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RESUMEN

Las especies introducidas en las Islas Galapagos son una seria amenaza a la
biodiversidad de este ecosistema, debido a que son capaces de desplazar a las
especies nativas y endémicas del sitio, asi como también causar problemas
agricolas significativos. Una de las peores especies invasivas en la Isla San
Cristébal es Rubus niveus o conocida comunmente como mora, la misma que
ha sido imposible de controlar mediante métodos manuales o quimicos. Por
tanto, el objetivo de este estudio se enfoca en identificar microorganismos
patdgenos que se encuentren en la especie vegetal para en un futuro poder
llevar a cabo un control biolégico y asi poder controlar a la especie invasora.
Para esto, se recolectaron muestras de hojas con manchas cloréticas en varios
puntos de la isla. Mediante la técnica de la cinta adhesiva se identificaron los
microorganismos que alli se encontraban y se realizd un analisis
citohistoquimico que permitié observar si los agentes biolégicos se encuentran
atacando el tejido vegetal. Las muestras fueron recolectadas de tres puntos
ubicados a diferentes alturas en la Isla San Cristébal, como son El Progreso, La
Borreguera y La Soledad, en donde la incidencia en cada punto vario y se
encontraron hongos fitopatdgenos diversos. Los microorganismos que se
hallaron fueron del género Curvularia, Alternaria, Leptosphaeria, Meliola,
Paraconiothyrium y Helminthosporium, los mismos que han sido reportados en
especies de Rubus como agentes causales de diversas enfermedades al
género y a la familia de las Rosaceae en general. Se concluyé que la incidencia
de R. niveus incrementa conforme aumenta la altura en la que se encuentre,
debido a que no existe un alto nivel poblacional o no se llevan a cabo
actividades agricolas o ganaderas en el sector. Por otro lado, de acuerdo a la
prueba no paramétrica de Chi-cuadrado realizada con un nivel de significancia
del 5%, se determindé que la presencia de los microorganismos depende
directamente del sitio de recoleccion de las muestras. Esto podria explicarse
por la diversidad de factores ambientales presentes en cada zona de muestreo
y cOmo estos actlan sobre estos microorganismos para ser mas 0 menos

infectivos



ABSTRACT

The introduced species on the Galapagos Islands are a serious threat to the
biodiversity of this ecosystem given that they are capable of displacing native
and endemic species of the region as well as causing significant agricultural
problems. One of the worst invasive species on San Cristobal island is Rubus
niveus, commonly known as wild blackberry, which has been impossible to
control by manual or chemical means (techniques). Thus, the objective of this
study is focused on the identification of pathogenic microorganisms found on
the plant species which could, in the future, be utilized as a biological means of
controlling the invasive species. To this end, samples of leaves with chlorotic
spots were collected from various locations on the island. By means of the
Scotch tape technique, the microorganisms present were identified and a
cytohistochemical analysis performed to observe if the biological agent was
attacking the plant tissue. The samples were collected from three points found
at different altitudes on San Cristobal island (El Progreso, La Borreguera, and
La Soledad), where the incidence varied and diverse phytopathogenic fungi
were found. The microorganisms found belong to the Curvularia, Alternaria,
Leptosphaeria, Meliola, Paraconiothyrium, and Helminthosporium genera which
have previously been reported in Rubus as causal agents of various diseases of
the genus and of the Rosaceae family in general. We found that the incidence
of R. Niveus increases as the altitude increases due to a small population or a
lack of agricultural activity in the region. According to the non-parametric Chi-
squared test carried out with a significance level of 5%, the presence of
microorganisms is directly dependent on the sampling site. This could be
explained by the diversity of environmental factors present in each sampling site
and how these interact with the microorganisms to make them more or less

ineffective.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Las especies vegetales invasoras pueden recibir el nombre de peste, plaga o
maleza y se pueden establecer y dispersar en ecosistemas naturales.
Principalmente son consideradas como una amenaza a la diversidad biologica,
debido a que son capaces de causar impactos ambientales, econémicos o de
salud publica (Céardenas, Castafio y Cardenas-Toro., 2011, p. 14). Estas
presentan altas tasas de crecimiento y fecundidad, asi como también pueden
dispersarse facilmente y tener una amplia tolerancia ambiental (Pisanty y Caso,
2006, p. 159).

Las especies exoticas o introducidas son consideradas como un motor de
cambio global y estan superando en nimero a las especies nativas de ciertos
lugares como son las Islas Galapagos, Isla Mauricio y Hawai. Estas plantas han
logrado altas tasas de invasion a larga distancia debido a la dispersion de
semillas por parte de animales frugivoros (Heleno, Olesen, Nogales, Vargas y
Traveset, 2013, p.1).

La principal causa de introduccion de especies exdticas en un ecosistema se
debe en gran parte a los humanos. Estas plantas han causado diversas
modificaciones en el medio ambiente debido a que se propagan en mayor
cantidad que las especies nativas y el control de estas especies implica
grandes costes por su area de invasion (Traveset y Santamaria, 2004, p. 252).

En las Islas Galapagos, las especies introducidas causan cambios en la
composicién, estructura y funcionamiento en las comunidades bioldgicas, lo
gue va a influir tanto en el funcionamiento de los ecosistemas como en el
bienestar humano, en donde el principal factor de cambio es la alteracion del
uso del suelo (Carridn, 2012, p. 2).



En los Ultimos afios, se ha incrementado el nUmero de plantas introducidas de
forma intencional o accidental en las Islas Galdpagos, las mismas que
constituyen una de las principales amenazas a la biodiversidad debido a la
expansion de estas especies, entre las cuales se encuentran la mora (Rubus
niveus), la guayaba (Psidium guajava), el cedro (Cedrela odorata) y la
cascarilla (Cinchona pubescens), que ocupan una superficie de 21.39 %
(Consejo de Gobierno de Galdpagos, 2013, p. 31), una de ellas, Rubus tiene
efectos negativos a largo plazo sobre los ecosistemas y las especies nativas
del sitio afectado, debido a que es una especie muy competitiva y presenta
altas tasas de crecimiento y diferentes modos de reproduccion (Renteria,
Gardener, Panetta, Atkinson y Crawley, 2012, p. 2).

Se conoce que en Galapagos existen 900 especies de plantas introducidas, en
donde la mayoria presentan un impacto leve, pero 30 de éstas son
transformadoras, ya que presentan la habilidad de producir impactos negativos
en la biodiversidad. Las formas de control de estas especies se ha llevado a
cabo de dos maneras distintas, como son control manual y quimico, acoplado a
una reforestacion inmediata del sitio intervenido (Garcia y Gardener, 2011, p.
1).

Entre los afos 2005 a 2010 se invirtieron $ 3'350.000 dolares americanos
(USD) en este tipo de controles, en donde s6lo se cubrié una superficie de 320
hectareas (Garcia y Gardener, 2011, p. 1). Sin embargo, el método mas
efectivo y econdmico seria el de evitar la introducciéon de estas especies
mediante inspecciones, tratamientos de materiales y prohibicién de ingreso de
determinados productos (UNESCO, 2014, p. 40). No obstante, en la actualidad

existen otros métodos para controlar las malezas como es el control biologico.

El control biolégico, es una alternativa al control de plagas que se basa en el
empleo de un enemigo natural con el fin de reducir una poblacion de malezas a
un nivel inferior al umbral de dafio econémico. Por ejemplo, el estudio que se
llevé a cabo en Australia para el control de Opuntia spp. y Lantana camara
mediante el empleo de insectos (FAO, 1995, p. 126).



En las Islas Galapagos ya se han realizado antes programas de control
biologico obteniéndose resultados favorables. Uno de los programas que llevé
a cabo el Pargue Nacional Galapagos y la Fundacion Charles Darwin de
Ecuador, fue el control biolégico de la invasiva escama algodonosa (lcerya
purchasi) o conocida comunmente como pulgon, es un insecto que pertenece
al orden de los Hemipteros y produce dafios al cultivo de forma directa e
indirecta; para lo cual emplearon un enemigo depredador natural de Australia,
la mariquita (Rodolia cardinalis) que es un escarabajo del orden de los
Coledpteros, la misma que elimina animales que son perjudiciales para la
agricultura. Este organismo tuvo que pasar por varias medidas de cuarentena y
se observd que no presentaba ningdn riesgo para especies nativas o
endémicas (Hoddle, Hoddle C, Van Driesche y Causton, 2012, p. 1).

Actualmente, el Parque Nacional Galapagos se encuentra realizando un
proyecto con la empresa CAB International de Reino Unido y la Fundacion
Cientifica Charles Darwin, para proteger a las Islas Galapagos de una especie
invasiva como es la mora (Rubus niveus). Esta empresa ha empezado a
realizar estudios para la identificacion de agentes de control biolégico que sean
adecuados para la maleza, es decir que sélo ataque a la invasora debilitdndola
y reduciendo su impacto. Este estudio durara unos 5 afios hasta que se tengan
resultados confiables (Fundacién Charles Darwin, 2014, p. 4).

De todas las plantas introducidas, el género Rubus es el que mas afecta al
Archipiélago ya que se han introducido cinco especies del mismo durante los
altimos 40 afios. Hoy en dia, se conoce toda la biologia de la planta, desde la
formacién de flores y semillas hasta su germinacion y latencia. Gracias a esta
informacion se puede llevar a cabo un método que permita controlar de manera
eficaz esta planta. En el afio 2005, se pudo erradicar dos especies invasoras
de mora como son Rubus adenotrichos y Rubus megalococcus en la Isla Santa
Cruz, mediante métodos manuales y quimicos (Fundacion Charles Darwin,
2005, p. 7).

En las Islas San Cristobal y Santa Cruz un tratamiento fisico o quimico

ayudaria a controlar la especie de mora (R. niveus); sin embargo, no permitiria



su erradicacion, por lo que se gastarian recursos econémicos y se perderia
tiempo. Por ello se pueden llevar a cabo ensayos de laboratorio, como es el
control biolégico, debido a que se han observado arbustos destruidos por una
infeccion de un vector desconocido, el mismo que puede ser un acaro o un

hongo, que ha matado a varias plantas (Landazuri, 2010, p. 31).

Para llevar a cabo un control biolégico, es necesario identificar los posibles
agentes que sean capaces de atacar especificamente a la especie de interés.
En Chile, la zarzamora (Rubus ulmifolius) es considerada como una maleza
debido a los cambios ecoldgicos que provoca en el area de dispersion, por
tanto se realiz6 un control empleando un hongo conocido como la roya
Phragmidium violaceum. Este hongo se caracteriza por su fuerte agresividad y
especificidad, es decir ataca a una especie sin provocar algun peligro a otras
(Oehrens y Gonzélez, 1974, p. 31).

Los microorganismos han sido empleados como agentes de biocontrol, los
cuales pueden aislarse de la superficie de hojas o frutos de las plantas. Para el
empleo correcto de los mismos, es necesario conocer los mecanismos de
accion, lo que garantiza un desarrollo seguro en los procesos de aplicacion, asi
como también permite seleccionar cepas nuevas y eficientes, ya sea para el
control de plagas o patégenos de una especie especifica (Hernandez, Bautista,

Velazquez y Hernandez R., 2007, p. 66).

La microbiota es un gran recurso con el que se cuenta para realizar un control
biol6gico en plagas o malezas, debido a que se ha demostrado que varios
microorganismos como bacterias, hongos y actinomicetos presentan un
excelente potencial para inhibir el crecimiento de estas plantas (Nichols,
Verhulst, Cox y Govaerts, 2015, p. 8).

De acuerdo a lo presentado, se puede concluir que si se ha llevado a cabo un
trabajo de control bioldgico en las Islas Galapagos, en donde los resultados
obtenidos han sido favorables. Para el caso de la mora (R. niveus), no se han
obtenido resultados aun sobre posibles microorganismos para realizar un

control biolégico, no obstante CABI estad realizando estudios sobre esta



especie, en donde cabe mencionar que no existe especies endémicas de

Rubus en las Islas Galapagos.

Por tanto, existe informacion sobre la biologia de R. niveus y con ello se puede
predecir un posible estudio de control bioldgico, para lo cual se debe encontrar
reguladores especificos en la especie con el fin de evitar la introduccion de

agentes bioldgicos ajenos al lugar de interés.

1.2 Planteamiento del problema

Una de las mayores amenazas que presenta Galapagos es la introduccién de
especies invasoras, las mismas que son un peligro tanto para la flora y fauna
endémicas del sitio. Ciertas plantas que han sido introducidas con fines
alimenticios, se han convertido en malezas que afectan a las especies nativas,

como es el caso de la mora (R. niveus) (Valdivieso, 2014, p. 105).

Esta especie al ser una planta introducida agresiva se ha tratado de erradicar
mediante métodos quimicos vy fisicos, pero los resultados obtenidos no han
sido favorables, debido a que crece en las zonas mas humedas y forma
matorrales de tres metros de altura, que son capaces de desplazar a
comunidades nativas (FCD, 2014, p.1).

R. niveus se encuentra presente en tres de las islas habitadas como son Santa
Cruz, San Cristébal e Isabela, ademas que ha llegado a invadir la Isla Santiago.
Sin embargo, en las dos Ultimas islas nombradas, esta especie se encuentra
controlada, mientras que en las dos islas mas pobladas como son Santa Cruz y

San Cristobal no se ha podido controlar esta maleza (Crespo, 2012, p.13).

En la Isla San Cristobal para el afio 2009, R. niveus habia cubierto un area de
8000 hectareas lo que equivale a casi toda la zona agricola y gran parte del
Parque Nacional Galapagos (Garcia, 2009, p. 2). Pese a que se ha tratado de
delimitar la especie de R. niveus, nuevas poblaciones se han encontrado y eso
ha provocado que el area de infeccibn aumente con el pasar de los afios

(Renteria, Gardener, Panetta y Crawley, 2012, p. 1).



R. niveus es considerada como una de las malezas mas destructivas que se
encuentran en el Archipiélago de Galapagos, debido a que es capaz de
cambiar el caracter, condicion, forma o naturaleza de un area especifica. Por lo
que la tierra se ha vuelto ineficiente para la agricultura lo que provoca
problemas econdmicos para los agricultores (Renteria, Gardener, Panetta,
Atkinson y Crawley, 2012, p. 1).

Por tanto, hay que buscar alternativas amigables con el ambiente y
econdémicamente viables para el control de R. niveus, como es el empleo de
microorganismos patdgenos que sean capaces de atacar a ésta especie

invasora y lograr controlar la proliferacién de la misma en la Isla San Cristobal.

1.3 Objetivo

1.3.1 Objetivo General

¢ Identificar los microorganismos patdgenos presentes en hojas de Rubus

niveus en la Isla San Cristébal - Galapagos.

1.3.2 Objetivos especificos

e Determinar la incidencia e infecciébn de microorganismos en las hojas de
R. niveus mediante conteo en campo y citohistoquimica.
e Caracterizar taxonOmicamente los microorganismos patdgenos de las

hojas de mora mediante claves dicotémicas.

1.4 Justificacién

Rubus niveus es una especie agresiva que causa impactos negativos en las
Islas Galapagos porque es capaz de competir con especies nativas y

endémicas por luz, agua y nutrientes (Castillo, 2008, p. 2). Es por esto que esta



especie es considerada una maleza ya que presenta una gran habilidad de
competencia y dispersion a grandes distancias. Los altos niveles de invasion
gue ha alcanzado esta plaga tienden a reducir tanto la diversidad, abundancia y
cambiar la estructura del bosque de Scalesia, que es una especie endémica del
sitio y se encuentra amenazada por las actividades agricolas asi como también

por especies no autoctonas (Crespo, Gardener y Renteria, 2015, p. 24).

En la actualidad se cuenta con toda la informacion biologica de la mora (R.
niveus), con lo que se podria llevar a cabo un control biolégico. Sin embargo,
en las Islas Galapagos no se cuenta con la informacion sobre los

microorganismos patdgenos que pueden afectar la morfologia de esta planta.

El control de Rubus niveus se lo ha realizado mediante control manual y
quimico, pero después de cuatro afios con este programa de erradicacion se
ha tornado dificil por los altos costos del control, logistica y caracteristicas
ecologicas y biolégicas de la especie de estudio (Crespo, Gardener y Renteria,
2015, p. 24).

Los programas de control de Rubus niveus en las Islas Galapagos cuesta
alrededor de USD 400 por hectarea, equivalente a una pequefia area tratada lo
que posibilita una mayor invasion por parte de la maleza. Por tanto, el control
biolégico es una estrategia que se aplicaria en Galapagos a largo plazo y con
el tiempo se podria reducir la densidad y el vigor de esta especie (CABI, 2016,
p. 17).

En las Islas Galapagos existen ciertos hongos fitopatbgenos que son
endémicos del sitio y son capaces de infectar tanto a plantas nativas como
endémicas del lugar. Sin embargo con la introducciébn de nuevas especies
alimenticias también ha aumentado el nimero de plagas, pero ademas que los
patdgenos que se encuentran pueden ser empleados como agentes de control

biolégico (Cannon, Arboleda, Evans y Bungartz, 2014, p. 1).

Al menos dos tercios de las enfermedades que presentan las plantas son
ocasionadas por hongos. Los hongos fitopatdgenos tienen una gran

importancia en cuanto a la absorcion de nutrimientos como a la secrecion de



enzimas y metabolitos. El micelio de estos hongos se extiende por dentro de
los tejidos del hospedante y por la superficie emergen las estructuras
reproductivas (Gonzalez, 2000, pp. 16-17).

Por otro lado, para un control biolégico también se puede emplear los hongos
endofitos que como su nombre lo indica, son aquellos microorganismos que
estan la mayor parte de su vida colonizando los tejidos de la planta y no
ocasionan un dafio aparente. La relacion que existe entre estos hongos y las
plantas puede ser de mutualismo como de patogénesis, debido a que son
capaces de producir metabolitos secundarios toxicos y cuando la planta se
encuentra bajo estrés, el hongo actia como patégeno y hace que se presente

los sintomas de la enfermedad (Sanchez et al., 2013, p. 133).

Es por esta razon, que el empleo de microorganismos patégenos ayudaria a
controlar diversas malezas que son dificiles de erradicar o intervenir mediante
métodos convencionales como son controles quimicos Yy fisicos. Por lo que, la
utilizacién de estos agentes como control biolégico permite reducir gastos y
ademas se evita el empleo de agentes quimicos que dafian el ecosistema y
ponen en riesgo a diversas especies que se encuentran en contacto con los

Mmismos.

Con este aporte, se pretende dar una solucién a las malezas que amenazan a
la Provincia de Galapagos, debido a que se pueden realizar estudios de
microorganismos en las otras especies invasivas, para de esa manera controlar
estas malezas y evitar que en un futuro desplacen a las plantas endémicas o

nativas del sitio.

Por lo tanto el presente trabajo tiene como fin, buscar una solucién al problema
que presenta la Isla San Cristébal con la mora (R. niveus). Para lo cual, se
espera identificar microorganismos patégenos que sean especificos de esta
planta, para de esa manera proporcionar informacion para futuras
investigaciones enfocadas en el control biolégico mediante un regulador

natural.



2. MARCO TEORICO

2.1 Maleza: Generalidades

La maleza desde el punto de vista agronémico se refiere a una planta que
dificulta el crecimiento de otras especies vegetales, debido a que son capaces
de competir con el cultivo ya sea por luz, agua, nutrientes y espacio. Estas
especies pueden presentar varias caracteristicas como: espontaneidad,
adaptaciéon al medio, que sea de facil propagacion y dispersion, latencia, alto
poder vegetativo y alta eficiencia competitiva con otras plantas. Si todas o la
mayoria de estas caracteristicas se cumplen, la agresividad por parte de la
especie de estudio sera mayor por lo que se dificulta el poder controlarla (Doll y
Gomez, 1989, pp. 6-7).

Las malezas desde el punto de vista antropologico son plantas que se dan en
sitios en donde no son deseadas, estas especies pueden variar tanto en forma,
tamafo y desarrollo, ademas que pueden pertenecer a distintas familias. Se las
puede clasificar en malezas anuales, bianuales y perennes (Centro Agronémico

Tropical de Investigacion y Ensefianza, 1987, p. 195).

Las malezas son uno de los principales problemas que presenta la agricultura a
nivel mundial, debido a que son capaces de interferir con la actividad humana
en zonas cultivables como no cultivables (Delfino, Dell Inocenti y Moreno, 2014,

p. 3).

La incidencia de estas plantas indeseables es uno de los mayores problemas
en la agricultura y ha ido aumentando con el pasar de los afios, es decir el
namero de casos de infeccion o de aparicion de estas malezas dentro de un
periodo y un sitio determinado ha incrementado por falta de métodos de control
y resistencia que estas especies han adquirido. Sin embargo, estas plantas
también pueden ser atacadas o invadidas por microorganismos que tienen la
capacidad de multiplicarse dentro del organismo huésped y a esta accion se la
conoce como infeccion (FAO, 2007, p. 7; Labrada, Caseley y Parker, 1996, p.
32).
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2.1.1 Rubus niveus

Rubus es un género que abarca alrededor de 250 especies y se reproducen en
varias partes del mundo, pero se da mas en las regiones templadas del norte.
Esta especie se presenta en forma de arbustos o tallos lefiosos y espinosos, en
donde sus hojas son perennes, enteras, lobuladas y dentadas. Este produce
frutos comestibles y son cultivados comercialmente (SAPIA, 2011, p. 2).

Rubus es espinoso y forma matorrales, sin embargo las especies invasoras de
este género son capaces de formar extensos matorrales y provocar problemas
en las tierras de pastoreo, plantaciones forestales e incluso carreteras. Esto se
debe a que los tallos y raices de esta especie presentan el potencial para

convertirse o dar origen a nuevas plantas (SAPIA, 2011, p. 3).

Rubus niveus o conocida comunmente como mora, es un arbusto perenne
originario de Asia que llega a tener una altura de 4.5 metros, es capaz de
formar matorrales densos entrelazados, los cuales son impenetrables y
espinosos logrando de esa manera desplazar a especies autdctonas. Sus tallos
son flexibles y se encuentran cubiertos de espinas ganchudas que miden de 3
a 7 mm de largo. Esta planta presenta hojas compuestas pinnadas de color
verde oscuro en el haz mientras que en el envés es tomentoso blanco
(vellosidades). El fruto de esta planta mide de 1 a 2 cm de diametro, presenta

un color purpura — negro, es jugoso, dulce con semillas pequefias y se produce

a lo largo de todo el afio. (Global Invasive Species Database, 2016, p. 2).
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Rubus niveus pertenece a la familia de las Rosaceae como se observa en la
tabla 1 y es una maleza que causa uno de los mayores problemas que
presenta la zona rural en la Isla San Cristobal, ya que ha logrado esparcirse por
zonas humedas y muy humedas, asi como también en zonas agricolas y
sectores del Parque Nacional. Esta especie vegetal cuenta con mayor
fructificacion entre los meses de noviembre y diciembre, ademas es capaz de
invadir cualquier tipo de vegetacidén y presentar bancos de semillas de entre
7000 a 22800 semillas por metro cuadrado, en donde un 80% de estas semillas
son viables y un 90% son frescas. Cabe mencionar que las semillas pueden
estar viables en el suelo por mas de 50 afios (Landazuri, 2010, p. 30; Véliz,
2015, p. 46).

Tabla 1.

Taxonomia de Rubus niveus

Dominio Eucariontes

Reino Plantae

Divisiéon Tracheophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Rosales

Familia Rosaceae

Género Rubus L.

Especie Rubus niveus Thunb

Tomado de Integrated Taxonomic Information System (2016), p. 1.



12

El area de distribucion de Rubus niveus esta presente dentro de las zonas
templadas de las regiones del Himalaya que abarca desde Afganistan a China.
Ademas esta especie se la puede encontrar en altitudes templadas de ciertas
partes de Asia, asi como también se la encuentra en el este y sur de Africa,
Australia, Nueva Zelanda, América Central y del Sur (Quinton, Fay, Ingrouille y
Faull, 2011, p. 734).

Rubus niveus es una maleza invasora agresiva que causa alteracion en los
ambientes que coloniza y es necesario la erradicacion. Existen ciertos
ecosistemas sensibles que han sido afectados por esta especie como son los
Archipiélagos de Galapagos y Hawai. En las Islas Galapagos su lugar de
introduccion fue en la Isla San Cristobal. El area de cobertura de esta especie
es de 30.000 hectareas pero la extension de la invasion puede llegar hasta las
90.000 hectareas (Quinton, Fay, Ingrouille y Faull, 2011, p. 735).

En las Islas Galapagos, la especie vegetal Rubus niveus tiene preferencia por
las zonas de altitud que son zonas humedas. Esta especie se halla en los
bordes del bosque, habitats riberefios y sitios perturbados. Cuenta con varios
mecanismos de dispersion como son los animales, en donde los principales
son las aves. Rubus niveus ha logrado invadir vegetacion abierta, arbustiva y
bosques. Esta especie también se presenta como una maleza en Hawai (FCD,
2015, p. 3).

La especie Rubus niveus que se encuentra en las Islas Galapagos es
morfoldégicamente idéntica a las plantas de India, Sri Lanka y Hawai. En estos
paises se puede centrar la blsqueda de datos y muestras de posibles
patdogenos para ser empleados en un control biolégico. Pese a que existan
diferencias genéticas entre la planta huésped en el pais de origen y la maleza
que se encuentra en un entorno especifico, los microorganismos que se hallan
en estas especies pueden ser empleados si se mantiene las condiciones

apropiadas (Quinton, Fay, Ingrouille y Faull, 2011, p. 743).
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2.2 Hongos Fitopatogenos: Generalidades

Estos hongos ocasionan enfermedades en las plantas y son considerados de
gran importancia en la agricultura por su abundante niamero y su capacidad de
reproduccion. Existen alrededor de 8000 especies de hongos que producen
enfermedades en plantas, los cuales pueden infectar a uno a mas tipos de
especies vegetales. Los sintomas que estos presentan en la planta que
parasiten pueden ser de tipo local (porcion pequefia de tejido) o general (dafio
a toda la planta), pero ademas pueden presentar primero un efecto local y

llegar a uno generalizado (Garcia, 2004, p. 104)

La reproduccion de los hongos fitopatdgenos se da mediante esporas
agrupadas en forma de conidi6foros, esporangios, ascocarpos, basidios, entre
otras mas, las cuales se pueden observar en la superficie de los érganos
vegetales, también dentro de los tejidos o intercelularmente. Observando estas
estructuras se puede deducir gue hongo se encuentra atacando a la especie de

interés (Sosa, Perdomo, Brathwaite y Salazar, 2000, p. 15).

Los hongos fitopatbgenos pueden ocasionar manchas cloréticas, necréticas,
cribados, podredumbres humedas o secas, marchitamiento, entre otras
enfermedades mas en la planta que esté siendo atacada (Urbina, 2011, p. 3).

Estos hongos son organismos eucariéticos que no poseen clorofila, en donde
su pared celular esta formada por quitina o celulosa. Estos organismos se
reproducen de forma sexual o asexual, producen esporas y son generalmente

microscoépicos (Rivera, 2007, p. 27).

Estos tipos de hongos son perjudiciales para los cultivos como para la
vegetacion nativa de un sitio, sin embargo cuentan con una gran riqueza, en
donde estos pueden ser empleados como control biolégico y actuarian como
aliados para los seres humanos, ya que estarian controlando ciertas malezas

(Gonzéalez, Ramirez y Ruiz, 2005, p. 43).
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Dentro de los hongos fitopatdgenos reportados en la Provincia de Galapagos
podemos encontrar a las divisiones Ascomycota y Basidiomycota (Cannon,

Arboleda, Evans y Bungartz, 2014, p. 2).

2.2.1 Division Ascomycota

La division Ascomycota son hongos que presentan un micelio tabicado capaz
de producir ascosporas enddégenas. Dentro de esta clase existen 64000
especies, por lo que es considerada el filo mas grande y con més especies del
Reino Fungi. Se reproducen de manera asexual (esporas exdgenas) y sexual
(esporas endodgenas). Se los puede encontrar en ambientes terrestres y
acuaticos y ademas son capaces de atacar a las plantas (Schoch et al., 2009,
p. 225).

En el filo Ascomycota se encuentran presente las siguientes clases que son:
Dothideomycetes, Eurotiomycetes, Incertae sedis, Lecanoromycetes,
Leotiomycetes y Sordariomycetes, que han sido encontrados en las Islas

Galapagos (Cannon, Arboleda, Evans y Bungartz, 2014, p. 2).

2.2.1.1 Caracteristicas generales de Dothideomycetes

El conjunto de hongos Dothideomycetes es la clase mas grande y diversa
dentro del filo Ascomycota. Son hongos que desarrollan cuerpos fructiferos o
ascomas (apotecio o cleistotecios). Estos organismos son de pequefio tamafio
por lo que pueden pasar de forma desapercibida en el campo. Ademas dentro
de este grupo se puede encontrar especies que son parasitas de plantas, por lo

gue ocasionan graves dafos agricolas (Schoch et al., 2009, p. 2).

En la clase Dothideomycetes se encuentran los siguientes ordenes:
Capnodiales, Dothideales, Hysteriales, Meliolales y Pleosporales (Cannon,
Arboleda, Evans y Bungartz, 2014, p. 2).
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2.2.1.2 Orden Meliolales

Los hongos presentes dentro de este orden se los conoce como mildius negros
U Oscuros, estos organismos son ectofiticos y suelen infectar hojas, peciolos y
tallos jovenes. Producen un micelio superficial y las células apicales de los
apresorios producen haustorios, en donde estos ingresan en las células
epidérmicas del hospedero. Estos organismos son capaces de reducir la
clorofila total, asi como también el almidén y los azicares a la mitad en las
hojas que han sido infectadas. Por otra parte evitan la entrada de luz solar a las
células que se encuentran en crecimiento y aumentan la temperatura debido a

sus colonias oscuras (Ares, 2015, p. 244).

2.2.1.3 Orden Pleosporales

Dentro de este orden se encuentran mas de 4700 especies de hongos que
actian como especies saprofiticas de restos vegetales y también como
parasitos de plantas. Presentan cuerpos fructiferos muy pequefios de color
negro, son capaces de causar diversas enfermedades en los cultivos y por
ende provoca grandes pérdidas econdmicas por la infeccidon que causa en los
mismos. Las especies de este orden se pueden distribuir y adaptar a varios
ambientes (Rua, 2013, p. 37).

Son capaces de liberar sus esporas en el aire y son considerados como
hongos fitopatdégenos debido a que provocan enfermedades severas sobre las
plantas hospederas, estos hongos pueden encontrarse en estado teleomorfico
como Cochliobolus, Setosphaeria, Pyrenophora, Pleospora, Lewia vy
anamorficos como Curvularia, Exserohilum, Drechslera, Stemphylium vy
Alternaria (Rua, 2013, p. 37).

Para el control biolégico de Rubus se ha empleado los siguientes hongos
fitopatdgenos: Meliola rubiella que ha sido encontrada en las hojas de mora de
la India (Hosagoudar, 2006, p. 12), Gymnoconia nitens que es considerada

como agente potencial para el control de R. cuneifolius (Lennox, Morris, Wood,
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Den Breeyen, Uys y Samuels, 2000, p. 2), Phragmidium violaceum que ha
presentado buenos resultados para el control de ciertas especies de Rubus
(Crespo, 2012, p. 19), Alternaria tenuissima en donde existe un primer reporte
en R. crataegifolius en China (Cong, Liu, Lu, Yang, Wang y Gao, 2016, p. 1),
Leptosphaeria coniothyrium encontrada en los tallos de Rubus spp. (Damm,
Verkley, Crous, Fourie, Haegi y Riccioni, 2008, p. 9), entre otros
microorganismos que se han encontrado que son capaces de causar

problemas en esta especie.

Figura 3. Hongos fitopatégenos. Tomado de McKenzie, 2014, p. 1; Gardner,
2004, p. 1; Schwartz, 2013, p. 1; Gardner, 1986, p. 1; Alvarado, 2011, p. 1;
FDPI, 2010 - 2011, p. 1; University of Exeter, 2011, p. 1y Lechat, 2002.

A. Meliola spp. C. Phragmidium violaceum E. Leptosphaeria coniothyrium.

B. Gymnoconia nitens D. Alternaria tenuissima
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2.3 Métodos de control de maleza

Los métodos de control de malezas se basan en erradicar una vegetacion que
este provocando dafios agricolas, pero no implica necesariamente la
eliminacién por completo de la plaga, sino mas bien se enfoca en la manera de
controlarla o regularla por debajo de su nivel de dafio econdémico (Labrada y
Parker, 2011, p. 2).

Para el control de malezas se debe identificar la plaga de interés y el nivel de
infestacion de la misma, asi como tener en cuenta la biologia y el efecto
competitivo de la especie de estudio con respecto a las otras plantas, para de
esa manera poder aplicar métodos de control que sean efectivos, econémicos y

seguros para el medioambiente (Labrada y Parker, 2011, p. 3).

2.3.1Control biolégico

El control biologico se basa en el empleo de uno o méas organismos, o la
manipulacion del medio ambiente, hospedero o antagonista con el fin de
reducir la actividad productora de la enfermedad de un patégeno. Entre los
microorganismos que se pueden emplear se encuentran las bacterias,

levaduras e incluso hongos filamentosos (Calvo, 2014, p. 1).

Rubus niveus es un candidato ideal para el control biolégico, debido a que las
plantas que se encuentran en las Islas Galapagos, Ecuador, Hawai e India
tienen bajo niveles de variacion genética por lo que encontrar un agente de
biocontrol es mas factible (CABI, 2016, p. 13).

2.3.2 Control quimico

El control quimico se enfoca en el empleo de productos quimicos agricolas que
por lo general presentan consecuencias negativas en el medioambiente y en la
salud. Sin embargo, para evitar este tipo de inconvenientes una alternativa es

la alelopatia que emplea sustancias de origen vegetal (Alvarez, 2014, p. 1).
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El empleo de agrotdxicos es el método mas utilizado y mas conocido para el
control de malezas, pero estos productos son capaces de contaminar el
medioambiente, afectar a la salud humana, matar de forma indiscriminada a
ciertos organismos benéficos y provocar el desarrollo de resistencia en las

malezas (Rogg, 2000, p. 5).

La Fundacion Charles Darwin para el control de mora (R. niveus) emplea un
herbicida a base de picloram y 2,4-D, es un derivado del acido picolinico que es
un compuesto aromético, ademas es derivado de los fenoxi que actuan como
auxinas que alteran el crecimiento y el desarrollo de las plantas; pero el uso de
estos quimicos causan dafios a las especies autéctonas del sitio y el suelo
desnudo puede conducir a la regeneracion de la maleza. Los herbicidas
oxadiazon donde su grupo quimico son los oxadiazoles, que son compuestos
aromaticos heterociclicos y butaclor que tiene un grupo quimico acetamida y
cloroacetanilida, han logrado reducir con éxito el banco de semillas de R.
niveus (CABI, 2016, p. 22).

Figura 4. Empleo de herbicidas para el control de R. niveus. Tomado de PNG,
2011, p. 1.

2.3.3Método mecéanico

El método mecanico se basa en el empleo de maquinaria agricola y manual

para reducir el nivel de una poblacion que este causando problemas en el area
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agricola, por lo que es costoso, requiere de equipo especializado y ademas
demanda mucho tiempo para la aplicacion (IICA, 1987, p. 10).

Las pequefias plantulas de R. niveus son faciles de eliminar a mano, sin
embargo las plantas mas grandes son dificiles, debido a que forman matorrales
densos y espinosos (CABI, 2016, p. 21).

Figura 5. Control de R. niveus mediante métodos manuales. Tomado de La
Hora, 2012, p. 1.

Por todos los argumentos expuestos anteriormente, este estudio pretende
demostrar que el control biolégico empleando hongos fitopatégenos seria una
alternativa factible para el manejo y control de malezas que ataquen a Rubus

niveus en las Islas Galapagos.

3. DISENO DEL PLAN EXPERIMENTAL

El presente trabajo se encuentra enfocado en la Isla San Cristobal en donde se
identificd los microorganismos patdégenos presentes en las hojas de R. niveus,
para lo cual se tom6 como variable independiente la localizaciéon geografica de

la planta de interés, mientras que para la variable dependiente los distintos
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microorganismos que se encontraron en cada sitio. Como control se emple6
plantas de R. niveus sin ninguna afeccion o infeccion aparente de
microorganismos. En el sitio de muestreo se realiz6 un conteo de plantas
enfermas y sanas, luego se recogié muestras de hojas de la planta de mora,
las cuales fueron colocadas dentro de camaras humedas para permitir el
crecimiento de microorganismos. Ademas se llevd a cabo un andlisis
citohistoquimico y finalmente se caracterizO taxondmicamente los
microorganismos encontrados. A continuacion se presenta el diagrama de flujo

de lo que se llevo a cabo durante el desarrollo del trabajo.

Medir 15 m desde un punto de
referencia al azar

4

Determinar la incidencia e infecciéon
en el area de muestreo

¥

Coger una muestra cada 2 m

— T

\
Realizar un corte de tejido Incubar las muestras en
camaras humedas por 24 dias

\ 4 3 ’

\

Observar afeccion del f . . o )
. . Realizar un frotis e identificar
patogeno en el tejido de la . :
. los microorganismos.
planta mediante \ J
citohistoquimica ’
\_ J 4 , A
' Caracterizar
- \ taxonomicamente los
Identificar por microscopia microorganismos
los microorganismos L J
\ J

Figura 6. Diagrama de flujo de la metodologia realizada.
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4. PROCEDIMIENTOS

4.1 Poblacién y muestras

En la Isla San Cristobal se realizo la recoleccion de muestras de mora (Rubus
niveus) de tres puntos especificos localizados a diferentes alturas, como son El

Progreso, La Borreguera y La Soledad.

Se recogid muestras de hojas de mora del camino hacia los 3 puntos de
muestreo, en donde se tomo6 dentro de cada sector un punto de referencia al
azar a partir del cual se medi6 15 metros, dentro de los cuales se tomo6 cada 2

metros una muestra dando un total de 5 muestras por sector.

Las muestras de hojas recolectadas presentaban algun tipo de afeccién por
microorganismos, las cuales fueron incubadas en cémaras de atmosferas
modificadas por un plazo de 24 dias o hasta que ser observe crecimiento de
microorganismos. Ademas se recogieron muestras de hojas que no
presentaban ninguna sintomatologia para ser empleadas como controles, para

ello se recolecté 2 muestras por cada sector de muestreo.

4.2 Materiales y métodos para la obtencidon de datos

Las muestras de hojas de mora (Rubus niveus) fueron trasladadas desde la
Isla San Cristobal — Galapagos hacia el laboratorio Plantsphere Laboratories
(PSL) ubicado en Carcelén - Quito. Estas hojas se incubaron dentro de
camaras humedas por 15 dias, para lo cual se desinfectdé un recipiente de
plastico con alcohol al 70 %, se coloc6 dentro del mismo una toalla de papel y

se la humedeci6 con agua destilada.

Para la identificacién de los microorganismos se llevo a cabo la técnica de la
cinta adhesiva, en donde se cortd un pedazo de la cinta y se la coloc6 sobre la
hoja que presentaba manchas. A continuacion, en un portaobjetos se puso una

gota de azul de lactofenol y encima de la misma se coloco el pedazo de cinta.



22

Luego, se observo la placa en un microscopio marca Boeco® y se identifico los

microorganismos que alli se encontraban.

Para el analisis citohistoquimico se corté una parte de la hoja de R. niveus que
presentaba la infeccion. El pedazo de la hoja se colocé dentro de un corcho y
con la ayuda de una hoja de afeitar se realizaron finos cortes del tejido. Una
vez obtenido los cortes se colocaron en un portaobjetos con una gota de azul
de lactofenol, se los cubrié con un cubreobjetos y se observo la muestra en el

microscopio marca Boeco®.

4.3 Evaluacion estadistica de los resultados

Para la evaluacion estadistica de los resultados se realiz6 una prueba no
paramétrica Chi cuadrado, que se basa en correlacionar las variables
analizadas y determinar si son independientes o no entre si. Con esta prueba
estadistica se puede deducir si existen diferencias entre lo observado y lo que

se esperaria bajo una hipétesis nula de independencia de variables.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Determinacién de la incidencia e infeccion

La incidencia es el nUmero de veces que se presenta una maleza dentro de un
sitio y un tiempo determinado, mientras que la infeccion se refiere a que si la
especie de interés estd siendo atacada por algun microorganismo. Por tanto,
en la Isla San Cristébal se recolecté de tres distintos sectores muestras de
hojas de Rubus niveus que presentaban manchas cloréticas producto del
ataque de hongos fitopatbgenos. A continuacién en la Tabla 2 se presenta
valores estimados de los porcentajes de incidencia e infeccion de acuerdo a lo

observado en campo.
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Tabla 2.

Determinacion de la incidencia e infeccion mediante conteo en campo

_ ) . Estado
Lugar Incidencia Infeccion .
fenoldgico
El Progreso 30 % 90 % 3
La Soledad 50 % 90 % 5
La Borreguera 70 % 90 % 5

Nota: Los valores presentados corresponden a una estimacion de lo observado
en campo, mientras que el estado fenoldgico de la planta es en base a una

tabulacion de plantas pequefias (1), jovenes (2) y adultas (3).

Como se puede observar en la Tabla 2 el porcentaje de incidencia en los
diferentes sitios de muestreo varia y esto puede deberse a las diferentes
actividades agricolas que se han dado como al crecimiento urbanistico en la
parte alta de la Isla San Cristébal. En cuanto al estado fenolégico de Rubus
niveus se observé que la mayoria de especies se encontraban en estado joven

y adulto, considerandose adultas cuando presentaban frutos.

La Parroquia El Progreso estd ubicada a una altura de 250 m.s.n.m. y en los
ultimos afios se ha incrementado el nivel poblacional en este sector, haciendo
que las actividades agricolas aumenten y por ende que combatan ciertas

malezas del sitio para poder sembrar sus productos de interés.

Una de las malezas que mas se presenta en la parte alta de las Islas
Galapagos es la mora (R. niveus), debido a que el suelo cuenta con las
condiciones y nutrientes necesarios para que la planta pueda desarrollarse. Es
por esta razén, que en el sector El Progreso como se muestra en la figura 7A,
esta especie vegetal es capaz de dispersarse por las zonas agricolas y causar
inconvenientes a las personas que se dedican a estas actividades. Es por ello,

gue los habitantes de este sector han combatido esta maleza de forma manual,
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es decir mediante el empleo de machete y tijeras de podar, sin embargo la
planta vuelve a crecer dentro de un tiempo corto y el sitio donde se encuentra

ya no es apto para la agricultura (CGREG, 2013, p. 11).

Playa Punta

Carola

Playa de Oro

Casa Blanca =

Unnamed Road

Figura 7. Sector El Progreso.

A. Zona de recolecciéon de muestras.
B. Planta de Rubus niveus en su habitat.

C. Hoja de R. niveus con manchas cloréticas.

Debido a las actividades agricolas, al crecimiento poblacional que involucra la
construccion de casas y a los métodos manuales para el control de plagas, la
incidencia de Rubus dentro del sector El Progreso es bajo en comparacioén al
resto de sectores analizados, sin embargo el porcentaje de infeccion de la
especie de estudio es alto, debido a que casi un 90 % de la planta total
presentaba manchas cloréticas, mientras que un 10 % se encontraba sin
ningun tipo de afeccion aparente, tal como se observa en la figura 7B y 7C.
Esto se debe a la presencia de hongos fitopatdgenos que son capaces de
afectar en su totalidad a la planta y producir manchas cloréticas como

necroticas, cabe mencionar que la infeccion se observo en plantas jovenes.

Por otra parte, la Soledad esta ubicada a una altura de 350 m.s.n.m., y en este
sector se llevan a cabo actividades agricolas asi como la crianza de animales.
En ciertos lugares del sector varias familias cuentan con sus propios huertos

para abastecerse durante todo el afio. Es por esta razén que deben controlar el
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crecimiento de ciertas malezas para que no se vea afectada la produccion de
cultivos de importancia econémica (Unda y Urbina, 2011, p. 44). El porcentaje
de incidencia de Rubus niveus en este sector fue de 50 % tal como se observa
en la figura 8A y 8B, debido a que dentro del sitio de estudio se encontro la
especie invasora en estado joven y adulto como también otras plantas, ademas
al ser La Soledad un sector turistico la incidencia de Rubus disminuye, ya que
los moradores del sector se dedican a controlarla mediante métodos manuales.
Sin embargo, las plantas de Rubus niveus analizadas presentaban manchas
cloréticas en la mayoria de sus hojas producto de una infeccion por

microorganismos como se ve en la figura 8C.

Playa Punta
Carola

Playa de Oro

Puerto
Baquerizo
Moreno

Figura 8. Sector La Soledad.

A. Zona de recoleccion de muestras.
B. Planta de Rubus niveus en su habitat.

C. Hojas de R. niveus con manchas cloréticas.

Finalmente, la Borreguera se encuentra ubicada a una altura de 450 m.s.n.m.,
en este sector no se desarrolla en gran parte las actividades agricolas debido
a las condiciones climéaticas, sin embargo existe una gran cantidad de especies
nativas, pastizales y sembrados exclusivos para la ganaderia. En este sector
se puede apreciar sectores semi-abandonados por lo que son mas propensos a
la proliferacion de malezas como se observa en la figura 9A (Unda y Urbina,
2011, p. 46). Es por esta razon que el porcentaje de incidencia de R. niveus de

acuerdo a lo observado es del 70 % como se muestra en la figura 9B, debido a
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que existen sectores donde no se controla esta maleza de forma regular y por
ende tiende a seguir desplazandose por el sitio. Sin embargo, al igual que las
plantas encontradas en el sector El Progreso y La Soledad, la Rubus de la
Borreguera también presenta un alto porcentaje de infeccibn en plantas
jovenes y adultas debido a los hongos fitopatbgenos que existen en esta

especie como se ve en la figura 9C.

Playa Punta
Carola

Playa de Oro

Puerto
Baquerizo
Moreno

Figura 9. Sector La Borreguera.

A. Zona de recoleccion de muestras.
B. Planta de Rubus niveus.

C. Hoja de R. niveus con manchas cloréticas.

De acuerdo a los resultados obtenidos y el analisis de cada uno de los puntos
de muestreo se puede concluir que la incidencia de Rubus niveus incrementa
conforme aumenta la altitud y disminuye debido al crecimiento poblacional, a
las actividades agricolas y ganaderas de los sectores. Un estudio realizado en
el 2011 donde se analizan los cultivos de la Isla San Cristébal por sectores,
denota que tanto en El Progreso como en La Soledad la cantidad de malezas
agresivas dentro de los cultivos se encuentran presentes en un area de 262,77
ha, mientras que en La Borreguera el area de incidencia es de 985,92 ha (Unda
y Urbina, 2011, p. 19), con esto se puede apreciar que si se llevan a cabo
meétodos de control y que en las zonas pobladas la aparicion de estas malezas

sera menor que en zonas semi-habitadas.
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En cuanto a la infeccion que presentaban las muestras de hojas de R. niveus
se vio que el porcentaje era el mismo para los tres puntos analizados, es decir
que aungue la incidencia de la planta varie, la infeccion sera igual y esto se
debe a que en todos los puntos de recoleccion las hojas presentaban manchas
cloréticas que son un indicativo de que estan siendo atacadas por
microorganismos, los cuales pueden ser hongos fitopatdgenos.

5.2 El Progreso

La parroquia El Progreso es ahora considerada como una zona urbana debido
al crecimiento urbanistico que se ha presentado en los ultimos afios y las
especies invasivas como la mora (Rubus niveus) se las estan controlando

mediante métodos manuales.

Las muestras de hojas de Rubus recolectadas en este sector como se indica
en la figura 10 presentaban manchas cloréticas, sefial que estan siendo

atacadas por algun tipo de microorganismo.

Figura 10. Muestras de hojas recolectadas del sector de El Progreso en la Isla

San Cristébal.
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Cuando se analizaron las muestras de hojas mediante la técnica de la cinta
adhesiva, se pudo observar algunos microorganismos que estaban atacando a

la Rubus niveus del sector de El Progreso tal como se muestra en la figura 11.

C ‘

Figura 11. Hongos fitopatégenos encontrados en hojas de R. niveus en el

sector de El Progreso.

A. Curvularia spp.
B. Alternaria spp.

C. Citohistoquimica

Los microorganismos encontrados son hongos fitopatdgenos pertenecientes a
la divisibn Ascomycota y a la familia Pleosporaceae, dentro de los cuales

encontramos a los hongos Curvularia y Alternaria.

El hongo Curvularia pertenece al orden Pleosporales como se muestra en la
tabla 3, presenta conidios marrones oscuros que solo presenta septos
transversales, los cuales tienen forma de boomerang y contienen una célula
central curvada como se muestra en la figura 11A (UNC, 2014, p. 1), ademas
es capaz de producir manchas y lesiones en las hojas, en donde las esporas
de este microorganismo son capaces de dispersarse por el viento, lluvia, riego,
entre otras mas. Las manchas que se presentan en las hojas estan limitadas
por un halo de color amarillo-anaranjado, que luego se tornan de color café

oscuro o negro (Ortiz y Fernandez, 2000, p. 65).
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Tabla 3.

Taxonomia de Curvularia spp.

Reino Fungi
Division Ascomycota
Clase Dothideomycetes
Orden Pleosporales
Familia Pleosporaceae
Género Curvularia

Tomado de FDPI, 2011, p. 1.

Este hongo es un patégeno que afecta a plantas y a cereales de las regiones
tropicales como subtropicales del mundo. Este microorganismo crece en medio
PDA en donde las colonias son lanosas y en un inicio presentan un color

blanco y mientras maduran se torna negro (FBA, 2003, p. 2).

En Rubus si se ha presentado el microorganismo encontrado, por tanto este
hongo puede ser empleado como un posible agente de control bioldgico.
(Gurunath, 1966, p. 169). Un ejemplo de control biologico empleando este
hongo ha sido en plagas de gramineas, en donde este género es capaz de
producir lesiones vegetales que son capaces de matar o suprimir por completo

las malezas (Walker y Tilley, 1997, p. 1).

El hongo Alternaria pertenece a la clase Dothideomycetes como se muestra en
la tabla 4, presenta conidios muriformes de color marrén oscuro con septos
transversales y longitudinales, ovoides y no presentan una célula centrada
curvada (UNC, 2014, p. 1), estas caracteristicas cumple el microorganismo que

se presenta en la figura 11B.
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Tabla 4.

Taxonomia de Alternaria spp.

Reino Fungi
Division Ascomycota
Clase Dothideomycetes
Orden Pleosporales
Familia Pleosporaceae
Género Alternaria

Tomado de Cannon, Arboleda, Evans y Bungartz (2014), p. 2.

Este microorganismo es un hongo filamentoso que puede ser aislado de
suelos, plantas, aire e incluso de comida. Estos hongos presentan una
coloracién oscura y pertenecen al grupo de los dematiaceos, debido a que las
paredes celulares y conidios pueden desarrollar un color pardo a negro. Las
colonias tienen un aspecto velloso que al inicio es gris y luego se torna negro
(INSHT, 2014, p. 1).

El hongo Alternaria ya ha sido reportado en una especie de Rubus en China,
en donde se presentaron manchas circulares de color marrén rodeadas por un
halo de color amarillo en las hojas, para lo cual las hojas que se encontraban
infectadas se cayeron (Cong, Liu, Lu, Yang, Wang y Gao, 2016, p. 1).

Por otro lado, como se muestra en la figura 11C se llevé a cabo un analisis
citohistoquimico que permite observar si los agentes se encuentran afectando
el tejido de la planta de mora (R. niveus). Para esta técnica se emplean
reactivos que son capaces de colorear los tejidos viejos 0 no viables de la

muestra con la que se esté trabajando (Larrea, Falconi y Arcos, 2015, p. 143).

La reproduccion de los hongos fitopatdgenos se da mediante esporas que se
pueden observar en la superficie de los 6rganos vegetales, dentro de los tejidos
o intercelularmente. Por tanto, cuando se lleva a cabo un analisis

citohistoquimico se puede apreciar estas estructuras dentro de los tejidos, lo
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que indica que el patdgeno de interés si se encuentra atacando la maleza. En
la figura 11C el microorganismo que se aprecia es del género Curvularia,
debido a que cumple todas las caracteristicas detalladas anteriormente. Este
es un buen indicativo, debido a que se podria aislar el microorganismo y ser

empleado como un potencial agente de control de biolégico contra R. niveus.

5.3 La Borreguera

El sector La Borreguera se caracteriza por ser una zona semi-habitada en
donde existe una mayor probabilidad que se propaguen diversas especies

invasivas ya que no se llevan regularmente métodos de control de malezas.

En la figura 12 se presenta las muestras de hojas de Rubus niveus
recolectadas del sector de La Borreguera de la Parte Alta de la Isla San
Cristébal, las mismas que presentan manchas cloréticas y que indican que
estan siendo atacadas por un microorganismo, probablemente una bacteria, un

hongo o una levadura.

Figura 12. Hojas de Rubus niveus pertenecientes al sector de La Borreguera

en la Isla San Cristobal.
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Los microorganismos que fueron encontrados en las muestras de hojas de
Rubus, son los que se encuentran en la figura 13 y son hongos fitopatégenos

gue se encuentran atacando a la planta de interés.

Figura 13. Hongos fitopatdgenos del sector La Borreguera.

A. Meliola spp.
B. Leptosphaeria spp.

C. Citohistoquimica

La taxonomia del hongo Meliola se detalla en la tabla 5. Este hongo produce la
enfermedad del moho negro, en donde las colonias de este microorganismo
son negras y circulares, sus hifas presentan un color marrén oscuro con
pequefias ramas laterales, el ascoma es negro y globoso y sus ascosporas son
de color marrdn oscuro, elipsoidales y de paredes gruesas, tal como se
muestra en la figura 13A (McKenzie, 2014, p. 2).
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Tabla 5.

Taxonomia de Meliola spp.

Reino Fungi
Division Ascomycota
Clase Dothideomycetes
Orden Meliolales
Familia Meliolaceae
Género Meliola

Tomado de Cannon, Arboleda, Evans y Bungartz (2014), p. 2.

El género Meliola es un hongo fitopatégeno que parasita plantas superiores
gue se encuentran en zonas tropicales o templadas, estos microorganismos
presentan un ascocarpo que se destruye cuando las ascas se desarrollan
(Tormo, 2014, p. 1). Este microorganismo ha sido encontrado en hojas, tallos y
peciolos de Rubus trivialis (Calkins, 1886, p. 1) en donde las caracteristicas del

hongo son similares a las detalladas anteriormente.

Un estudio llevado a cabo en Brasil en donde se realizé un levantamiento de la
microbiota de dos especies de plantas nativas del sitio, determind que existe un
gran potencial de hongos fitopatdgenos en este sector, en donde se destacan
los hongos de la familia Meliolaceae, debido a que son considerados como un

aparente potencial para llevar a cabo un control biolégico (Macedo, 2010, p. 1).

El hongo Leptosphaeria pertenece al orden Pleosporales como se muestra en
la tabla 6, este microorganismo se caracteriza por la produccién de ascosporas
septadas de color palido a marrén oscuro (Camara, Palm, Berkum y O’Neill,
2002, p. 1). Los cuerpos fructiferos se encuentran embebidos en el tejido del
huésped los cuales se prolongan a través de un cuello grueso que toma
contacto con el exterior. Las ascosporas son fusiformes de color amarillo o
marron, pluriseptados transversalmente (Falconi, 1998, p. 44), como se puede

apreciar en la figura 13B.
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Tabla 6.

Taxonomia de Leptosphaeria spp.

Reino Fungi
Division Ascomycota
Clase Dothideomycetes
Orden Pleosporales
Familia Leptosphaeriaceae
Género Leptosphaeria

Tomado de Naturdata, 2009, p. 1

Este microorganismo es pardsito de plantas, presenta ascostromas
subepidérmicos y ataca a rosaceas arbustivas (Tormo, 2014, p. 1). Es capaz de
causar manchas foliares, las mismas que varian dependiendo del tipo de
especie de hongo que ataque a la planta de interés, las manchas se presentan
de un color marrén rojizo en los bordes de las hojas y se extienden hacia la

parte interna de la misma (Almodadvar, 2005, p. 14).

El hongo fitopatdgeno Leptosphaeria se lo ha reportado en los frambuesos
rojos (Rubus idaeus) el cual fue aislado de lesiones vasculares producto de las
heridas realizadas por cosechadoras mecéanicas, en donde se presentaron
lesiones de color café que poco tiempo provocé la muerte del cultivo
(Williamson y Hargreaves, 2008, p. 1). Existen hongos que provocan serias
enfermedades en Rubus, un ejemplo es Leptosphaeria coniothyrium que ataca

a la mora pero su efecto es leve en la misma (Johnston, 2012, p. 9).

En un estudio llevado a cabo en Nueva Zelanda se analizdé el potencial de
ciertos hongos fitopatdgenos para el control de las malas hierbas, para lo cual
se empled hongos registrados en el area de distribucion natural de las malezas
asi como también aquellos que ya habian sido empleados como control
biolégico. Dentro de los hongos reportados se destaca la especie

Leptosphaeria rimalis que es capaz de causar la muerte en las hojas y las
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ramas, apareciendo en un inicio como manchas circulares (Johnston, 2012, p.
6).

Por otro lado, se llevd a cabo un analisis citohistoquimico que permite observar
si alguno de los patégenos encontrados dentro del sector La Borreguera estan
afectando el tejido de la hoja de mora (Rubus niveus), como se observa en la
figura 13C el microorganismo que estd atacando a la planta pertenece al
género Meliola, debido a que sus esporas cumplen con las caracteristicas
detalladas anteriormente. Con esto se puede predecir que este género seria un

candidato apropiado para realizar un control biolégico en R. niveus.

5.4 La Soledad

El sector La Soledad es un sitio turistico en donde al igual que El Progreso se
llevan a cabo actividades agricolas, las mismas que obligan a los campesinos a

controlar las malezas que alli se desarrollan.

Las muestras de hojas del sector La Soledad tal como se demuestra en la
figura 14 presentaban manchas cloréticas que indican que probablemente

estan siendo atacadas por un agente biolégico.

Figura 14. Muestras de hojas de Rubus niveus recogidas del sector La

Soledad en la Isla San Cristébal.
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Los microorganismos que se encontraron en las hojas de Rubus son los que se
muestran en la figura 15, los cuales son considerados como hongos

fitopatégenos debido a que son capaces de afectar a una especie de interés.

Figura 15. Hongos fitopatdégenos del sector de La Soledad.

A. Paraconiothyrium spp.
B. Helminthosporium spp.

C. Citohistoquimica

El hongo Paraconiothyrium es un microorganismo que pertenece a la clase de
los Dothideomycetes como se detalla en la tabla 7, presenta picnidios
subepidérmicos y luego errumpentes, glabros, globosos o un poco ovoides, con
la pared gruesa, los conidibgenos son cortos y las picniosporas son
unicelulares, de color marréon, presentan forma ovoidal o eliptica y son de
pequefias dimensiones (Falconi, 1998, p. 149) tal como se aprecia en la figura
15A.
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Tabla 7.

Taxonomia de Paraconiothyrium spp.

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Clase Dothideomycetes
Subclase Pleosporomycetidae
Orden Pleosporales
Familia Didymosphaeriaceae
Género Paraconiothyrium

Tomado de National Center for Biotechnology Information, 2016, p. 1.

El género Paraconiothyrium es de gran interés social debido a que las especies
del mismo se presentan como patégenos de plantas, agentes de control
bioldgico, bioremediadores, etc. (Zeiner et al.,, 2016, p. 1). La especie
Paraconiothyrium fuckelii es un patdgeno vegetal agresivo de la familia de las
Rosaceae en donde se ha visto que ataca a Rubus fruticosus y Rubus idaeus
(de Gruyter, Woudenberg, Aveskamp, Verkley, Groenewald y Crous, 2013, p.
34).

El hongo fitopatbgeno Helminthosporium pertenece al orden de los
Pleosporales tal como se muestra en la tabla 8, este organismo presenta
conidiéforos septados marrones o negros, los cuales pueden ser simples o
estar ramificados una sola vez, ademas pueden ser derechos o flexuosos,
densos, reunidos en pequefios racimos portando conidios apicales. Los
conidios son cilindricos, redondos en una extremidad, ovoidales, derechos o
pueden ser curvados, oscuros, transversalmente, pluriseptados con un

episporio liso (Falconi, 1998, p. 211), como se observa en la figura 15B.



38

Tabla 8.

Taxonomia de Helminthosporium spp.

Reino Fungi

Filo Ascomycota
Clase Dothideomycetes
Subclase Pleosporomycetidae
Orden Pleosporales
Familia Pleosporaceae
Género Helminthosporium

Tomado de GBIF, 2016, p. 1.

Los sintomas que desarrolla este microorganismo en las plantas son manchas
de color verde grisaceo, marrén o elipticas que por lo general se presentan en
las hojas inferiores y luego aparecen en las hojas superiores (Enciclopedia
Britanica, 2016, p. 1).

El hongo Helminthosporium provoca manchas en las hojas y se lo puede aislar
de tejidos vegetales muertos. Este microorganismo causa diversos sintomas
dependiendo de la enfermedad y del huésped, por lo general se presenta la
enfermedad con manchas marrones pequefas en las hojas, que se extienden
por toda la hoja y son capaces de provocar la muerte de la planta (Scherm,
2016, p. 1). Este microorganismo se lo ha reportado en Rubus L. (Biblioteca
Digital, 2013, p. 1051), en donde se vio que la planta presentaba manchas en

las hojas.

Aqui también se llevé a cabo un andlisis citohistoquimico para observar si
alguno de los microorganismos mencionados antes se encontraba afectando al
tejido de la hoja de R. niveus. Como se observa en la figura 15C la espora que
se presenta pertenece al género Helminthosporium, debido a que cumple con
las caracteristicas definidas anteriormente. Por tanto, este organismo podria

ser empleado como un agente de control biolégico contra la maleza de interés.
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5.5 Andlisis estadistico

Para la obtencion de datos estadisticos se llevo a cabo la prueba no
paramétrica Chi-cuadrado, en donde se formulé dos hipotesis con el fin de

conocer si las variables analizadas dependian o no la una de la otra.

Las variables analizadas fueron la incidencia, la infeccion y el estado fenoldgico
de la planta, con respecto a los sitios en donde se tomaron las muestras de

hojas de Rubus niveus en la parte alta de la Isla San Cristobal — Galapagos.

Se plante6 dos hipoétesis para la realizacion de la prueba no paramétrica: la

nula y la alternativa:

Ho: “La presencia de los microorganismos es independiente al sitio de

recolecciéon de la muestra”.

Ha: “La presencia de los microorganismos encontrados es dependiente al sitio

de recoleccion de la muestra”.

Esta prueba se la llevd a cabo con un nivel de significancia del 5%. A
continuacion en la tabla 9 se presenta los andlisis llevados a cabo para aceptar

o rechazar una de las hipétesis planteadas.

Tabla 9. Prueba Chi-cuadrado

Probabilidad G. L. X2 prueba X2 critico

.9963 4 15.5544** 9.4877

Nota: G.L. son los grados de libertad y el valor de X? critico es obtenido de una

tabla de distribucién Chi-cuadrado a una probabilidad de 0,05.

Como se observa en la tabla anterior, se acepta la hipétesis alternativa. Es
decir, los microorganismos encontrados dependen del sitio de recoleccion de

las muestras.
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Después de realizar la prueba estadistica se deduce que los microorganismos
varian de acuerdo al sitio de recoleccion de las muestras y como las mismas
fueron tomadas a distintas alturas, este factor también influye en la presencia
de hongos fitopatdgenos que se puedan presentar en las hojas de Rubus

niveus.

Ademas, esto corrobora los resultados observados a nivel microscépico, en
donde se obtuvieron diferentes hongos fitopatdgenos para los tres puntos de
muestreo analizados, a pesar de que es la misma especie (R. niveus). Esto
podria deberse a que el ambiente interviene directamente en el desarrollo de
los microorganismos, ya que las condiciones fisicas y quimicas contribuyen al

desarrollo 6ptimo de uno u otro organismo fitopatégeno.

Dentro de los microorganismos analizados en este estudio se encuentra el
ascomiceto Curvularia que se puede desarrollar en regiones templadas y
tropicales, el hongo fitopatdgeno Alternaria puede crecer a temperaturas de 2 a
32°C y con temperaturas 6ptimas de 25 a 28°C (Rocha, Alvarado, Gutiérrez,
Salcedo y Moreno, 2013, pp. 159 - 161), estos agentes biol6égicos fueron
encontrados en hojas Rubus del sector de El Progreso donde la temperatura
de este sitio oscila entre los 22 a 32°C (CGREG, 2013, p. 4).

La temperatura del sector La Borreguera se encuentra dentro de los 24°C y
este sitio se caracteriza por presentar gartas esporadicas (Unda y Urbina,
2011, p. 84), dentro de esta area de muestro se identificé el género Meliola que
es capaz de proliferarse a una temperatura de 24 a 26°C (Casanova y Avelar,
2001, p. 3) y el hongo Leptosphaeria que habita en suelos acidos, ambientes
hamedos y se lo encuentra en zonas altas y humedas (Uribe, 1998, p. 40;
CIMMYT, 2004, p. 29).

Por otro lado, el hongo Helminthosporium se desarrolla en lugares
subtropicales que poseen condiciones Optimas como son altas temperaturas y
alta humedad (Gilchrist et al., 2005, p. 26), el microorganismo Paraconiothyrium
crece a temperaturas que oscilan entre 17 a 22°C con alta humedad en el

ambiente (CENTA, 2014, p. 8), estos microorganismos fueron encontrados en
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el sector de La Soledad donde la temperatura de este sitio fluctia entre los 17
a 24°C (Unda y Urbina, 2011, p. 82).

El clima que se desarrolla en la zona Costera presenta dos estaciones, en
donde se encuentra la época de lluvia acompafiada de un alto indice de
humedad y altas temperaturas, mientras que en la época seca la temperatura
tiende a disminuir, los vientos aumentan y las lluvias desaparecen. La
temperatura en la regién Insular varia entre los 21 a 30°C (Moreano, 1983, pp.
1-23).

Con lo expuesto anteriormente, se puede deducir que los microorganismos que
se encontraron en las hojas de la especie Rubus niveus ya se hallaban en el
medio ambiente antes de ser introducida la maleza, debido a que este cuenta

con las condiciones 6ptimas para el desarrollo de estos hongos fitopatégenos.

Es por esta razon, que se debe considerar los diversos factores que se
desarrollan en el ambiente sobre los microorganismos, debido a que estos
pueden beneficiar el desarrollo de estos agentes microbianos como también
inhibirlos o destruirlos (Mayea et al., 1998, p. 500). Es decir, existen dos
factores que regulan la presencia o existencia de microorganismos dentro de
determinados ambientes como son la limitaciébn de nutrientes y la tolerancia
ambiental (Guerrero, 2015, p. 63).

Por tanto, se concluye que el crecimiento o la presencia de un microorganismo
en el ambiente van a depender de la disponibilidad de nutrientes, asi como
también de las condiciones de crecimiento (Guerrero, 2015, p. 43). Esto
provoca que se encuentren diversos microorganismos en un ambiente y en otro
no, sin embargo estos agentes bioldgicos pueden encontrarse en un estado de
latencia y solo se activan cuando se presenten condiciones favorables en el
medio, llevando acabo esta actividad como una estrategia de supervivencia
(Guerrero, 2015, p. 51).
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Los hongos fitopatogenos encontrados en las muestras de hojas de Rubus
niveus pertenecen a la divisibn Ascomycota y son capaces de producir

manchas cloréticas en las hojas de la planta infectada.

La incidencia de la planta de mora (Rubus niveus) disminuye de acuerdo a los
niveles poblacionales, las actividades agricolas y ganaderas que se den en el
sector, es por esta razdbn que de acuerdo a los tres sitios analizados
encontrados a distintas altitudes, la presencia de Rubus es menor en La

Soledad y El Progreso en comparacion con La Borreguera.

Los hongos fitopatdgenos identificados en el sector de El Progreso pertenecen
a los géneros Alternaria y Curvularia, en el sector de La Borreguera se
encontré6 Meliola y Leptosphaeria, mientras que en La Soledad se hall

Paraconiothyrium y Helminthosporium.

Los microorganismos encontrados en los distintos sitios de muestreo pueden
ser empleados como agentes de control biol6gico, debido a que se comprobdé
gue pueden causar enfermedades en las hojas y provocar la posterior muerte

de la planta, segun estudios analizados.

De acuerdo a la prueba estadistica no paramétrica chi- cuadrado, se concluy6
gue los microorganismos encontrados dependen del sitio de muestreo, es decir
varian segun el punto en el cual se recoja la muestra y esto se debe a los

diferentes factores ambientales en los que se desarrollan.
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6.2 Recomendaciones

Se recomienda extraer las toxinas de los microorganismos encontrados para
ser empleadas como un bioplaguicida contra la Rubus niveus que se halla en la
Isla San Cristobal — Galapagos, pero llevando a cabo pruebas de toxicidad en
el resto de plantas que se encuentran alrededor de esta maleza para evitar

destruirlas.

Se recomienda aislar los microorganismos de las hojas de Rubus niveus
realizando una desinfeccidn previa, para de esa manera poder observar todos

los estadios de estos agentes bioldgicos.

Se recomienda tener las muestras en congelacion para conservarlas por mas
tiempo y emplear las cdmaras humedas cuando se requiera el crecimiento de

los microorganismos para posteriormente realizar el analisis citohistoquimico.

Se recomienda realizar técnicas moleculares que permitan identificar de forma
segura, concisa y precisa que microorganismos se estan analizando, en donde
se podria llevar a cabo un analisis de secuencia multilocus para caracterizar los

microorganismos encontrados.
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