesiones) e inhibidoras (cuatro

accesiones) de la infeccion y desarrollo de la enfermedad (cuadro 3.4), de

acuerdo a la propuesta de investigacion epifitiolégica de enfermedades de la

tuna por BARRANTES (2014)

La agrupacion se fundamenta en la capacidad de las accesiones de promover

o limitar el desarrollo de infecciones en las pencas a lo largo del ano; esto se

justifica por el hecho de haber expuesto las pencas evaluadas a fuentes

significativas de indculo en diferentes posiciones dentro del area de crecimiento

de las pencas abastecedoras de inéculo.

Cuadro 3.4. Respuesta epifitioldgica de las accesiones a las infecciones

naturales por Cercospora sp.

PROMOTORAS RETARDADORAS INHIBIDORAS
MENOS ACTIVAS MAS ACTIVAS
indice indice indice indice indice
Accesion | Severidad | Accesion | Severidad | Accesion | Severidad | Severidad | Severidad
P5 30.30 P1 9.01 P14 484 P21 0.25
P29 16.81 P19 7.90 P8 3.53 P20 0.00
P17 12.71 P2 7.09 P12 3.44 P27 0.00
P22 11.93 P6 6.19 P24 3.22 P28 0.00
P30 9.38 P15 6.16 P7 2.81
P16 6.04 P13 2.50
P4 5.97 P9 222
P18 5.69 P10 2.19
P3 5.59 P25 213
P11 5.19 P23 2.00
P26 1.94
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A partir de los Cuadros 3.3 y 3.4 se evidencia que un gran grupo de accesiones
(70%) de tuna muestran una capacidad de alta tolerancia a la infeccion de
campo (condiciones naturales). Debido a la clasificacion de accesiones, sobre
la base del promedio de infeccién anual, y no del resultado final de infeccion
después de un afio de exposiciéon al inéculo, la separacién en grupos no
expresa la parte real de la respuesta, pero se ajusta a la diferenciacion de la
prueba estadistica de promedios. Sin embargo, la tendencia estadistica de
severidad se acerca lo suficiente a la realidad de campo como para mantener
esta clasificacion para fines de discusion estadistica.

1. Accesiones promotoras. Es el grupo con mayor desarrollo de
cercoporiosis, que en la prueba de Tukey representan las accesiones que
promovieron mayor infeccion en las pencas, diferenciandose con alta
significacién de los otros grupos de accesiones. La infeccion al final del afio
fue de 62.83% (P5), 33.5% (P29), 20.67% (P17 y P22) y 24.17% (P30).
Aunque la prueba estadistica no permita incluir a otras accesiones que
también muestran susceptibilidad significativa, es necesario indicar que al
Grupo de Promotoras de la cercosporiosis se deben incorporar a las
accesiones P1 y P19 que expresaron 24.17% de severidad, porque estan
consideradas en el Grupo Retardadoras menos activas. Este grupo es un
clasico ejemplo de las especies y cultivares susceptibles que no tienen
genes de resistencia (CHESSA et al., 2002).

2. Accesiones retardadoras menos activas. De acuerdo a la prueba de
Tukey, entre las accesiones retardadoras menos activa no se detectd
diferencias estadisticas significativas entre las severidades de infeccion por

cercosporiosis, es decir se comportan como de tolerancia semejante. Es
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probable que en estas accesiones ocurra algun nivel de balance nutricional
entre el hospedante y el parasito, que les permite expresar tolerancia
aceptable ante la cercosporiosis (CHESSA et al., 2002). Sin embargo, puede
suceder que algunas de estas accesiones muestren mayor grado de
severidad cuando se cultiven en condiciones de mas predisposicion al
indculo o condiciones atmosféricas favorables para las infecciones.

. Accesiones retardadoras mas activas. En este grupo ocurre algo
semejante, excepto que las accesiones P23 y P26 tienen tendencia de
campo para expresar mucha mayor tolerancia que las demas de su grupo.
En estas accesiones ocurre un balance nutricional favorable al hospedante
que limita al parasito, expresandose una alta tolerancia a la cercosporiosis
(AGRIOS, 2005). En este grupo existe la posibilidad de que las accesiones
puedan expresar mucho menor grado de severidad cuando se las evalle en
condiciones con presiébn de indculo, porque se han manifestado
potencialmente como de alta tolerancia.

. Accesiones inhibidoras. En este grupo estan consideradas cuatro
accesiones que no desarrollaron infecciones durante el afio de evaluacion.
La probabilidad de que su capacidad de resistencia o alta tolerancia es
cierta, puede comprobarse comparandolas con las accesiones promotoras
de infeccion P5, P29, P1, P22 y P30, con las cuales tuvieron las mismas
oportunidades de infeccion (disefio experimental randomizado). Estas
cualidades son evidencia de la existencia de genes de resistencia que
promueven un desbalance nutricional que evita el establecimiento del
parasito (BATEMAN, 1978), y que persisten en las poblaciones con alta

variabilidad (PINKAVA et al., 2002), como es el caso de la gran cantidad de
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cultivares de tuna que existen en la region Ayacucho. Es evidente que las
diferencias de severidad entre estos cuatro grupos son altamente
significativas.
Relaciones entre la susceptibilidad o resistencia y el tiempo de
exposicion al inéculo.
La exposicion de las 30 accesiones, a través de sus pencas, a la inoculacién
natural por esporas de Cercospora sp., que afecta a la tuna, tuvo dos
caracteristicas epifitiolégicas importantes (DAY, 1978) para medir la
susceptibilidad de las accesiones: la extension del periodo de infeccién a cuatro
estaciones climaticas anuales y la libre disposicién de esporas de Cercospora
gue producen las plantas fuente de inéculo durante el afio en condiciones
naturales.
Durante las observaciones de sintomatologia y registro de severidad, se pudo
constatar gue a mayor tiempo de exposicién de las accesiones a la inoculacién
al azar, las pencas podrian desarrollar mas infecciones, es decir, para poder
comprobar que la cercosporiosis es una enfermedad policiclica anual
(BARRANTES, 1998).
Sin embargo, la exposicion continua de las pencas a las infecciones no ha
significado igual desarrollo de la sintomatologia o presencia de lesiones; esto
se debe a la desigual respuesta de las accesiones a la presencia del patégeno
en los tejidos durante todo el periodo de evaluacion debido probablemente a su
significativa diversidad genética (QUEROL, 1998).
Algunas lesiones avanzaron hasta completar todas las Fases de desarrollo
biolégico e infectivo de Cercospora sp., es decir cumplieron el ciclo desde

germinaciéon hasta reproduccion. Muchas lesiones no completaron su
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transformacion estructural quedandose en fases intermedias; esto hace
suponer que al mantenerse en iguales condiciones de exposicién al inoculo,
durante cerca de un ano, las accesiones mostraron su capacidad de campo
para comportarse como promotoras de infecciones, retardadoras o inhibidoras,
que debe tener una determinada base genética.

Se considera que el incremento de la enfermedad, en estas pencas, continuara
hasta que alcancen mayoria de edad (3 afos), pues se ha observado en el
trabajo de GOMEZ (2003), que pencas mayores a 3 afios ya no desarrollan
nuevas lesiones, es decir no se predisponen a facilitar las infecciones de
manera permanente, sino en forma restringida.

La aparicién de las lesiones ocurrié después de dos meses de instalado el
experimento, en razén a la espera de llegada del in6culo a las pencas, el
tiempo de incubacién del patdgeno en el parénquima antes de iniciar la
infeccion y algunas condiciones de humedad en las pencas para que ocurra la
germinacion de conidias. Segin GOMEZ (2003), el cambio de la Fase | a la
Fase VI de la cercosporiosis, dura en promedio 4.8 meses, en tres lugares de
Huanta: San Luis, Quinrapa y Esmeralda.

indice de severidad en las accesiones al finalizar el periodo anual de
evaluacion.

De acuerdo a la evolucion de la cercosporiosis a lo largo del afio, se observo
respuestas ampliamente diferentes en las accesiones en el desarrollo de la
sintomatologia al finalizar el periodo anual de evaluacién (Gréfico 3.6). Se
registré 11 accesiones (P8, P16, P17, P22, P4, P15, P1, P19, P30, P29 y P5)
en las cuales el indice de Severidad fue altamente significativo (rango 14.0 —

62.83%), respecto a otras 9 (P11, P7, P8, P9, P18, P24, P2, P3 y P14) de
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mediana susceptibilidad (rango 9.0 - 12.5%) y 10 (P20, P27, P28, P21, P26,
P10, P23, P25, P12 y P13) accesiones con mayor resistencia y de alta
tolerancia (rango 0.0 — 6%).

La dltima fecha de evaluacion (primera semana de setiembre 2014) es el
indicador, y al mismo tiempo resumen, lo acontecido en forma natural en el
campo de prueba de susceptibilidad (DAY, 1978, BATEMAN, 1978). Estos
indices son producto de la respuesta de las accesiones a las infecciones
ocurridas al azar, como sucede normalmente en las plantaciones naturales de
tuna. Es decir, una respuesta de susceptibilidad, tolerancia o resistencia bajo la
sumatoria de influencias genéticas y ambientales (DAY, 1978); por ello, este
valor final es de gran utilidad para conocer, valorar y decidir sobre las
capacidades epifitiolégicas de las accesiones ante la cercosporiosis.

Resulta evidente la alta susceptibilidad de las accesiones P5 y P29, asi como
la alta resistencia en P20, P27, P28, P21 y P26. Es importante ademas,
resaltar un grupo grande de accesiones (P10, P23, P25, P12, P13, P11, P7,
P8, P9, P18, P24, P2, P3 y P14) con buena tolerancia a la cercosporiosis, asi
como un grupo de ocho accesiones potencialmente susceptibles o de buena
tolerancia (P4, P15, P16, P17, P22, P1, P19 y P30) segun sea favorable o
desfavorable las condiciones atmosféricas.

Respecto a la potencialidad de resistencia o alta tolerancia, el grupo A
requiere de comprobacién de sus respuestas en otras condiciones donde se
supone que existen otras expresiones atmosféricas y probablemente razas
diferentes de Cercospora, en este caso las provincias de Cangallo, Fajardo,
Lucanas y la provincia de Tayacaja donde se encuentra Churcampa

(BARRANTES, 1998).
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El grupo B muestra una tendencia a incluirse en el grupo C, por su
susceptibilidad, que por una u otra razén, no se mostrd significativa en la zona
San Luis de Huanta; sin émbargo, epifitioldgicamente podria ser un grupo con
verdadera capacidad de retardar o limitar las infecciones y que tal expresién se
confirmaria en otros lugares. Sin embargo, el grupo B también podria
participar como una potencial fuente de inéculo, para cultivares susceptibles,
sin manifestar dafios significativos en su crecimiento y produccion, lo cual
constituye un factor epifitiologico de riesgo en condiciones naturales.

El grupo C ha evidenciado en Huanta su susceptibilidad a la cercosporiosis,
probablemente por dificultades genéticas de resistencia o alta tolerancia que no

las tiene el grupo A.
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Evolucion de la sintomatologia de cercosporiosis durante el periodo de
evaluacioén de severidad.
Para las condiciones de San Luis de Huanta, se plantea una tendencia de
evolucion de Ié cercosporiosis considerando el promedio de la variabilidad de
respuestas de severidad durante 10 meses de evaluacién. Al promediar los
| valores de 30 accesiones, se midié la evolucion promedio de la cercosporiosis;
la linea de valores expresada en el Grafico 3.7, observandose que aun cuando
existe una mezcla de resistencia y susceptibilidad, la tendencia de la curva es
ascendente, mostrandose lineal en el periodo de evaluacion.
Esta expresion indica que la cercosporiosis es una enfermedad policiclica, pero
con variacion en su duracién; a diferencia de una enfermedad policiclica que
afecta a una planta herbacea de periodo de crecimiento corto (3 — 6 meses) y
que ocurre de manera mas rapida, pudiendo el parasito reproducirse varias
veces en el mismo periodo, en la tuna el parasito Cercospora no tiene
oportunidad de mayores infecciones en la misma temporada, porque su ciclo
biolégico se cumple en un largo periodo (4.8 meses, GOMEZ, 2003). Planteado
de este modo, la cercosporiosis de la tuna es una enfermedad policiclica anual
(el factor limitante es la reproduccion del parasito y las reinfecciones).
Esta caracteristica es favorable para las relaciones entre el hospedante y el
paréasito, tanto para limitar las superficies afectadas como para la supervivencia
del patégeno en determinadas condiciones ambientales (MONDRAGON et al.,
2010). Sin embargo, la susceptibilidad de algunas variedades de tuna puede
ocasionar gran severidad y muchas pencas afet:tadas.
Por ello, las accesiones que muestran susceptibilidad significativa (promotoras)

brindan las condiciones nutritivas y estructurales mas favorables para el
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establecimiento y desarrollo de la cercosporiosis en un periodo largo
mostrandose como monociclica con un o dos ciclos de reproduccién del
parasito en las pencas.

La tendencia promedio de la cercosporiosis muestra que la enfermedad
disminuye entre los meses de abril, mayo y junio, debido a la disminucion de
humedad sobre las pencas y en la atmosfera, y por anularse la propagacion de
esporas del hongo en estos meses de otofio e invierno (BARRANTES, 1998).
Posteriormente, al aumentar la humedad (lluvias) y la temperatura entre agosto
y setiembre, las infecciones se reinician y la curva se eleva ligeramente.

En estas condiciones, las lesiones no llegan a completar su evolucion vy
muchas no permiten que el hongo se reproduzca, permaneciendo latentes o se
anulan en forma permanente.

GOMEZ (2003) reporté que de 50 lesiones evaiuadas, 11 llegaron a completar
su ciclo a Cercospora(22.2%) y 12 cambiaron a Didymosphaeria(74%); y 27
lesiones no completaron su desarrollo, permaneciendo como zonas necréticas
en los cladodios (58.8%). Esta caracteristica también se observé en las
accesiones instaladas en San Luis; muchas lesiones se demoraron desde
marzo hasta junio (3 meses) para mostrarse como cercosporiosis; por ello, en
las Ultimas fechas de evaluacion el porcentaje de severidad se incrementd
considerablemente. Esta observacién explica porque la cercosporiosis tiene
amplia presencia en las épocas de lluvias y cuando aumento la temperatura y

la humedad sobre las pencas (BARRANTES, 1998).
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Las tendencias seleccionadas de cercosporiosis que se observan en al Grafico
3.8 son las evidencias de campo del comportamiento diferenciado de las
accesiones, que inducen a modificar, limitar o anular el ciclo biolégico de
Cercospora en los tejidos de la penca debido a la amplia variabilidad en su
habilidad de tolerancia (BRAVO-HOLLIS et al., 1991)

El cultivar susceptible (P5) muestra la tendencia natural de la cercosporiosis en
praderas y montes naturales de tuna en Ayacucho, asi como los cultivares de
alta tolerancia P1 y P14 representan un amplio grupo de cultivares nativos del
germoplasma regional de tuna que limitan favorablemente la reproduccion de
Cercospora, pero sin evitar la disminucion de indculo en el ambiente.

Los cultivares resistentes, representados por la accesion P20 (Opuntia ficus
indica Mill.) es el caso extremo de anulacion o limitacion maxima del
establecimiento del patégeno en las pencas; esto no significa que la expresion
sea totalmente cierta, puesto que existe dependencia de otras condiciones. Lo
importante es que siendo la cercosporiosis normalmente una enfermedad
policiclica, las caracteristicas estructurales y genéticas de las tunas
condicionan que esta enfermedad se comporte como monociclica a lo largo de

las estaciones anuales.

(68]



70

Porcentaje de severidad

L
L oy Ay
S
S @
AR A

R R
3 o O
\@\'\' \@\q’ N
Nl

L. L N,
NN SN N
UG
SRR SRR
A AT N o

R
N4
\Qb\"'é\\"'é\\"'
A A

B L
NN
Q‘b\w @.{.,
S &

Fechas de evaluaciéon

#=P5 enfpnP] =pmPli egu=p20

Graéfico 3.8. Tendencias de evolucion de la cercosporiosis en cuatro
accesiones seleccionadas por su susceptibilidad, alta tolerancia
o resistencia.
Distribucion de frecuencia de la severidad de infeccion por

cercosporiosis en 30 accesiones de tuna.

La evaluacién de la severidad en las accesiones de tuna dio como resultado la
posibilidad de descubrir que existe diversidad de comportamiento de esta
especie ante las infecciones por Cercospora sp., en condiciones de campo. En
razon a ello, fue necesario incluir una proyeccién preliminar de agrupamiento
de las accesiones segun su respuesta ante las infecciones.

En el cuadro 3.6 se resume la informaciéon de la agrupacion de accesiones,
sobre la base del cuadro 3.5, que a su vez que ha permitido elaborar el Grafico
3.9 que muestra la expresion final de severidad de las accesiones por

infecciones causadas por Cercospora sp.
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Cuadro 3.6. Calculo de la distribucion de frecuencia de accesiones segun sus

grados de infeccién por Cercospora sp., en pencas.

intervals Gradc._» de | Frecuencia :.';es‘:::t":ia Frecyencia fer;‘:::;"cia Frecuencia ;r;eacz;:eancia

severidad | absoluta acumulsda relativa scunialedi relativa % acumulade
0.00 0.00 1 3 3 0.10 0.10 10.00 10.00
100 500 2 5 8 0.17 0.27 16.67 26.67
6.00 12.00 3 11 19 0.37 0.63 36.67 63.33
13.00 26.00 4 o] 28 0.30 0.93 30.00 93.33
27.00 40.00 5 1 29 0.03 0.97 3.33 96.67
41.00 54.00 6 0 29 0.00 0.97 0.00 96.67
55.00 100.00 7 1 30 0.03 1.00 3.33 100.00

30 1 100

De acuerdo a esta distribucion se determiné que el 66. 67% de las accesiones
de tuna tuvieron un indice de severidad entre 6 y 26% de superﬁéie afectada
por cladodio. En este grupo se hallan las accesiones que muestran un potencial
de alta tolerancia, pero al mismo tiempo con potencial para mantener la
presencia de indculo que podra afectar a los cultivares susceptibles en
condiciones naturales o de cultivo (HAMMERSCHMIDT et al., 2000).

También se pudo determinar que la distribucion de susceptibilidad de las
accesiones de tuna ante la cércosporiosis sigue una tendencia normal de
distribucion.

De este analisis se concluye que la existencia de diversidad de cultivares de
tuna en las regiones de Ayacucho, Huancavelica y Apurimac constituye la base
de permanencia del parasito Cercospora sp., y de sus posibilidad de generar
razas del parasito (BARRANTES, 1998), pero con pocas posibilidades de
encontrarse genes efectivos de resistencia por la baja frecuencia de
accesiones que muestran esta cualidad; segin nuestro estudio el porcentaje de

resistencia en Opuntia ficus indica Mill es de 3.3%.
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FRECUENCIA DE ACCESIONES DE TUNA POR
GRADOS DE SEVERIDAD A LOS 10 MESES DE
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Grafico 3.9. Representacion de la distribucién de frecuencia de accesiones de
tuna segun la severidad de infeccion en cladodios por Cercospora sp.a los 10
meses de evaluacion.
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3.2. CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE CLADODIOS Y PLANTA
ENTERA DE 30 ACCESIONES DE TUNA.
3.2.1. Analisis de Agrupamiento.
Considerando los 28 caracteres descritos para las pencas y la planta entera se
organizé6 una matriz basica (Cuadro 3.7) de caracterizacién morfolégica y
agrondmica (dendograma) para las 30 accesiones de tuna (Opuntia sp.),
consideradas en la investigacion de resistencia y susceptibilidad a la
Cercosporiosis.
En el dendograma (Grafico 3.10), el andlisis de agrupamiento de los
conglomerados, permitid la formacién de seis grupos de accesiones diferentes,
que se denominaran Morfotipos, que expresan alta variabilidad en sus
caracteristicas morfolégicas (PAINTING, 1993; LEON, 2000) refiere que la
variabilidad de tunas cultivadas es el resultado de las mismas fuerzas que
operan sobre las poblaciones silvestres, pero afectadas por la accion del
hombre. (MONDRAGON, 2001)
UZUN (1996); indica que el género Opuntia tiene bastante variabilidad en sus
caracteres basicos, que se deben considerar en estudios de caracterizacion
morfolégica (BOX, 2005; GUILLOT et al.,, 2008). De igual, modo CHESSA
(2010) considera que el conocimiento de la diversidad genética es una

herramienta Gtil en la gestion de bancos genéticos.
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GRUPOS ESTABLECIDOS EN ACCESIONES
EL DENDOGRAMA

MORFOTIPO 1 P15, P10, P16, P14, P26 y P13
MORFOTIPO 2 P12, P2, P22 P18, P23
MORFOTIPO 3 P20, P11, P7, P8, P30, P21y P24
MORFOTIPO 4 P6, P5, P29, P4, P3, P18, P9y P17
MORFOTIPO 5 P28, P27 y P25
MORFOTIPO 6 Pl

El Morfotipo 1 (seis accesiones) incluye al 20% del total de las accesiones
evaluadas; son plantas de vigor alto e intermedio, de tamafio grande, habito de
crecimiento extendido e intermedio con alternancia de fructificacion presente.
Los cladodios son aovados y elipticos, con un rango de longitud de 38 - 57 cm
y un rango de ancho promedios de 20 — 26 cm, de color verde amarillo oscuro y
conescasas espinas de color blanco.

El Morfotipo 2 (cinco accesiones) representa al 16.67 % de las accesiones;
son plantas de vigor intermedio y alto, tamafio grande y mediano, habito de
crecimiento arbustivo, alternancia de fructificacion presente y ausente,
concladodios elipticos acuminados en su mayoria,con rangosa de longitudes
26 — 44 cm y anchode 17 — 22 cm, de color verde claro y oscuro; no todas las
accesiones presentan espinas.

El Morfotipo 3 (siete accesiones) representa el 20.33 % de las accesiones; son
plantas de vigor intermedio y alto, tamafio mediano, habito de crecimiento
extendido y arbustivo, alternancia de fructificacion presente; con cladodios de
forma eliptica y aovada; longitud 30 — 47 cm, ancho16 — 30 cm, de color verde

oscuro y amarillo, con muchas espinas.
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E! Morfotipo 4 (ocho accesiones) representa el 20.67% de las accesiones; son
plantas de vigor bajo y alto, tamafo grande y pequeno, habito de crecimiento
arbustivo, alternancia de fructificacion presente; cladodios de forma lanceolada
y eliptica; longitud 32 — 68 cm; anchos 18 - 24 cm, de color verde amarillo y
oscuro, con ausencia de espinas.

El Morfotipo 5 (tres accesiones) representa el 10% de las accesiones; son
plantas de vigor alto, tamafo grande, habito de crecimiento intermedio, con
cladodios redondos, de longitud 21 — 36 cm, ancho 26 — 28 cm, de color verde
azulado, con ausencia de espinas. Esta informacién coincide con la descripcion
de la especie Opuntia robusta (GONZALES, 2001).

El Morfotipo 6 (una sola accesién) representa el 3.3% de las accesiones,; son
planta de vigor alto, tamafio grande, habito de crecimiento arbustivo;
concladodios aovados de longitud 39 cm y ancho 23 cm, de color verde claro,
con ausencia de espinas.

Todas las descripciones de los Morfotipos 1, 2, 3, 4 y 6 corresponden a Opuntia
ficus-indica Mill. (GONZALES, 2001).

En la evaluacién de las 30 accesiones se consideraron 23 caracteres de
cladodio y cinco para la planta, considerando que no existieron frutos para
completar la informacién. De acuerdo al trabajo de QUISPE (2003) que estudio
86 caracteres, solamente se incluyeron 7 caracteres de mayor influencia en la
variacion (ancho del cladodio, cladodio ceroso, longitud de gloquideas,
didametro de espinas, longitud de espinas marginales, color de gloquideas,
cantidad de espinas). Es probable que esta limitacion en el numero de
caracteres considerados, haya inducido a establecer pocos grupos o morfotipos

de accesiones, los cuales muestran tener mucho en comun.
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3.3. AISLAMIENTO DEL PATOGENO DE LA CERCOSPORIOSIS.

La investigacién plante6 la posibilidad de reproducir al patégeno Cercospora
sp., de las lesiones de cercosporiosis, mediante cultivo de tejidos enfermos en
medios nutritivos para obtener esporas y realizar inoculaciones artificiales en
condiciones de invernadero.

Para ello, se utilizaron pencas enfermas y procedimientos de laboratorio
considerandose antecedentes de trabajos de aislamiento del patdgeno
Pseudocercospora opuntiae en México y Argentina (QUEZADA et al., 2006 y
Ochoa, M, 2012); Cercospora zeae-maydis (PAUL et al., 2005; BEKMAN et al.,
1983); Cercospora kikuchii (VATHAKOS et al., 1979); y Cercospora coeffeicola
en Colombia (GUZMAN et al., 2005).

3.3.1. Prueba de medios de cultivo.

Para el aislamiento se utilizaron lesiones de distinto grado de evolucién,
teniendo en cuenta el trabajo de GOMEZ (2003), que propuso la existencia de
seis fases de cambios en la forma y estructura de las lesiones de
cercosporiosis. De igual manera se evaluaron ocho medios distintos en su
composicién sobre la base de las referencias DHINGRA y SINCLAIR (2003) y
FRENCH (1985).

Se hicieron pruebas prefiminares de cultivo con medios comunes para observar
el comportamiento del hongo en su crecimiento y esporulacion; posteriormente
a los resultados, se efectuaron nuevos ingredientes en los medios que
incluyeron micronutrientes minerales jugo de penca joven y adulta, ademas del
antibiético estreptomicina. |

Durante el uso de lesiones, se tuvo en cuenta que de éstas pueden originar dos

tipos enfermedades: la cercosporiosis 0 la mancha plateada, pero también es
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probable que ambos patogenos coexistan en la misma lesion (BARRANTES,
1998).

Durante las pruebas de medios y usando todos los tipos de lesiones, en los
medios solamente se aislaba el hongo ascomiceto Didymosphaeria sp., aun
cuando se utilizaron porciones muy pequefas de tejido enfermo asi como
seudotecios ascostromaticos individualizados.

La inclusion de jugo de penca joven y de microelementos minerales fue de
mayor utilidad para promover el crecimiento de colonias en los medios; con
esta mejora en los medios se continud sin obtener micelio de Cercospora sp.
La dificultad de aislar a Cercospora puede deberse a que este género involucra
a parasitos biotrofos y que sus necesidades nutricionales dependen de
relaciones muy dependientes de la bioquimica del hospedante, que no pueden
lograrse faciimente en un medio de cultivo (BARRANTES, 1998; DAY, 1978,
BATEMAN, 1978).

A partir de las pruebas de medios y del uso de las diversas lesiones de
cercosporiosis se determind que en todas las lesiones, por lo menos la
mayoria, se encuentran asociados los dos patégenos de mayor incidencia en
las plantaciones naturales o cultivadas de tuna: Cercospora sp., (causante de
cercosporiosis) y Didymosphaeria sp, (causante de mancha plateada).

Esta caracteristica de asociaciéon y de manifestacion de los sintomas tiene su
origen en la estructura de la epidermis cerosa de la tuna y de las habilidades
hemibriétrofas y pertéfitas de Didymosphaeria.

Se ha determinado que las esporas de ambos hongos cohabitan de manera
permanente en las grandes aberturas estomaticas de la epidermis, que por

dispersién aneméfila logran establecerse en las superficies de las pencas. Al
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encontrarse ambas esporas dentro de esta cavidad, la presencia de humedad
facilita que ambas esporas germinen juntas y logren penetrar y establecerse en
la misma zona de infeccién; Cercospora se establece como bidtrofo y
Didymosphaeria como hemibiétrofo pertétifo. De este modo, al utilizarse una
porcion de tejido de la lesidn, el hongo Didymosphaeria crece con mayor
facilidad que Cercospora.

3.3.2. Diagnéstico del patégeno y caracteristicas estructurales del

micelio.

A partir del crecimiento de las colonias y de la presencia de estructuras
reproductivas producidas, se efectud el diagnostico del hongo obtenido por
aislamiento. Los medio Agar-Tuna cladodio joven-Sucrosa y Agar-Tuna
cladodio joven-Sucrosa-Microelementos (Graficos 3.11, 3.12) favorecieron el
crecimiento y la esporulacién. En la prueba de crecimiento, el medio V8-Agar
no tuvo la utlidad para la esporulacion que si se logré para
Cercosporalongissima (SCHEFFER, 1969). De igual modo, QUEZADA et al.
(2006) lograron el cultivo apropiado de Pseudocercospora opuntiae utilizando el
medio Nopal-Agar (NA).

Las observaciones microscopicas del micelio del aislamiento en los diversos
medios, evidencio la presencia del hongo ascomiceto Didymosphaeria sp. Que
produce seutotecio sascostromaticos, redondeados, solitarios, con ostiolo a la
madurez, seudoparafisas trabeculadas, de 510.24 - 552.76 y diametro; ascas
no operculadas, unitunicadas, 170.95 — 189.36 p de largo, con 8 ascosporas
bicelulares distoseptadas, de color marrén pardo, 23.67 — 26.80 y de largo y
10.52 — 13.15 p de ancho. Estas caracteristicas estructurales también han sido

reportadas por GOMEZ (2003).
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Las limitaciones y dificultades para el aislamiento de Cercospora de las
lesiones, permiten mantener muchas incoégnitas o dudas sobre las relaciones
fisiologicas y ontogénicas entre Cercospora y Didymospaheria en el desarrollo

de la sintomatologia, como parasitos de la tuna, que deberan continuar

investigandose.
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Grafico 3.11. Crecimiento de colonias de Didymosphaeria sp.en cuatro medios

de cultivo (PDA, PAT-E, ATjS y ATj-ME).
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Grafico 3.12. Crecimiento de colonias de Didymosphaeria sp en cuatro medios

de ultivo (ATvS-E, ATv, Agar-V8 y Agar-V8-E).
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Las caracteristicas estructuras reproductivas principales de Didymosphaeria sp.
que se formaron en los medios de cultivo, fueron confrontadas con las
descripciones del CMI de Inglaterra (Commonwealth Mycologicallnstitute) para
este género, lograndose llegar solamente a determinar el género. Las

microfotografias se muestran Grafico 3.13, 3.14, 3.15.

Grafico 3.13.(Fotografia 1)Seudotecios errumpentes ostiolados, aislados y
oscuros en la epidermis de penca afectada por Didymosphaeria sp.(Fotografia
2)Seudotecio (ascostroma) unilocular, redondeado de color oscuro, de
Didymosphaeria sp. mostrando numerosas ascas (por F. Barrantes, 2014).
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Grafico 3.14.(Fotografia 1 y 2) Seudotecio y ascas maduras (izquierda) y
seudo parafisas trabeculadas que se forman sobre las ascas dentro del
seudotecio.(Derecha).

Grafico 3.15. (Fotografias) Ascas y ascosporas maduras de
Didymosphaeria sp. se forman dentro del seudotecio.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos, discusiones realizadas y teniendo en

cuenta las condiciones en que se condujo el presente experimento se concluye:

1.

De las 30 accesiones de tuna evaluadas por resistencia y susceptibilidad,
las de mayor indice de Severidad de infeccién con cercosporiosis fueron P5
con 62.83% y P29 con 33.5%.

Las accesiones P27, P28 y P20 no desarrollaron sintomas y se clasifican
como resistentes a la cercosporiosis.

La caracterizacidén morfologia de 28 caracteres de planta y cladodio en 30
accesiones de tuna permitio formar 06 Morfotipos.

El 90 % de las accesiones se incluyen en Opuntia ficus-inidica Mil. Y el
10% en Opuntia robusta W.

En la prueba de medios no se logré el aislamiento de Cercospora sp. de
lesiones.

El Gnico hongo aistado de cinco fases de cercosporiosis fue el ascomiceto

Didymosphaeria sp..
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7. Los mejores medios para aislar Didymosphaeria sp. fueron agar tuna joven
sucrosa y agar tuna joven sucrosa —microelementos.
4.2 RECOMENDACIONES
En base a las conclusiones obtenidas en el presente trabajo de
investigacion se recomienda lo siguiente:
1. Continuar con las evaluaciones de germoplasmas de tuna para
confirmar los resultados de susceptibilidad y resistencia.
2. Realizar la caracterizacion genética con marcadores moleculares de las
accesiones de tuna del Banco de Germoplasma de Wayllapampa.
3. Iniciar con programas de cruzamiento genético para transferir genes de

resistencia a tunas comerciales.
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RESUMEN
RESISTENCIA FENOTIPICA DE 30 ACCESIONES DE TUNA (Opuntiasp.) A
LA CERCOSPORIOSIS (Cercosporasp.) HUANTA A 2628 msnm,
AYACUCHO.

Para determinar la resistencia de 30 accesiones de tuna (Opuntia sp.) a la
cercosporiosis (cercospora sp), en este estudio se realizé el aislamiento de
cladodios con sintomas de la enfermedad. Hongos fitopatégenos cercospora sp
y Didymosphaeria sp. La enfermedad causada por este hongo es conocida en
Peri como “Cercosporiosis” de tuna, enfermedad que causa bajos
rendimientos de fruta.

Serecolectdé una muestra pencas de tunas del Banco de Germoplasma de
Pucagasa del C.E Wayllapampa y se trasladaron a Huanta para inducir la
inoculacién natural. La investigacion se realizdé en los meses de noviembre del
2013 a setiembre del 2014. La unidad de muestra consistido en 03 pencas de
cada accesion.

La evaluaciéon de los cambios sintomatolégicos de la enfermedad se realizd
quincenalmente, durante 10 meses, registrandose los cambios morfoldgicos de
las lesiones desde su fase inicial (F1) hasta la fase final de esporulacion (F6).
Tomandose en cuenta Unicamente las lesiones que concluyeron con el ciclo y
llegaron a la Gltima fase (F6). Para esto,la accesion P5 registré un 30 % de
porcentaje de severidad, (susceptible), y la P29 un 17% (susceptible); al
contraste con este resultado las accesiones P20, P27 y P28 no han mostrado
sintomatologia con 0.0 % de severidad (resistente). Las demas accesiones se

califican como tolerantes.



La caracterizacion agro-morfologica de 28 caracteres de planta y cladodio, de
las 30 accesiones de tuna, formé seis grupos o morfotipos, expresando
diferencia genética entre todos.

De los ocho medios de cultivo evaluados, solamente dos (M3 y M6), fueron los
que brindaron mejores condiciones nutricionales para el crecimiento lineal de
las colonias del patdgeno. Y asi mismo, de las cinco fases de la Cercosporiosis
evaluadas, la Gltima (F6) es la que mejor se ha comportado en crecimiento

lineal de la colonia y menor tiempo de esporulacion.



ABSTRACT
PHENOTYPIC RESISTANCE OF 30 ACCESSIONS TUNA (OPUNTIA SP.)TO
CERCOSPORIOSIS (CERCOSPORA SP.) HUANTA A 2628 m.sn.m
AYACUCHO.
To determine the resistance of 30 accessions of prickly pear (Opuntiaficus-
indica Mill) to Cercosporiosis (Cercosporasp), in this study the isolation of
cladodes with symptoms of the disease was performed. Phytopathogenic fungi
Cercospora sp and Didymosphaeria sp. The disease caused by this fungus is
known in Peru as "Cercosporiosis" of tuna, disease causing low yields of fruit.
A sample of tunas Germplasm Bank Pucagasa the C.E Wayllapampa was
collected and transferred to Huanta to induce natural inoculation. The research
was conducted in the months of November 2013 to September 2014. The
disﬁlay unit consisted of 03 leaves of each accession.
Evaluation of changes symptomatologic disease was performed biweekly for 10
months, registering the morphological changes of injuries since its initial phase
(F1) until the final stage of sporulation (F6). Taking into account only the injuries
which resulted in the cycle and reached the final stage (F6). For this, the P5
accession recorded a 30% percentage of severity, (susceptible), and 17% P29
(susceptible); Contrast this result with the P20, P27 and P28 accessions have
shown no symptoms with 0.0% severity (resistant). Other accessions are
classified as tolerant.
The agro-morphological characterization of 28 characters floor and cladode, of
the 30 accessions of tuna, formed six groups or morphotypes, expressing

genetic difference among all.



Of the eight culture media tested, only two (M3 and M6) were those that gave
better nutritional conditions for the linear growth of the colonies of the pathogen.
And likewise, the five phases of the Cercosporiosis evaluated, the last (F6) is

best behaved linearly colony growth and sporulation shorter.
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ANEXO



AXENO 1
DESCRIPTORES MORFOLOGICOS DE LA TUNA (Opuntia spp)
1. PLANTA

1.1. Vigor
1. Bajo
2. Intermedio
3. Alto

1.2 Tamaho
1. Pequefio (Altura <1.5 m)
2. Mediano (Altura 1.6 — 2.0 m)
3. Grande (Altura (>2.1 m)

1.3 Forma
1. Extendido  (Ancho > aitura)
2. Radiado (Ancho = altura)
3. Alargado (Ancho<altura)

SIS ' S
" MENEL W=/ =1

Extendido Radiado Alargado

1.4 Alternancia de fructificacion.
0. Ausente
1. Presente

1.5 Habito de Crecimiento.
1. Erecto
2. Intermedio
3. Extendido
4. Postrado
5. Arbustivo
6. Arborescente



m=n=nl MEE 1SS
Erecto Intermedio Extendido

Postrado Arbustivo Arborescente
2. CLADODIO

2.1 Forma
1. Aovado

2. Redondo

3. Eliptico

4. Subovoide

5. Espatulado

6. Eliptico acuminado
7. Lanceolado

BUSLS =
: il IHISILS

Aovada Redonda Eliptica
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Subovoide Espatulada Eliptica acuminada
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Lanceolada

2.2 Longitud (cm).
Medida en cladodios de 1 a 2 afos, desde la base al apice en el eje central.

2.3 Ancho (cm).
Medido en el mismo cladodio en la parte mas ancha perpendicular al eje
central.

Longitud y ancho del cladodio



2.4 Espesor en el tercio inferior del cladodio (mm).
2.5 Espesor en el tercio medio del cladodio (mm).
2.6 Espesor en el tercio superior del cladodio (mm).
2.7 Relacion largo/ancho del cladodio.

2.8 Color

Verde azulado
Verde amarillento
Verde grisaceo
Verde oscuro
Verde claro

OdON

2.9 Porcentaje de cladodios de un afio de edad, con respecto al total.
2.10 Porcentaje de cladodios productivos de fruto, respecto al totél.
2.11 Porcentaje de cladodios no productivos de fruto, respecto al total.
2.12 Numero de frutos/cladodio.

2.13 Cantidad de espinas.

0. Ausente
1. Escasa
2. Regular

3. Abundante
2.14 Longitud de espinas centrales (mm).
2.15 Longitud de espinas centrales o radiales (mm).
2.16 Numero de espinas/areola en cladodios de 1 a 2 afios.

2.17 Color de espina.

No presenta espinas
Blanco

Marrén palido
Marrén oscuro

Gris

>WON=~O



2.18 Forma de posicion de las areolas en el plano del cladodio.
Emergente

Planas

Hundida

Plana sobre fieltro

Emergente sobre fieltro
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2.19 Gloquideas

0. Ausente
1. Escasa
2. Regular

3. Abundante



2.20 Color de gloquideas.
0. No presenta gloquideas
1. Marrén palido
2. Marrén canela
3. Gris
2.21 Numero de areolas/cladodio.
2.22 Densidad de areolas en el borde apical del cladodio (n/cm?).
2.23 Densidad de areolas en los bordes del cladodio (n/cm?).

2.24 Densidad de areolas en las caras del cladodio (n/cm?).

2.25 Cladodio ceroso.

0. Ninguno
3. Bajo

5. Intermedio
7. Alto

2.26 Diametro de las espinas.
0. No presentan espinas

1. Delgado
2. Intermedio
3. Grueso

2.27 Espesor de cuticula en cladodios de 1 a 2 afios de edad.

1. Delgado
2. Intermedio
3. Grueso

3. FLOR

3.1 Floracidén desde la emergencia de yemas florales (dias).
3.2 Longitud de flor (mm).

3.3 Longitud de receptaculo (mm).

3.4 Diametro de receptaculo (mm).

3.5 Longitud de perianto (mm).

3.6 Diametro de perianto (mm).
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Longitud y ancho de partes florales

3.7 Longitud de ovario (mm).
3.8 Diametro del ovario (mm).
3.9 Color de I6bulo del estigma.

0. No presenta lébulo del estigma

1. Verde claro

2. Verde amarillento

3. Rosado
3.10 Longitud de anteras (mm).
3.11 Relacién largo/diametro de la flor.
3.12 Longitud de estilo (mm).
3.13 Relacién largo/diametro del receptaculo.
3.14 Forma del receptaculo.

1. Semieliptico

2. Semieliptico largo

3. Semitrapezoidal largo
4. Obcodnico
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Semieliptico Semieliptico largo  Semitrapezoidal largo  Obcdnico
3.15 Relacion largo/diametro del perianto.
3.16 Densidad de areolas en el receptaculo (unid/cm?).
3.17 NUmero de pétalos.

3.18 Color de pétalos en el primer dia de floracion.

1. Amarillo
2. Verde luz
3. Naranja
4. Rosado

3.19 Numero de segmentos del estigma.
3.20 Relacién del alrgo/diametro del ovario.

3.21 Forma del ovario.
Ovoide

Redondo

Eliptico

Oblongo

Oblongo alargado
Lineal

b &6 ¢

3.22 NUmero de estambres
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4. FRUTO
Promedio de 10 frutos sanos cosechados oportunamente (color constante)

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

46

4.7

2 e o

Forma
Ovoide
Redondo
Eliptico
Oblongo
Obconico
Oblongo pedunculado

G
-l

Ovoide Redondo

Oblongo Obcénico

Tamario.

Peso (g).
Volumen (cc).
Longitud (mm).
Diametro (mm).

Relacion largo/diametro del fruto.

Eliptico

Oblongo pedunculado



4.8 Diametro de cicatriz de receptaculo (mm).
4.9 Depresion de cicatriz de receptaculo (mm).

4.10 Posicion de cicatriz de receptaculo.

1. Elevado (> Omm)

2. Aplanado (0 a-2mm)
3. Semihundido (-3a-5mm)
4. Hundido (-6 a -9 mm)
5. Hundido (> -10 mm)

4.11 Desarrollo del pedunculo.

0. Ninguno

1. Corto

2. Mediano
3. Abundante

4.12 Color de cascara.
Amarillo limén
Rojo naranja
Rojo amarillento
Rojo teja
Morado

Morado intenso
Rosado verdoso

SN,k eN -

4.13 Peso de cascara (g).
4.14 Espesor de cascara (mm).

4.15 Gloquideas sobre la cascara del fruto.

1. Escasa '
2. Regular
3. Abundante

4.16 Espinas en el fruto.
0. Ausente
1. Presente

4.17 Color de gloquideas.
1. Marrén palido
2. Marrén canela
3. Gris



4.18 Longitud de gloquideas (mm).

4.19 Numero de areolas/fruto.

4.20 Densidad de areolas en el fruto (n/cm?).
421 Pesode pdlpa (9).

4.22 Color de la pulpa.
Blanco amarillento
Blanca cremosa
Verde claro
Naranja

Amarillo zapallo
Morada

Morada intensa
Rojo teja

PN DL ON A

4.23 Consistencia de la pulpa.
1. Floja
2. Mediana
3. Compacta

4.24 Forma de la semilla.
Eliptica alargada
Redonda
Reniforme

Espiral lobulada
Reniforme lobulada

aObhON -~

425 Tamano de semilla.

1. Pequefia
. Mediana
3. Grande

4.26 Peso de 100 semillas (g).
4.27 Namero total de semillas/fruto (n/fruto).

428 Cantidad de semillas en el fruto.

1. Muy escaso (<100)
2. Escaso (101-200)
3. Regular (201-300)

4. Abundante (301-500)



5. Muy abundante (>500)
4.29 Porcentaje de semillas abortadas/fruto.

430 Cantidad de semillas abortadas.

0. Ninguna (0%)

1. Escasa (<10%)
2. Media (11-30%)
3. Abundante (31-50%)
4. Muy abundante (>50%)

4.31 Desarrollo del fruto desde emergencia de yema floral hasta la madurez
comercial (dias).

4.32 Sabor del fruto.

1. Agriduice
2. Poco dulce
3. Dulce

4. Muy dulce
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ANEXO 3

Fotos del Banco de Germoplasma Pucaqasa- Wayllapampa.
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ANEXO 4

Fotos de las evaluaciones en campo en San Luis - Huanta
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ANEXO 6

Fotos de la siembra de lesiones de trozos de pencas en los medios de cultivo y
colonias en crecimiento puras y contaminadas.




